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Resumo 

 
MADRID, Isabel Martins. Estudo das características fenotípicas, fatores de 
patogenicidade e suscetibilidade de isolados de Sporothrix schenckii frente a 
desinfetantes. 2011. 111f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
A esporotricose tem se destacado mundialmente nas diversas áreas da saúde como 
uma importante doença fúngica. Assim, este trabalho teve como objetivos: (i) 
estudar casos de esporotricose diagnosticados na região sul do Rio Grande do Sul 
num período de dez anos, (ii) estudar as características morfológicas e de 
patogenicidade de isolados de Sporothrix schenckii,  (iii) determinar a suscetibilidade 
de S. schenckii a desinfetantes comerciais. Os casos de esporotricose foram 
analisados quanto a distribuição geográfica, forma clíinica da doença, presença do 
fungo em diferentes sítios anatômicos e resposta tecidual. Os 42 isolados de S. 
schenckii provenientes de casos clínicos, isolados do ambiente e cepas de 
referência utilizados no estudo fenotípico foram avaliados quanto a macromorfologia 
em ágar Sabouraud acrescido de cloranfenicol, ágar batata e ágar lactrimel 
incubados a 25ºC e 35ºC por 21 dias. A micromorfologia foi avaliada em ágar batata 
a 25ºC enquanto que a termotolerância foi avaliada em ágar Sabouraud acrecido de 
extrato de levedura 1% incubado a 41ºC por sete dias. O estudo ultraestrural dos 
nove isolados clínicos e duas cepas de referência de S. schenckii foi realizado por 
microscopia eletrônica de transmissão. A suscetiblidade de 12 isolados de S. 
schenckii a desinfetantes foi realizada pelas técnicas de microdiluição em caldo, 
difusão em agar e teste de exposição direta. Os 103 casos de esporotricose em 
animais demonstraram que esta é uma micose endêmica na região sul do Rio 
Grande do Sul ocorrendo com mais freqüência em felinos jovens e cães adultos. Os 
felinos desenvolveram principalmente a forma cutânea disseminada enquanto que 
em caninos, a forma cutânea fixa foi a mais freqüente embora tenha ocorrido em 
18,2% dos caninos, a forma respiratória com ausência de lesões cutâneas. A 
pesquisa do fungo S. schenckii em unhas, cavidade oral, mucosa conjuntival, 
sangue e testículos revelou alta positividade fúngica em amostras de testículos 
(46,6%) e cavidade oral (45,2%). O hemograma de animais com a forma cutânea 
fixa não apresentou alterações nos valores hematológicos enquanto que aqueles 
com a forma cutânea disseminada apresentaram alterações tanto no leucograma 
como no eritrograma, caracterizadas por leucocitose por neutrofilia e anemia 
normocítica e normocrômica. A análise morfológica de 42 isolados clínicos e do 
ambiente de S. schenckii demonstrou diferenças macro e micromorfológicas nos 
diferentes meios de cultivo utilizados. Na avaliação da termotolerância obteve-se 
26,2% dos isolados termotolerantes, sendo a maioria proveniente de casos de 
esporotricose felina. O estudo ultraestrutural revelou presença de grânulos de 
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melanina em todos os isolados de S. schenckii originados de esporotricose canina e 
correlação entre presença de melanina e espessura da parede celular. A avaliação 
in vitro de desinfetantes demonstrou maior ação antifúngica do digluconato de 
clorexidina nas técnicas de microdiluição em caldo e difusão em agar enquanto que 
o hipoclorido de sódio apresentou melhor eficácia na técnica de exposição direta. A 
presença de matéria orgânica interferiu na ação antifúngica de ambos os 
desinfetantes, entretanto, o hipoclorito de sódio apresentou melhores resultados com 
inativação total da carga fúngica na ausência de matéria orgânica e redução de 60% 
da carga fúngica na presença desta. 
 
Palavras-chave: Esporotricose. Patogenicidade. Morfologia. Atividade antifúngica. 

Testes de suscetibilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Abstract 

 
MADRID, Isabel Martins. Stufy of the phenotypic characteristics, pathogenicity 
factors and susceptibility of the Sporothrix schenckii isolates against 
disinfectants. 2011. 111f. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
Sporotrichosis has been receiving attention in any world in the several areas of the 
health as an important fungal disease. So, this work aimed: (i) to study cases of 
sporotrichosis diagnosed in the south region of Rio Grande do Sul in a period of ten 
years, (ii) to study the morphological and pathogenicity characteristics of S. schenckii 
isolates, (iii) to determine the sensitivity of S. schenckii isolates to the commercial 
disinfectants. Sporotrichosis cases were analysed as for geographical distribution, it 
clinical forms of the disease, presence of the fungus in different anatomical sites and 
tecidual inflammatory response. The 42 S. schenckii isolates originating from clinical 
cases, environment isolates and reference strains used in the phenotypic study were 
evaluated as for macromorphology in Sabouraud agar added of chloramphenicol, 
potato agar and ágar lactrimel, incubated 25ºC and 35ºC for 21 days. The 
micromorphology was analyzed in potato agar to 25ºC whereas the termotholerance 
was evaluated in ágar Sabouraud added of 1% yeast extract, incubated 41ºC for 
seven days. Ultraestructural study of nine clinical isolates and two reference strains 
of S. schenckii were carried by transmission electron microscopy. Susceptibility of 12 
S. schenckii isolates to disinfectants was performed by the techniques of broth 
microdilution, agar diffusion and direct exposute test. The 103 cases of sporotrichosis 
in animals demonstrated that this is an endemic mycosis in the south region of Rio 
Grande do Sul being more frequent in young felines and adult dogs. The felines 
developed disseminated cutaneous form with more frequency. Therefore, in canines, 
the fixed cutaneous form was predominant though it has taken place in 18.2% of the 
dog to respiratory form with absence of cutaneous lesions. Research of the S. 
schenckii in nails, oral cavity, conjunctival mucosa, blood and testicles demonstrated 
high fungal positivity in samples of oral cavity (45.2%) and testicles (46.6%). The 
study of the hematological alterations related with the clinical form of the disease 
demonstrated that animals with the cutaneous fixed form of the mycosis do not 
present alterations in the blood count. However, animals with the cutaneous 
disseminated form develop important alterations characterized mainly for 
leucocytosis with neutrophilia and anaemia. Morphological analyzes of 42 clinical and 
environmental isolates of S. schenckii demonstrated macro and micromorphogical 
differences in the different culture medium utilized. In the thermotolerance evaluation 
26.2% isolates were capable of growth at 41oC, specially isolates of feline 
sporotrichosis. The ultraestructural study showed presence of granules of melanin in 
all S. schenckii isolates of canine sporotrichosis and correlation among melanin and 
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cell wall thickness. In vitro evaluation of disinfectants demonstrated chlorexidine 
digluconate antifungal activity in the microdilution broth and agar diffusion techniques 
and the sodium hypochlorite showed best performance in the direct exposure test. 
The presence of the organic matter interfered in the antifungal action of both 
disinfectants. Sodium hypochlorite showed better results with total elimination of the 
fungal load in the absence of organic matter and a reduction of 60 % of the fungal 
load in the presence of this. 
 

Key-words: Sporotrichosis. Pathogenicity. Morphology. Antifungal activity. 

Susceptibility tests. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças em pequenos animais, especialmente em cães e gatos que são 

animais de companhia vem sendo destaque na medicina humana e veterinária pelo 

fato de que o crescente convívio destes com humanos tem facilitado a transmissão 

de algumas doenças zoonóticas. Nas últimas três décadas, aproximadamente 75% 

das novas doenças infecciosas humanas emergentes foram zoonoses (BIONDO). 

Os cães e gatos conquistaram seu espaço na população brasileira na ultima década, 

sendo o Brasil considerado o segundo país do mundo com maior população de 

“pets”, perdendo apenas para os Estados Unidos.  Estima-se que o Brasil possua 

27,9 milhões de cães e 12 milhões de gatos sendo a relação de um cão para cada 

seis habitantes e um gato para cada 16 habitantes (EFEP). Neste contexto, a 

esporotricose que é uma micose de ocorrência mundial e de caráter zoonótico que 

acomete o homem e várias espécies animais tem recebido especial atenção 

(BARROS et al., 2010; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA  2006; NOBRE et 

al., 2002). Essa enfermidade é considerada a micose subcutânea e zoonótica de 

maior importância na clínica de pequenos animais que tem como agente etiológico o 

fungo dimórfico Sporothrix schenckii (FERREIRO et al., 2007).   

O S. schenckii é geofílico e saprófita de solos ricos em matéria orgânica, 

sendo encontrado em cascas de árvores, plantas, espinhos, musgos, palha, madeira 

e vegetais em decomposição (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,  2006). 

Estudos realizados em vários países demonstraram diferenças fenotípicas, 

moleculares e de virulência entre isolados de S. schenckii (ARENAS et al., 2007; 

FERNANDES et al., 2009; KONG et al., 2006; MARIMON et al., 2007; MESA-

ARANGO et al., 2002). Dentre os fatores de patogenicidade do fungo, a melanina 

tem sido alvo de várias pesquisas in vitro e in vivo (ALMEIDA-PAES et al., 2009, 

BRITO et al., 2007, MADRID et al., 2010b, MORRIS-JONES et al., 2003, NOBRE et 

al., 2004, ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). 
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A esporotricose é adquirida pela inoculação traumática do fungo na derme 

através de felpas, espinhos e materiais do ambiente contaminados ou pela 

arranhadura e mordedura de animais, resultando comumente no desenvolvimento 

de formas cutâneas (FARIAS et al., 1997). Os felinos domésticos representam a 

espécie animal com maior número de casos de esporotricose, sendo considerados 

os principais transmissores inter e intra-espécie da doença (BARROS et al., 2008; 

FLEURY et al., 2001; LARSSON et al., 1989, MEINERZ et al., 2007; NOBRE et al., 

2001). Os animais acometidos pela micose desenvolvem formas clínicas graves com 

comprometimento do estado geral que resulta muitas vezes, em óbito (MADRID et 

al., 2010; SCHUBACH et al., 2003). Entretanto, nos últimos cinco anos, o número de 

casos de esporotricose em cães tem aumentado significativamente, especialmente 

no Brasil (FILGUEIRA, 2009; MADRID et al., 2007; SCHUBACH et al., 2006). Estes 

animais desenvolvem lesões clínicas variadas semelhantes as que ocorrem em 

outras enfermidades infecciosas, imunológicas e neoplásicas (FARIAS et al., 1997, 

LARSSON et al., 2000). Tendo em vista a importância da esporotricose na saúde 

pública e na medicina veterinária assim como, a necessidade de compreender a 

epidemiologia, achados laboratoriais e formas de controle e prevenção da 

esporotricose, o trabalho teve como objetivo (i) estudar casos de esporotricose 

diagnosticados na região sul do Rio Grande do Sul num período de dez anos, (ii) 

estudar as características morfológicas e de patogenicidade de isolados clínicos de 

S. schenckii e (iv) determinar a suscetibilidade de isolados clínicos de S. schenckii  a 

desinfetantes comerciais. Os objetivos específicos foram: 

 Estudar as características epidemiológicas, hematológicas, micológicas e 

histopatológicas da esporotricose em cães e gatos em dez anos de 

observação no sul do Brasil (2000-2010); 

 Avaliar as características fenotípicas e a termotolerância de isolados de S. 

schenckii provenientes de casos clínicos de esporotricose humana, felina e 

canina, e de isolados do ambiente; 

 Pesquisar a presença de grânulos de melanina e as diferenças na parede 

celular de isolados clínicos de S. schenckii; 

 Testar a suscetibilidade de isolados de S. schenckii ao hipoclorito de sódio e 

digluconato de clorexidina;   
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 Determinar a concentração inibitória mínima de desinfetantes frente a isolados 

clínicos de S. schenckii; 

 Avaliar a ação antifúngica de desinfetantes através de diferentes técnicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Esporotricose 

A esporotricose é uma micose subcutânea causada pelo fungo Sporothrix 

schenckii que acomete o homem e diversas espécies animais como cães, gatos, 

cavalos, golfinhos, macacos, bovinos, camelos, ratos, aves, mulas entre outros 

(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002; NOBRE et al., 2002; 

SCHUBACH et al., 2006). No Brasil é conhecida desde 1907, quando foi relatada a 

infecção no homem e em ratos no estado de São Paulo, sendo que a transmissão 

zoonótica por felinos foi considerada a partir da década de 50 (ALMEIDA et al., 

1955; FREITAS et al., 1956; SOUZA, 1957). 

