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COMPARAGAO ENTRE TECNICAS DE IMPRINT DAS GARRAS EM MEIO
DE CULTURA E ESPALHAMENTO COM SWAB PARA ISOLAMENTO E
IDENTIFICAGAO DE FUNGOS SUBUNGUEAIS DE GATOS HIGIDOS
SEMIDOMICILIADOS

RESUMO

Os gatos possuem um importante papel na disseminagcdo de zoonoses através
da arranhadura e mordedura. Associado a esse fator,a estreita convivéncia
entre os animais domésticos e o0 homem também facilita a disseminagao de
doengas transmitidas por esses animais. Esse compartiihamento do nicho
urbano tem despertado o interesse e a necessidade de investigagdes acerca
da ligacdo entre seres humanos e os animais domésticos como potencias
reservatorios de doencas, dentre as quais podemos destacar zoonoses
fungicas.Sendo assim, objetivou-se comparar as técnicas de imprint e
espalhamento para o isolamento de col6nias e identificacdo dos fungos
patogénicos e nao-patogénicos presentes nas garras dos felinos
semidomiciliados da microrregido de llhéus e Itabuna, do estado da Bahia. A
amostragem foi composta por 150 felinos, subdivididas em trés grupos. No
primeiro e segundo grupo os gatos semidomiciliados foram submetidos a
técnica de imprint,na qual50 gatos foram submetidos a antissepsia das garras
dos membros toracicos e 50 submetidos a antissepsia das garras de apenas
um dos membros toracicos. Para os dois grupos citados, a coleta foi realizada
através do imprint dessas garras em placas de petri contendo Agar Micobiético
Seletivo. O terceiro grupo foi composto, também, por 50 animais que, por sua
vez, foram submetidos a técnica de espalhamento. Para essa ultima técnica, o
material foi coletado friccionando-se um swab estéril, umedecido com caldo de
infusdo cérebro coragao (BHI), nas garras dos membros anteriores; em seguida
o swab umedecido foi transferido para um tubo de ensaio contendo caldo BHI,
e uma aliquota do material contido no tubo de ensaio foi transferida para placas
de petri contendo Agar Micobiético Seletivo. O tubo de ensaio contendo o caldo
de infusdo cérebro coragdo e o swab com material das garras dos felinos foi

armazenado em temperatura de 25°C e apds 24 horas foi incubado a 25°C



durante 30 dias. Para todas as técnicas, as leituras foram realizadas nos dias
05, 07, 15 e 30 pds incubacgao. A partir da técnica de espalhamento isolaram-se:
Mucor sp., 25 (54,34%); Rhodotorula sp. 13 (28,26%); Fusarium sp., 10
(21,73%); Aspergillus sp., 10 (21,73%); Trichoderma sp., nove (19,56%);
Penicillium sp., nove (19,56%); Cladosporium sp., cinco (10,86%); Rhizopus sp.,
quatro (8,68%); Acremonium sp., trés (6,5%); Exophialia sp., trés (6,5%);
Paecilomyces sp., dois (4,34%); Trichosporon sp.; dois (4,34%); e um
Geotrichum sp. (2,17%).

Palavras-chave:Felis catus. |dentificagao fungica. Garras.



COMPARISON BETWEEN /MPRINT TECHNIQUES OF CLAWS IN CULTURE
AND SCATTERING WITH SWAB FOR ISOLATION AND IDENTIFICATION
OF SUBUNGAL FUNGUS OF HYGIDS SEMIDOMICIATES CATS

ABSTRACT

Cats play an important role in the spread of zoonoses through scratching and
biting. Associated with this factor, the close coexistence between domestic
animals and humans also facilitates the spread of diseases transmitted by these
animals. This sharing of urban niche has aroused the interest and the need for
research on the link between humans and domestic animals as potential
reservoirs of diseases, among which we can highlight fungal zoonoses. Thus,
the objective of this study is to compare imprint techniques and spreading to
isolation of colonies and identification of pathogenic and non-pathogenic fungus
present in the claws of semidomiciliated felines from the micro region of lIhéus
and Itabuna, of the state of Bahia. The sample consisted of 150 felines,
subdivided into three groups. In the first and second group the semidomiciliated
cats were submitted to the imprint technique, where 50 cats underwent
antisepsis of the claws of the thoracic limbs and 50 underwent antisepsis of the
claws of only one of the thoracic limbs. For both groups mentioned, the
collection was performed by imprinting these claws in petri dishes containing
Selective Mycobiotic Agar. The third group, therefore, also composed by 50
animals submitted to scattering technique. For this last technique, the material
was collected by rubbing a sterile swab moistened with brain-heart infusion
broth (BHI), in the claws of forelimbs, then the moistened swab was transferred
to a test tube containing BHI broth, where an aliquot of the material contained in
the test tube was transferred to petri dishes containing Selective Mycobiotic
Agar. The test tube containing the brain heart infusion broth and the feline claw
material swab was stored at 25°C during 30 days. For all techniques, readings
were performed on days 05, 07, 15 and 30 post incubation. From the scattering
technique the following were isolated: Mucor sp., 25 (54,34%); Rhodotorula sp.
treze (28,26%); Fusarium sp., 10 (21,73%); Aspergillus sp., 10 (21,73%);



Trichoderma sp., nine (19,56%); Penicillium sp., nine (19,56%); Cladosporium
sp., five (10,86%); Rhizopus sp., four (8,68%); Acremonium sp., three (6,5%);
Exophialia sp., three (6,5%); Paecilomyces sp., two (4,34%); Trichosporon sp.,
dois (4,34%), and one Geotrichum sp. (2,17%).

Key words: Felis catus. Fungal identification. Claws.
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Na imagem do lado esquerdo pode-se observar o
Sporothrix schenckii, quando cultivado em agar dextrose
de batata (SDA), em temperatura de 25-30°C. Observa-
se conidioforo verticilado, com conidios alongados e em
suas extremidades afilados, com aspecto de “margarida”.
Na imagem do lado direito, o Sporothrix schenckii quando
submetido a temperaturas de 37° C no meio Agar infus&o
cérebro-coragao (BHI), observando a forma
leveduriforme.

Pode-se observar as estruturas que compdem o fungo
Mucor sp. e o Rhizopus sp. A diferengca mais nitida entre
as estruturas € a auséncia dos rizoides observada no
Rhizopus sp. e ausente no Mucor sp.

Pode-se obsevar que o Penicilllum sp. apresenta
conidiéforos septados, septos nao observados no
Aspergillus sp., que por sua vez apresenta uma vesicula
sustentando as fialides e os conidios.

Na imagem a esquerda, pode-se observar a presenga de
com conidiéforos septados, conidios ovais e fialides
localizadas em sua extremidade essas estruturas compde
o fungo do género Pacilomyces sp. e a direta a
microscopia do fungo do género Acremonium sp.;
conidioforos com hifas especializadas suportando os
conidios.

