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RESUMO

A esporotricose é uma zoonose de relevância para a saúde pública, sobretudo no estado do

Rio de Janeiro, que vive uma hiperendemia há mais de 20 anos. Causada por fungos

Sporothrix schenckii, com predomínio de S. brasiliensis no Brasil, a principal forma de

transmissão é zoonótica por felinos domésticos. Dentre as estratégias de enfrentamento desta

zoonose, o Instituto de Medicina Veterinária Jorge Vaitsman (IJV/IVISA-Rio), no município

do Rio de Janeiro, disponibiliza gratuitamente aos responsáveis por animais acometidos, o

diagnóstico laboratorial e o tratamento clínico, através da dispensação do itraconazol,

principal medicamento utilizado. Devido à documentada resistência a antifúngicos, o estudo

analisa a susceptibilidade in vitro ao itraconazol, utilizando as técnicas de disco-difusão e

microdiluição, em felinos assistidos pelo IJV/IVISA-Rio, envolvendo 99 animais. Dentre os

felinos participantes, 51 (51,51%) foram positivos na cultura fúngica, e dentre estes, 7

(13,72%) tinham até 1 ano, 32 (62,74%) entre 1 e 6 anos e 12 (23,53%) acima de 6 anos, 23

(51,1%) eram machos e 22 (48,9%) fêmeas, 27 (52,9%) eram castrados e 24 (47,1%) não

eram castrados. Todos os felinos eram SRD, 34 (66,7%) tinham acesso à rua, 8 não tinham

(15,7%) e 9 (17,6%) não souberam informar. A maioria das lesões dos felinos estava

localizada nas extremidades, 31 (60,78%) apresentaram lesões únicas e 20 (39,22%) em

mais de uma região. Acerca do evento que possivelmente precedeu a doença, 21 (41,17%)

não possuíam histórico, 11 (21,56%) relataram brigas, 10 (19,60%) contato com animal

positivo, 3 (5,88%) fuga, 4 (7,86%) contato com planta/madeira e 2 (3,93%) após

procedimento de castração. Sobre o tempo de evolução das lesões, 9 (17,64%) não possuíam

histórico, 13 (25,49%) tinham menos de 1 mês, 21 (41,18%) entre 1 a 3 meses, 5 (9,80%)

entre 4 a 6 meses, 1 (1,97%) entre 7 meses a 1 ano e 2 (3,92%) mais de 1 ano de evolução.

Das 51 amostras positivas, 31 passaram pelo método de disco-difusão, sendo 11 (35,48%)

sensíveis, 14 (45,16%) intermediárias e 6 (19,36%) resistentes ao itraconazol. Os casos de

resistência a antifúngicos são de grande relevância para a saúde pública, sendo necessário

mais estudos sobre o tema. A inclusão do antifungigrama na prática clínica pode auxiliar na

conduta terapêutica e reduzir a transmissão da doença, bem como o incentivo à guarda

responsável.

Palavras-chave: Zoonose. Sporothrix schenckii. Esporotricose. Farmacorresistência.
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1 INTRODUÇÃO

A esporotricose é uma doença zoonótica causada por fungos Sporothrix

schenckii, classificados como dimórficos, geofílicos e sapróbios, sendo amplamente

distribuídos na natureza, principalmente em solos ricos em matéria orgânica em

decomposição, folhas secas, espinhos de plantas e madeira. É cosmopolita e afeta

principalmente as zonas tropicais e subtropicais, sendo a doença endêmica no Brasil,

sobretudo no estado do Rio de Janeiro. No ambiente a 25 ºC, o fungo se apresenta na

forma saprófita filamentosa e, no tecido do hospedeiro a 37 ºC, em parasitismo, adquire

morfologia leveduriforme (REZNIK, 2023; MARTINS et al., 2023).

Classicamente, a transmissão da doença se dava a partir da inoculação

traumática do fungo com plantas ou solos contaminados com a forma filamentosa. No

Brasil, 91% dos casos em humanos estão associados ao contato com gatos, devido à

presença de alta quantidade de agentes viáveis na superfície das lesões cutâneas dos

felinos, sendo inoculados a partir de arranhaduras ou mordeduras, sendo os gatos os

mais acometidos e principais reservatórios da enfermidade (REZNIK, 2023; MARTINS

et al., 2023).

Acredita-se que os fungos saprófitos dimórficos, como o S. schenckii, ao

evoluírem, sofreram modificações morfológicas para se adaptarem ao ciclo de vida

parasitária no seu hospedeiro. Há hipóteses de que mudanças no ambiente natural ao

longo dos anos constituíram uma possível ponte entre o meio ambiente e o ser humano.

Com o crescente aumento do número de animais e maior contato entre eles e humanos,

o fungo entra em contato com a fauna, que interage com o ambiente e o retira da

natureza. O agente, uma vez fora do ambiente em que exerce função decompositora,

precisa adaptar-se ao novo meio, e desenvolve a função de parasita (SILVA, 2010;

MATHIAS, 2014). Quando acontece esse tipo de “salto”, definido como “spillover”, em

inglês, traduzido como “transbordamento”, definido segundo David Quammen, autor do

livro “Spillover: Animal Infections and the Next Human Pandemic” (2012), como um

“termo usado pelos ecologistas que estudam doenças para denotar o momento em que

um patógeno passa de uma espécie hospedeira para membros de outra espécie”.

Muitas espécies fazem parte do gênero Sporothrix, porém o S. brasiliensis, S.

schenckii, S. globosa e S. luriei são classificadas como patogênicas e consideradas

importantes ameaças para a saúde humana e animal. As infecções causadas pelo S.
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brasiliensis são altamente prevalentes nos casos animais no Brasil, estudos apontam

diferenças na patologia e nos fatores de virulência, que apresenta maior carga fúngica,

invasividade e dano tecidual extenso quando comparado com outros agentes Sporothrix

(MONCRIEFF et al., 2009; PEREIRA et al., 2014; GREMIÃO et al., 2017).

Com o atual panorama da epizootia no Rio de Janeiro, pode-se afirmar se tratar

da maior epidemia de esporotricose felina do mundo, com 4.188 casos humanos

diagnosticados até 2011 e 4.703 casos felinos diagnosticados com a doença até 2015. Os

dados confirmam que a esporotricose deixou de ser uma doença restrita a trabalhadores

rurais e floristas, tornando-se uma zoonose de caráter urbano (MICHELON et al.,

2019).

Em decorrência da conjuntura, o município do Rio Janeiro disponibiliza

tratamento e diagnóstico gratuito para os animais acometidos pela doença através do

Instituto de Medicina Veterinária Jorge Vaitsman (IJV) e o Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ), além da Fundação Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). O itraconazol

(ITZ) é o antifúngico de escolha para o tratamento, que pode ser associado ao iodeto de

potássio (KI), indicado para os animais que apresentam sinais respiratórios da doença,

lesões na região nasal, casos de recidiva ou falha terapêutica ao ITZ (REIS et al., 2016;

MIRANDA et al., 2018; ROCHA et al., 2018).

Apesar da disponibilização desses recursos, os responsáveis pelos animais

enfrentam a dificuldade de administração da medicação aos animais, além da

terapêutica ser prolongada, o que resulta em um alto índice de abandono de tratamento.

Esse abandono pode causar danos individuais e coletivos, gerando um risco à saúde

pública, tanto pelo prolongamento da doença, como no aumento da probabilidade de sua

transmissão para humanos ou outros animais. O tratamento de gatos com esporotricose

é essencial para controlar a endemia, sendo necessário um regime terapêutico efetivo.

Medidas de saúde pública também devem ser colocadas em prática a fim de evitar a

dispersão do fungo ou outras doenças infecciosas, tais como programas de

conscientização para guarda responsável, castração e cremação de animais mortos

(PEREIRA et al., 2014; NASCIMENTO, 2019).

Pesquisas relatam casos de falhas terapêuticas mesmo após altas doses de ITZ

em casos humanos, o que reflete um cenário preocupante para o controle da

esporotricose. Isolados de S. brasiliensis de casos felinos e caninos têm sido descritos
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como resistentes ao ITZ em estudos in vitro. Um estudo realizado em Rio Grande do

Sul demonstrou que 34,5% dos isolados, derivados de cães e gatos, de S. brasiliensis

foram considerados resistentes a todas as diferentes formulações testadas, o que destaca

a emergência de isolados resistentes a ITZ de casos animais no Sul do Brasil (WALLER

et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente os animais de companhia têm representado um crescente e relevante

papel na sociedade, contribuindo para o desenvolvimento físico, social e emocional de

seus responsáveis. Tendo em vista essa relação próxima, os animais domésticos e

silvestres, que convivem com pessoas no mesmo ambiente, seja ele natural ou urbano,

são possíveis reservatórios de patógenos com potencial zoonótico. O estreitamento das

relações entre o homem e os animais tem como resultado uma maior exposição humana

às zoonoses, o que pode representar possíveis riscos à saúde pública (DE SOUSA et

al., 2015; GONÇALVES et al., 2019).

