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RESUMO

A esporotricose é uma micose subcutdnea de importancia crescente no Brasil, especialmente pela
expansdo da transmissdo zoondtica e pelo surgimento de isolados com resisténcia ou reducido da
suscetibilidade aos antifiingicos. No Distrito Federal, estudos gendmicos indicam a circulagido de
linhagens de Sporothrix brasiliensis geneticamente distintas, reforcando a importancia da
caracterizacdo dos isolados locais. Este estudo teve como objetivo caracterizar isolados de Sporothrix
spp. provenientes de pacientes felinos do Distrito Federal quanto a suscetibilidade ao itraconazol e a
anfotericina B. Dez isolados foram avaliados por microdiluicdo em caldo, conforme o CLSI M38-A2.
Obtiveram-se MICs de itraconazol para 9 isolados, variando de 0,25 a 1,0 pg/mL, e de anfotericina B
para quatro, todos com 0,5 pg/mL. Todos apresentaram fendtipo wild-type segundo Espinel-Ingroff
et al. (2017). A pesquisa terd continuidade para completar as MICs e investigar determinantes
moleculares associados a resisténcia antifngica.

Palavras-chave: Esporotricose. Microbiologia. Resisténcia Antifingica.

INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutdnea causada por fungos dimérficos do género
Sporothrix. No Brasil, a principal via de transmissao é zoonoética, especialmente por gatos domésticos
infectados, contribuindo para o aumento da incidéncia da doenca, inclusive no Distrito Federal
(Rodrigues et al., 2022). O principal agente etiolégico é o Sporothrix brasiliensis, espécie altamente
virulenta, responsavel por mais de 90% dos casos humanos e felinos no pais e associada a quadros
clinicos graves (Gremido et al,, 2021). A emergéncia de linhagens com resisténcia ou redugdo da
suscetibilidade a antifingicos, como itraconazol e anfotericina B, representa um desafio para o
tratamento e reforca a necessidade de monitoramento desses agentes (Gremido et al., 2017). Além
disso, estudos gendmicos indicam que isolados de S. brasiliensis do DF apresentam linhagens
geneticamente distintas das observadas em outras regides do pais, que pode indicar particularidades
na dindmica local da doenga (Eudes et al.,, 2020). Entretanto, ainda sdo escassos os estudos sobre o
perfil antifingico e as caracteristicas genéticas dos isolados do DF, dificultando a compreensdo da
epidemiologia e da resisténcia local (Gremido et al., 2017). Nesse contexto, torna-se relevante
investigar a susceptibilidade antifliingica e as caracteristicas genéticas dos isolados de Sporothrix spp.
do DF e entorno, contribuindo para a compreensao de seus perfis de resposta aos farmacos, relacées
evolutivas e padroes de diferenciacdo genética na regido.

OBJETIVO

Esta pesquisa de iniciagdo cientifica tem como objetivo geral caracterizar o perfil de
suscetibilidade antifingica de isolados de Sporothrix spp. provenientes de felinos do Distrito Federal
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e entorno, por meio da determina¢do da concentracdo inibitéria minima (MIC) dos antiflingicos
itraconazol e anfotericina B e da realizacao de analises genéticas dos isolados, contribuindo para a
caracteriza¢do dos perfis de resisténcia antiflingica e genética das cepas circulantes na regiao.

METODO

Foram avaliados 10 isolados de Sporothrix spp., todos provenientes de felinos. Os isolados
foram cultivados em SDA, Mycosel e Potato Dextrose Agar (PDA) a 25 °C por 14 dias (Figura 1A). A
identificacdo morfoldgica foi confirmada por microcultivo em PDA, incubado a 25 °C por 7 dias,
mediante observacdo microscdpica das estruturas caracteristicas do género (Figura 1B).
Posteriormente, foi realizada a extracdo de DNA e o sequenciamento dos isolados para confirmagdo
da espécie, além de analises genéticas destinadas a obten¢do de dados para estudos posteriores. A
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) de itraconazol e anfotericina B foi realizada
por microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo CLSI M38-A2, com adapta¢do do periodo de
incubagdo para Sporothrix spp.. Os isolados foram previamente cultivados em PDB (Potato Dextrose
Broth) por 7 dias e, posteriormente, utilizados para preparacdo das placas de 96 pogos contendo
RPMI 1640 tamponado com MOPS e os antiflingicos. As placas foram incubadas a 35 °C, sem agitacio,
em camara umida, por 7 dias. Apds 48 horas, o controle de qualidade com Aspergillus flavus ATCC
204304 foi verificado, sendo descartadas as placas cujo valor de MIC estivesse fora da referéncia do
protocolo. Ao final dos 7 dias, as MICs dos isolados foram determinadas visualmente com auxilio de
resazurina a 0,03%. Os resultados foram organizados em tabela (Tabela 1) e analisados
comparativamente. Um exemplo da leitura das placas é apresentado na Figura 2.