Pode-se observar a presenca de artroconidios — esporos
que compdem o fungo do género Geotrichum sp

Na imagem do lado esquerdo pode-se observar a
frutificacao do tipo cladosporium, estruturas que
compdem o fungo do género Cladosporium sp. Do lado
direto esta ilustrada a microscopia do fungo do genero
Exophiala sp.; observam-se hifas septadas e conidios
elipticos
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Na imagem do lado esquerdo podem-se observar
leveduras ovais e alongadas do género Rhodotorula
sp.Do lado direto nota-se a presenca de leveduras do
género Tricosporon sp.

Técnica de imprint em Agar Micobidtico Seletivo.
Imagem A e B com antissepsia das garras (7 e 30 dias,
respectivamente) e C e D sem antissepsia das garras (7
e 30 dias, respectivamente) E possivel observar nas
figuras, que mesmo apds antissepsia, ainda ha
sobreposi¢ao das coldnias em detrimento do crescimento
fungico exacerbado.

Técnica de imprint em Agar Micobidtico Seletivo. Placas
dos animais 033, 036 e 048, incubadas a 5, 7, 15 e 30
dias, respectivamente. Pode-se observar que a partir do
7° dia o isolamento fungico encontra-se comprometido
em decorréncia do crescimento fungico exacerbado.

Técnica de espalhamento em Agar Micobidtico Seletivo.
Placas dos animais 019, 028 e 025, incubadas a 5, 7, 15
e 30 dias, respectivamente. Com a técnica de
espalhamento, pode-se observar que as colbnias se
mostram mais dispersas, viabilizando o isolamento das
colbnias e posterior identificagédo fungica.

Macroscopia da colénia (A) (seta azul — pode-se observar
a presenga da col6nia algodonosa “branca” em toda a
placa de Petri) pela técnica de espalhamento e
microscopia (B) do fungo do género Mucor sp., aumento
de 40x.

Macroscopiada colénia(A) e microscopia (B) da levedura
Rhodotorulasp, no aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da coldnia (A) e microscopia (B) do fungo do
género Aspergillus sp., no aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da coldnia (A) e microscopia (B) do fungo do
género Fusarium sp., no aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.
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Macroscopia da colénia (A) e microscopia (B) do género
Penicillium sp., no aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da coldnia (A) e microscopia (B) do género
Trichoderma sp. no aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Cladosporum sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Rhizopus sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Acremonium sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Exophialia sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Paecilomyces sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da colonia (A — pode-se observar colbnia
esbranquicada indica pela seta azul) e microscopia (B) do
género Trichosporon sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.

Macroscopia da col6nia (A) e microscopia (B) do género
Geotrichum sp., aumento de 40x. Técnica de
espalhamento.
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1 INTRODUGAO

A ocorréncia de zoonoses e sua transmissao para a populacido humana
tém sido cada vez mais comuns. Associado a esse fator, um numero crescente
de caes e gatos convive intimamente com os seres humanos. Assim, o
compartilhamento do nicho urbano tem despertado o interesse e a necessidade
de investigacdes acerca da ligagédo entre seres humanos, animais domésticos e
a transmissdo de doencas(FARIAS et al., 2011). Os gatos, por sua vez,
possuem um importante papel na disseminagcdo de zoonoses através da
arranhadura ou contato direto, dentre as quais podemos destacar a
esporotricose (LARSSON, 2011).

Os quadros dermatologicos de etiologia fungica sdo cada vez mais
recorrentes na rotina da clinica médica de pequenos animais (SCOTT et al.,
2001), demonstrando a importancia do levantamento de dados acerca dos
fungos mais frequentemente observados nas garras dos felinos, uma vez que
uma das principais doengas de caracter zoondtico, como a esporotricose, é
transmitida também pela arranhadura de gatos, que albergam em suas garras
o agente (ANDRADE,2002). Além disso, € importante destacar que nem todos
0s animais veiculadores da doenga apresentam sinais clinicos (LARSSON,
2011).

Sabe-se que diversos fungos estdo presentes no tegumento e pelagem
dos felinos, muitos dos quais sao saproéfitas e fazem parte da microbiota.
Dentre eles podemos citar o Cladosporium Aspergillussp., Penicilliumsp.,
Mucorsp. eRhodotorula sp.como os fungos mais comumente isolados dos
gatos (MORIELLO;DeBOER, 1991; GAMBALE et al., 1993; CABANES, 2000;
SCOTT et al., 2001; PAIXAO et al., 2001). Dentre esses fungos, o
Cladosporum sp.,Exophialia sp., Aspergillus sp., Rhizopus sp., Mucor sp.,
Fusarium sp., Paecilomyces sp.e Penicillium sp. podem promover na
populacdo humana o desenvolvimento de micoses sistémicas oportunistas, que
tem importancia clinica em humanos,principalmente em pacientes com

comprometimento imunolégico (CAREY, 2003).
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Adicionalmente,apesar da microrregidao de Ilhéus-ltabuna n&o ser
endémica para a esporotricose, apresenta clima propicio para o
desenvolvimento do agente fungico. Assim sendo, € de interesse para a saude
publica determinar a prevaléncia da doenga na regido e o estabelecimento de
técnicas laboratoriais viaveis para o isolamento e identificacdo dos agentes

fungicos prevalentes nas garras dos felinos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar as técnicas de imprint e espalhamento para o isolamento das
colonias e identificagdo de fungos patogénicos e ndo-patogénicos presentes
nas garras dos felinos semidomiciliados da microrregido de llhéus e Itabuna, do
estado da Bahia, e determinar, através dessas técnicas, a populagao fungica

presente nas garras dos gatos.

2.2 ObjetivosEspecificos

() Determinar a viabilidade da técnica de imprint na identificacéo

de fungos que albergam as garras dos felinos

(1 Determinar a viabilidade da técnica de espalhamento na

identificacdo de fungos que albergam as garras dos felinos

(1) Determinar a prevaléncia fungica nas garras dos felinos
semidomiciliados da microrregido de Illhéus e Itabuna, do

estado da Bahia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Gatos como veiculadores de doengas fungicas

As doengas zoondticas s&o cada vez mais comuns, apesar da grande
evolugdo cientifica e tecnoldgica para o controle dessas enfermidades
(ARMELIN; CUNHA, 2016). O aumento da incidéncia das zoonoses se deve
em grande parte ao numero crescente da populagcdo de caes e gatos

convivendo intimamente com a populagdo humana (FARIAS et al., 2011).

A populagdo dos gatos tem crescido substancialmente ao longo dos
anos e esses animais, por sua vez, possuem um importante papel na
disseminagcdo de doencas através da arranhadura Dentre estas podemos
destacar a esporotricose, ja que essa espécie € um importante reservatério da
doenga, sendo uma potencial fonte de infeccdo para o ser humano e outros
gatos saudaveis. Habitos inatos, tais como, escavar e encobrir os dejetos com
a terra e a afiagdo ungueal dos felinos em troncos de arvores ou vegetais séo
importantes fatores para a manutencdo do agente nas unhas ou digitos dos
animais assintomaticos (LARSSON, 2011).