Além da saúde humana e animal, também é importante destacar a saúde

ambiental como um elemento indissociável e integrador com as demais. No livro

“Veterinary Medicine and Human Health” de 1964, do médico veterinário

norte-americano Calvin W. Schwabe, há um reforço acerca da importância da junção da

saúde humana, animal e ambiental, com a expressão “One Medicine”, mais tarde

denominada como “One Health”, em tradução para o português no Brasil como “Saúde

Única”. O livro de Calvin traz na epígrafe a célebre frase do médico alemão Rudolf

Virchow, que foi um dos precursores da Saúde Única: “Entre a medicina animal e a

medicina humana não existem linhas divisórias, nem deveriam existir. O objeto é

diferente, mas a experiência obtida constitui a base de toda medicina”.

Segundo a World Organization for Animal Health (WOAH), fatores como

mudanças climáticas, o uso da terra e agricultura, a globalização, o comércio de vida

selvagem, urbanização desordenada e a falta de saneamento básico, oferecem múltiplas

oportunidades para que os patógenos evoluam para novas formas e se propaguem entre

humanos e animais de forma mais frequente e intensa. As estatísticas apontam que

cerca de 60% dos patógenos humanos e 75% dos patógenos emergentes humanos têm

origem animal, e segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), mais

da metade de todas as infecções humanas podem ser transmitidas por animais (WOAH,

2015; GONÇALVES et al., 2019; CDC, 2020).

Os agentes zoonóticos podem ser diversos microrganismos, tais como, vírus,

bactérias, fungos, protozoários e entre outros, e os animais podem desempenhar um

papel essencial na manutenção das infecções zoonóticas, além de estarem vulneráveis

ao desenvolvimento de doenças micóticas, como a esporotricose. Muitos fungos podem

ser encontrados naturalmente no meio ambiente, no solo e no ar, como o S. schenckii

(FERREIRA, 2018; RIBEIRO; PINTO; CHAVES, 2023).
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Na atualidade, a esporotricose é considerada a principal micose subcutânea de

caráter zoonótico diagnosticada em território brasileiro. Nesse contexto, os gatos

domésticos desempenham um papel relevante na epidemiologia da doença, pois quando

infectados pelo fungo, carreiam uma abundância de células leveduriformes em suas

lesões, sob as unhas, narinas e boca, infectando outros animais e humanos. As regiões

do país mais afetadas pela doença são o Sul e o Sudeste, pois além dos aspectos

sazonais, tais como o clima quente e úmido, também há questões culturais importantes,

que contribuem para a disseminação de doenças, como o abandono de cães e gatos e a

falta de guarda responsável dos animais domésticos (GONÇALVES et al., 2019;

RIBEIRO; PINTO; CHAVES, 2023).

A população dos felinos domésticos, segundo os levantamentos realizados pelo

Censo Pet do Instituto Pet Brasil (IPB), aumentou cerca de 6% no Brasil no ano entre

2020 e 2021, fazendo com que eles ocupem o terceiro lugar no ranking nacional de

animais de estimação, com uma população estimada em 27,1 milhões. Nos anos

anteriores esse aumento já começou a ser observado, ultrapassando o crescimento

populacional anual dos cães (Instituto Pet Brasil, 2022).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), em relação à

presença de gatos, em 2019, cerca de 19,3% dos domicílios do País possuíam pelo

menos um felino, o que equivale a 14,1 milhões de unidades domiciliares. Outros

levantamentos revelam que cerca de 3,9 milhões de animais encontram-se em situação

de vulnerabilidade ao abandono e 172.083 estão sob tutela de ONGs (Organização

Não-Governamental) ou grupos de protetores (Instituto Pet Brasil, 2019; Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatística, 2020).

Além do aumento do número de gatos no País, os hábitos da espécie, tais como

cobrir seus dejetos com terra, brigar com outros animais por território ou fêmeas, afiar

as unhas em árvores, lamber as feridas, os predispõe a se tornarem transportadores do

fungo e o disseminá-lo pelo ambiente (BAZZI et al., 2016; CDC, 2020).

Desde 1998, a esporotricose é relatada como uma hiperendemia no Estado do

Rio de Janeiro, em consequência de transmissão zoonótica por gatos, e desde 2013 a

doença humana passou a ser de notificação compulsória a partir da Resolução n.º 674,

de 12 de julho de 2013, da Secretaria de Estado de Saúde do Rio de Janeiro (SES/RJ).

Estudos apontam o aumento de casos em humanos e animais, desde 1997 até os dias

atuais, sendo vista como uma zoonose negligenciada no Brasil (GONÇALVES et al.,

2019; BARBOSA, 2020).
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Para o tratamento da esporotricose felina, os antifúngicos do grupo dos azólicos,

como o itraconazol, são uma opção terapêutica. Porém, devido a um número limitado

dessas drogas orais, a terapia é um desafio quando os pacientes são os felinos

domésticos. Muitos dos casos refratários aos antifúngicos convencionais são

decorrentes de um prévio histórico de terapia sem sucesso clínico, e dentre os fatores

que podem contribuir para isso estão a escolha de medicamentos e as doses terapêuticas

de acordo com a suscetibilidade do agente aos antifúngicos. Estudos in vitro relataram

altos valores de MIC (concentração inibitória mínima) para o itraconazol em território

brasileiro, caracterizando resistência antifúngica, resultando, como consequência, em

uma infecção de difícil controle (NAKASU et al., 2021).

A resistência ao ITZ já é documentada em diversas localidades, incluindo países

da América Latina, como o Brasil, Colômbia, México e Argentina, no entanto, até o

momento não foi estabelecido um protocolo de monitoramento contínuo para tal evento

(FLÓREZ-MUÑOZ et al., 2019; GREMIÃO et al., 2020 a; WALLER et al., 2021;

PINTO, 2021).

Considerando que: (i) a resistência a antifúngicos vem sendo documentada entre

isolados das diferentes espécies que compõem o gênero Sporothrix spp.; (ii) que tais

espécies podem infectar seres humanos e animais sinantrópicos, possuindo, portanto,

potencial zoonótico; (iii) que a epidemia de esporotricose vem acometendo milhares de

animais e humanos anualmente no município do Rio de Janeiro e adjacências; (iv)

representando uma das mais importantes epidemias de caráter zoonótico nesta região

nas duas últimas décadas; (v) que, em nosso país, esta infecção zoonótica vem

gradativamente se espalhando por vários estados; (vi) que o tratamento de felinos pode

levar meses a anos até que se alcance a completa recuperação; (vii) que muitos tutores

abandonam o tratamento antes da cura do animal; (viii) que o mesmo medicamento é

utilizado no tratamento de animais e humanos infectados; (ix) que o fornecimento de

itraconazol tem elevado custo para a rede de saúde pública; (x) que a ocorrência da

resistência ao itraconazol representa a perda da principal ferramenta de enfrentamento

da epidemia de esporotricose (tratamento dos animais enfermos, interrompendo o ciclo

de transmissão) no nosso município, a investigação e monitoramento da resistência ao

itraconazol e outros antifúngicos se justifica e pode contribuir como indicador para a

remodelação de estratégias de controle da esporotricose.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Realizar estudo comparativo da resistência in vitro ao itraconazol de amostras de

Sporothrix schenckii isoladas no Laboratório de Zoonoses de Bacteriologia e Micologia

do Instituto Municipal de Medicina Veterinária Jorge Vaitsman (IJV) pelas

metodologias de disco-difusão e microdiluição.

3.2 Objetivos específicos

No intuito de alcançar o objetivo geral idealizado, foram definidos os seguintes

objetivos específicos:

i. Isolar e identificar amostras de Sporothrix schenckii a partir de materiais

encaminhados para análise no Laboratório de Zoonoses I - Bacteriologia e Micologia do

IJV;

ii. Avaliar a resistência das amostras isoladas ao itraconazol (principal agente

antimicrobiano indicado para o tratamento das infecções associadas de S. schenckii em

felinos) por meio de métodos preconizados pelo Clinical & Laboratory Standards

Institute (CLSI) (disco-difusão e microdiluição);

iii. Estabelecer análise comparativa das metodologias aplicadas;

iv. Correlacionar características microbiológicas dos isolados e resistência ao

itraconazol.
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4 REFERENCIAL TEÓRICO

4.1 Características do agente etiológico

Os fungos são organismos classificados como eucariotos, heterotróficos, ou seja,

não produzem o próprio alimento, se alimentam por absorção, crescem de forma difusa

e têm como unidade celular as chamadas hifas e a parede celular é composta por quitina

e glucano. Há uma variedade imensa de espécies e diversas funções ecológicas, dentre

elas, por exemplo, a decomposição da matéria orgânica, desempenhando um papel

fundamental na manutenção dos ecossistemas (JUVINO, 2022).

Além do papel ecológico, os fungos são utilizados na indústria farmacêutica,

pois a partir da produção de compostos enzimáticos como produto do metabolismo,

geram citotoxinas que inibem o crescimento bacteriano, como exemplo, a penicilina,

produzida a partir do gênero Penicillium, que teve o mecanismo descoberto por

Alexander Fleming, descoberta esta que revolucionou a medicina. Na culinária, o

Agaricus bisporus é amplamente consumido, sendo conhecido popularmente como

champignon (ROSA, 2021; JUVINO, 2022).