Nos animais domésticos a esporotricose era considerada rara até o final da 

década de 90, no entanto, nos últimos dez anos vários casos têm sido descritos, 

principalmente em felinos domésticos (BARROS et al., 2010; COLODEL et al., 2009; 

FERNANDES et al., 2004; FLEURY et al., 2001; KOVARIK et al., 2008; SCHUBACH 

et al., 2004). Esta micose apresenta distribuição mundial sendo descrita em vários 

países como Austrália, China, Estados Unidos, Itália, Espanha, Marrocos, Índia, 

Turquia, Japão, Brasil, Uruguai, Colômbia, México, Peru e Venezuela (BARROS et 

al., 2010; BENCHEKROUN et al., 2008; CARFACHIA et al., 2007; CONTI-DIAZ 

1989; CROTHERS et al., 2009; FEENEY et al., 2007; GURCAN et al., 2007; 

MAHAJAN et al., 2005; NAKAMURA et al., 1996; PAPAS et al., 2000; RUBIO et al., 

2010; ZHANG; LIN, 2008). No Brasil, o Rio de Janeiro representa o estado com 

maior número de casos de esporotricose registrados em animais e humanos, sendo 

esta micose considerada uma epidemia (BARROS et a., 2010; SCHUBACH et al., 

2004). Em outros estados como Espírito Santo, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, 

Minas Gerais, São Paulo, Paraná e Santa Catarina, a esporotricose tem sido 

descrita ocasionalmente em cães e gatos (COLODEL et al., 2009; FERNANDES et 

al., 2004; FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998; FILGUEIRA 2009; FLEURY et al., 2001). 
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No Rio Grande do Sul, a primeira descrição em cães ocorreu no ano de 1964 e em 

gatos em 1996 (LONDERO; CASTRO; FISCHMAN, 1964; NOBRE et al., 2002). Em 

humanos, muitos casos relacionados à atividade ocupacional foram descritos 

(LONDERO; RAMOS, 1989; LOPES et al., 1999) assim como relatos de casos e 

estudos relacionados a terapêutica e transmissão zoonótica da enfermidade 

(JESUS; MARQUES, 2006; MEINERZ et al., 2007; MADRID et al., 2007; MADRID et 

al., 2010a; NOBRE et al., 2001; XAVIER et al., 2004). 

Classicamente, a infecção ocorre pelo implante traumático do fungo na 

derme por felpas de madeira, espinhos e plantas contaminadas com S. schenckii 

caracterizando uma micose ocupacional também conhecida como doença dos 

floristas. Dessa forma, as pessoas com atividade relacionada a agricultura, 

jardinagem, horticultura e exploração de madeira eram consideradas as principais 

classes de risco. Atualmente, a transmissão zoonótica tem recebido especial 

atenção devido ao aumento dos casos de esporotricose transmitida por animais, 

especialmente felinos. Consequentemente, veterinários, enfermeiros, tratadores e 

proprietários de felinos passaram a ser considerados as principais classes de risco 

(BARROS et al., 2008; 2010; CARAVALHO et al., 1991; DONADEL et al., 1993; 

FARIAS et al., 1997; KOVARIK et al., 2008; LARSSON et al., 1989; MADRID et al., 

2010a; MEINERZ et al., 2007; NOBRE et al., 2001; SCHUBACH et al., 2004; 

XAVIER et al., 2004). Assim, a mordedura ou arranhadura de felinos domésticos 

(Felis catus) tem sido relatada como a principal forma de transmissão. Estes animais 

podem carrear o fungo nas unhas e cavidade oral, além de apresentarem grande 

número de organismos fúngicos nas lesões (SCHUBACH et al., 2002; SOUZA et al., 

2006). A transmissão por animais marinhos, insetos e animais silvestres é raramente 

relatada (MACKINNOM 1969; APUD MORRIS-JONES, 2002), entretanto, no Rio 

Grande do Sul ressalta-se dez casos de esporotricose humana transmitida por tatu 

descrita recentemente por Alves et al (2009). 

A esporotricose em felinos ocorre sob formas clínicas graves que levam ao 

comprometimento do estado geral resultando, muitas vezes, no óbito do animal. 

Inicialmente, ocorre o desenvolvimento da forma cutânea fixa caracterizada por 

lesões nodulares que fistulam e liberam exsudato sero-sanguinolento resultando em 

úlceras e crostas (BARONI et al., 1998; LARSSON, 2000). Frequentemente, a 

doença progride para a forma cutânea disseminada através da auto-inoculação, 

disseminação hematógena ou linfática do fungo S. schenckii, podendo ocorrer 
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comprometimento sistêmico (FARIAS et al., 1997, IWASAKI; KAGIWARA,1988). As 

lesões localizam-se preferencialmente nas regiões cefálica, membros e cauda, 

podendo, com freqüência, assemelhar-se àquelas decorrentes de criptococose, 

carcinoma epidermóide e piodermites decorrentes de brigas (SCHUBACH; 

SCHUBACH, 2000). 

 Nos cães, a esporotricose apresenta-se na forma cutânea fixa ou 

linfocutânea (FIGUEIREDO; FERREIRA, 1998; MADRID et al., 2007; SCHUBACH et 

al., 2006;) com sintomatologia variada sendo muitas vezes semelhantes a outras 

enfermidades infecciosas e neoplásicas (LARSSON et al., 1989; SANTOS et al., 

2007). As lesões são encontradas na cabeça, principalmente no plano nasal sendo 

caracterizadas por úlceras cutâneas de evolução crônica que podem apresentar 

regressão espontânea (FARIAS et al., 2007; MADRID et al., 2007; SCHUBACH; 

SCHUBACH, 2000). 

A esporotricose em humanos ocorre principalmente na forma cutânea fixa 

podendo evoluir para linfangite ascendente, caracterizada por nódulos ao longo da 

cadeia linfática que resulta no denominado “rosário esporotricótico” (DUNSTAN et 

al., 1986). As formas disseminadas e extracutâneas como pulmonar, óssea, articular 

e ocular são raras, sendo descritas principalmente em humanos, especialmente em 

pacientes imunodeprimidos pelo vírus da imunodeficiência humana, terapias 

prolongadas com antibióticos, corticóides e quimioterápicos, entre outros 

(APPENZELLER et al., 2005; CURI et al., 2003; HARDMAN et al., 2005; NETO et 

al., 1999; PADHYE et al., 1992; RAMOS-SILVA et al., 2007). 

Humanos e caninos normalmente, apresentam formas clínicas restritas ao 

tecido subcutâneo enquanto que felinos desenvolvem formas disseminadas e 

sistêmicas da doença, o que ocasiona comumente a morte dos animais (FARIA et 

al., 1997; LARSSON, 2000). Assim, é imprescindível o diagnóstico de certeza 

precoce desta micose especialmente na espécie felina. Dados epidemiológicos e 

sinais clínicos devem ser atentamente analisados a fim de obter o diagnóstico 

presuntivo e conseqüentemente, encaminhar o animal para exames 

complementares que confirmem o diagnóstico da doença (MADRID et al., 2010a).    

O exame micológico constitui o diagnóstico de certeza da esporotricose 

através do isolamento do S. schenckii em meio de cultivo e demonstração do seu 

dimorfismo. A histopatologia é considerada um exame auxiliar no diagnóstico, uma 

vez que em muitos casos de esporotricose canina e humana, as estruturas fúngicas 
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não são visualizadas, mesmo em casos de lesões ativas e com cultura positiva 

(FARIA et al., 1997; QUINTELLA et al., 2011; SCHUBACH et al, 2006). Entretanto, 

vários autores descrevem que a presença do fenômeno de Splendori-Hoeppli é 

indicativa de esporotricose em humanos (CIVILA et al.,2004; FARIAS et al., 1997; 

GEZUELE; ROSA 2005; LACAZ et al., 2002; QUINTELLA et al., 2011). Em felinos, 

as lesões cutâneas de esporotricose são diferenciadas apresentando, normalmente, 

grande número de células leveduriformes sugestivas de S. schenckii (SCHUBACH et 

al., 2003).  

 

2.2 Sporothrix schenckii 

O S. schenckii é um fungo dimórfico que apresenta uma fase micelial no 

meio ambiente e in vitro em temperatura ao redor de 25oC, passando a 

leveduriforme quando em parasitismo e in vitro a 37ºC (LACAZ et al., 2002). Este 

fungo geofílico é saprófita do solo rico em matéria orgânica, sendo encontrado em 

cascas de árvores, musgos, plantas, palha, madeira e material em decomposição, 

podendo permanecer por períodos prolongados nestes locais. O crescimento in vitro 

a 25ºC resulta em colônias de coloração creme a marrom escuras, superfície plana a 

rugosa e aspecto aveludado a membranoso. A morfologia microscópica é 

caracterizada por hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas com conídios hialinos 

piriformes no ápice dos conidióforos e ao redor das hifas. A 37ºC as colônias são 

lisas, cremosas e de coloração creme caracterizadas microscopicamente por células 

ovais a alongadas (LACAZ et al., 2002; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 

2006). 

Diversos fatores de patogenicidade produzidos pelo S. schenckii tem sido 

estudados como a termotolerância, presença de melanina, enzimas extracelulares e 

constituintes da parede celular (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996). Dentre estes, a 

melanina desempenha importante papel na sobrevivência do fungo contribuindo 

para o crescimento e desenvolvimento das espécies, auxiliando na sobrevivência e 

competição dos fungos no meio ambiente (BEEL; WHEELER, 1986; JACOBSON, 

2000). As melaninas são pigmentos marrom-escuros ou pretos produzidos por 

animais, plantas e microorganismos, insolúveis em água, ácidos e solventes 

orgânicos (BUTLER; DAY, 1998). No ambiente protege os microorganismos contra a 

radiação ultravioleta, dessecação e temperaturas extremas (BEEL; WHEELER, 

1986; BUTLER; DAY, 1998; JACOBSON 2000; NOSANCHUK; CASADEVAL 2003). 
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Durante a infecção, os grânulos de melanina interferem na resposta imune, na 

ativação do complemento e na ação de drogas antifúngicas (JACOBSON, 2000; 

NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000;). Dessa 

forma, várias pesquisas têm demonstrado que o fungo S. schenckii produz melanina 

dihidroxinaftaleno (DHN) nas fases filamentosa e leveduriforme, tanto in vitro quanto 

in vivo (ALMEIDA-PAES et al., 2009; BRITO et al., 2007; MADRID et al., 2010; 

MORRIS-JONES et al., 2002; NOBRE et al., 2004). Estudos em esporotricose 

experimental com isolados selvagens e mutantes albinos de S. schenckii 

demonstraram diferenças na evolução da doença especialmente, nas semanas 

iniciais do experimento. Ao final, verificou-se maior freqüência de lesões em outras 

áreas corpóreas em animais inoculados com o isolado selvagem quando comparado 

com isolado mutante albino, embora ambos os grupos tenham apresentado 

resolução das lesões no ponto de inoculação (NOBRE et al., 2008; MADRID et al., 

2010b). 

Outro fator de patogenicidade do S. schenckii é a termotolerância que está 

relacionada ao desenvolvimento de formas clínicas extracutâneas e sistêmicas. 