Alguns fungos sabidamente presentes nas garras dos felinos podem
apresentar importancia clinica para a populacdo humana quando entram em
contato com pacientes imunossuprimidos, tais como: Acremonium
sp.,Aspergillussp., Cladosporium sp., Exophialia sp., Fusarium sp., Geotrichum
sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Rhodotorula
sp.eTrichosporon sp. (MARR et al., 2002; KOZAK et al.,2003; LOSS et al.,
2011; VASCONSCELOS et al., 2013;).

As micoses sistémicas oportunistas sdo enfermidades fungicas que
acometem pessoas e animais imunocomprometidos, ocorrendo secundarias a
outras doengas, especialmente em pacientes portadores de cancer em estagio
avancado, individuos submetidos a transplantes ou procedimentos

quimioterapicos, além do uso de imunossupressores. Em gatos ha relatos de
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infeccbes fungicas oportunistas em animais portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) e leucemia felina (FeLV) (CASTRO et.al., 2017).

3.2Esporotricose

A esporotricose € uma doenga infecciosa micdtica granulomatosa
cronica, causada por um fungo pertencentea Familia Ophiostomataceae,
Ordem Ophiostomatales, Subclasse Euascomycetes, Divisdo Ascomycota,
género Sporothrixspp. Os fungos patogénicos pertencentes a esse génerosao
dimérficos quando estdo na forma parasitaria ou em cultivos fungicos a 37°C;
crescem como levedura, apresentando uma forma “em charuto” ou
arredondada. (Imagem 1) A temperatura ambiente, por sua vez, apresentam
crescimento micelial (OLIVEIRA et al., 2011).

A esporotricose atinge o homem e diversas espécies de animais (ROSA
et al., 2005), sendo dividida didaticamente em trés formas principais: doenca
cutanea, cutaneolinfatica e disseminada, sendo a forma cutaneolinfaticaa mais
comumente observada nos felinos domésticos, com disseminagao observada
em mais de 50% dos casos (TABOADA, 2004). Os sinais clinicos comumente
observados sao lesdesulceradas na pele, com evolucio rapida e producio de
secrecdo. Essas lesbes nao cicatrizam (LARSSON,2011). Dessa forma,esse
tipo de manifestacéo € a mais frequente nos seres humanos, chegando a 80%
dos casos, tendo como inicio uma lesdo nodular ou ulcerativa no local da
inoculacao do fungo (MARIMON, 2007).

A ocorréncia de esporotricose em animais, especialmente gatos, e sua
transmissao para humanos tém sido descritas em diversos paises, sendo que
no estado do Rio de Janeiro a doenca assumiu propor¢cdes epidémicas
(BARROS et al.,2010).Ainda, segundo Cruz (2013), a potencialidade zoondtica
da esporotricose felina se tornou reconhecida a partir da década de 80, quando
a doenca em seres humanos foi pela primeira vez associada ao contato com
gatos infectados, demonstrando a importadncia desses animais na

disseminagao da doenga de forma zoonética.
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A esporotricose € uma doenga adquirida pela implantacdo de forma
traumatica do fungo no tecido subcutaneo, pelo contato com qualquer material
que esteja contaminado pelo fungo. A forma mais provavel de disseminagao
desta micose entre os gatos € através da transmissdo pelo contato entre
animais sadios e infectados. (CRUZ, 2013).

O diagnostico considerado padré&o-ouro consiste no cultivo em meios de
cultura e posterior identificacdo do agente. Os meios de cultura preconizados
sdo o agar de infusdao de cérebro e coragao, agar sangue (37°C) e agar
Sabouraund (CARTER, 1988). O crescimento do microrganismo pode ser
observado em aproximadamente 3 a 5 dias, podendo apds esse periodo serem
avaliados (KWON-CHUNG & BENNET,1992; LACERDA et. al.,, 1999). Os
meios podem ainda ser acrescidos de cloranfenicol e cicloheximida (CRUZ,
2010). As amostras utilizadas podem ser obtidas a partir de biopsia de pele,
fragmentos ungueais, sangue ou coagulos provenientes das fezes, material da
cavidade oral e nasal (SCHUBACH,2004). Microscopicamente o Sporothrix
schenckii quando cultivado em meios de cultura, apresenta dimorfismo térmico.
Em temperaturas entre 25-30°C, podem-se observar hifas septadas,
conidiéforo verticilado, com conidios alongados e em suas extremidades

afilados, apresentando aspecto de “margarida”.

O tratamento consiste no uso de drogas antifungicas, sendo o
itraconazolo farmaco de eleicdo, na dose de 50mg/animal ou 10 a 20mg/kg,
uma vez ao dia, sendo recomendada a administracdo da medicagao

juntamente com o alimento (VIANA, 2014).

Em um estudo realizado por Junior et al. (2012), estimou-se que 35,02%
das doengas que acometeram cées (20,02%) e gatos (15%) foram
enfermidades tegumentares e, dentre os quadros dermatolégicos com etiologia
fungica, destacou-se a esporotricose. Esses resultados demonstram a
importancia do controle sanitario, manejo adequado e visitas periddicas ao

médico veterinario para o controle dessas doengas (JUNIOR et al., 2012).
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Aspecto de "Margarida"

o i Forma Leveduriforme
Conidios alongados

conidioforo verticilado

25°C on SDA 3T on BHI

Imagem 1: Na imagem do lado esquerdo pode-se observar o Sporothrix
schenckii, quando cultivado em agar dextrose de batata (SDA), em temperatura
de 25-30°C. Observa-seconidioforo verticilado, com conidios alongados e em
suas extremidades afilados, com aspecto de “margarida”. Na imagem do lado
direito, o Sporothrix schenckii quando submetido a temperaturas de 37° C no
meio Agar infusdo cérebro-coracdo (BHI), observando a forma leveduriforme.
Fonte: ALMEIDA, 1988.

3.3 Zigomicoses sistémicas

As zigomicoses englobam doencgascausadas por um grande numero de
fungos pertecentes ao grupo dos zigomicetos (MEIRELLES; NASCENTE,
2009), primitivos, que se alimentam de matéria organica em decomposicao,
possuindo rapido crescimento. Esse fungo é cosmopolita, possui baixa
viruléncia, mas pode acometer tanto animais quanto humanos. Esse grupo
engloba fungos como o Mucor sp. e Rhizopus sp., capazes de promover
alteragdes subcutaneas e/ou sistémicas (MARQUES et al., 2010; MOHANTY et
al., 2010).