Além das aplicabilidades citadas, os fungos também são agentes etiológicos de

diversas doenças que afetam humanos e animais, tais como a Candida albicans, agente

causador da candidíase, e o Cryptococcus neoformans, que causa a criptococose, bem

como a esporotricose, doença causada por fungos de Sporothrix spp. (JUVINO, 2022).

Atualmente, o fungo causador da esporotricose é classificado como pertencente

ao Reino Fungi, Sub-reino Dikarya que abrange o Filo Ascomycota, Subfilo

Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Sordariomycetidae, Ordem

Ophiostomatales, Família Ophiostomataceae e Gênero Sporothrix, com mais de 100

espécies identificadas até o momento. As espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S.

globosa, S. mexicana já foram isoladas no Brasil, no entanto, o S. brasiliensis é

considerado a espécie mais virulenta de Sporothrix, sendo o agente encontrado

predominante em gatos domésticos (Figura 1) (BAZZI et al., 2016; MYCOBANK,

2023).

Figura 1 - Morfologia dos conídios das espécies S. schenckii. (A) S. brasiliensis; (B e C) S. schenckii;



22

(D) S. globosa e (E) S. mexicana.

Fonte: MARIMON et al., 2007.

O Sporothrix spp. é aeróbio, se reproduz de forma sexuada, adquire nutrientes a

partir de material orgânico em decomposição. Também é classificado como dimórfico,

pois assume a forma filamentosa na natureza a temperatura ambiente (25 ºC), sendo

caracterizada pela presença de hifas hialinas, septadas com conídios arranjados em

forma de “pétalas de margarida”, enquanto a forma leveduriforme, nos tecidos do

hospedeiro (37 ºC), é composta de células globosas ou ovais, semelhante a um formato

de “charuto” (Figura 2). As espécies que pertencem ao complexo apresentam diferenças

morfológicas, fenotípicas e genotípicas, tendo a termotolerância como fator comum

dentro da biologia das mesmas (LOPES, 2018; GUEDES, 2022).

Figura 2 - Forma filamentosa (A), com forma de “pétalas de margarida”, e leveduriforme (B), com



23

formato de “charuto”, de Sporothrix spp.

Fonte: autora, 2023.

Macro-morfologicamente é possível observar, na forma sapróbia, o crescimento

de colônias claras, de aspecto algodonoso com sulcos, tendendo a colônia a escurecer

com o tempo (Figura 3). Na forma parasitária, observam-se colônias de coloração de

branco a creme com aspecto cremoso e irregular (GUEDES, 2022).

Figura 3 - Macromorfologia de S. schenckii em Ágar Sabouraud Dextrose (40g/l) com Cloranfenicol
(5mg/ml) após 10 dias a temperatura ambiente.

Fonte: autora, 2023.

O Sporothrix spp. pode ser isolado nos meios de cultivo Ágar Infusão Cérebro e

Coração (Brain Heart Infusion, ou BHI) e em Ágar Sabouraud Dextrose com

cloranfenicol e Ágar Mycosel com cicloheximida em que se observa o

desenvolvimento da forma micelial (GREMIÃO et al., 2020 a; GUEDES, 2022;
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REZNIK, 2023).

4.2 Histórico da doença

A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898, nos Estados Unidos,

pelo estudante de medicina Benjamin Schenck. O agente etiológico foi identificado pelo

patologista Erwin F. Smith como uma espécie de fungo pertencente ao gênero

Sporotrichum. Em 1900, foi relatado outro caso por Hektoen e Perkins, que sugeriram o

nome atualmente conhecido Sporothrix schenckii (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Os primeiros casos registrados eram transmitidos a partir da inoculação

traumática causada por plantas ou contato do fungo com a mucosa, sendo popularmente

conhecida como “doença do jardineiro”. No entanto, com o surgimento de novos fatores

houve um maior registro de casos de transmissão zoonótica, principalmente a partir de

arranhadura ou mordedura de gatos domésticos (OROFINO-COSTA et al., 2017;

SILVA, 2018).

Historicamente foi documentado surtos da doença, como o caso que ocorreu no

século XX, em uma mina de ouro na África do Sul entre os anos 1938 e 1947, em que

aproximadamente 3.300 mineiros ficaram doentes ao respirarem esporos do fungo,

adquirindo a forma pulmonar, e na década de 90, nos Estados Unidos, em que 84

jardineiros de diferentes Estados se infectaram com palha contaminada pelo fungo

oriundas de um mesmo fornecedor (BARBOSA, 2020).

A primeira evidência de transmissão da esporotricose a partir de gatos foi

documentada em 1952, nos Estados Unidos. No Brasil, o primeiro caso da doença,

transmitido a partir de um felino, foi reportado em 1955, no Estado de São Paulo.

Décadas depois, novos casos da doença animal foram documentados, bem como casos

humanos transmitidos pelos felinos (GREMIÃO et al., 2020 a).

No final do século XX, a esporotricose foi considerada um problema de saúde

pública no Brasil, sobretudo no Estado do Rio de Janeiro, no entanto, mais casos da

doença começaram a ser relatados em demais regiões do país. Desde 1990 a doença é

considerada epidêmica no Estado, considerado um dos maiores surtos de esporotricose

em humanos e animais já registrados (LIMA et al., 2019; BARBOSA, 2020; BISON;

PARENTONI, BRASIL, 2020).

Segundo o CDC (2020), antes de 1990, o S. brasiliensis era conhecido apenas

no Sudeste, próximo de São Paulo e Rio de Janeiro, porém, em 2018, casos de

esporotricose foram identificados em mais oito estados nas regiões Sul e Leste do
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Brasil (Figura 4), havendo também uma preocupação da doença atingir países vizinhos

em decorrência do trânsito de animais doentes.

Figura 4 - Distribuição mundial de esporotricose felina ao redor do mundo. (A) Casos da doença no
mundo. (B) Evolução espaço-temporal dos casos de esporotricose felina no Brasil, com SP e RJ
atingidos em 1990, RS atingido entre 1990-2000 e em 2001-2016 a doença acometendo grande parte da
região Sul e Sudeste do país.

Fonte: GREMIÃO et al., 2017.

Em 1906, na França, cientistas isolaram o fungo da pelagem de ratos, gatos e
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coelhos que viviam em estábulos com cavalos infectados, o que corrobora com a

hipótese que animais saudáveis podem carrear o fungo, fato este que expõe a

importância epidemiológica significativa dos felinos, podendo ser considerado como

um gatilho para os casos relacionados enfrentados atualmente. Isto é, o ciclo de

transmissão de Sporothrix spp. de animais para humanos já havia sido relatado, porém,

seu significado epidemiológico só foi reconhecido a partir do surto de esporotricose

transmitida por gatos em 1998, no estado do Rio de Janeiro. Em outras palavras, o surto

destacou a importância desse ciclo de transmissão para a saúde pública (GREMIÃO et

al., 2020 a).

4.3 Epidemiologia

Com a interação entre os gatos domésticos e o meio ambiente, onde o fungo está

naturalmente presente, houve a ponte para a infecções humanas e animais pelo S.

schenckii (Figura 5), no entanto, há fatores que aumentam o risco de ocorrência da

infecção, tais como o crescente e significativo aumento na população de felinos

domésticos bem como os hábitos da espécie, como afiar as unhas, enterrar dejetos e

disputar território, o que favorece a inoculação do fungo em outros animais ou humanos

(SILVA, 2010; GONÇALVES et al., 2019).

Figura 5 – Ciclo da esporotricose.

Fonte: CDC, 2020.
A esporotricose pode ser transmitida a partir da inoculação traumática do
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agente etiológico, que pode ocorrer durante o manuseio de solo contaminado, plantas

ou matéria orgânica, em que o fungo penetra na pele não íntegra ou em mucosas ou

por transmissão zoonótica, que está associada a inoculação a partir da arranhadura,

mordedura, ou ainda de lambeduras em pele não íntegra ou mucosas, em que o fungo

entra em contato com o hospedeiro causando a infecção (GONÇALVES et al., 2019).

Para os humanos, a doença é atualmente transmitida majoritariamente de

maneira zoonótica, a partir de arranhadura ou mordedura de um felino que esteja

doente ou carreando o fungo presente no ambiente. Os demais mamíferos e os cães

não estão diretamente relacionados à transmissão zoonótica da esporotricose, alguns

autores associam a uma possível menor quantidade de carga fúngica presente em suas

lesões, além dos hábitos de vida desses animais. Desta forma, a transmissão entre os

gatos e entre gato-humano perpetua a transmissão, o que provoca uma expansão

territorial dos casos observada atualmente (SCHECHTMAN et al., 2022; GUEDES,

2022).

Segundo a tese de VIANA (2016), que levantou dados acerca da esporotricose

canina, foi observado que 78,2% dos cães positivos para esporotricose atendidos no

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI/FIOCRUZ) tiveram contato

com felinos, ratificando a importância desses animais como fonte de infecção do

Sporothrix spp. não só para os humanos, mas para os cães e demais espécies.