Isolados de lesões cutâneas normalmente não são capazes de crescer em 

temperatura de 37ºC, entretanto, alguns isolados conseguem se multiplicar nesta 

temperatura, podendo desenvolver a doença na forma sistêmica ou extracutânea 

(ALBORNOZ; MENDONZA; TORRES, 1986; TACHIBANA et al., 2001). Os isolados 

de esporotricose linfocutânea e extracutânea podem causar com maior freqüência a 

forma sistêmica, demonstrando tolerância a temperatura de 37ºC (KNOW-CHUNG, 

1979).  

Aspectos moleculares e virulência de isolados de S. schenckii têm sido 

estudados em diferentes países (DIXON et al., 1991; FERNANDES et al., 2009; 

HOLECHECK et al., 2004; KONG et al., 2006; MESA-ARANGO et al., 2002). Estes 

estudos demonstraram grande variabilidade genética entre isolados de uma mesma 

região geográfica assim como, entre regiões. Assim, recentemente, a espécie S. 

schenckii foi dividida em três novas espécies de acordo com características 

morfofisiológicas e geográficas, sendo denominadas S. brasiliensis, S. globosa e S. 

mexicana (MARIMON et al., 2007). 
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2.3 Desinfetantes 

 A busca por produtos desinfetantes/antissépticos que possam ser utilizados 

com segurança para a limpeza e desinfecção de ambientes e equipamentos assim 

como, sua concentração de uso com efeito antimicrobiano tem sido estudada 

principalmente frente a bactérias (ESTRELA et al., 2003; JAENISCH; KUCHIISHI; 

COLDEBELLA, 2010; PEDRINI; MARGATHO, 2003). Protocolos para a avaliação 

antibacteriana de desinfetantes foram estabelecidos pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) frente a bactérias como Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis. Entretanto, não existem no 

Brasil, protocolos da ANVISA para avaliação de desinfetantes frente a fungos. 

Assim, várias pesquisas têm sido realizadas utilizando diferentes técnicas como 

microdiluição em caldo, difusão em ágar e teste de exposição direta demonstrando 

resultados contraditórios frente a isolados dos gêneros Candida e Aspergillus 

(ESTRELA et al., 2003; MATTEI, 2010; THÉRAUD et al., 2004; WALTIMO et al., 

1999; XAVIER et al., 2007).  

O S. schenckii por ser um fungo geofílico sobrevive no ambiente e em 

diversos locais na presença de matéria orgânica, os quais são considerados uma 

das principais fontes de infecção. Casos de esporotricose em animais sem acesso a 

rua e a outros animais tem sido diagnosticados, alertando para a possibilidade de 

infecção a partir de fômites, gaiolas e mesas de atendimento que estejam 

contaminados com o fungo (MATTEI, 2010). Dessa forma, a pesquisa de produtos 

com amplo espectro de ação, inodoro, de baixo custo e toxicidade e com reduzida 

interferência de matéria orgânica é fundamental para a redução da carga infectante 

no ambiente. Dentre os principais agentes antissépticos/desinfetantes utilizados na 

desinfecção de superfícies em ambiente hospitalar e domiciliar destacam-se o 

hipoclorito de sódio e a clorexidina (PEDRINI; MARGATHO, 2003; QUINN et al., 

2005; SANTOS et al., 2007).  

O hipoclorito de sódio é um composto halogenado que atua em enzimas 

essenciais do metabolismo microbiano resultando em morte celular (MCDONNELL; 

RUSSEL, 1997). Assim, na presença de água resulta na formação de ácido 

hipocloroso que contem cloro ativo e interrompe as funções metabólicas da célula 

microbiana (MCDONNELL; RUSSEL, 1997; SIQUEIRA JUNIOR et al., 1998). O 

hipoclorito de sódio é instável e apresenta efeito corrosivo sendo sua ação 

dependente de pH, luz, concentração de cloro e presença de matéria orgânica. 
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Apresenta como principais vantagens o baixo custo, baixa toxicidade e fácil 

utilização (QUINN et al., 2005).  A ação antimicrobiana do hipoclorito de sódio tem 

sido avaliada frente à Salmonella enteritidis, Escherichia coli e Staphylococcus areus 

encontrados em instalações avícolas, Salmonella typhimurium em granjas de suínos, 

bactérias causadoras de mastite em bovinos, bactérias e leveduras  em ambientes e 

equipamentos, e na terapia endodôntica (ESTRELA et al., 2003; JAENISCH; 

KUCHIISHI; COLDEBELLA, 2010; KICH et al., 2004; MATTEI, 2010; MEDEIROS et 

al., 2009; MENEZES et al., 2008; PAP et al., 2006; PEDRINI; MARGATHO, 2003; 

SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2007; WALTIMO et al., 1999; XAVIER et al., 

2007).  

A clorexidina é uma biguanida que atua na membrana celular microbiana 

resultando no seu rompimento, extravasamento do conteúdo citoplasmático e morte 

celular. É considerada um dos agentes mais utilizados em produtos antissépticos, 

com amplo espectro de ação, embora apresente redução da atividade 

antimicrobiana na presença de matéria orgânica. A ação da clorexidina frente a 

bactérias é rápida, apresentando efeito antimicrobiano em 20 segundos de contato 

(MCDONNELL; RUSSEL, 1997). A ação da clorexidina frente a bactérias e fungos 

tem sido estudada na medicina humana, odontologia e veterinária, apresentando 

ação antimicrobiana em concentrações que variam entre 1,8 e 6,6% frente a 

diferentes microrganismos (ESTRELA et al., 2003; MATTEI, 2010; MEDEIROS et al., 

2009; MENEZES et al., 2008; PEDRINI; MARGATHO, 2003; SANTOS et al., 2007; 

WALTIMO et al., 1999; XAVIER et al., 2007). 

Existem poucos estudos sobre ação de produto químicos frente ao 

Sporothrix schenckii sendo que um estudo sobre resistência de fungos patogênicos 

frente a solventes demonstrou alta sensibilidade do S. schenckii ao metanol com 

concentração inibitória mínima (MIC) de 126 mg/mL para  o metanol, 352 mg/mL ao 

DMSO, 442 mg/mL à acetona e 259 mg/mL ao etanol (ELLOF et al., 2007). 
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ABSTRACT 

     Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis which affects mainly small animals in Brazil, and is considered an 

important disease in public heath.  This paper describes the epidemiological and laboratory characteristics of 103 

clinical cases of sporotrichosis that were diagnosed over a 10 year period in southern Brazil. The 92 cats and 11 

dogs from eight municipalities in Rio Grande do Sul State developed mostly the disseminated cutaneous and 

fixed cutaneous forms of the disease. Respiratory signs such as sneezing, serous nasal discharge and dyspnea 

were found in about 57% of the animals. The detection of S. schenckii in different clinical samples revealed the 

highest isolation in testicles (46.6%), oral cavity (45.2%) and conjunctival mucosa (38.1%). A differentiated 

histological pattern was found between the fixed cutaneous (FC) and disseminated (DC) manifestations of the 

disease; well-organized granulomas of nodular distribution and various fungal structures prevailed in the DC 

form in cats. Melanin detection in S. schenckii cells by the Fontana-Mason technique was positive in 45.4% of 

the samples. The study revealed that Rio Grande do Sul is an endemic sporotrichosis area, and demonstrated the 

possibility of involvement of other pathways in the infection and spread of the disease. In addition, it emphasized 

the importance of laboratory tests for mycosis confirmation, especially in dogs which develop clinical 

manifestations without the presence of cutaneous lesions. 

KEYWORDS: Cats; Dogs; Mycosis; Epidemiology; Pathology. 
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INTRODUCTION 

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by the geophillic and dimorphic Sporothrix schenckii 

fungus, which infects both humans and animals. This mycosis has been described in different animal species 

including dogs, cats, horses, donkeys, mules, cattle, goats, camels, swine, domestic fowl, rats, mice, hamsters, 

armadillos, chimpanzees and dolphins. The fungus is found associated to organic matter such as sphagnum moss, 

decaying vegetation, soil and wood [1, 2]. The infection occurs through a traumatic injury in the skin associated 

to the environment or animals, especially cats contaminated with the fungus [2-4]. Male cats play a significant 

part in the epidemiology of this disease because their lesions are rich in yeasts. Furthermore, symptomatic or 

asymptomatic cats can carry the fungus in their nails and oral cavity, transmitting it to humans or other animals 

by bites and scratches [5-8].  

This mycosis presents a wide variety of clinical manifestations such as fixed cutaneous, 

lymphocutaneous, disseminated cutaneous, systemic and extracutaneous forms [2]. Cats develop more severe 

clinical forms with a general compromising of the animal’s health that frequently results in death [4, 9]. Dogs 

presented the fixed cutaneous or lymphocutaneous forms, very often with diversified clinical signs,   similarly to 

other infectious or neoplasic diseases [10-13].  

Sporotrichosis has been described and considered one of the most important subcutaneous mycoses in 

public health in different countries [2, 3]. Studies in animal sporotrichosis in southern Brazil are scarce and 

related to sporadic reported cases [5, 8, 14, 15]. The present study describes the epidemiological, mycological 

and histopathological characteristics of sporotrichosis in small animals over a ten year observation period in the 

south of Brazil (2000-2010).  

MATERIAL AND METHODS 

A study of 103 sporotrichosis clinical cases in animals diagnosed by the Laboratory of Infectious 

Diseases (Mycology Sector) of the School of Veterinary of the Federal University of Pelotas, Brazil (MS, FaVet 

- UFPel) was performed. Factors such as animal species, sex, age, clinical form of disease, extra-cutaneous 

signs, respiratory alterations, time of appearance of the lesions and origin of the clinical case were analyzed.  

After the clinical examination, the animals were submitted to the collection of biological samples based 

on clinical conditions and type of lesion. Nodules, ulcers, exudate and crusts were collected by swabs, Fine-

Needle Aspiration Biopsy (FNAB) and cutaneous biopsies by punch. Anaesthesia with xilazine and ketamine 
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was used for all animals when biopsy from the border of active lesions was necessary. Oral cavity (mucosa and 

upper canine tooth) and conjunctival mucosa samples were collected by a swab, and the nails by imprint in Petri 

dishes  containing Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol and cicloheximida (Mycosel®, BBL), as 

described by Souza et al [7]. One milliliter of blood was collected by aseptic venipuncture for mycological 

culture.  

All samples submitted to mycological evaluation were cultivated on Mycosel® agar, incubated at 25C 

and 37C for two weeks with daily observations. Macroscopic and microscopic morphological aspects of the 

colonies and the fungal dimorphism were analyzed after the incubation period. 

 Tissue fragments were fixed in 10% formalin prior to being embedded in paraffin for sectioning. 

Hematoxylin and eosin staining for qualitative and quantitative studies were performed by direct light 

microscopic examination on the lesions. Scores 0 (absence) to 3 (intense) were attributed to inflammatory cell 

count. Morphological description of the lesions was performed according to Miranda et al [16].  Grocott, 

Periodic Acid-Schiff (PAS) and Fontana-Masson staining were performed on these sections to evaluate the 

presence of intra or extralesional fungus structures and analyze melanin-like pigment. 

RESULTS 

Epidemiological and clinical evatuation 

     One hundred and three sporotrichosis cases (92 cats and 11 dogs) diagnosed by the Laboratory of Infectious 

Diseases (MS, FaVet – UFPEL) between 2000 – 2010 were included in the study. The animals came from seven 

different municipalities in the south of Rio Grande do Sul, expect for a cat from the northeast of the State. Of 

these, 49.5% of the cases originated in Rio Grande (51/103), 35% in Pelotas (36/103), and the remaining 15.5% 

(16/103) from Capão do Leão (5/103), Pedro Osório (4/104), Morro Redondo (3/103), Canguçu (2/103), São 

Lourenço (1/103) and Bento Gonçalves municipalities (Figure 1). The disease was primarily detected in Rio 

Grande and Pelotas. In Rio Grande, it occurred in the urban area, as well as on Cassino Beach, and in Pelotas, it 

included both the urban and rural areas. After a sporotrichosis outbreak in 30 cats in the year 2000, few cases of 

the disease had been diagnosed until 2004; then a slight increase was observed until 2007, and the number of 

cases had a considerable increase between 2008 and 2010. 