Na populagcdo humana, esses géneros acometem majoritariamente a
regido rino-facial-craniana, pulmdes, trato gastrointestinal, pele e menos
comumente outros 6rgaos (MARQUES et al., 2010; MOHANTY et al., 2010).
Os individuos imunocomprometidos sdo mais suscetiveis, nos quais a doenga

apresenta um curso agudo e fulminante, uma vez que o fungo infectante tem
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grande afinidade pelos vasos sanguineos arteriais. Dessa forma, predispde ao
desenvolvimento de émbolos, seguido de necrose tecidual, com
comprometimento do aporte sanguineo, sendo extremamente importante o
rapido diagnéstico e intervengado terapéutica (PRABHU; PATEL, 2004;
MARQUES et al., 2010).

O desenvolvimento da zigomicose cutanea se da atraves da implantagao
traumatica do agente na pele. Pacientes humanos diabéticos ou com
queimaduras extensas sao mais suscetiveis ao desenvolvimento da doenga. As
lesdes caracterizam-se como placas, pustulas, ulceragdes, abscessos
profundos e manchas necréticas irregulares que podem levar ao obito
(OLIVEIRA, 2014).

Nos gatos, por sua vez, o desenvolvimento da doenga pode estar
atrelado a exposicdo a uma grande quantidade do agente (GINN et al., 2007).
Nos felinos esses fungos podem acometer o trato respiratério, digestorio e
tecido cutaneo, através da implantagcdo dos mesmos, seja por traumas ou por
contato com lesdes preexistentes (GROOTERS, 2003; SILVA et al., 2007).

O exame direto ou histopatolégico possibilita a identificagdo do agente
fungico, podendo-se observar na cultura a colénia filamentosa algodonosa
preenchendo o interior do tubo e com gréos negros na parte superior, no caso
do Rhizopus sp. Microscopicamente observam-se rizoides, hifa continua e
esporangio. O Mucor sp., por sua vez, apresenta colonia de crescimento rapido,
com coloragao variando do branco ao cinza e, microscopicamente apresentam
hifas ndo septadas e esporangiéforos simples ou ramificados, formando
esporangios globulares apicais suportados e elevados por uma columela
(Imagem 2). Esse género nao apresenta rizoides, uma das caracteristicas que
permite diferenciar o Mucor sp. do Rhizopus sp. (ALEXOPOULQOS; MIMIS;
BLACKWELL, 1996; BONONI, 1998).

O tratamento consiste em verificar se ha problema de base e no uso da
anfotericina B (OLIVEIRA, 2014).
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Imagem 2: Pode-se observar as estruturas que compdem o fungo Mucor sp. e
0 Rhizopus sp. A diferenca mais nitida entre as estruturas € a auséncia dos
rizoides observada no Rhizopus sp. e ausente no Mucor sp. Fonte: LEVY, 2004.

3.4 Hialohifomicoses

Os fungos Acremoniumsp., Aspergillus  sp.,Fusarium  sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp., e Geotrichum sp. pertencem a um grupo das
hialohifomicoses, termo utilizado para agrupar infecgbes causadas por
patdgenos fungicos hialinos (CORDEIRO, 2004).

Estes fungos tem poder patogénico limitado (CORDEIRO, 2004). As
manisfetacbes clinicas desencadeadas sao inumeras, variando desde a
colonizacao saprofitica inofensiva a doenca invasiva aguda (OLIVEIRA, 2014).
As acremonioses podem levar ao desenvolvimento de diversos tipos de lesdes
cutaneas, dentre elas lesbdes ulceradas, nodulares, micetomanos pacientes
humanos (LACAZ et al., 2002). Essas enfermidades podem ocorrer através da
inoculagao e colonizagao do fungo em tecido cutaneo; podem se apresentar no
puimdo e em outros 6rgdos como doenga invasiva, inflamatéria e

granulomatosa.



21

O diagndstico laboratorial pode ser realizado através do exame direto,
histopatolédgico ou cultivo em Agar Sabouraund. Na cultura observam-se
colonias tipicas de cada género isolado. A morfologia varia de acordo com
cada especie, observando-se um padrao de desenvolvimento dos conidioforos
e cor dos conidios formados (PILANIYA et al., 2015). Microscopicamente pode-
se observar conidiéforo sem vesicula, como é o caso do Penicilliumsp.; ou
conidio em meia lua ou foice com septos transversais, caracteristica do
Fusarium sp.(Imagem 3). O tratamento deve ser realizado com o uso de
anfotericina B e cirurgia (SIDRIM et al., 2004).0 Acremonium sp., por sua vez,
da origem a hifas septadas e hialinas, também pode-se observar conidiéforos
com conidios eretos ou ovais aglomerados nas extremidades dos conidioforos
(Imagem 4). O Paecilomycessp. (Imagem 4) possui conidiéforo ramificado no
topo com fialides longas (FAIA,2011), enquanto que o Geotrichumsp. (Imagem

5) apresenta hifas septadas hialinas e artroconidios (SIDRIM, 2004).
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Aspergillus sp. Penicillium sp.

Imagem 3: Pode-se obsevar que o Penicillium sp. apresenta conidiéforos
septados, septos ndo observados no Aspergillus sp., que por sua vez
apresenta uma vesicula sustentando as fialides e os conidios. Fonte: MACRAE,
1993.
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Imagem 4: Na imagem do lado esquerdo pode-se observar a presenca de
conidiéforos septados, conidios ovais e fialides localizadas em sua
extremidade.Essas estruturas compdem o fungo do género Pacilomyces sp. Do
lado direto a microscopia do fungo do género Acremonium sp.; conidiéforos

com hifas especializadas suportando os conidios. Fonte: KOZAKIEWICZ, 1989.

Geotrichum sp.

Q Artroconidios

Imagem 5: Pode-se observar a presenca de artroconidios — esporos que,
compdem o fungo do género Geotrichum sp. Fonte: MACRAE, 1993.
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3.5 Feohifomicoses

Os fungos dos géneros Cladosporium sp.e Exophiala sp.(Imagem 6)
pertencem ao grupo das faeohifomicoses. Esse grupo abrange uma infinidade
de outros fungos que apresentam como uma de suas principais carcacteristicas
a presenca de um pigmento na parede celular de suas estruturas, responsavel

por seu fator de patogenicidade.

Essas infecgdes sdo raras tanto em animais quanto em humanos,
acometendo principalmente individuos imunocomprometidos (FERREIRO et al.,
2007).Na populagdo humana pode promover infecgdes cutaneas superficiais,
formagdo de cistos ou desenvolvimento de alteragbes no sistema nervoso
central (OLIVEIRA, 2014). As manifestacbes cutdneas apresentam-se como
verrugas, cujo desenvolvimento esta associado a inoculagdo traumatica do

fungo no tecido cutaneo.

Na populacdo felina o desenvolvimento dessa patologia esta
associado ao uso de corticoides por longos periodos; também se observaram
casos associados ao carcinoma de células escamosas (FERREIRO et al.,
2007).Nos animais domésticos podem-se observar alteragdes cutaneas,
subcutdneas, nasal, sistémica e cerebral. Associado a arranhadura esta o
desenvolvimento, principalmente, da forma nasal entre os felinos. Dentre todas
essas manifestacbes clinicas, a mais comumente observada ¢é a
cutanea/subcutanea, assim como na populacdo humana (McKAY et al.,2001;
MARIANI et al., 2002; TENNANT et al., 2004;).