4.4 Fatores de risco

O alto índice de abandono de animais é um fator que contribui para a ocorrência

de zoonoses, uma vez que esses animais em situação de vulnerabilidade estão expostos

a outros animais, a doenças e situações diversas. Os números de abandonos no Brasil

são alarmantes, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que em 2014 existiam

mais de 30 milhões de animais abandonados no país, sendo 20 milhões de cães e 10

milhões de gatos. Em cidades de grande porte, para cada cinco habitantes há um

cachorro, e destes, 10% estão em situação de abandono. Para o Poder Público, a

diminuição do número de animais abandonados nas ruas proporciona uma melhora na

saúde pública, pois reduz as chances da ocorrência de doenças transmitidas pelo

contato com os animais (SANTOS, 2021).

Além da questão do abandono, as mudanças climáticas podem contribuir para o

crescimento da doença, devido ao aumento da temperatura. Nos últimos 50 anos

observou-se que a taxa de temperatura do mundo dobrou, e que aquecimento global e
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as variações climáticas influenciam diretamente na epidemiologia das doenças

zoonóticas, pois altera a dinâmica dos hospedeiros, vetores e patógenos, bem como

suas interações. Fortes associações já foram documentadas acerca do acontecimento de

eventos climáticos e surtos de malária, cólera, peste, hantavírus e várias outras doenças

emergentes. No Rio de Janeiro o clima úmido e quente é favorável ao desenvolvimento

do agente etiológico (GONÇALVES et al., 2019; RUPASINGHE, CHOMEL,

MARTÍNEZ-LÓPEZ, 2022).

As doenças zoonóticas são frequentemente originadas e transmitidas por

animais selvagens ou domésticos, porém há também outros fatores que produzem

condições adequadas que permitem que patógenos zoonóticos se amplifique e se

adaptem a novos nichos, tais como forças ecológicas, econômicas, sociais e política. A

dinâmica das doenças zoonóticas não pode ser projetada por modelos que consideram

apenas os fatores climáticos, embora muitas pesquisas sejam dedicadas à compreensão

do impacto das mudanças climáticas na dinâmica das doenças zoonóticas, há um

amplo conhecimento do papel de outros processos globais, como mudança no uso da

terra, urbanização, comércio e viagens internacionais e fatores socioeconômicos

(RUPASINGHE, CHOMEL, MARTÍNEZ-LÓPEZ, 2022).

Em relação aos felinos domésticos, sendo a principal e mais sensível espécie

afetada pela doença, bem como a espécie com maior potencial de transmissão, a maior

ocorrência é relatada em animais adultos jovens, machos e não castrados. A

mobilidade e acesso dos gatos em áreas abertas ao redor de suas residências, ou

animais errantes, comunitários ou semi domiciliados, o envolvimento em brigas,

principalmente os gatos machos não castrados, por território e também por fêmeas,

tornando os animais em idade reprodutiva mais expostos, além do hábito de arranhar

troncos de árvores e entre outros fatores comportamentais, facilitam a dispersão de

Sporothrix spp. no meio ambiente e os animais doentes, por sua vez, ampliam deste

modo a contaminação ambiental, sendo relevantes fatores de risco. Esses animais têm

um papel importantíssimo na transmissão e propagação da zoonose

(MACÊDO-SALES et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018; GREMIÃO et al., 2020 a;

CARDOSO et al., 2023).

Outro aspecto importante a ser abordado é o destino incorreto de animais que

faleceram em decorrência da esporotricose. A destinação correta é a cremação desses

animais, mas devido à falta de informação e conhecimento, muitos animais são

enterrados, por conseguinte, o fungo entra em contato e contamina a terra, se mantendo
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no ambiente e contribuindo para o ciclo, podendo originar outros focos da doença.

Segundo o Professor Alberto Pacheco, do Instituto de Geociências da Universidade de

São Paulo (USP), na cidade, cerca de 60% dos animais mortos são depositados em

terrenos, quintais e jardins. Dos outros, 7% são colocados em sacos de lixo na calçada

ou caçambas, 20% são jogados na rua e apenas 13% são entregues a uma clínica

veterinária para a destinação correta. Embora seja uma ação que pareça inofensiva, o

enterro inadequado pode gerar danos ambientais e impactar a saúde pública, pois após

um período, o local em que o animal foi enterrado pode ser reutilizado para outros fins,

como para plantações e criação de animais, e diversos microrganismos zoonóticos são

capazes de sobreviver por longos períodos no ambiente (MENEZES, 2021).

A esporotricose tem se tornado presente em áreas urbanas e prevalentemente

em regiões periféricas negligenciadas, com condições de saneamento básico precário,

o que é considerado também como um fator de risco para a ocorrência da doença, pois

a falta de saneamento contribui para instalação e disseminação de algumas doenças,

inclusive as zoonoses, como a esporotricose (GONÇALVES et al., 2019; GUEDES,

2022).

A conscientização acerca da guarda responsável dos animais é uma ferramenta

importante para a prevenção da doença, quebrando o ciclo de transmissão. Com a

conscientização acerca da castração da população felina, do abandono, a correta

criação de felinos, bem como a correta destinação dos cadáveres dos animais que

vieram a óbito ou que foram destinados à eutanásia são fundamentais no combate a

esporotricose zoonótica transmitida sobretudo pelos felinos domésticos (MENNA

BARRETO, 2018).

4.5 Desenvolvimento da doença nas diferentes espécies

O Sporothrix pode causar a esporotricose tanto em humanos como também em

várias outras espécies animais, além dos felinos domésticos, tais como cavalos, cães,

muares, camelos, golfinhos, pássaros, suínos e bovinos. São descritas três formas

clínicas para a esporotricose: cutânea, cutânea linfática e disseminada, podendo

também coexistir entre si (SANTOS; ALESSI, 2010).

Nos gatos, a forma mais comum é a cutâneo-linfática, em que se observam

nódulos, ulcerados ou não, enquanto nos cães, as formas mais comuns são cutânea e

cutânea linfática (Figura 6). Nos equinos a doença está relacionada após algum acidente

traumático perfurante, resultando em diversos nódulos que podem ulcerar. Nos
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humanos (Figura 7), a forma doença se apresenta principalmente na forma

cutâneo-linfática, em mais de 75% dos casos, em que se observa lesões ulceradas com

secreção mucopurulenta, que costumam ser restritas à pele, tecido subcutâneo e vasos

linfáticos adjacentes, formas mais graves estão relacionadas com pacientes

imunodeprimidos (SANTOS; ALESSI, 2010; SCHECHTMAN et al., 2022).

Figura 6 - (A) Lesão granulomatosa nasal em felino, sendo caracterizada e denominada popularmente de
“nariz de palhaço”. (B) Forma cutânea linfática generalizada em canino. Múltiplas lesões circulares,
ulceradas e deprimidas.

Fonte: WILKINSON; HARVEY, 1996 adaptado.

Figura 7 - Esporotricose humana na forma cutâneo-linfática. Nódulos com secreção seropurulenta e
pápulo-pústulas ao longo da cadeia linfática.

Fonte: SCHECHTMAN et al., 2022.
A localização mais frequente das lesões nos gatos é na cabeça e nos membros
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anteriores, o que pode refletir as áreas mais expostas durante as brigas ou até mesmo

que entram em contato com o solo ou com plantas. Nos cães, as lesões

predominantemente são observadas em região cefálica, principalmente no nariz, na

mucosa nasal e nos membros locomotores e em humanos, em maioria, as lesões estão

localizadas nas mãos, antebraços, pernas e rosto, que estão mais expostos ao contato e à

arranhaduras e/ou mordeduras dos felinos domésticos (VIANA, 2016;

MACÊDO-SALES et al., 2018; SCHECHTMAN et al., 2022).

A enfermidade não é muito frequente nos cães, sendo eles pouco sensíveis ao

agente etiológico em comparação aos felinos. Não há relatos consideráveis até então

acerca da transmissão canina ao homem, o que pode ser explicado pela ínfima

quantidade fúngica presente nos exsudatos e/ou lesões. Em relação à doença nos

equinos, são poucos os relatos recentes no país (LARSSON, 2011).

4.6 Diagnóstico

Para diagnosticar a esporotricose é fundamental que haja uma suspeita clínica

aliada com o histórico, anamnese, dados epidemiológicos, manifestações clínicas e

exames complementares, no entanto, o diagnóstico definitivo se dá a partir do

isolamento do agente com swab estéril (Figura 8), a partir de exsudado ou fragmento da

lesão obtido sendo semeado em meio de cultura, com a identificação do patógeno a

partir das características morfológicas, sendo considerado este o padrão-ouro (MENNA

BARRETO, 2018; LIMA et al., 2019).

Também é possível realizar a citologia, que é um exame direto feito

pressionando a lâmina diretamente em contato com a lesão, para obtenção da secreção

com elevada celularidade, para posterior coloração e análise à microscopia de luz,

método chamado de imprint (Figura 8), no entanto, pode acusar um falso negativo por

faltas de levedura naquele material no momento da coleta, especialmente nas infecções

com baixa produção de leveduras, como ocorre em alguns felinos e na maioria dos

casos em caninos e humanos. A histopatologia e a sorologia também são opções de

técnicas a serem utilizadas, enquanto a imunohistoquímica e reação em cadeia de

polimerase (PCR) não são técnicas implementadas rotineiramente (MENNA

BARRETO, 2018; GREMIÃO et al., 2020 b).