     All the animals that developed the disease had free access outside their homes and had contact with other 

animals. The cats in the study showed a 45 month mean age, varying from two months to 13 years of age, and 
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the dogs showed a 74 month mean age, varying between three and 10 years of age. As to sex, out of the 92 cats 

in the study, 64 were male (69.5%) and 28 female (30.4%), while out of the 11 dogs included, six were male 

(54.5%) and five female (46.5%). Of the cats, 68 had no specific breed and six were Siamese; of the dogs, five 

were mongrel and the others were from the Dalmatian, Pinscher, Pitbull, Boxer and Labrador Retriever breeds. 

     The animals showed the cutaneous (fixed, lymphocutaneous or disseminated), respiratory and systemic forms 

of the disease. Clinically the lesions were characterized by firm, fistulated nodules draining a brownish exudate 

which ended up forming crusts and ulcers varying from 5 to 75 mm in diameter in cats. The disseminated 

cutaneous form of the disease was most common in cats, occurring in 55% of the cases, and was followed by the 

fixed cutaneous (40.6%) and systemic (4.4%) forms in these animals. The lesions were located on the head 

and/or members in cats, whereas in dogs they were found on the nasal planum. The systemic form was 

diagnosed in the post-mortem examination of cats, with the fungus isolation from the liver, spleen, lungs, and/or 

kidneys. The most common clinical form in dogs was the fixed cutaneous (54.5%), followed by the disseminated 

cutaneous (18.2%), respiratory (18.2%) and lymphocutaneous forms. Animals presenting the respiratory 

manifestation of the disease also showed an increase in volume and deformity of the nasal planum, with the 

absence of cutaneous lesions. Lymphodenopathy, characterized by the fullness of retropharyngeal lymph nodes, 

was found in all clinical forms. The time elapsed between the appearance of the lesions and the referral of the 

animal for clinical and laboratory evaluation for the purpose of reaching a final diagnosis for the disease varied 

from 1 to 36 months (average 5.6 months). 

     The presence of respiratory signs characterized by sneezing, seromucous discharge and dyspnea was observed 

in 53 cats (57.6%, n = 92) and six dogs (54.%, n = 11). General health impairment signs, such as anorexia, 

apathy, and dehydration were found in 45 cats (48.9%, n = 92) and three dogs (27.3%, n = 11). 

 Mycological findings 

     The mycological examination of the clinical samples of animals with sporotrichosis revealed a growth of 

colonies that showed both macro and micro morphological characteristics of S. schenckii. Macromorphological 

characteristics of the colonies of feline specimens showed a dark brown color, a velvety aspect and a rugged 

topography at 25 ºC, while those from canine clinical cases were initially cream-brown and showed a 

membranous aspect and a high topography, only becoming rugged and developing a dark brown color after 15 – 

20 days of incubation. The colonies showed a cream color at 37 
º
C; those from cats showed a creamy aspect and 

smooth surface, whereas those from dogs showed a friable aspect and a rugged surface. In the fungal isolation 
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evaluation by different collection methods, the highest positivity percentage was obtained from samples 

collected by fine-needle aspiration biopsy (100%), followed by swab (87.8%) and biopsy (79.4%). Fungus 

detection in oral cavity, conjuctival mucosa, blood, nail, and/or testicle samples revealed the highest isolation 

percentage from testicles (46.6%) and oral cavity (45.2%) samples (Table 1). In cats the fungus was isolated 

from 29.4 % nail, 50% oral cavity and 41% conjunctival mucosa samples, while in dogs  25% oral cavity and 

12.5% conjunctival mucosa samples were positive for S. schenckii. 

 Histopathological findings 

     Twenty-five tissue samples of animals with sporotrichosis, 22 of which from cats and three of which from 

dogs, were analyzed histologically. Out of the 22 studied cats, eight showed the fixed cutaneous, 12 the 

disseminated cutaneous, and two the systemic forms of the disease. The three canine samples studied resulted in 

a histopathological diagnosis of diffuse granulomatous reaction with the absence of fungal structures in two of 

the samples, and scarce yeast cell occurrence in the other. 

     In cats, the morphological diagnosis of deep granulomatous dermatitis was determined in 22 samples, and 

was characterized by poorly-organized granulomas of diffuse distribution in 87.5% of the cases of fixed 

cutaneous sporotrichosis. On the other hand, 100% of the systemic sporotrichosis and 50% of the disseminated 

cutaneous samples showed well-organized granulomas of nodular distribution. As to cell components of the 

inflammatory infiltrate, a macrophage predominance accompanied by polymorphonuclears (PMN), epitheliod 

cells (EC), giant cells (GC) and lymphocytes was observed. With reference to GC, EC and lymphocyte numbers, 

scores 0 (absence) to 2 (moderate) were observed, whereas for macrophages score 3 (intense) was observed in 

68,2% (15/22) of the cases. The occurrence of the Splendore-Hoeppli phenomenon was not observed in any of 

the analyzed samples. 

     The agent presence was detected in 77.2% (17/22) of skin samples and was characterized by the occurrence 

of innumerable oval and/or elongated silver-impregnated and/or PAS positive cells, except for one sample which 

presented a few round-shaped cells. 

     As to agent distribution, the highest number of yeast cells was found in lesions with a high number of 

macrophages (score 3) and scarce polymorphonuclear cells (score 1) showing intra macrophage distribution, 

intra necrosis or being dispersed in the lesion. Upon connecting the agent distribution to the clinical form of the 

disease, a higher predominance of disperse yeasts in the lesion or intra necrosis was found in tissue samples of 
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cats with the disseminated cutaneous (80%) and systemic (100%) forms of the disease. The fixed cutaneous form 

did not present a prevailing distribution, which was intra macrophagic and dispersed in the lesion. 

     The quantification of fungal structures according to the clinical manifestation of the disease revealed a high 

number of yeasts and buddings (score 3) in systemic (100%) and disseminated cutaneous sporotrichosis samples. 

Fontana-Masson staining, which was performed in 11 feline tissue samples, revealed oval cells of a dark-brown 

color surrounding the fungal wall in 5 (45.4%) samples, unrelated to the clinical manifestation of the disease 

(Figure 2). 

     Four of the seven testicles obtained by elective orchiectomy, as well as lung, spleen, liver and kidney 

samples, were sent to histological examination. Yeast cells which were compatible with Sporothrix schenckii 

were found in only one feline testicle sample showing disseminated cutaneous sporotrichosis, as well as in all 

internal organ samples evaluated. 

     DISCUSSION 

     The occurrence of a high number of sporotrichosis cases in animals in southern Rio Grande do Sul shows a 

broad distribution of the fungal agent in the environment, and is a warning to the relevance of early diagnosis 

and control and prevention measures, bearing in mind this is a zoonotic disease. The Mycology Sector of the 

Laboratory of Infectious Diseases from the Veterinary School of Pelotas Federal University is a reference center 

in the study and research of animal sporotrichosis, whose occurrence has been described all over the world and 

which is thought to be an emergent mycosis in many countries. Hundreds of cases have been diagnosed in 

Australia, Brazil, Uruguay, China, Colombia, the United States, India, Spain, Italy, Morocco, Japan, Mexico, 

Peru, Turkey and Venezuela in recent years [3, 10, 17-26]. In Brazil, Rio de Janeiro is the State showing the 

greatest number of reported cases both in animals and humans, and this mycosis is considered an epidemics [3, 

27]. In other States, such as Espírito Santo, Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Minas Gerais, São Paulo, Paraná 

and Santa Catarina, sporotrichosis has been occasionally described in cats and dogs [11, 15, 28-31].  

      In Rio Grande do Sul, many human cases connected with occupational activities have been described [32, 

33]. There have been case reports and studies related to the therapeutics and zoonotic transmission of the disease 

[4, 8, 13-15].  

     The disease was first reported in Rio Grande and Pelotas counties, which have hot, wet weather, which favors 

the growth, multiplication and permanence of S. schenckii in the environment [2, 14, 34]. The animals in the 
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study had free outside access and contact with other animals, what favored the transmission by direct contact 

with the environment or by cats contaminated with the fungus. Besides, 69.5% of the sporotrichosis cases in cats 

occurred in males, which are considered the main fungus transmitters to other animals or to humans [3, 4, 14]. 

Epidemiological findings of the disease in cats are in agreement with other study reports [14, 19, 27]. A 

significant sex difference was not, however, found in dogs, though the sickness occurred most often in males in 

this study (54.5%). As to age, the mycosis occurred most frequently in young cats averaging 45 months or 3.75 

years of age, whereas in dogs the average was 74 months or 6.1 years of age. Clinical and epidemiological 

studies in dogs with sporotrichosis are rare in Brazil. Only one epidemiological study done in Rio de Janeiro 

State reported a higher occurrence of the disease in young male dogs, averaging four years of age [35]. 

     The disseminated cutaneous sporotrichosis clinical form observed in most cats (55%) is the most common in 

this species and is characterized by nodular, ulcerated, exudative lesions on the head and members [8, 27-29]. 

Fixed cutaneous sporotrichosis with nasal involvement was the most frequent form in dogs (54.5%), which is in 

agreement with the high occurrence rate found in other studies [13, 35]. However, the disseminated cutaneous 

form, considered a rare condition in dogs [10, 19, 35] occurred in 18.2 % of the cases in this study. The 

description of the respiratory form, which occurred in 18.2% of the dogs, was the first in Brazil. Reference 

literature reported one case of canine sporotrichosis with sneezing and nasal congestion signs described by 

Whittmore & Webb [36] in the United States. 

     The presence of respiratory signs has been broadly described and is considered an important infection 

pathway by some authors [4, 5, 10, 27, 35, 37]. Respiratory alterations found in 57.6% of the cats and 54.2% of 

the dogs in this study were higher than those described by Schubach et al [27] and Schubach et al [35], who 

reported respiratory signs in 36.8% of the cats  examined in their studies; they also found that 28% of the dogs 

showed sneezing and 15% dyspnea and nasal discharge. 

      S. schenckii fungal isolation classically results in colonies varying from a cream to a dark brown color with a 

membranous aspect and a rugged surface at 25 oC. Yeast colonies show a white to cream color, an irregular 

surface and creamy consistency at 37 oC [1, 2]. The present study found a growth of S. schenckii colonies that 

was similar to that described by Lacaz et al [1]; however, feline colonies showed a different morphological 

pattern from canine colonies, according to a phenotypic study done by Madrid (data unpublished). 

     The isolation positivity of S. schenckii in bodily areas with the absence of lesions was higher in the oral cavity 

(45.2%, 19/42), followed by the testicles (46.6 %, 7/15), conjunctival mucosa (38.1%)and nails (29.4%). Souza 
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et al [7] obtained fungus isolation from feline nails in 29.1% of the cases, while Schubach et al [35] obtained a 

39.5% nail and 41.8% oral cavity fungus isolation in cats. S. schenckii was isolated in 25% oral cavity and 

12.5% conjunctival mucosa cases in dogs, whereas other authors obtained only a 10% fungal positivity in the 

oral cavity of dogs [35]. Studies aiming at S. schenckii detection in the conjunctival mucosa alone have not been 

found, except for a description of a conjunctival sporotrichosis case in a cat [38]. In the present study, a great 

number of cats showing a kind of corneal opacity called Florida Spot which, according to Machado et al. [39] 

has unknown etiology, was found. Thus, further studies must be done so as to check the connection between the 

high S. schenckii positivity in the conjunctival mucosa (45.2%) and the Florida Spot etiopathogenesis. 

     Of the seven cats with sporotrichosis that proved to be S. schenckii positive in the testicle samples, only one 

sample showed ulcerated and exudative cutaneous lesions. The fungus isolation in 46,6% of the testicle samples 

emphasizes the tropism that has been demonstrated in experimental sporotrichosis studies, once the testicles have 

a 5 oC lower temperature than that of the rest of the body, thus facilitating fungal multiplication [40, 41, 42]. 