O diagndstico pode ser realizado através do exame direto,
histopatoldgico ou cultura de colonias enegrecidas. Através da microscopia sao
observadas estruturas reprodutivas tipicas de cada espécie (FERREIRO et al.,
2007).

O tratamento depende do estado geral do paciente, e pode ser
realizado exclusivamente através de remocgao cirurgica ou em associagao ao
uso oral de antifungicos (FERREIRO et al., 2007; OLIVEIRA, 2014).
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Cladosparium sp

Exophiala sp.
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Imagem 6: Na imagem do lado esquerdo pode-se observar a frutificacéo do tipo
cladosporium, estruturas que compdem o fungo do género Cladosporium sp.
Do lado direto esta ilustrada a microscopia do fungo do genero Exophiala sp.;
observam-se hifas septadas e conidios elipticos. Fonte:NYAOKE, 2009;
BARRON, 2013.

3.6 Outras micoses oportunistas

O Rhodotorula spp.(Imagem 7) ja foi considerado apenas contaminante
de amostras, no entanto, tem surgido relatos envolvendo esse fungo sapréfita e
o desenvolvimento de meninginte, endocardites e fungemias em pacientes
humanos, tendo sido observada a presenca do mesmo em catéteres utilizados
por pacientes imunossuprimidos (GOMEZ-LOPEZ et al.,, 2005).Segundo
Mattei(2010) ndo ha, até o momento, relatos de enfermidades acometendo

gatos cujo agente causador seja a Rhodotorula spp.

O Tricosporon spp(lmagem 7), em contrapartida, € descrito envolvendo
pacientes humanos submetidos a quimioterapia. Os sinais clinicos observados

sdo endocardites, ceratite e ndédulos brancacentos pouco aderentes ao pélo
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(LACAZ et al., 2002;SIDRIM et al., 2004; GOMPERTZ et al., 2005; KENDIRLI
et al., 2005; LACASSE et al., 2009). Nos gatos, por sua vez, Doster etal. (1987)
descreveram o acometimento de um felino que desenvolveu dermatite
granulomatosa, concomitante com linfossarcoma linfoblastico disseminado e
outro felino que foi diagnosticada cistite urinaria causada por T. beigelii. O
diagndstico pode ser realizado através de urocultura, cultura fungica, de acordo

com as lesdes e 6rgaos acometidos pelos agentes.

Rhodotorula sp. .3
. _';3-:1
Trcosporon sp e
o.- . v‘.'«? .
e
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Leveduras ovais e alongadas s S ey B
Leveduras ‘

Imagem 7: Na imagem do lado esquerdo podem-se observar leveduras ovais e
alongadas do género Rhodotorula sp.Do lado direto nota-se a presenga de

leveduras do género Tricosporon sp. Fonte: BONIFAZ, 2012; Arquivo Pessoal.

3.7 Epidemiologia

A transmissao da esporotricose dos felinos para a populagdo humana ja
foi relatada em 1990 no Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, sendo as donas de

casa de meia-idade, seguidas por aposentados e estudantes, os individuos
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mais afetados. No Nordeste, por sua vez, foram relatados casos de
esporotricose felina no estado de Pernambuco, tendo sido registrado um caso
na cidade de Bezerros, agreste do Pernambuco (ARAUJO et al., 2016); e um
surto na regidao metropolitana do Recife, onde 59 casos foram confirmados
(SILVA et al., 2018). Além disso, no municipio de ltaporanga, estado da

Paraiba, também foi confirmado um caso (NUNES et al., 2011).

Os fungos sapréfitos podem ser encontrados em diversos ambientes, até
mesmo no ar, podendo ser isoladas a partir de diferentes tipos de habitat,
incluindo o solo, alimentos contaminados, o homem e animais domésticos.
(SIDRIM, ROCHA, 2004). Em um estudo, realizado na cidade de Fortaleza,
isolou-se fungos sapréfitos, como Rhizopus sp, Trichoderma sp., Fusarium sp.,
Cladosporium sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. Apesar do isolamento
desses fungos saprofitas occorrerem atraves da contaminagdo ambiental, foi
considerado importante analisar a participagdo destes, como agentes

causadores da infecgdo cutanea animais domésticos (PAIXAO et al., 2001).

3.8 Diagnéstico

As doencas causadas por fungos muitas vezes nao apresentam
alteragdes clinicas patognoménicas, sendo necessario que as amostras
coletadas sejam submetidas ao exame micoldgico, técnica padrao-ouro (LIMA
etal., 1977).

Segundoestudos realizados por Almeida et al., (1988)foi possivel o
isolamento fungico utilizando meios de culturacomo o agar-Sabouraud e agar-
soja, através do qual foi possivel isolar 67 espécimes, sendo 64 fungos
filamentosos (bolores) e trés leveduras do ambiente, dentre os quais podemos
citar o Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Geotrichum sp., Mucor

sp., Penicillium sp. e Trichoderma sp.

Em (2013) Borges e colaboradores desenvolveram um estudo composto

por 144 gatos domiciliados esemidomiciliados, no qual as garras dos membros
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toracicos desses felinos foram “fincadas” em placas contendo o agar Mycosel
Mycobiotic e incubadas a 25°C durante 30 dias, sendo identificados através
dessa técnica Sporotrhix sp.,Malassezia pachydermatis, Penicillium sp,

Aspergillus sp.,Rhodotorula sp.,Candida sp., Trichodermasp. e Acremonium sp.

4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual de Santa Cruz, sob protocolo numero
020/16 (ANEXO 1).

4.1 Area do estudo

O trabalho foi desenvolvido na microrregiao llhéus-Itabuna, localizada na
regidao Sul da Bahia, com clima tropical umido.llhéus: Latitude: 14° 47' 20" S,
Longitude: 39° 02' 58" W e umidade de 78%; Itabuna: Latitude 14° 47' 08"
S ,Longitude: 39° 16' 49" W e umidade de 83%.

4.2 Calculo Amostral

Para o calculo amostral, utilizou-se o percentual de esporotricose em
felinos do Estado do Rio de Janeiro, obtido através da analise das unhas de
gatos saudaveis (29%) (SOUZA et al., 2006), devido a falta de estudo da
epidemiologia dessa doenga no Estado da Bahia (GUTIERREZ-GALHARDO et
al., 2015).

Para o calculo populacional de gatos utilizou-se a estimativa IBGE 2010

disponivel em https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/livd4074.pdf, que

determinou que no Nordeste 23,6% dos domicilios possuem gatos. O IBGE


https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/liv94074.pdf
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estima, ainda, que cada domicilio tenha trés pessoas. Sendo assim, a média da
populacdo de llhéus e Itabuna pelo senso 2010 € de 194.451 pessoas, com

64.817 domicilios, possuindo a estimativa de 15.296 felinos.