Figura 8 - Coleta de material para diagnóstico de esporotricose. (A) Coleta de material de lesão com
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swab. (B) Coleta com a técnica de imprint.

Fonte: MENNA BARRETO, 2018.

Segundo a Nota Técnica n.º 3/2011 da FIOCRUZ, que tornou todos os casos

suspeitos da esporotricose felina e humana de notificação compulsória no estado do Rio

de Janeiro, o diagnóstico laboratorial baseia-se exclusivamente no isolamento do

Sporothrix. Isto se dá pelo alto número de casos refratários ao tratamento, sendo

imprescindível a realização da cultura para investigação do agente etiológico e o perfil

de susceptibilidade aos antifúngicos (MACÊDO-SALES et al., 2018).

As lesões cutâneas nos felinos contêm uma maior quantidade de células fúngicas

infectantes, diferentemente das demais espécies, os caracterizando como notável fonte

de infecção, diferentemente dos cães, que possuem poucas leveduras nos exsudatos das

feridas, raramente observadas ao exame direto pela técnica de imprint, sendo

fundamental o isolamento fúngico para confirmação do diagnóstico (LARSSON, 2011;

ALMEIDA et al., 2018).

4.7 Tratamento

Segundo o “Guideline for the management of feline sporotrichosis caused by

Sporothrix brasiliensis and literature revision” de GREMIÃO et al. (2020 b), há um

número limitado de agentes antifúngicos orais para o tratamento da esporotricose em

gatos, sendo o itraconazol e iodeto de potássio os antifúngicos mais comumente

utilizados para o tratar da doença. No entanto, o ITZ é a principal droga de escolha para

o tratamento monoterápico, devido à eficácia já relatada, mas, com o passar do tempo,

cepas insensíveis ao ITZ estão sendo documentadas.

O tratamento com KI associado ao ITZ é uma opção relevante para os casos

refratários à monoterapia com ITZ, principalmente para os animais com lesões em
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plano nasal e/ou sinais respiratórios. Outro fármaco utilizado é a anfotericina B, as

formulações lipídicas são indicadas para tratar formas disseminadas da doença e não

apresentaram toxicidade para os felinos, no entanto, por via intravenosa, o uso é

limitado, devido aos efeitos adversos. O uso intralesional ou subcutâneo em associação

a ITZ oral também é uma boa alternativa nos casos refratários à monoterapia com ITZ.

A terbinafina demonstrou eficácia no tratamento da esporotricose humana e nos cães,

mas em felinos os efeitos ainda são desconhecidos, enquanto o antifúngico fluconazol

tem histórico de ter sido utilizado no tratamento de um felino com lesões e sinais

respiratórios recorrentes, em que se obteve êxito na cura clínica da doença, no entanto,

a eficácia e segurança precisa ser esclarecida. Além dos fármacos citados, a

termoterapia, tratamento cirúrgico e criocirurgia também são outras opções para o

tratamento da esporotricose animal (GREMIÃO et al., 2020 b).

Conforme a avaliação clínica do animal a terapêutica é estabelecida, sendo as

doses de ITZ, administrado por via oral, preconizadas para felinos com peso maior ou

igual a 3 quilogramas (kg) a dosagem de 100 miligramas (mg)/24 horas (h); para

animais com peso menor que 3 kg maior ou igual a 1 kg a dosagem de 50 mg/24h e

para animais com peso menor que 1 kg a dosagem de 25 mg/kg/24h. Quando o ITZ é

associado ao KI, administrado por via oral, as doses são de 2,5 a 5 mg/kg/24h, no

entanto, se não houver resposta, a dose pode ser aumentada até 20 mg. Na primeira

semana de terapêutica com o KI, as cápsulas devem ser administradas alternadas a cada

48h, e na segunda semana, ofertada a cada 24h. Pelo fato da metabolização do ITZ e KI

serem hepáticas, os animais podem sofrer com a elevação nos níveis de transaminases e

associar ao tratamento os hepatoprotetores, tais como a silimarina oral (30 mg/kg/24h)

ou S-adenosilmetionina (20 mg/kg/24h), em conjunto com o monitoramento clínico e

bioquímico (GREMIÃO et al., 2020 b).

Ainda conforme o guideline, o ITZ não deve ser administrado com antiácidos

(antagonistas dos receptores H2 ou bomba de prótons bloqueadores), pois a alcalinidade

diminui a absorção. Para facilitar o manejo e evitar acidentes durante a administração,

que podem acarretar a transmissão zoonótica da esporotricose, as cápsulas de ITZ e KI

podem ser abertas e misturadas em ração úmida.

A administração do ITZ deve ser feita diariamente por cerca de pelo menos três

a seis meses, se estendendo por mais um mês após a remissão dos sinais clínicos.

Levando em consideração a longa duração do tratamento, a terapêutica e o manejo em

cães e gatos são grandes desafios para os responsáveis em condições socioeconômicas
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vulneráveis devido ao alto custo do tratamento (WALLER et al., 2020).

4.8 Realização dos antifungigramas e monitoramento da resistência

Os uso dos guidelines com os padrões para realização de testes de microdiluição

estabelecidos pelo CLSI e pelo EUCAST (European Committee for Antimicrobial

Susceptibility Testing) permitiu verificar a existência de um perfil de susceptibilidade

antifúngica nos últimos anos. Há muitos relatos de resistência relacionados às espécies

de Sporothrix. Estudos classificaram a suscetibilidade antifúngica de S. schenckii, com

as MICs apresentando valores iguais ou superiores a 8 μg/mililitros (ml), sendo

considerado como resistente. Em decorrência disso, espécies de S. brasiliensis isoladas

de humanos e animais foram descritas como resistentes ao itraconazol (WALLER et al.,

2020).

Segundo WALLER et al. (2020), Espinel-Ingroff, caracterizou os valores de

corte epidemiológicos (ECVs) com base nas MICs, preconizadas pelo CLSI, de agentes

antifúngicos em laboratórios em todo o mundo, e esses valores permitem identificar as

espécies de Sporothrix classificadas como não selvagem (não-WT) com a

suscetibilidade reduzida ao antifúngico devido ao mecanismo mutacional adquirido ou

isolados do tipo selvagem (WT), que são resistentes, mas sem mecanismo adquirido.

No estudo, foi possível observar que o S. schenckii no Brasil e no mundo foram

classificados como isolados não-WT quando testados com ITZ, em decorrência do alto

valor de MIC50 (MIC do medicamento capaz de inibir 50% das cepas submetidas ao

teste) e MIC90 (MIC do medicamento capaz de inibir 90% das cepas). O itraconazol

demonstrou uma melhor ação contra o S. brasiliensis em comparação com S. schenckii,

no entanto, os altos valores de MIC deste agente antifúngico foram observados nos

isolados de S. brasiliensis de origem animal na região Sul do Brasil, cujos valores de

MIC90 classificaram esses isolados como não-selvagens. Desta forma, vale ressaltar que

o S. schenckii e o S. brasiliensis, classificados como cepas não-WT ao ITZ, anfotericina

B, terbinafina e voriconazol, tendem a não responder bem à terapia antifúngica e,

portanto, isolados potencialmente resistentes a esses agentes.

Frente aos estudos realizados acerca do tema, é possível compreender a

relevância da realização dos antifungigramas e do monitoramento da resistência, uma

vez que se observou o S. brasiliensis como uma espécie fúngica com grande capacidade

de adquirir mecanismo mutacional ou de resistência. Nos estudos apresentados por

WALLER et al. (2020), poucos focaram no mecanismo de desenvolvimento da
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resistência aos antifúngicos, devendo ser realizadas mais pesquisas acerca da questão,

para que ocorra o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos e para o combate mais

eficaz da esporotricose humana e animal.
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5 MATERIAL E MÉTODOS

Trata-se de estudo prospectivo de avaliação da resistência de amostras de S.

schenckii ao itraconazol in vitro, principal antifúngico rotineiramente utilizado no

tratamento de felinos com esporotricose. O estudo foi realizado no Laboratório de

Zoonoses I - Bacteriologia e Micologia do Centro Municipal de Medicina Veterinária

Jorge Vaitsman, da Prefeitura do Rio de Janeiro.

Coorte estudada - A coorte estudada foi composta de felinos (Felis catus

domesticus), de idades, sexos e portes diversos, portadores ou não de comorbidades,

assistidos pelo serviço de Clínica do IJV do Instituto Municipal de Vigilância Sanitária,

Vigilância de Zoonoses e de Inspeção Agropecuária (IVISA-Rio) no período de 16 de

agosto a 23 de novembro de 2023, que, após consulta clínica, foram encaminhados ao

Laboratório de Zoonoses do IJV/IVISA-Rio para coleta de amostras para diagnóstico de

esporotricose. A obtenção das amostras ocorreu mediante o preenchimento do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice I) pelos responsáveis pelos

animais, bem como a aplicação de um questionário preenchido no Google Forms

(Apêndice II), gerando Planilhas Google, analisadas posteriormente. As amostras para

pesquisa de esporotricose foram coletadas no Laboratório de Zoonoses I, como parte da

rotina de diagnóstico e assistência clínico-laboratorial do IJV/IVISA-RIO.