Schubach et al [6] obtained S. schenckii isolation in one of seven testicle samples showing no lesions from cats 

with sporotrichosis that had been submitted to orchiectomy, which was suggestive of the dissemination of the 

agent. 

     The 15 blood samples sent for microbiological examination resulted in negative cultures. S. schenckii 

isolation from blood specimens is rare, though Schubach et al [6] obtained this isolation in one of five samples of 

disseminated cutaneous sporotrichosis in cats. 

     The granulomatous reaction, consisting of macrophages, polimorpho-nuclears, epitheliod and giant cells and 

lymphocytes observed in the present study is similar to that described in other studies [9, 19, 29-31]. However, 

the relation between the histopathological pattern and the clinical manifestation of sporotrichosis has not been 

the focus of studies by other researchers so far. The present study revealed that 87.5% of fixed cutaneous 

sporotrichosis cases in cats were histologically characterized by poorly-organized granulomas consisting of 

diffuse infiltrate, whereas the disseminated cutaneous (50%) and systemic (100%) forms showed a differentiated 

inflammatory pattern characterized by well-organized granulomas containing infiltrate of nodular distribution. A 

piece of research by Schubach et al [9] that included eight cats with disseminated cutaneous sporotrichosis 

showed extensive inflammatory infiltrate containing mononucleated and polimorphonucleated cells with 

macrophage and neutrophil predominance, which was also observed in this study. 
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     As to fungal structure occurrence in feline tissues, a high number of yeasts in lesions with the predominance 

of macrophages were observed in the systemic and disseminated cutaneous sporotrichosis. On the other hand, 

Miranda et al [16], upon studying cutaneous lesions in dogs with sporotrichosis, detected fungal structures with a 

great number of neutrophils in 56.7% of the lesions. 

     Yeast visualization in dog samples, as well as in clinical human samples, is rare. A diffuse granulomatous 

reaction with fungal structure visualization was observed in 50% of the canine sporotrichosis cases in the present 

study. The findings were similar to those described by Miranda et al [16], who studied the histopathology of 86 

tissue samples of dogs with sporotrichosis and observed a suppurative granulomatous inflammation in 71% of 

the cases, as well as the agent presence in 58.3% of the cases. 

     Quintella et al [43], upon analyzing 119 cutaneous samples of humans with sporotrichosis, observed variable 

histopathological characteristics and only 64.7% of fungus-positive samples. Thus, they suggested that the 

sporotrichosis diagnosis must be considered even when yeast structures are absent in tissues. 

     The Splendori-Hoeppli phenomenon was not found in the tissue samples of cats and dogs with sporotrichosis 

in this study. This phenomenon is characterized by the presence of radiated bodies surrounded by an 

easonophilic reaction found in various fungal and bacterial diseases [44]. However, several authors have stated 

that its occurrence in human tissue samples is an indication of sporotrichosis [45, 46]. Fleury et al [31] had 

already warned on the discrepancies between tissue reaction in humans and cats, and no asteroid bodies were 

demonstrated. 

     Melanin detection in S. schenckii cells in 45.4% of the feline tissue samples by the Fontana-Masson technique 

was not connected to the clinical form of the disease. Therefore, the possibility of a connection between the 

melanized isolates and the agent dissemination is low. Studies in experimental sporotrichosis on the role played 

by melanin in S. schenckii virulence have been done by different authors [40, 41, 47, 48]. Even so, Madrid et al 

[49] have recently analyzed the presence of melanin in S. schenckii clinical isolates by electronic microscopy and 

did not find melanization differences among clinical isolates, suggesting that melanin is not the main factor 

related to lesion severity in cats. 

     The growing occurrence of cases in Rio Grande do Sul demonstrates the presence of S. schenckii in this area, 

which must be considered endemic. Thus, it is important to emphasize the need to perform laboratory 

examinations which can confirm the mycosis, mainly in dogs, which show different clinical signs. Besides, the 
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presence of respiratory alterations, as well as the high fungal positivity in feline oral cavity, conjunctival mucosa 

and testicles, reinforces the participation of other fungal infection and/or dissemination pathways. The 

histopathological findings reinforce the development of disseminated clinical forms in cats, with extensive areas 

of inflammatory response containing numerous yeasts. 
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Figure 1. Distribution of the sporotrichosis cases in cats and dogs in the southf region from state of Rio Grande 

do Sul, Brazil. 
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Table 1. Sporothrix schenckii isolation from clinical samples of cats and dogs with sporotrichosis 

Samples 
FELINES CANINES TOTAL 

% (p/n) % (p/n) % (p/n) 

Swab 89.1 (49/55) 81.8 (9/11) 87.8 (58/66) 

Crusts 38.7 (12/31) 33.3 (1/3) 38.2 (13/34) 

Cutaneous biopsy 77.4 (24/31) 100 (3/3) 79.4 (27/34) 

FNAB NO 100 (2/2) 100 (2/2) 

Oral cavity 50 (17/34) 25 (2/8) 45.2 (19/42) 

Conjunctival mucosa 44.1 (15/34) 12.5 (1/8) 38.1 (16/42) 

Nails 29.4 (10/34) NO 29.4 (10/34) 

Blood (0/14) 0/1 (0/15) 

Testicles 46.6 (7/15) NO 46.6 (7/15) 

% percentage of positive samples 

p/n = positive samples/total of samples 

FNAB: fine-needle aspirative biopsy 
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Figure 2. S. schenckii yeasts positively reactive for the presence of melanin by Fontana-Masson stain (400x). 
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Alterações hematológicas em caninos e felinos com esporotricose cutânea 
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Resumo: A esporotricose é a micose subcutânea de maior ocorrência em pequenos animais, 

especialmente felinos e caninos. Esta doença causa lesões cutâneas ulceradas de caráter 

subagudo ou crônico que podem resultar no comprometimento do estado geral do animal. 

Este estudo avaliou alterações hematológicas em 19 cães e gatos com esporotricose 

relacionando-as com a forma clínica da doença. As alterações hematológicas foram 

observadas em 74% dos animais, sendo caracterizadas principalmente por leucocitose por 

neutrofilia e anemia. Os resultados demonstram que animais com a forma cutânea fixa da 

micose não apresentam alterações no hemograma enquanto que animais com a forma cutânea 

disseminada desenvolvem importantes alterações que indicam o agravamento do quadro 

clínico com possibilidade de evolução da micose para uma forma sistêmica. 

Palavras-chave: micose, hematologia, gatos, cães 
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Hematological alterations in dogs and cats with cutaneous sporotrichosis 

Abstract: Sporotrichosis is the main subcutaneous mycosis in small animals, specially cats 

and dogs. This disease leads to the development of subacute or chronic cutaneous lesions that 

can results in the compromising of the animal general state. This study evaluated 

hematological alterations of 19 dogs and cats with sporotrichosis correlated with the clinical 

form of the disease. Hematological alterations were observed in 74% of the animals, being 

characterized mainly for leucocytosis with neutrophilia and anaemia. The results obtained in 

this study demonstrated that animals with the cutaneous fixed form of the mycosis do not 

present alterations in the blood count. However, animals with the cutaneous disseminated 

form develop important alterations that can aggravate the disease and advance the evolution 

of the mycosis to systemic form. 

Key-words: mycose, hematology, cats, dogs 

Alteraciones hematológicas em caninos y felinos con esporotricosis  cutánea 

Resumen: La esporotricosis es la micosis subcutánea de mayor ocurrencia en pequeños 

animales, específicamente felinos y caninos. Esta enfermedad produce lesiones cutáneas 

ulceradas de carácter sub agudo o crónico  que pueden resultar en el comprometimiento del 

estado general del animal. Este estudio evalúo alteraciones hematológicas en 19 perros y 

gatos con esporotricosis relacionándolas con la forma clínica de la enfermedad. Fueron 

observadas alteraciones hematológicas en 74% de los animales, siendo caracterizadas 

principalmente por leucocitosis por neutrofilia y anemia. Los resultados demuestran que 

animales con la forma cutánea fija de la micosis no presentan alteraciones en el hemograma 

en cuanto que animales con la forma cutánea diseminada desarrollan importantes alteraciones 

que indican el comprometimiento del cuadro clínico con posibilidad de avanzar a la forma 

sistémica. 

Palabras-clave: esporotricosis, hematología, gato, perros 
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INTRODUÇÃO 

A esporotricose é uma micose zoonótica causada pelo fungo dimórfico Sporothrix 

schenckii que acomete uma grande variedade de espécies animais, domésticas e selvagens 

(MEIRELES; NASCENTE, 2009). No entanto, a espécie felina é a mais acometida pela 

micose, havendo inúmeros relatos descritos mundialmente (PAPAS, et al. 2000; NOBRE, et 

al. 2002; SCHUBACH, et al. 2003; MADRID, et al. 2008; CROTHERS, et al. 2009).  

A doença apresenta curso sugabudo ou crônico, sendo causada pelo implante 

traumático de células de S. schenckii no tecido cutâneo ou pela inalação de conídios presentes 

no ambiente. Como resultado da infecção ocorre o desenvolvimento de lesões na pele, 

mucosas e/ou órgãos internos (LACAZ, et al. 2002). Esta micose é caracterizada clinicamente 

pelas formas cutâneas, extracutâneas e sistêmica, sendo as formas cutâneas de maior 

ocorrência em humanos e animais (NOBRE, et al. 2002; MEIRELES; NASCENTE,2009).  

Nos últimos anos, o crescente registro de casos de esporotricose em felinos e caninos 

alertou para a importância desta micose em saúde pública, uma vez que se trata de uma 

doença de caráter zoonótico. Neste contexto, os felinos desempenham importante papel na 

epidemiologia da doença, pois são os principais transmissores do fungo para humanos e 

animais (MADRID, et al. 2008). A necessidade de estudos visando elucidar aspectos 

relacionados a patogenia da doença nas espécies felina e canina embasaram a realização do 

presente estudo, tendo em vista a escassez de pesquisas relacionadas a parâmetros 

hematológicos em animais com esporotricose. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo 

avaliar as alterações hematológicas em felinos e caninos com esporotricose relacionando-as 

com a forma clínica. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Foram incluídos neste estudo, 19 animais com esporotricose diagnosticados no Setor 

de Micologia do Laboratório de Doenças Infecciosas, Faculdade de Veterinária/UFPel. Os 

animais foram avaliados quanto às características individuais como sexo, idade e raça, e 

quanto aos aspectos e localização das lesões. A avaliação clínica foi realizada em todos os 

animais, os quais não apresentavam associação de doenças. A análise hematológica foi 

realizada pela colheita de sangue através da punção da veia jugular ou veia cefálica, sendo as 

amostras acondicionadas em tubos de ensaio contendo anticoagulante. O hemograma foi 

realizado através da contagem manual em câmara Neubauer e dosagem de proteínas 

plasmáticas totais (PPT) através de refratômetro, sendo utilizados valores de referência de 

acordo com Feldman et al. 2000. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dos 19 animais, 15 eram felinos e quatro caninos que desenvolveram esporotricose 

cutânea. Dos felinos, 86,7% eram machos e 13,3% fêmeas com idade média de 3,5 anos, 

sendo 86,7% sem raça definida (SRD). Quanto a forma clínica da doença, 33,3% (5/15) dos 

animais apresentavam a forma cutânea fixa e 66,7% (10/15) a forma cutânea disseminada. 

Dos caninos, 75% eram machos e 25% fêmeas com idade média de 5,7 anos, sendo dois sem 

raça definida, um da raça Pitbull e um Pinscher. Os cães desenvolveram as formas 

linfocutânea (50%), cutânea disseminada (25%) e cutânea fixa (25%). As características 

individuais estão descritas na tabela 1. 