Utilizou-se o Programa Sample size disponivel na plataforma

http://sampsize.sourceforge.net/iface/index.html. com precisao de 8%,

populagcdo estimada de gatos de 15.296, prevaléncia de 29% e nivel de

confianga de 95%, chegando-se a amostragem de 123 gatos.

4.3 Animais

Participaram desse estudo 150 felinos semidomiciliados residentes nos
municipios supracitados. Esses animais foram provenientes de atendimentos
no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC,

centro de zoonoses e visitas domiciliares.

Apos autorizacdo por escrito dos tutores, os animais foram submetidos a
anamnese, avaliagao clinica e dermatolégica (ANEXO 2), seguidos da coleta
do material das garras dos membros anteriores. Para tal, os gatos foram
contidos fisicamente conforme metodologia descrita por Souza (2003), através
da qual eram enrolados em toalhas individuais para impedir movimentos
bruscos ou contidos em saco de material sintético confeccionado

especialmente para a imobilizacao.

4.4  Coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada por conveniéncia, no periodo
compreendido entre maio de 2017 e novembro de 2018. Foi coletado material
das garras dos membros toracicos, cuja escolha foi baseada na utilizagao
desses nos movimentos de enterrar os excrementos, inerente aos felinos,

determinando uma maior probabilidade de presenga de fungos patogénicos.


http://sampsize.sourceforge.net/iface/index.html
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4.5 Cultivo de fungos através da técnica de imprint das garras

Para analise dessa técnica descrita por Borges e colaboradores (2013),
foi coletado sujidades das garras dos membros toracicos de 100 animais. Os

100 gatos foram divididos em 2 grupos experimentais:

Grupo 1 (G1) - 50 gatos foram submetidos a antissepsia de todas as

garras, com etanol a 70%.

Grupo 2 (G2) -50 gatos foram submetidos a antissepsia com etanol 70%

apenas das garras de um dos membros toracicos.

A coleta foi semelhante para os dois grupos: para exposi¢ao das
garras,os coxins dos membros toracicos eram pressionados cranialmente ao
metacarpiano. ApOs a exposicdo e antissepsia das garras,ja citadas
anteriormente para cada grupo, os digitos eram “fincados” em placas de Petri
contendo o Agar Micobiético Seletivo (ANEXOIIl, sendo utilizaao uma placa

para cada membro toracico.

Apds a coleta das amostras, foi realizado o cultivo micoldgico, no qual as
placas de Petri contendo o Agar Micobidtico Seletivo eram inoculadas a
temperatura de 25°C durante 30 dias, para a realizagdo da analise micolégica.
As placas foram observadas com 5, 7, 15 e 30 dias apds inoculacao, para a
avaliagcdo do crescimento de col6nias, para posterior identificacdo com base
nas caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Para o G2, era também
observado se a antissepsia reduziria a carga de colbnias fungicas presente nas

placas.

4.6 Cultivo de fungos através da técnica de espalhamento

Apoés contengao fisica e exposigdo das garras dos membros toracicos,

foram coletadas amostras de 50 gatos, através do uso de swab estéril, para
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cultura micoldgica, utilizando um swab para cada pata dianteira. Esse swab era
umedecido com caldo de infusdo cérebro coracdo (BHI) (ANEXO 3) ja
anteriormente preparados em tubos de ensaio de vidro e em seguida
friccionado trés vezes em cada face da unha (parte cranial, dorsal, lateral
direita e esquerda) e depois devolvido ao tubo contendo 2ml do caldo (solugéo

1), para posterior espalhamento em placas de Petri com os meios de cultura.

Logo apds as coletas, osswabsforam retirados da solugaoBHIle 0,1mldo
caldo BHI (solugao 1) foi espalhado com alga de drigalski em uma placa
contendo Agar Micobidtico Seletivo. Foi utilizada uma placa por pata de cada
gato.Total de 100 placas.Apds a realizagdo dessa etapa, os tubos de penicilina

contendo o swab e o caldo BHI foram deixados em temperatura de 28°C.

Em até 24 horas apds os tubos estarem em temperatura de 28°C,
osswab foram retirados da solugdo BHI e novamente, 0,1ml do caldo BHI foi
espalhado com alga de drigalski em uma placa contendo Agar Micobiético

Seletivo.

Apos esse espalhamento, 0,25mida solugao 1 foi transferido para outro
tubo contendo 2,25mlde solugao fisiolégica (solugdo 2). Essa solugédo foi
homogeneizada e 0,1ml espalhado em uma placa contendo Agar Micobiético

Seletivo, num total de 1 placa por garra, totalizando 100 placas.

Dessa forma, somando-se o numero de placas das duas solugdes, foram

utilizadas quatro placas por animal, totalizando 200 placas.

4.7 Isolamento e identificagédo fungica

As placas contendo Agar Micobiético Seletivo foram utilizadas para o
isolamento de colbnias fungicas e posterior identificacdo dos fungos que
apresentaram maiores indices no crescimento macroscoépico e as colénias que
apresentaram caracteristicas semelhantes as descritas para Sporothrix spp., no

periodo de 30 dias.

As colbnias filamentosas foram submetidas a técnica de microcultivo
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para identificagdo dos fungos. Essa técnica foi realizada da seguinte forma: as
colénias filamentosas foram transferidas para tubos contendo 5ml de Agar
Sabouraund (ANEXO 3) e dispostas em microcultivos com Agar Dextrose de
Batata (ANEXO 3). Essas foram incubadas em temperatura ambiente durante
cinco dias e apos esse periodo fragmentos das coldnias que cresceram foram
coletadose fixados sobre laminas de microscopia, coradas com corante azul de
algodao (Lactofenol) e observadas a microscopia Optica para identificacdo

fungica.

As colbénias que apresentaram caracteristicas macroscoépicas
semelhantes as descritas para os fungos do género Sporothrix spp., foram
reinoculadas em ambiente estéril, contendo o Agar infusdo cérebro coracdo,
sob a temperatura de 37°C, para confirmar o dimorfismo caracteristico do fungo
(SOUZA, et al. 2006).

5 RESULTADOS

A técnica de imprint realizada sob as condigdes desse experimento nao
se mostrou viavel para isolamento e identificagdo das colénias, uma vez que
ocorreu sobreposi¢cao das mesmas, impossibilitando seu isolamento e posterior
identificacdo. Observou-se a partir da técnica de imprint que existe uma grande
carga fungica albergando as garras dos felinos e essa colonizagdo promove o
desenvolvimento de fungos de crescimento rapido e lento de forma ascendente
e sobreposta, ainda que realizada a assepsia, impossibilitando a identificacao
dos fungos. As placas foram fotografadas apdés 5, 7, 15 e 30 dias de incubacéo,
utilizando a técnica de antissepsia de apenas um dos membros toracicos

(Imagens 8 e 9).
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Imagem 8: Técnica de imprint em Agar Micobidtico Seletivo. Imagem A e B
com antissepsia das garras(7 e 30 dias, respectivamente) e C e D sem
antissepsia das garras (7 e 30 dias, respectivamente). E possivel observar nas
figuras, que mesmo apds antissepsia, ainda ha sobreposicdo das colénias em
detrimento do crescimento fungico exacerbado. Fonte: Arquivo pessoal.
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Imagem 9: Técnica de imprint em Agar Micobidtico Seletivo. Placas dos
animais 033, 036 e 048, incubadas a 5, 7, 15 e 30 dias, respectivamente. Pode-
se observar que a partir do 7° dia o isolamento fungico encontra-se
comprometido em decorréncia do crescimento fungico exacerbado. Fonte:
Arquivo Pessoal.