Critérios de Inclusão – Participaram do estudo unicamente animais assistidos

pelos veterinários de Setor de Clínica encaminhados para realização de diagnóstico de

esporotricose, que não possuíam histórico de tratamento anterior utilizando os

componentes base dos antifúngicos testados neste trabalho, mediante a autorização

expressa do uso dos isolados fúngicos pelo tutor através da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido. Foram selecionados isolados identificados como

pertencentes ao gênero Sporothrix spp. através de análises macro e micromorfológicas,

na rotina de diagnóstico de esporotricose do Laboratório de Zoonoses I – Bacteriologia

e Micologia.

Critérios de Exclusão – Não participaram da pesquisa animais (a) que

apresentaram infecção reincidente por Sporothrix spp., (b) que tenham iniciado e

abandonado tratamento de lesões dérmicas ou otológicas com antifúngicos, (c) que

estejam fazendo uso de antifúngicos na data ou anteriormente à coleta, (d) animais que

tenham recebido tratamento local com agentes antimicrobianos, crioterapia e/ou
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fitoterápicos, (e) cujos tutores não autorizem expressamente (através do TCLE) a

utilização dos isolados na pesquisa.

Isolamento e identificação das amostras – As culturas foram realizadas a partir

de amostras de exsudato de feridas coletadas com uso de swab estéril de algodão

hidrofílico por rolamento. Os swabs foram devidamente identificados e usados para

semeadura em ágar sabouraud com 2% de dextrose e ágar mycosel, seguida de

incubação a temperatura ambiente (24-26ºC) por até duas semanas (MACÊDO-SALES

et al., 2018). Dentre as colônias desenvolvidas no meio de cultivo, aquelas consideradas

suspeitas (morfologia colonial compatível com Sporothrix spp.) foram recolhidas para

análise microscópica da morfologia, entre lâmina e lamínula, na presença de Lactofenol

Azul de Algodão (BARROS et al., 2011). Foram consideradas positivas as amostras que

revelaram crescimento fúngico com morfologia macro e microscópica compatível com

as espécies que compõem o gênero Sporothrix spp. (S. brasiliensis, S. schenckii, S.

mexicana, S. globosa, S. albicans e S. luria).

Caracterização fenotípica dos isolados – A caracterização contemplou a análise

da morfologia colonial, de aspectos morfo-tintoriais (micromorfologia sob coloração

com Azul de Algodão), detecção de dimorfismo e análise da termotolerância (HOOG et

al., 2001).

Cultivos de leveduras – O cultivo leveduriforme do fungo foi obtido por duas

passagens sucessivas em ágar brain heart infusion (BHI) e incubação por 7 dias, a 37°C

(GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010).

Avaliação da susceptibilidade ao Itraconazol pelo método de disco-difusão

(Kirby & Bauer) – Foi realizada a disco-difusão a partir do ágar sabouraud dextrose 2%

com cloranfenicol em placa, em um meio comercialmente pronto. As amostras

leveduriformes foram suspensas em salina estéril (cloreto de sódio 0,9%), com a

turbidez ajustada a 0,5 da escala MacFarland. A suspensão foi semeada uniformemente

com auxílio de swab estéril sobre a superfície do meio de cultivo e sem seguida foram

dispostos os discos de papel de filtro contendo itraconazol na concentração de 10 µg e

as placas foram incubadas a 35-37ºC por período suficiente para a formação do halo

(elipse) de inibição (aproximadamente 72 horas) e o diâmetro da zona de inibição foi

mensurado com auxílio de um paquímetro milimetrado digital (EUCAST, 2021). As

amostras foram classificadas como sensível (S), quando apresentaram halo de inibição

com diâmetro maior ou igual a 20 milímetros (mm), intermediária (I) para halos de
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inibição com diâmetro entre 12-19 mm e resistente (R) com halo de inibição com

diâmetro menor ou igual a 11 mm, sendo utilizados como referência os valores

preconizados pelo CLSI (2015).

Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas pelo método de

Microdiluição em placa – Para o teste de suscetibilidade, foi obtida a forma de levedura

do fungo e o estudo para determinar a concentração inibitória mínima será de acordo

com o documento M27-A3 (CLSI, 2008) com adequações mínimas.

Preparo do meio RPMI 1640 tamponado – Os inóculos serão preparados pela

suspensão de cultivos leveduriformes em meio de cultivo celular Roswell Park

Memorial Institute (RPMI) 1640. O pó será diluído seguindo as orientações do

fabricante e tamponado com o ácido 3-[N-morfolino] propanosulfônico (MOPS) em pH

7. A solução será esterilizada por filtração em membrana de 0,22 µm, para preservação

dos açúcares do meio.

Preparo do inóculo de leveduras - Após a incubação, as culturas serão

recuperadas com alças estéreis e adicionadas à solução salina estéril (0,85%). A solução

será homogeneizada por agitação e analisada em espectrofotômetro ao comprimento de

onda 530 nanômetro (nm), uma absorvância de 80-82%. Essa solução será diluída em

duas etapas, nos meios RPMI 1640 tamponado, nas proporções de 1:50, na primeira, e

de 1:20 na segunda para obtenção de 1,0 x 10³ a 5,0 x 10³ unidades formadoras de

colônias (UFC)/ml. Os inóculos finais serão de 0,5 x 10³ a 2,5 x 10³ UFC/ml

(MEINERZ et al., 2010; PINTO, 2021).

Preparo da solução de itraconazol - A solução de itraconazol será diluída em

dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 32 µg/ml como solução estoque. No

ensaio de susceptibilidade será realizada diluição seriada na base 2 a partir da solução

estoque para obtenção de concentrações de desafio variando entre 16 µg/ml e 0,125

µg/ml (MEINERZ et al., 2010; SONG et al., 2020; PINTO, 2021).

Determinação da MIC - A determinação da MIC será realizada em microplacas

de 96 poços de fundo chato para ELISA. Serão adicionados 100 µL do meio RPMI

1640 tamponado em cada poço e 100 µL da solução estoque de itraconazol (32µg/ml)

será adicionada no poço referente à maior concentração de itraconazol e será realizada a

diluição sequencial nos poços até a concentração de 0,125 µg/ml, posteriormente, serão

adicionados os inóculos de leveduras. Serão reservados poços para os controles
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negativo (RPMI 1640) e positivo (RPMI 1640 com inóculo de levedura, sem

antifúngico). A determinação da MIC será feita após a incubação das placas em estufa a

37°C por 72 horas (SONG et al., 2020; PINTO, 2021). A concentração mínima será

observada de acordo com o crescimento ou não do fungo por análise visual de cada

poço em comparação com os controles positivo e negativo. Esse trabalho seguirá o

valor de corte proposto por Espinel-Ingroff e col. (2017) onde isolados com MIC ≤ 2

µg/ml são classificados como sensíveis e isolados com MIC > 2 µg/ml, como resistentes

ao itraconazol.
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Caracterização clínico-epidemiológica da coorte estudada

Foram coletados noventa e nove Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

de 16 de agosto a 23 de novembro de 2023. Dentre a população estudada e os termos

coletados, 66 (66,67%) animais foram negativos e 33 (33,33%) positivos no exame

direto, enquanto 51 (51,51%) animais foram positivos e 48 (48,49%) negativos na

cultura fúngica (Gráfico 1).

Gráfico 1 - Resultados dos exames direto e de cultura fúngica para esporotricose.

Fonte: autora, 2024.

Conforme o artigo de LIMA et al. (2019), a cultura fúngica é o exame

padrão-ouro para o diagnóstico de esporotricose, sendo assim, o exame direto é

considerado como de baixa sensibilidade, podendo gerar resultados falsos negativos.

Apesar da sensibilidade relativamente baixa, em comparação ao cultivo micológico, o

exame direto oferece, especialmente nos casos de infecções em felinos, vantagens que

justificam sua realização sendo recomendada em todos os casos. A rapidez na execução,

permitindo que, nos casos positivos o diagnóstico seja confirmado em menos de uma

hora, corrobora para o sucesso terapêutico, uma vez que o tutor pode sair do serviço

com o diagnóstico confirmado, e o animal pode receber a medicação para o tratamento.

Adicionalmente, a análise microscópica pode fornecer informações relevantes para a



41

orientação da conduta terapêutica a ser estabelecida, como a intensidade da produção de

leveduras, presença, tipo e intensidade de infiltrados celulares, sinais da ocorrência de

infecções bacterianas oportunistas concomitantes, presença de anomalias celulares

sugestivas de processos imunomediados e/ou neoplásicos, presença de outros tipos

fúngicos etc.

No estudo, conforme o esperado, foi possível observar que mais animais tiveram

resultado positivo na cultura fúngica do que pelo exame direto. Todos os animais

positivos na citologia foram confirmados com crescimento em pelo menos um dos

meios de cultivo utilizados na rotina de diagnóstico. Para as demais análises, todos os

animais positivos na cultura fúngica foram considerados nos resultados deste estudo.