Dos 19 animais com esporotricose, 14 apresentaram alterações na série branca e/ou 

vermelha, sendo 73,3% (11/15) felinos e 75% (3/4) caninos (Tabela 2). As principais 

alterações observadas foram leucocitose (de 21600 a 25200mm
3
 para felinos e 15000 a 

17000mm
3
 para caninos) por neutrofilia e anemia. 
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Com relação à forma clínica da micose, todos os cinco felinos com a forma cutânea 

fixa apresentaram valores normais, considerados fisiológicos no leucograma. Nos felinos que 

desenvolveram a forma cutânea disseminada, o leucograma revelou 40% (4/10) com 

leucocitose por neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo que ocorre devido ao processo 

infeccioso e inflamatório exsudativo, 20% (2/10) normoleucometria com inversão da relação 

linfócito/neutrófilo e 40% (4/10) com valores dentro dos parâmetros fisiológicos. Nos caninos 

observou-se no leucograma, leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda regenerativo 

em todos os animais, com exceção de um canino com a forma linfocutânea que apresentou 

valores dentro dos parâmetros fisiológicos. 

No eritrograma, dos cinco felinos com a forma cutânea fixa, verificou-se um com 

anemia normocítica e normocrômica e quatro com valores normais para a contagem de 

hemácias, hemoglobina e hematócrito. Dos dez felinos com a forma cutânea disseminada, três 

(30%) apresentaram valores normais, cinco (50%) anemia normocítica e normocrômica e dois 

(20%) anemia normocítica e hipocrômica. Dos quatro caninos, um apresentou valores normais 

e o restante (3/4), anemia normocítica e normocrômica, sendo um com a forma cutânea fixa e 

dois linfocutânea. 

A contagem de proteínas plasmáticas totais (PPT) revelou valores abaixo do 

fisiológico caracterizando uma desidratação em 33,3% (5/15) dos felinos estudados, todos 

com a forma cutânea disseminada, sendo que em três destes casos a anemia estava mascarada 

pela desidratação. 

A infecção em felinos normalmente resulta na ocorrência das formas cutânea 

disseminada e sistêmica, as quais são consideradas mais graves, o que frequentemente resulta 

no óbito desses animais (NOBRE, et al. 2002; SCHUBACH, et al. 2003). Os cães são a 

segunda espécie mais acometida pela doença e normalmente apresentam acometimento 
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linfático e cutâneo, caracterizando a forma linfocutânea da micose (SCHUBACH, et al. 2006; 

MEIRELES; NASCENTE, 2009). 

Estudos em esporotricose cutânea felina revelaram resultados semelhantes ao 

encontrados no presente estudo, sendo as principais alterações hematológicas, relacionadas à 

anemia e leucocitose com desvio a esquerda regenerativo (SCHUBACH, et al. 2003; SILVA, 

et al. 2008). No entanto, em um caso de felino com demodicose associada à esporotricose e 

pediculose, Pereira et al. (2005) observaram anemia e leucocitose por eosinofilia, sendo esta 

relacionada provavelmente a infecção parasitária.  

As alterações hematológicas em cães observadas por Schubach et al. (2006) diferem 

dos resultados obtidos no presente estudo. Estes autores obtiveram 50% dos animais com 

anemia e 10% com leucocitose por neutrofilia e eosinofilia, sendo os achados considerados 

inespecíficos e não compatíveis com doenças infecciosas. Os resultados do presente estudo 

demonstraram 75% de cães com aumento da contagem de leucócitos e neutrófilos, e redução 

dos valores de hematócrito, hemoglobina e contagem de hemáceas, resultado semelhante ao 

descrito por Carfachia et al. (2007) em um canino com esporotricose cutânea disseminada. 

Estudo comparando alterações hematológicas em cães com esporotricose e leishmaniose 

demonstrou significante similaridade, sendo a principal alteração relacionada ao eritrograma 

(SANTOS, et al. 2007). 

Os achados hematológicos em animais experimentais com esporotricose sistêmica 

foram semelhantes aos encontrados no presente estudo com 91% dos animais com alterações 

no leucograma e 75% no eritrograma (MEINERZ, et al. 2008). 

CONCLUSÃO 

 Neste estudo foi observado que animais com a forma cutânea fixa não apresentam 

alterações nos valores hematológicos e que animais com a forma cutânea disseminada da 

micose apresentaram marcada alteração no hemograma, tanto no leucograma como no 
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eritrograma. Este achado indica a maior gravidade da doença, alertando para o 

comprometimento do estado geral do animal, o que reflete o agravamento da doença com o 

desenvolvimento de lesões sistêmicas.  

Agradecimentos: Aos órgãos financiadores CNPq, CAPES e FAPERGS. 
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Tabela 1.  Felinos e caninos com esporotricose incluídos no estudo hematológico 

Espécie IDENTIFICAÇÃO SEXO 
IDADE 

(Meses) 
RAÇA 

FORMA 

CLÍNICA 

FELINA 

S03-04 Macho 24 SRD CF 

S01-05 Macho 18 SRD CD 

S03-05 Macho 24 SRD CD 

S08-06 Macho 36 SRD CD 

S13-06 Macho 24 SRD CD 

S17-08 Macho 24 SRD CF 

S19-08 Macho  60 SRD CD 

S20-08 Macho 13 SRD CD 

S21-08 Macho 48 SRD CF 

S25-08 Fêmea 24 SRD CD 

S26-08 Macho 60 SRD CD 

S28-08 Macho 36 Siamês CD 

S31-09 Fêmea 36 SRD CD 

S32-09 Macho 2 Siamês CF 

S35-09 Macho 60 SRD CF 

CANINA 

S02-05 Macho 108 SRD CD 

S10-06 Macho 84 Pinscher LC 

S11-06 Macho 48 Pitbull LC 

S15-07 Fêmea 36 SRD CF 

SRD: sem raça definida; CF: cutânea fixa; CD: cutânea disseminada; LC:linfocutânea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

 

Tabela 2. Alterações nos valores hematológicos de felinos com esporotricose cutânea 

FC 

LEUCOGRAMA
 

ERITROGRAMA 
PPT 

5,6 -

7,5g% 

Eosinófilos 

110-234 

mm3 

Monócitos 

55-780 

mm3 

Linfócitos 

1100-

10725 mm3 

Neutrófilos 

1925-14625 

mm3 

Eritrócitos 

5-10 

milhões/mm3 

Hemoglobina 

8-15% 

Hematócrito 

24-45% 

CF N N N N N N N N 

CF N N N N - - - N 

CF - N N N N N N N 

CF - N N N N N N N 

CF N N N N N N N N 

CD N - N N N N N N 

CD N - + - N - N + 

CD - - N + - - - + 

CD N N N N N N N + 

CD N N N N - - - + 

CD N N - N - - - + 

CD - + N + N - N + 

CD - N N + N N N N 

CD N - N N - - - + 

CD - N N + N N N N 

FC: forma clínica 

PPT: proteínas plasmáticas totais 
CF: cutânea fixa 

CD: cutânea disseminada 

- : abaixo dos valores de referência para a espécie 

+ : acima dos valores de referência para a espécie 

N: valores dentro dos parâmetros fisiológicos para a espécie 
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Resumo 24 

O fungo Sporothrix schenckii é o agente etiológico da esporotricose em animais e humanos. 25 

Esta micose é considerada de grande importância em saúde publica estando associada à 26 

inoculação traumática do fungo na pele. Considerando as diferenças clínicas, epidemiológicas 27 

e moleculares descritas em vários estudos, o objetivo deste trabalho foi avaliar as 28 

características fenotípicas e termotolerância de 36 isolados clínicos de S. schenckii 29 

provenientes de esporotricose felina, canina e humana, quatro isolados do ambiente e duas 30 

cepas de referência. Os 42 isolados de S. schenckii provenientes de cinco municípios da 31 

região sul do Rio Grande do Sul, Brasil foram utilizados para a análise fenotípica, 32 

termotolerância e conversão para a fase leveduriforme. Os cultivos em agar lactrimel, agar 33 

Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e agar batata a 25 e 35ºC demonstraram 34 

diferenças na morfologia das colônias e na velocidade de crescimento (p=0,026) entre as 35 

cepas de referencia e os isolados clínicos e do ambiente. Na avaliação da termotolerância, 36 

26,2% dos isolados foram capazes de crescer a 41ºC. Todos os isolados foram convertidos 37 

para a fase leveduriforme. O estudo da micromorfologia demonstrou diferenças estatísticas 38 

(p<0,01) entre isolados clínicos de felinos e o restante dos isolados em relação a conídios 39 

pigmentados e formas de “margaridas”. Nossos resultados demonstram diferenças 40 

morfológicas entre isolados clínicos e do ambiente de S. schenckii provenientes de uma 41 

mesma região e uma maior probabilidade de desenvolvimento de formas clinicas 42 

disseminadas e sistêmicas por isolados de esporotricose felina devido à termotolerância. 43 

Palavras-chave: esporotricose, fungo dimórfico, morfologia, crescimento 44 

 45 

 46 

 47 

 48 
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Morphology and thermotolerance of different Sporothrix schenckii isolates from South 49 

of Brazil 50 

 51 

Abstract  52 

Sporothrix schenckii is the etiological agent of sporotrichosis in animals and humans. This 53 

mycosis is considered of great importance in public health and it is associated with traumatic 54 

inoculation in the skin. Due to clinical, epidemiological and molecular differences described 55 

in other studies, the aim of this study was to evaluate phenotypic and thermotolerance 56 

characteristics of 36 S. schenckii isolates from clinical cases of feline, canine and human 57 

sporotrichosis, four environmental isolates and two reference strains. Forty-two S. schenckii 58 

isolates from five towns of the south region of the Rio Grande do Sul, Brazil were used to 59 

phenotypic analyses, thermotolerance and conversion to the yeast phase. Culture on lactrimel 60 

agar, Sabouraud dextrose agar added chloramphenicol and potato dextrose agar at 25 
o
C and 61 

35
 o

C showed differences in the colonies morphology and growth rate (p=0,026) among 62 

reference strains and, clinical and environmental isolates. In the thermotolerance evaluation 63 

26.2 % of isolates were capable of growth at 41
o
C. All isolates showed conversion to the 64 

yeast phase. Microscopic morphologies study showed statistical differences (p<0,01) among 65 

clinical isolates of felines and other species in relation to sessile pigmented and sympodial 66 

conidia. Our results demonstrated morphological differences among S. schenckii clinical and 67 

environmental isolates from the same region and a great probability of development of 68 

disseminated and systemic clinical forms by isolates from sporotrichosis feline due to it 69 

thermotolerance. 70 

Key-words: Sporotrichosis, dimorphic fungus, morphology, growth 71 

 72 

 73 
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Introdução 74 

Sporothrix schenckii é um fungo geofílico e dimórfico, encontrado na forma micelial 75 

no meio ambiente e in vitro em temperatura ao redor de 25
0
C, e na forma de levedura quando 76 

em parasitismo e in vitro a 37
0
C. Este fungo é encontrado em cascas de árvores, musgos, 77 

plantas, palha, madeira e material orgânico em decomposição, podendo permanecer por 78 

períodos prolongados nestes locais (BARROS et al., 2008; NOBRE et al., 2008). Possui fatores 79 

de patogenicidade como enzimas extracelulares, termotolerância, diferentes constituintes da 80 

parede celular e presença de grânulos de melanina que aumentam suas chances de 81 

sobrevivência no ambiente e no hospedeiro (LOPES-BEZERRA et al., 2006; MADRID et al., 82 

2010a). 83 

O fungo S. schenckii é o agente etiológico da esporotricose em animais e humanos. 84 

Esta doença é considerada a micose subcutânea de maior ocorrência na América do Sul e com 85 

grande importância em saúde pública (BARROS et al., 2008; MADRID et al., 2010b). Nos 86 

últimos anos, vários estudos têm sido conduzidos com relação a fatores de patogenicidade do 87 

S. schenckii visando compreender as variações clínicas e de suscetibilidade antifúngica do 88 

agente (KONG et al., 2006; NOBRE et al., 2008). Assim, várias pesquisas foram realizadas 89 

comparando aspectos moleculares e virulência de isolados de S. schenckii em diferentes 90 

países (DIXON et al., 1991; FERNANDES et al., 2009; HOLECHEK et al., 2004; KONG et al., 91 