A partir da técnica de espalhamento, em 46 dos 50 gatos, as col6nias
cresceram de forma dispersa na placa, e foi possivel isolar e identificar as
seguintes colbnias (Imagens 10 a 23):Mucor sp., 25 (54,34%); Rhodotorula sp.
13 (28,26%); Fusarium sp., 10 (21,73%); Aspergillus sp., 10 (21,73%);
Trichoderma sp., nove (19,56%); Penicillium sp., nove (19,56%); Cladosporium
sp., cinco (10,86%); Rhizopus sp., quatro (8,68%); Acremonium sp., trés (6,5%);
Exophialia sp., trés (6,5%); Paecilomyces sp., dois (4,34%); Trichosporon sp.,
dois (4,34%).Geotrichum sp.um (2,17%); Ndo foram isoladas, nem
identificadas col6nias do género Sporothrixspp. Emquatro gatos avaliados néo
foi possivel isolar e identificar as coldnias presentes nas placas de Petri, em

decorréncia do crescimento exacerbado e sobreposi¢cao das colénias fungicas.

E importante ressaltar que houve identificagdo de mais de uma colénia

fungica por gato.
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Imagem 10: Técnica de espalhamento em Agar MicobiéticoSeletivo.Placas dos
animais 019, 028 e 025, incubadas a 5, 7, 15 e 30 dias, respectivamente. Com
a técnica de espalhamento, pode-se observar que as colénias se mostram mais
dispersas, viabilizando o isolamento das colbnias e posterior identificacdo
fungica. Fonte: Arquivo Pessoal.
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Imagem 11: Macroscopia da col6nia (A) (seta azul — pode-se observar a
presenca da colénia algodonosa “branca” em toda a placa de Petri)pela técnica
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de espalhamento e microscopia (B) do fungo do género Mucor sp., aumento de
40x.Fonte: Arquivo Pessoal.

Imagem 12: Macroscopia da colonia (A) (seta vermelha) e microscopia (B) da
levedura Rhodotorula sp, no aumento de 40x. Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.
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Imagem 13: Macroscopia da col6nia (A)(seta azul) e microscopia (B) do fungo
do género Aspergillus sp., no aumento de 40x. Técnica de espalhamento.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Imagem 14: Macroscopia da coldnia (A) (seta azul) e microscopia (B) do fungo
do género Fusarium sp., no aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.

P

Imagem 15: Macroscopia da colbnia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Penicillium sp., no aumento de 40x. Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.
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Imagem 16: Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Trichoderma sp. no aumento de 40x. Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.

Imagem 17: Macroscopia da colonia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Cladosporum sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Imagem 18:Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do género
Rhizopus sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte: Arquivo
Pessoal.

Imagem 19: Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Acremonium sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.
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Imagem 20: Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Exophialia sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.

Imagem 21: Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do
género Paecilomyces sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte:
Arquivo Pessoal.
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Imagem 22:Macroscopia da colénia (A - pode-se observar colbnia
esbranquigada indica pela seta azul) e microscopia (B) do género Trichosporon

sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Imagem 23:Macroscopia da col6nia (A) (seta azul) e microscopia (B) do género
Geotrichum sp., aumento de 40x.Técnica de espalhamento. Fonte: Arquivo

Pessoal.
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, a técnica de imprintrealizada sob as
condi¢cbes desse experimento ndo se mostrou eficaz para o isolamento e a
identificacdo de fungos de crescimento moderado.Observou-se no presente
estudo que através dessa técnica, mesmo com a utilizacdo de meio de cultura
Agar Micobiético Seletivo, especifico para inibir fungos de crescimento rapido,
houve crescimento fungico exacerbado e acelerado, de modo que
impossibilitou o isolamento e identificacdo dos mesmos.Esse achado discorda
do que foi observado porBorges et al. (2013), que em seu estudo com felinos
domésticos e selvagens ou exoticos conseguiramidentificar,através dessa
técnica,os fungos: Sporothrixschenckii, Microsporum canis,
Malasseziapachydermatis, Penicilliumsp.; Aspergillussp., Rhodotorulasp.,

Candidasp., Trichodermasp. e Acremoniumsp.

No presente estudonenhum felino avaliado apresentava lesbes
dermatolégicas compativeis com as caracteristicas da esporotricose. Os
resultados do presente estudo corroboram com os descritos por Borges et al.
(2013), uma vez que nos felinos avaliados por eles, sem sinal clinico, também

nao foi possivel a identificacdo do Sporothrix spp.

Vale ressaltar que embora na presente pesquisa fora realizada a técnica
de Borges et al. (2013) seguindo protocolo por ele descrito,também foi
empregada uma adaptagédo dessa técnica. A adaptagao consistiu emsubmeter
apenas um dos membros toracicos de um grupo de animais a antissepsia antes
da coleta para comparagcédo do crescimento das colbnias entre as patas do
mesmo animal. A partir da analise dos resultados referentes a esta adaptagao
pode-se observar que a antissepsia influenciou na redugcédo da carga fungica
transferida das garras para as placas, no entanto, em ambos os casos houve
crescimento acelerado e exacerbado, como anteriormente citado, influenciando

negativamente no isolamento e posterior identificagdo fungica.

De acordo com Venturelli et al. (2009) o alcool 70% € um antisséptico de

nivel intermediario, podendo ser utilizado em superficies e na pele, penetrando
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nos microrganismos sem causar desidratagcdo celular, mas promovendo
desnaturagdo das proteinas, culminando na redugdo dos microrganismos.
Entretanto, noestudo realizado por Fernando et al. (2013), mesmo apos a
antissepsia com alcool 70%, constatou-se a persisténcia de leveduras nos
colchdées submetidos a pesquisa, informagdes que corroboram com as

observadas no presente estudo.

Na corrente pesquisa, diferentemente da técnica de imprint, a técnica de
espalhamento foi util para o isolamento dos fungos de crescimento moderado
(8 a 14 dias), no qual também se encaixam as espécies do Complexo
Sporothrix. Foi possivel, através da técnica de espalhamento, identificar os
fungos: Acremoniumsp., Aspergillussp., Cladosporiumsp., Exophialiasp.,
Fusariumsp., Geotrichumsp., Mucorsp., Paecilomycessp., Penicilliumsp.,
Rhizopussp., Rhodotorulasp., Trichodermasp. e Trichosporonsp. Os fungos
identificados com a técnica de espalhamento foram semelhantes aos descritos
por Moriello; DeBoer (1991); Gambale et al.(1993); Cabanes (2000); Scott et al.
(2001) e Paixao et al.(2001), que descrevem esses microrganismos como 0s
fungos mais comumente isolados dos gatos, que albergam o tegumento e
pelagem dos felinos, sendo saprofitos em sua grande maioria e fazendo parte

da microbiota natural.