Em relação à distribuição etária dos animais positivos (Gráfico 2), apenas 7

(13,72%) tinham até 1 ano, 32 (62,74%) tinham entre 1 e 6 anos e 12 (23,53%) tinham

acima de 6 anos.

Gráfico 2 - Distribuição etária dos felinos positivos para esporotricose na cultura fúngica.

Fonte: autora, 2024.

De acordo com MACÊDO-SALES et al. (2018), a doença afeta principalmente

animais jovens no período reprodutivo em consequência de disputas territoriais e por

fêmeas, quando ocorrem arranhões ou mordidas que podem transmitir a esporotricose

entre os felinos. Os achados corroboram com o encontrado na literatura, no entanto,
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animais de qualquer faixa etária podem se infectar e transmitir a doença.

Dentre os felinos positivos, 23 (51,1%) eram machos e 22 (48,9%) eram fêmeas

(Gráfico 3) e dentre esses, 27 animais (52,9%) eram castrados e 24 (47,1%) não eram

castrados no momento da entrevista (Gráfico 4).

Gráfico 3 - Sexo dos animais positivos para esporotricose na cultura fúngica.

Fonte: autora, 2024.

Ainda segundo o artigo de MACÊDO-SALES et al., (2018), a doença afeta

principalmente machos não castrados, devido ao comportamento de brigas e

territorialismo. No trabalho de GONÇALVES et al. (2019), também é relatado que o

gato é considerado o principal agente transmissor da zoonose no país, e os machos,

adultos e jovens, sem raça definida e não castrados, que têm acesso à rua, são os mais

acometidos e envolvidos na dispersão do fungo, transmitindo-o a outros animais e seres

humanos. É possível observar que os resultados encontrados na pesquisa contemplam

uma pequena diferença entre os casos de acordo com o sexo ou se o felino já era

castrado ou não, não sendo, contudo, diferença significativa, isto parece se dever ao fato

de a maioria dos animais participantes do trabalho ser constituída de animais

domiciliados, uma subpopulação com menor probabilidade de participação de lutas por

disputas territoriais.
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Gráfico 4 - Distribuição dos animais positivos para esporotricose na cultura fúngica quanto a
esterilização cirúrgica.

Fonte: autora, 2024.

Quanto à raça, todos os animais diagnosticados com esporotricose foram

identificados como Sem Raça Definida (SRD), destacando-se que na área de

abrangência do Instituto de Medicina Veterinária Jorge Vaitsman (IJV/IVISA-Rio),

gatos SRD são muito representados. De acordo com GONÇALVES et al. (2019), a

doença afeta principalmente os SRDs e também no estudo de BAZZI et al. (2016), que

7 em 10 animais acometidos pela doença eram sem raça definida, não havendo

correlação da raça com a gravidade da doença nos casos relatados.

Acerca do acesso à rua (Gráfico 5), informações dos tutores, 34 animais (66,7%)

tinham livre acesso à rua, 6 não possuíam acesso à rua, 2 estavam abrigados em gatil e

também não possuíam acesso à rua (15,6%), e 9 (17,6%) não souberam informar.
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Gráfico 5 - Animais positivos na cultura fúngica que possuíam ou não acesso à rua, segundo informação
dos tutores, até o momento da entrevista.

Fonte: autora, 2024.

Como dito anteriormente, na pesquisa de GONÇALVES et al. (2019), o acesso à

rua é caracterizado como um forte fator de risco para a esporotricose e ressalta-se a

importância da guarda responsável para prevenir não apenas a esporotricose, mas outras

doenças zoonóticas e não zoonóticas que podem afetar os felinos.

No presente estudo, mais da metade dos animais com esporotricose tiveram

acesso à rua e, consequentemente, exposição a animais positivos ou carreando o fungo,

bem como áreas contaminadas, que foram fontes de infecção para a doença. Tendo em

vista a importância desses animais na dispersão da doença e na transmissão para outros

animais e humanos, restringir o acesso à rua dos felinos domésticos é fundamental no

combate à esporotricose.

Em relação às lesões causadas pela esporotricose (Figura 9), foi possível

observar que foram distribuídas nos animais da seguinte maneira: 20 lesões afetaram o

nariz dos animais positivos, 15 afetaram a cabeça, 5 a orelha, 3 o pescoço, 2 o tórax, 3 o

dorso, 7 o abdômen, 14 o membro torácico, 10 o membro pélvico, 4 a cauda e 1 o

períneo.
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Figura 9 - Número e distribuição das lesões nos animais positivos para esporotricose na cultura fúngica.

Fonte: autora, 2024.

As lesões na cabeça, nariz e extremidade são comuns, segundo

MACÊDO-SALES et al., (2018), pois são regiões mais afetadas por arranhões durante

as brigas, e foram também as regiões de lesões mais relatadas no presente estudo,

representadas na figura pelas cores mais escuras.

Em relação à disseminação das lesões, pudemos observar que 9 animais

possuíam lesão pontualmente apenas no nariz, conhecida popularmente como “nariz de

palhaço”, se apresentando de maneira ulcerada e/ou com inchaço, comumente relatada

na esporotricose felina e além desses animais com lesões no nariz, 7 animais possuíam

lesão apenas no membro torácico, 6 apenas na cabeça, 3 na orelha, 1 no dorso, 3 no

membro pélvico, 1 pescoço e 1 no períneo, totalizando 31 (60,78%) animais com lesões

únicas, e os 20 (39,22%) demais, com lesões em mais de uma região corporal. De

acordo com NAKASU et al. (2021), a apresentação de formas graves da doença, com

múltiplas lesões cutâneas disseminadas, é comum em casos felinos do Sudeste e Sul do

Brasil, o que não foi observado no presente estudo.

Acerca de algum evento que precedeu a doença (Gráfico 6), segundo os tutores,

21 (41,17%) animais não possuíam histórico, 11 (21,56%) animais se infectaram a partir

de brigas com outros animais de rua, 10 (19,60%) a partir de contato com outro animal

positivo, 4 (7,86%) se infectaram com a doença a partir de contato com planta, espinho
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ou madeira, 3 (5,88%) apareceram com lesões após uma fuga e outros 2 (3,93%) após

procedimento de castração.

Gráfico 6 - Evento que precedeu a esporotricose nos animais positivos na cultura fúngica.

Fonte: autora, 2024.

Uma expressiva parte dos tutores não sabiam responder acerca do evento que

pode ter acarretado a doença nos animais, tendo em vista que a esporotricose possui

uma progressão lenta e gradual, e o tutor pode não associar um evento passado com as

lesões identificadas tempo depois, além disso, muitos animais já foram resgatados com

as lesões que não cicatrizaram e tiveram o diagnóstico positivo para a doença.

Podemos observar que muitos tutores relataram que o felino com esporotricose

surgiu com as feridas após ter acesso à rua, como visto previamente, e em que houve o

envolvimento em brigas com outros felinos. Como dito no estudo de GONÇALVES et

al. (2019) anteriormente, o acesso à rua e, consequentemente, as brigas territoriais e por

fêmeas, são um fator de risco importante no ciclo de transmissão da doença nesses

animais. Segundo GREMIÃO et al. (2020 b), a principal fonte de infecção da

esporotricose para os gatos domésticos, e também para os humanos, é por mordidas e

arranhões de um felino infectado, sendo de suma importância ressaltar novamente a

importância da guarda responsável a fim de combater a esporotricose bem como outras

doenças de importância para a saúde animal e para a saúde pública.

Segundo a dissertação de VIANA (2016), a doença pode ocorrer também por

meio do contato corporal com gatos com esporotricose e/ou contato com ambiente
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contaminado com o agente etiológico. De acordo com GREMIÃO et al. (2020 b),

geralmente a presença de pelo menos dois gatos por domicílio é relatada na maioria dos

casos.

No presente estudo, o contato com animais positivos, sem que tenha ocorrido

briga entre esses animais, foi o segundo maior evento relatado que precedeu a

esporotricose nos felinos, enquanto o ambiente contaminado, como plantas, solo e

madeiras, que também é relatado como forma de transmissão, expressou uma

porcentagem menor dos casos.

Os relatos de início da esporotricose após castração podem ser explicados tanto

pelo instrumental utilizado na cirurgia ou fômites e/ou materiais em procedimentos

cirúrgicos, contaminados com o fungo, ou mesmo após o procedimento, em que o

contato da ferida cirúrgica é porta de entrada para o agente presente no ambiente,

conforme caso relatado por CORGOZINHO et al. (2006).

Acerca do tempo de evolução das lesões relatado pelos tutores (Tabela 1), 9

(17,64%) não possuíam histórico, 13 (25,49%) tinham menos de 1 mês de evolução, 21

(41,18%) tinham entre 1 a 3 meses de evolução, 5 (9,80%) entre 4 a 6 meses, 1 (1,97%)

entre 7 meses a 1 ano e 2 (3,92%) mais de 1 ano de evolução.

Tabela 1 - Tempo de evolução das lesões de esporotricose relatado pelos tutores.

Fonte: autora, 2024.