2006; MESA-ARANGO et al., 2002). Estes estudos demonstraram grande variabilidade genética 92 

entre isolados de uma mesma região geográfica assim como, entre regiões. Recentemente, a 93 

espécie S. schenckii foi dividida em três novas espécies de acordo com características 94 

morfofisiológicas e geográficas, sendo denominadas S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana 95 

(MARIMON et al., 2007). Tendo em vista os diferentes achados moleculares a respeito do S. 96 

schenckii e a escassez de estudos morfológicos visando a comparação de isolados clínicos e 97 

do ambiente, este estudo objetivou avaliar as características fenotípicas e a termotolerância de 98 
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isolados de S. schenckii provenientes de casos clínicos de esporotricose humana, felina e 99 

canina, e de isolados do ambiente. 100 

Materiais e Métodos 101 

Foram utilizados 36 isolados de S. schenckii provenientes de casos clínicos de 102 

esporotricose em gatos (22), cães (7) e humanos (7), quatro isolados do ambiente e duas cepas 103 

de referência (IOC1226 e IOC1113) provenientes de esporotricose humana obtidas do 104 

Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ), totalizando 42 isolados. Para reativação dos isolados, 105 

estes foram repicados em ágar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol, sendo as placas 106 

incubadas a 25ºC por sete dias. Posteriormente, as colônias obtidas foram subcultivadas para 107 

o estudo fenotípico e de termotolerância. 108 

Para o estudo fenotípico, os isolados foram semeados, em duplicata, em placas de Petri 109 

contendo agar Sabouraud Dextrose acrescido de cloranfenicol (SDA)
4
, agar batata (PDA)

5
 e 110 

agar lactrimel (LCA)
6
. As placas foram incubadas a 25°C e 35°C durante 21 dias, sendo as 111 

colônias avaliadas a cada sete dias quanto à velocidade de crescimento e às características 112 

macroscópicas das colônias como coloração, aspecto, topografia e pigmentação.  A avaliação 113 

microscópica dos isolados de S. schenckii foi realizada através de microcultivo em lâmina 114 

contendo PDA, incubado a 25°C por sete dias. Após a incubação foi analisada a forma e 115 

coloração dos conídios, quantificação de conídios demáceos e de formas como “margaridas” 116 

em graus + (escasso), ++ (moderado) e +++ (intenso). 117 

A conversão da fase filamentosa para leveduriforme foi realizada através da 118 

semeadura dos isolados de S. schenckii em caldo infusão cérebro-coração (BHI) com 119 

incubação em estufa shaker a 37°C por sete dias, sob agitação constante de 100 ciclos/minuto. 120 

Após o período de incubação foi realizado exame direto através de esfregaço e coloração de 121 

                                                             
4 SDA – Acumedia, Michigan, USA 

5 PDA – Acumedia, Michigan, USA 

6 Lactrimel - 20g farinha de trigo, 7g mel, 20g leite em pó integral, 20g agar-agar, 1000 mL de água destilada 
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Gram para verificar a presença de células leveduriformes. Para avaliação da termotolerância, 122 

os isolados foram subcultivados em SDA acrescido de extrato de levedura 1% e incubados a 123 

41ºC por sete dias, sendo realizado também, o exame microscópico das colônias. 124 

Resultados 125 

 Os 42 isolados clínicos e do ambiente de S. schenckii utilizados para os estudos 126 

fenotípicos e de termotolerância pertenciam a cinco municípios da região sul do Rio Grande 127 

do Sul sendo eles: Rio Grande, Pelotas, Capão do Leão, Pedro Osório e Canguçu, com 128 

exceção de dois isolados do Instituto Oswaldo Cruz (IOC-FIOCRUZ, RS).  129 

 O estudo da macromorfologia dos isolados de S. schenckii demonstrou o crescimento 130 

de colônias com diferentes colorações, topografia e textura nos meios de cultivo utilizados. 131 

Além disso, verificaram-se diferenças na velocidade de crescimento das colônias com relação 132 

à temperatura e meio de cultivo (Tabela 1). O crescimento com relação à origem dos isolados 133 

demonstrou diferença estatística entre as cepas de referência e os isolados clínicos e do 134 

ambiente (p=0,026), com o crescimento mais lento das cepas de referência. Com relação aos 135 

meios de cultivo, observou-se crescimento mais lento das colônias em ágar lactrimel quando 136 

comparado ao SDA e PDA. A coloração das colônias variou de creme a marrom-escura, 137 

sendo que no agar Lactrimel houve predominância de colônias marrom-escuras de textura 138 

aveludada e de topografia plana, enquanto que no PDA e SDA, as colônias apresentaram 139 

colorações creme-acinzentadas ou creme-acastanhadas de textura aveludada ou membranosa e 140 

de topografia elevada ou rugosa (Fig 1). 141 

 O estudo da micromorfologia dos isolados demonstrou diferentes graus de 142 

pigmentação dos conídios e formas como “margarida”, sendo verificada uma relação inversa 143 

na quantidade destes. De modo geral, foram observadas hifas finas, septadas, hialinas e 144 

ramificadas com conidióforos delgados, conídios hialinos e pigmentados de formato esférico. 145 

Quando comparados os isolados provenientes de casos clínicos em felinos com os outros 146 
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isolados observou-se diferença estatisticamente significativa (p=0,0003) com relação à 147 

quantidade de conídios pigmentados. Isolados de felinos apresentaram grau +++ para conídios 148 

demáceos enquanto que os isolados de humanos e caninos apresentaram grau + e ++. Com 149 

relação à quantidade de formas como “margaridas” observou-se diferença estatística 150 

(p=0,0091) entre isolados de felinos e isolados de outras origens com nenhuma amostra de 151 

felino apresentando esta característica (grau +++) (Fig 2).  152 

 Em todos os isolados foi confirmado o dimorfismo, com a conversão da fase 153 

filamentosa para leveduriforme. Microscopicamente, as leveduras de S. schenckii eram 154 

caracterizadas por células ovais a alongadas com brotamento unipolar. O estudo da 155 

termotolerância demonstrou 11/42 (26,2%) dos isolados com capacidade de crescer a 41°C, 156 

dos quais seis eram isolados provenientes de felinos, dois de humanos, um de canino e dois do 157 

ambiente. Nenhuma cepa de referência cresceu nesta temperatura. As colônias apresentavam 158 

coloração creme, textura cremosa e topografia plana a rugosa. Na avaliação da relação entre 159 

presença de conídios pigmentados e termotolerância não foi observada diferença estatística, 160 

embora 54,5% dos isolados termotolerantes eram provenientes de casos de esporotricose 161 

felina. 162 

Discussão 163 

Os resultados da morfologia macroscópica dos 42 isolados de S. schenckii 164 

demonstraram diferenças na textura, topografia e coloração entre os meios de cultivo 165 

utilizados. Verificou-se que cultivos realizados em agar Sabouraud dextrose e agar batata 166 

apresentaram características similares como colônias creme-acinzentada ou creme-167 

acastanhada, membranosas ou aveludadas, elevadas e rugosas similares as descritas na 168 

literatura (LOPES et al., 2006; MESA-ARANGO et al., 2002). Por outro lado, o crescimento em 169 

agar lactrimel demonstrou colônias planas, aveludadas e enegrecidas. Os resultados 170 

encontrados no presente estudo diferiram dos descritos por MARIMON et al. (2007), os quais 171 
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observaram colônias laranja-pálida e laranja-acinzentada utilizando como meios de cultivo o 172 

agar fubá, agar batata e agar aveia. 173 

A análise micromorfológica dos 42 isolados de S. schenckii demonstrou relação 174 

inversa entre grau de pigmentação de conídios e formas de “margaridas”. Assim, foi possível 175 

observar que isolados de felinos apresentaram maior grau de pigmentação dos conídios, o que 176 

está diretamente relacionado com a presença de melanina, a qual é um importante fator de 177 

patogenicidade do fungo (ALMEIDA-PAES et al., 2009). Estudos in vivo demonstraram maior 178 

poder de invasão e disseminação tecidual de isolados pigmentados do que isolados mutante-179 

albinos (MADRID et al., 2010a; NOBRE et al., 2008).  Pesquisas a respeito da melanização de 180 

isolados brasileiros de S. schenckii demonstraram uma maior habilidade de produção de 181 

melanina em meio mínimo e em meio L-DOPA (dihidroxifenilalanina) do que em agar 182 

Sabouraud dextrose assim como, em temperatura de 30ºC do que a 37ºC (ALMEIDA-PAES et 183 

al., 2009). O fungo S. schenckii produz melanina DHN (dihidroxinaftaleno) tanto na fase 184 

filamentosa quanto leveduriforme, a qual tem sido considerada um dos principais fatores de 185 

patogenicidade do fungo (MADRID et al., 2010a; MORRIS-JONES et al., 2002; NOBRE et al., 186 

2004; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). Entretanto, ALMEIDA-PAES et al. (2009) 187 

demonstraram a produção in vitro de melanina por isolados de S. schenckii a partir de 188 

compostos fenólicos, sugerindo assim, a produção de melanina DOPA.  189 

Os resultados obtidos no presente estudo diferem daqueles demonstrados por 190 

MENDONZA et al. (2005), os quais realizaram estudo morfológico de um isolado clínico de S. 191 

schenckii de esporotricose humana na Venezuela, utilizando agar Sabouraud e observaram 192 

conídios ovais a alongados. Entretanto, no presente estudo a análise micromorfológica foi 193 

realizada em agar batata e com isolados clínicos de S. schenckii provenientes de animais, 194 

assim como, isolados do ambiente. Os resultados obtidos na avaliação micromorfológica, 195 

realizada em agar batata, se assemelham ao estudo realizado por MARIMON et al. (2007), 196 
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embora estes autores tenham utilizado agar fubá para o estudo microscópico de 127 isolados 197 

de S. schenckii provenientes de diferentes países. Estes autores sugeriram três novas espécies 198 

sendo S. globosa, S. brasiliensis e S. mexicana, na qual todos os isolados provenientes do 199 

Brasil demonstraram características semelhantes como a presença de conídios sésseis 200 

globosos de coloração marrom a marrom escura sendo denominados de S. brasiliensis. DIXON 201 

et al. (1991) ao avaliarem as características microscópicas de isolados clínicos e do ambiente 202 

provenientes dos Estados Unidos, observaram diferenças no arranjo, formato e tamanho dos 203 

conídios. Os achados obtidos por estes autores com relação aos isolados do ambiente são 204 

semelhantes aos obtidos no presente estudo, sendo caracterizados pela presença massiva de 205 

conídios esféricos ao redor das hifas. Além disso, os achados com relação aos isolados 206 

clínicos também foram semelhantes embora os isolados de esporotricose felina tenham 207 

demonstrado maior número de conídios ao redor das hifas do que formas semelhantes a 208 

“margaridas”.  209 

Um dos principais fatores de patogenicidade do S. schenckii é a termotolerância, a 210 

qual está relacionada principalmente com a disseminação fúngica para outros órgãos (KNOW-211 

CHUNG 1979; TACHIBANA et al., 2001). No presente estudo, 26,2% (11/42) dos isolados 212 

apresentaram capacidade de crescer a 41ºC, sendo 54,5% provenientes de casos clínicos de 213 

esporotricose em felinos. Esta espécie desenvolve formas clínicas mais graves do que outras, 214 

com lesões cutâneas extensas e disseminadas (MADRID et al., 2010b). Esses resultados se 215 

assemelham aos descritos por FERNANDES et al. (2009) e MESA-ARANGO et al. (2002) que 216 

testaram a termotolerância a 35ºC e 37ºC e obtiveram maior percentual de inibição do 217 

crescimento de isolados provenientes de formas cutânea fixa de esporotricose em humanos do 218 

que em isolados de outras formas cutâneas assim como, de esporotricose em animais. 219 

Entretanto, os resultados obtidos no presente estudo diferem das pesquisas realizadas por 220 