RESULTADOS

0 sequenciamento e as analises genéticas preliminares confirmaram que os 10 isolados
avaliados pertencem a espécie Sporothrix brasiliensis. Foram obtidos resultados de MIC para
itraconazol em 9 isolados, com valores variando de 0,25 a 1,0 pg/mL (Tabela 1). Dois isolados
apresentaram MIC de 0,25 pg/mL e um apresentou 1,0 pg/mL, enquanto os demais apresentaram
valores intermediarios. Para anfotericina B, foram obtidos resultados para quatro isolados, todos com
MIC de 0,5 pg/mL (Tabela 1). Os valores obtidos foram comparados aos valores de corte
epidemioldgico propostos por Espinel-Ingroff et al. (2017), permitindo a classificacdo dos isolados
quanto ao fendtipo suscetivel ou resistente para os antifingicos avaliados. Durante a execucdo dos
ensaios, foram observadas dificuldades técnicas que exigiram adaptacdes do protocolo. Nas primeiras
placas, houve cristalizacdo do itraconazol, enquanto o crescimento de S. brasiliensis mostrou-se
insuficiente para a leitura no periodo de incubagdo padrao estabelecido pelo CLSI, sendo necessario
estender a incubagdo para 7 dias. Além disso, ocorreu secagem de alguns pocgos e placas durante a
incubacdo, sendo necessaria a utilizacdo de camara umida. Essas intercorréncias prolongaram o
periodo de padronizagdo e atrasaram o inicio dos ensaios com anfotericina B, resultando, até o
momento, em um numero reduzido de MICs obtidas para esse antiftingico.

Tabela 1
Resultados prévios de valores de MIC, forma filamentosa
Isolado MIC em | MIC em | Espécie Resistente (R) ou suscetivel
Itraconazol Anfotericina (S)
(ng/mL) B (ng/mL)
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Valores de | 2 4 S. brasiliensis | -

referéncia

(ECVs)

P1 0,5 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

P2 0,5 0,5 S. brasiliensis | S - itraconazol e anfotericina B
P3 n/t 0,5 S. brasiliensis | S - anfotericina B

P4 0,5 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

P5 1 0,5 S. brasiliensis | S - itraconazol e anfotericina B
P11 0,5 0,5 S. brasiliensis | S - itraconazol e anfotericina B
Rul 0,25 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

Ru2 0,5 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

Ru4 0,25 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

Lz3 0,5 n/t S. brasiliensis | S - itraconazol

Nota: n/t = ndo testado por dificuldades técnicas
Fonte: Autoria propria (2026).

Figura 1

1A = /1 1B

Nota: 1A: Estrutura macroscopica de Sporothrix em PDA. 1B: Conidiéforo na forma de “flor de
margarida”, caracteristico de Sporothrix spp..
Fontes: Autoria propria (2026).

Figura 2.

Placa de MIC do isolado P2 (Sporothrix brasiliensis) apds 7 dias de incubagdo, com auxilio de resazurina
a 0,03%. A primeira coluna a esquerda corresponde ao controle negativo, enquanto a ultima coluna
corresponde ao controle positivo. As seis primeiras linhas correspondem ao isolado P2, sendo as trés
primeiras referentes a anfotericina B e as trés seguintes ao itraconazol. As duas ultimas linhas
correspondem ao controle de qualidade Aspergillus flavus ATCC 204304, sendo a primeira para
anfotericina B e a ultima para itraconazol. As concentragdes dos antifiingicos variaram de 8 ug/mL
(segunda coluna) a 0,016 ug/mlL (décima primeira coluna). Na placa, observa-se auséncia da coloragdo
roxa a partir da coluna correspondente a 0,5 ng/mL, indicando este valor como o MIC do isolado P2 para
ambas as drogas. A imagem foi obtida apds 7 dias de incubagdo; portanto, os pogos referentes ao
controle de qualidade (linhas 7 e 8) ndo devem ser considerados para a interpretacdo do MIC das
amostras, uma vez que o controle de qualidade foi previamente verificado apds 48 horas de incubagdo.

V Congresso de Iniciacdo Cientifica | IV Mostra do Stricto Sensu | UCB



) de Iniciacao Cientifica e Tecnologica
va\ ra do Stricto Sensu
niversidade Catdlica de Brasilia

Fonte: Autoria proépria (2026).

CONCLUSAO

Considerando os valores de corte epidemiolégico (ECV) para Sporothrix spp. propostos por
Espinel-Ingroff etal. (2017), de 2,0 ug/mL para itraconazol e 4,0 ug/mL para anfotericina B, todos os
isolados avaliados apresentaram MICs abaixo dos respectivos valores de corte, sendo classificados
como fendtipo wild-type para ambos os antifingicos. Esses resultados preliminares indicam auséncia
de evidéncias fenotipicas de resisténcia aos antifiingicos avaliados entre os isolados analisados até o
momento. A perspectiva do estudo é dar continuidade a pesquisa, ampliando a caracterizacdo dos
isolados por meio da determinacio das MICs ainda nio obtidas, tanto para anfotericina B quanto para
a forma leveduriforme. Com a obten¢do de um conjunto mais amplo de dados fenotipicos, esses
resultados serdo integrados a dados gendmicos de outros isolados de Sporothrix spp. com MICs
previamente conhecidas, buscando identificar possiveis determinantes moleculares associados a
resisténcia antifingica. A continuidade dessas analises permitira aprofundar a compreensido da
relacdo entre o perfil genético e a resposta aos antifungicos, contribuindo para o conhecimento da
resisténcia antifungica em Sporothrix spp. e para a vigilancia epidemiolégica desses isolados.
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