Tempo de evolução das lesões Nº de casos

Sem histórico 9 (17,64%)

Menos de 1 mês 13 (25,49%)

Entre 1 mês a 3 meses 21 (41,18%)

Entre 4 meses a 6 meses 5 (9,80%)

Entre 7 meses a 1 ano 1 (1,97%)

Mais de 1 ano 2 (3,92%)

Total 51 (100%)
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Cerca de dois terços dos animais acometidos participantes da pesquisa

demonstram uma evolução gradativa da doença, conforme o relatado pelos tutores, entre

1 e 3 meses de evolução (66,67%). Este resultado parece se dever ao fato de que muitos

dos tutores participantes da pesquisa frequentarem o IJV/IVISA-Rio há muito tempo e

já conhecerem a evolução da esporotricose, por terem experiência anterior com outros

animais também em tratamento, o que pode explicar menor tempo de evolução em

relação aos relatados por outros autores.

6.2 Análise da resistência in vitro pelo método de disco-difusão

Os ensaios de disco-difusão (Figura 10) com o itraconazol foram realizados com

31 amostras coletadas dos isolados de Sporothrix e as amostras foram classificadas

como sensível (S) (halo de inibição com diâmetro maior ou igual a 20 milímetros),

intermediária (I) (halo de inibição com diâmetro entre 12-19 mm) e resistente (R) (halo

de inibição com diâmetro menor ou igual a 11 mm) sendo utilizados como referência os

valores preconizados pelo CLSI (2015).

Figura 10 - Teste de disco-difusão, demonstrando sensibilidade do Sporothrix spp. ao itraconazol.

Fonte: autora, 2024.

Dentre os isolados analisados, 11 (35,48%) amostras foram consideradas

sensíveis, 14 (45,16%) intermediárias e 6 (19,36%) resistentes ao itraconazol (Tabela 2).
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Tabela 2 - Medição dos halos em milímetros (mm) da disco-difusão com itraconazol das amostras de
Sporothrix spp.

Fonte: autora, 2024.

No estudo, não caracterizamos o Sporothrix de acordo com a espécie, no

entanto, SCHECHTMAN et al. (2022) discorre que o S. brasiliensis é a espécie mais

frequente no país. Nos casos confirmados, cerca de 96,5% são causados pelo S.

brasiliensis. Ainda segundo os autores, o S. brasiliensis apresenta uma maior virulência,

no entanto, não parece ter maior resistência a antifúngicos. Porém, podemos observar

que outros estudos, como o de WALLER et al. (2021), já apontam a farmacorresistência

(Figura 11), como uma grande questão no tratamento da doença.

Figura 11 - Teste de disco-difusão, demonstrando resistência do Sporothrix spp. ao itraconazol.

Fonte: autora, 2024.

Classificação Diâmetro do halo de
inibição (mm)

Percentual das
amostras (%)

Sensível ≥20,0 35,48 (11)

Intermediário 11 <Ø> 20,0 45,16 (14)

Resistente ≤ 11,0 19,36 (6)

Total 100% (31)
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No levantamento feito por XAVIER et al. (2019), 287 felinos foram tratados

para esporotricose e desses quase 40% apresentaram resistência quando tratados apenas

com itraconazol, enquanto associando o itraconazol com outros medicamentos,

obteve-se uma maior eficácia em animais refratários, pois, possivelmente a resposta aos

tratamentos realizados com associações sejam mais efetivas devido ao fato de que os

agentes antifúngicos agirem em diferentes sítios de ação, abrangendo o espectro e

oferecendo uma resposta sinérgica ao uso, melhorando a resposta terapêutica, porém,

em contrapartida, aumentando os efeitos adversos.

No trabalho de WALLER et al. (2021), foi relatada resistência em 34,5% (10/29)

dos isolados de S. brasiliensis destacou o surgimento de isolados resistentes ao

itraconazol em casos de animais no Sul do Brasil. Já NAKASU et al. (2021), relata 12

casos de resistência ao itraconazol também na região Sul, devido a abandono do

tratamento e erros terapêuticos, alertando para a necessidade de testes de

susceptibilidade antifúngica in vitro em casos de felinos de regiões endêmicas, para

adequar protocolos terapêuticos e tomar medidas para prevenir a disseminação de

clones resistentes ao itraconazol entre animais e humanos.

Em nosso trabalho os casos foram previamente selecionados e apenas animais

que não haviam sido anteriormente tratados com itraconazol foram avaliados, diante

desta conjuntura, um percentual de quase 20% de casos resistentes pode ser considerado

bastante elevado, o que alerta para a necessidade imperiosa de monitoramento da

resistência em amostras clínicas do Sporothrix spp. no município do Rio de Janeiro e

para a elucidação dos processos que corroboram para este importante mecanismo de

patogenicidade.

De acordo com WALLER et al. (2020), em uma revisão de estudos, poucos

focaram no mecanismo de desenvolvimento dessa farmacorresistência, que ainda não

foi totalmente elucidado, mas algumas hipóteses apontam para a produção de melanina,

baixa diversidade genética devido ao número anormal de cromossomos e para mutações

no citocromo P450, sendo necessário que esses estudos se aprofundem para serem

exploradas também novas opções terapêuticas.

6.3 Análise da resistência in vitro pelo método de microdiluição

Não foi possível realizar, no presente estudo, a análise para a determinação das

concentrações inibitórias mínimas pelo método de microdiluição em placa devido à

indisponibilidade dos recursos necessários em tempo hábil para a realização da análise.
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7 CONCLUSÃO

É possível ressaltar a importância da resistência dos isolados de Sporothrix spp.

tendo em vista que a esporotricose é uma zoonose de grande dimensão para a saúde

pública no território carioca, que vive uma das mais importantes epidemias de caráter

zoonótico nas duas últimas décadas.

Tendo em vista essa relevância, mais estudos acerca dos mecanismos de

resistência do Sporothrix spp. devem ser realizados, bem como a implementação de

antifungigrama na rotina clínica pode auxiliar o clínico em um protocolo terapêutico

mais adequado, a fim de uma cura clínica mais rápida e eficaz, reduzindo também a

transmissão e propagação da esporotricose.

Deve-se enfatizar que a guarda responsável é uma ferramenta importante na

prevenção da doença, pois o livre acesso à rua é um dos fatores de risco de grande

importância para a disseminação da esporotricose.

O IJV/IVISA-Rio é uma importante instituição de referência no enfrentamento

da esporotricose e, portanto, a introdução da prática de monitoramento da resistência ao

itraconazol na rotina de diagnóstico da esporotricose nesta Unidade de Saúde pode

impactar positivamente o conjunto de ações para o controle da doença, contribuindo

para o sucesso terapêutico em pacientes portadores de agentes resistentes ao itraconazol,

pela detecção precoce da resistência e introdução de outros antifúngicos na terapia,

reduzindo o tempo de tratamento do animal e, consequentemente, reduzindo o tempo de

exposição do tutor ao agente infeccioso, bem como a eliminação de formas resistentes

para o ambiente. Tendo em vista que uma das principais causas do abandono da terapia

é o longo período de tratamento, quanto mais cedo o animal infectado com o agente

resistente receber a terapia adequada a sua situação, menor a chance de ocorrer

abandono do tratamento.

O método de disco-difusão se mostrou eficaz, rápido e muito prático na

identificação de amostras resistentes, podendo ser utilizado para monitoramento da

resistência em amostras do Sporothrix spp. Uma vez que o agente tenha sido isolado o

resultado da análise da resistência pode ser liberado em 7 a 10 dias.

Adicionalmente, o custo relativamente baixo e a prévia disponibilidade da

maioria dos materiais necessários ao desenvolvimento dos ensaios corroboram para sua

utilização como ferramenta de monitoramento. Atualmente os insumos necessários para

a realização dessa análise podem ser obtidos comercialmente como produtos nacionais

não sofrendo influência de flutuações de câmbio e retenções em barreiras alfandegárias
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que comprometem o cumprimento de prazos de entrega, conforme ocorrido com alguns

dos insumos necessários para os ensaios de microdiluição.

Mais estudos para investigação dos mecanismos de resistência do Sporothrix

spp. devem ser realizados para a elucidação dos processos envolvidos bem como para a

elaboração de novas estratégias de enfrentamento da doença.
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APÊNDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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APÊNDICE II - FICHA DE REGISTRO DE ENTREVISTA
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APÊNDICE III - QUADRO DE MEDIÇÃO DE HALOS DE INIBIÇÃO PELO

ITRACONAZOL DE AMOSTRAS DE Sporothrix spp.

N.º da amostra Halo em mm Classificação

1 14,2 I

2 18,8 I

3 0 R

4 19,9 I

5 22 S

6 15 I

7 12,9 I

8 12,5 I

9 25,2 S

10 11,9 R

11 20,9 S

12 18,7 I

13 0 R

14 18 I

15 14,6 I

16 20,1 S

17 27,3 S

18 22,4 S

19 28,8 S

20 25,5 S

21 22,8 S

22 0 R

23 23,7 S
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N.º da amostra Halo em mm Classificação

24 17,2 I

25 22,5 S

26 16,7 I

27 14,5 I

28 12,9 I

29 0 R

30 14,1 I

31 0 R
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