Estes fungos, embora descritos em sua maioria como saprofitos, podem
promover na populacdo humana o desenvolvimento de micoses sistémicas
oportunistas, que tem importancia clinica principalmente em pacientes
imunocomprometidos (CAREY et al.,2003). Nos felinos por sua vez, também
podem promover o desenvolvimento de micoses superficiais e/ou profundas,
em situagcdes que acarretam queda de imunidade, revelando sua importancia
(GALIZA, et. al., 2014).

No atual estudo foram isolados agentes do género do Aspergillus sp. e
Penicillium sp., que sao descritos na literatura como alguns dos
microrganismos mais abundantes na natureza e com distribuigdo mundial,
sendo frequentemente isolados no solo e matéria organica (LACAZ et al.,2002;
SIDRIM, 2004; WARD et al.,, 2006). Essa ampla distribuicdo e presenga em

solo justificam o isolamento frequente do mesmo das garras dos felinos.
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Adicionalmente, fungos como o Cladosporium sp. e Paecilomyces sp. sao
frequentemente isolados da pelagem de felinos semidomiciliados (AMARAL et
al., 1998; LEITE, 2001), como é o caso dos animais avaliados no presente
estudo, no qual cinco e dois animais apresentaram o Cladosporiumsp. e

Paecilomyces sp., respectivamente.

Outrossim, sdo raros os casos de zigomicoses causadas pelos fungos
do género Mucor sp, Rhizopus sp., dentre outros (GINN et al., 2007), sendo
observadas, quando os animais sao acometidos, alteragdes gastrointestinais
(GROOTERS; FOIL, 2006). Da mesma forma, dificimente ha relatos de
faehifomicoses acometendo a populagdo humana e felina (SEYEDMOUSAVI;
GUILLOT et al.,2013). Isso justifica a auséncia de sinais clinicos decorrente

das mesmas nos animais submetidos ao atual estudo.

Vale ressaltar que a maioria dos fungos isolados nessa pesquisa sao
ubiquos e estdo presentes no ambiente. Essas caracteristicas facilitam o
desenvolvimento de enfermidades por pacientes imunocomprometidos, ja que
a populacédo fungica presente na pelagem dos felinos € composta
majoritariamente por fungos que habitam o ambiente em que o homem vive
(MORIELLOet al.,1991), como é o caso do Geotrichum sp., Rhodotorula sp.
Aspergillus sp., Penicillium sp., Paecilomyces sp., Cladosporium sp.,
Trichoderma sp., Tricosporon sp., todos esses descritos no presente estudo.
Sendo assim, de acordo com Trabulsi et al. (1999) e Grumach (2001) o
conhecimento acerca dos fungos ambientais sdo de extrema importancia, uma
vez que pode promover avangos e desenvolvimento técnico e cientifico

sobreas enfermidades decorrentes da infecgédo por esses agentes.

O néo isolamento de colbnias de Sporothrix sp., mesmo utilizando a
técnica de espalhamento, que se mostrou eficaz no isolamento e identificacao
de fungos de crescimento moderado, indica que possivelmente a prevaléncia
do agente causador da esporotricose seja baixa na regido, pela baixa
aglomeracao de gatos em pragas ou outros ambientes de convivio social, como
ocorre em grandes centros como Rio de Janeiro e Sdo Paulo, reduzindo, dessa

forma, a disseminacgao da doenca.
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Com base na pesquisa nacional de saude, realizada no Brasil, estima-se
que 21,3% dos domicilios no estado da Bahia tem ao menos um gato em suas
residéncias e que a populagdo felina no Brasil € cerca de 22,1 milhdes
(IBGE,2013), demostrando a importancia dos felinos como potencias fontes de
infeccao para a populagdo humana em decorréncia desse compartilhamento de
habitat. Nesse contexto, a falta de estudos epidemiolégicos em felinos na
microrregido de llhéus e ltabuna, Bahia, torna dificil a estimativa das doengas
na regido. Dessa forma, estudos investigativos sobre a presenca de fungos
patogénicos nas garras dos felinos se fazem importantes, uma vez que além de
muitos destes, como ja descrito, causarem alteragdes clinicas importantes nos
gatos, eles também podem causar zoonoses, a exemplo do Sporothrix sp.
(POESTER et al.,2018).

7 CONCLUSAO

A técnica de espalhamento demonstrou ser util no isolamento de
colénias, algumas patogénicas oportunistas, revelando sua importancia clinica
em felinos e também potencial zoondtico, com impacto para a saude humana,

especialmente em humanos imunossuprimidos.

Os animais submetidos ao estudo foram negativos para o Sporothrix sp.,

através da técnica de imprint e da técnica de espalhamento.
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ANEXO 2

QUESTIONé\RIO — UESC - PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM
CIENCIA ANIMAL (PPGCA) - MESTRADO - 2018

1-NOME DO PROPRIETARIO

2-NOME DO ANIMAL

3-ENDERECO

4-TELEFONE

5-IDADE DO ANIMAL

6-SEXO

7-RACA

8-PELAGEM

9-CRONOGRAMA VACINAL

10-AMBIENTE /LOCAL DE FEZES E URINA
11-ACESSO A RUA

12- CASTRADO

13- CONTACTANTES

14- PRESENCA OU AUSENCIA DE ECTOPARASITAS
15- ALIMENTACAO

16- VERMIFUGACAO

19- LESOES DERMATOLOGICAS
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ANEXO 3

Meios de cultura utilizados — da esquerda para a direito: Agar Micobiético
Seletivo (Biolog); Difco™ Sabouraund Dextrose Agar; Brain Heart Infusion
Agar — kasvi; Potato Dextrose Broth.

COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA (g/L)

Agar Micobiodtico Seletivo (Biolog)

Peptona Soja 10,009
D(+)-Glicose anidra ACS------- 10,009

Cicloheximidapuriss ------------ 0,409
Cloranfenicol purissimo -------- 0,05¢g
Agar Bacteriolégico -------------- 15,009

Difco™ Sabouraund Dextrose Agar
Peptic Digesto f Animal Tissue ------ 5,09
Pancreatic Digesto f Casein ---------- 5,0g

Dextrose 40,0g

Agar 159




Potato Dextrose Broth

PotatolnfusionSolids 4,09

Dextrose 209

Brain Heart Infusion Agar — kasvi

Brain Heart Infusion 17.5g
Peptone 10,09
Glucose 2,09
SodiumChloride 5,09
DisodiumPhosphate 2,59

Agar 15,09
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