MARIMON et al. (2007) e GHOSH et al. (2002), os quais não obtiveram crescimento a 40ºC de 221 
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nenhum isolado brasileiro e indiano de S. schenckii. No entanto, estes autores utilizaram agar 222 

batata para avaliar o crescimento a 40ºC enquanto que no presente estudo, a avaliação do 223 

crescimento a 41ºC foi realizada em agar Sabouraud dextrose acrescido de extrato de levedura 224 

1%. A termotolerância do S. schenckii é um dos fatores que determinam o desenvolvimento 225 

de formas clínicas extracutâneas e sistêmicas. Isolados de lesões cutâneas normalmente não 226 

são capazes de crescer em temperatura de 37ºC, entretanto, alguns isolados conseguem se 227 

multiplicar nesta temperatura, podendo desenvolver a doença na forma sistêmica ou 228 

extracutânea (TACHIBANA et al., 2001). Por outro lado, estudos demonstraram que isolados 229 

clínicos de esporotricose linfocutânea e extracutânea foram capazes de causar a forma 230 

sistêmica da doença, sendo considerados termotolerantes (KNOW-CHUNG, 1979). 231 

Tendo em vista as diferenças fenotípicas e de termotolerância entre isolados clínicos 232 

de esporotricose em felinos e isolados clínicos provenientes de humanos e cães observadas no 233 

presente estudo e a necessidade de realização de estudos fisiológicos e moleculares para 234 

determinação da espécie conforme descrito por MARIMON et al. (2007), neste estudo não foi 235 

utilizada a nomenclatura proposta por estes autores. Dessa forma, não foi possível afirmar que 236 

os isolados do sul do Brasil utilizados podem ser classificados como S. brasiliensis. Além 237 

disso, a maioria dos estudos morfológicos, fisiológicos e moleculares com isolados de S. 238 

schenckii são provenientes de casos de esporotricose em humanos, o que difere do presente 239 

estudo que é essencialmente com isolados originados de casos clínicos de esporotricose em 240 

animais. Dessa forma, estudos moleculares estão sendo realizados com a finalidade de 241 

compreender as diferenças morfológicas observadas e relacioná-las com as formas clínicas, 242 

origem do isolado e suscetibilidade a antifúngicos e extratos vegetais. 243 

Nossos resultados demonstram diferenças morfológicas entre isolados clínicos e do 244 

ambiente de S. schenckii de uma mesma região e uma maior probabilidade de 245 
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desenvolvimento de formas disseminadas e sistêmicas por isolados provenientes de casos de 246 

esporotricose felina devido à termotolerância. 247 
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Tabela 1. Média de crescimento dos isolados de S. schenckii de diferentes origens em SDA, 319 

PDA e lactrimel a 25ºC e 35ºC 320 
 321 

 322 

 323 

 324 

 325 

 326 

 327 

 328 

 329 

 330 

 331 

 332 

 333 

 334 

 335 

 336 

 337 

 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

 347 

Temperatura Tempo Origem 
Sb+Cl 

(cm) 

PDA 

 (cm) 

Lactrimel 

(cm) 

25ºC 

7 dias 

Cão 0,93 1,14 0,96 

Gato 1,06 1,13 0,87 

Humano 9,3 1,11 0,89 

Ambiente 0,82 1,07 0,77 

IOC 0,77 0,83 0,55 

14 dias 

Cão 1,77 2,08 1,89 

Gato 1,99 2 1,62 

Humano 1,81 2,19 1,92 

Ambiente 1,64 1,97 1,26 

IOC 1,6 1,43 1,17 

21 dias 

Cão 2,6 2,68 2,65 

Gato 2,67 2,6 2,32 

Humano 2,44 2,63 2,55 

Ambiente 2,17 2,63 2,14 

IOC 1,98 2,01 1,88 

35ºC 

7 dias 

Cão 1,13 1,2 0,85 

Gato 0,9 0,95 0,75 

Humano 1,22 1,26 0,74 

Ambiente 1,11 0,97 0,79 

IOC 1,03 0,96 0,53 

14 dias 

Cão 1,67 1,88 1,49 

Gato 1,48 1,67 1,33 

Humano 1,7 1,92 1,52 

Ambiente 1,59 1,6 1,46 

IOC 1,35 1,33 1,22 

21 dias 

Cão 2,33 2,48 2,2 

Gato 2,39 2,44 2,21 

Humano 2,5 2,46 2,11 

Ambiente 2,24 2,26 2 

IOC 1,68 1,85 1,7 
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 348 
Fig 1. Macromorfologia de colônias filamentosas de S. schenckii obtidas nos meios de cultivo 349 

Sb+Cl (a), PDA (b) e Lactrimel (c) aos 14 dias de incubação a 35C. 350 
 351 
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 388 

 389 
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 391 

 392 

Fig 2. Numerosos conídios demáceos ao redor das hifas em isolado de S. 393 

schenckii proveniente de esporotricose felina (a) e presença de "margaridas" em isolado de 394 
esporotricose canina (b). 395 
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ABSTRACT 29 

Using transmission electron microscopy, we studied the presence of melanin and cell wall 30 

thickness of clinical isolates of Sporothrix schenckii obtained from cats, dogs and humans as 31 

compared to reference strains. We detected differences regarding presence of the melanin 32 

among the clinical isolates of S. schenckii and a correlation between presence of melanin 33 

and cell wall thickness. 34 

Key words: conidial, melanin, Sporothrix schenckii, Transmission Electron Microscopy 35 

 36 

RESUMO 37 

Através de microscopia eletrônica de transmissão foi estudada a presença de melanina e 38 

parede celular de isolados de Sporothrix schenckii obtidos de gatos, cães, humanos e cepas 39 

de referência. Este estudo demonstrou diferenças na presença de melanina entre os 40 

isolados clínicos e correlação entre melanina e espessura da parede celular. 41 

Palavras-chave: conídios, melanina, Sporothrix schenckii, Microscopia Eletrônica de 42 

Transmissão 43 
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 Sporothrix schenckii is a dimorphic geophilic fungus that causes subcutaneous 56 

infection in animals and humans. Classically, infection is caused by traumatic inoculation of 57 

soil, plants or organic matter contaminated with the fungus into the body. The infection is 58 

normally restricted to lymphatic or fixed cutaneous form in humans and canines; whereas, 59 

felines frequently develop the systemic and/or disseminated cutaneous form (15). Various 60 

pathogenicity factors such as thermotolerance, extracellular enzymes, composition of the cell 61 

wall and presence or absence of melanin are involved in the virulence of this fungus (5). 62 

Melanins are dark brown to black pigments formed by the oxidative polymerization of 63 

phenolic and/or indolic compounds and are generally insoluble in water, acids and common 64 

organic solvents (1). The presence of melanins has been reported in various pathogenic 65 

fungi including Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides 66 

brasiliensis, Candida albicans, Penicillium marneffei, Fonsecaea pedrosoi, Histoplasma 67 

capsulatum and Blastomyces dermatitides (8). Studies with the fungus Sporothrix schenckii 68 

have demonstrated the presence of the 1,8-dihydroxynaphthalene melanin pentaketide 69 

pathway in the mycelial and yeast phases (10,14). 70 

The presence of melanin in the cell walls of various fungi may increase their survival 71 

in the environment by providing protection against ultraviolet radiation, desiccation and 72 

extreme temperatures. During infection, melanins interfere with the immune response, 73 

complement activation and activity of antifungal drugs (2,6,13). Due to the contribution of 74 

melanins to fungal virulence, this work evaluated the presence of melanin granules and 75 

differences regarding cell wall thickness in clinical isolates of Sporothrix schenckii.  76 

 Nine Sporothrix schenckii clinical isolates from feline, canine and human cases of 77 

sporotrichosis were utilized in this study. Two reference strains obtained from Instituto 78 

Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brazil), IOC1113 and IOC1226, were also used. The isolates 79 

were maintained in the Laboratory of Infectious Diseases of the School of Veterinary 80 

Medicine at Federal University of Pelotas. 81 

 All isolates were inoculated on potato dextrose agar and incubated at 25ºC for seven 82 

days. At the end of the incubation period, samples of S. schenckii cultures were fixed with 83 
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2% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in cacodylate buffer, postfixed with 1% 84 

osmium tetroxyde in cacodylate buffer, dehydrated in a graded ethanol series (30, 50, 70, 90 85 

and 95%) and embedded in Epon. Thick sections were stained with methylene blue and 86 

selected thin sections were stained with lead citrate and uranyl acetate. The sections were 87 

examined with a Zeiss EM 109 transmission electron microscope at 80 kilovolts. 88 

The images obtained by transmission electron microscopy (TEM) were used to 89 

determine if there were ultrastructural differences between the cell walls of the clinical 90 

isolates de S. schenckii obtained from cats, dogs, humans and the two reference strains. The 91 

occurrence of melanin was qualitatively evaluated as "absent" or "present". Twenty cells of 92 

each strain were measured using Adobe Photoshop 7.0. Differences in cell wall thickness 93 

were statistically evaluated with the Tukey’s test using the program Statistix 8.0. 94 

TEM demonstrated various degrees of difference in melanin content and cell wall 95 

thickness between Sporothrix schenckii isolates obtained from the canine, feline and human 96 

clinical cases of sporotrichosis (Table 1). Melanin was detected as electron-dense granules 97 

distributed around the cell walls of S. schenckii conidia. The fungal cells were classified into 98 

two categories: (1) cells with absence of melanin granules and (2) cells with presence of 99 

melanin granules (Fig 1). Analyses of the cell walls revealed that wall thickness ranged from 100 

38.1 to 142.86 nm in cells devoid of melanin (category 1) and from 63.49 to 250.79 nm in 101 

cells in which melanin was present (category 2). Twenty cells from each sample were 102 

analyzed. Significant differences were found among the reference strains and the isolates 103 

obtained from dogs, cats and humans, with a p value < 0.001 as assessed by the Tukey test 104 

(Table 2). 105 

Fungal cells exhibited oval, round or pear shapes and variable sizes. The internal 106 

structures of the cells were similar, independent of the presence or absence of melanin 107 

granules. 108 

The fungus Sporothrix schenckii is found in the form of hyphae and conidia in soil rich 109 

in decaying vegetation, sphagnum moss, grass and bark of trees. The survival of this fungus 110 

in the environment is determined by various factors, including the presence of melanin in the 111 



74 
 

cell wall. This pigment is not essential for fungal growth and development, but can contribute 112 

to virulence of the pathogen (1,2). Melanized S. schenckii cells have been shown to be less 113 

susceptible to death induced by ionizing irradiation or reactive oxygen and nitrogen species 114 

(14). In this work, we studied clinical isolates of S. schenckii with and without melanin around 115 

of the conidial cell wall. All isolates derived from canine sporotrichosis contained melanin 116 

granules; whereas, only one of the feline isolates and one of the human isolates exhibited 117 

this characteristic.  118 

S. schenckii is known to produce dihydroxynaphthalene melanin by the pentaketide 119 

pathway. In vitro studies have shown that melanized cells are more resistant to phagocytosis 120 

and death caused by human monocytes or murine macrophages than mutant albino cells 121 

(14). In addition, in vivo studies have demonstrated differences in virulence between 122 

pigmented and albino mutant isolates of S. schenckii (12). Absence of electron dense 123 

granules has been demonstrated in a mutant albino strain of S. schenckii produced by 124 

means of exposition to UV radiation (300ergs/mm2); conversely, the wild-type strain did 125 

exhibit granules in the external cell wall (11). Other ultrastructural studies on Sporothrix 126 

schenckii failed to detect a melanin layer in the external cell wall but found differences in cell 127 

wall thickness between the mycelial and yeast phases (3,4,7). In the present study, the 128 

thickness of the cell wall of isolates devoid of melanin granules was smaller than that of 129 

isolates in which melanin was present. Therefore, higher cell wall thickness is directly 130 

connected to the presence of melanin. Consequently, presence of melanin and cell wall 131 

thickness interfere with the action of phagocytes and of antimicrobials. The results of the 132 

present study are in agreement with those of Mandal et al (9), who noticed that presence of 133 

melanin was directly proportional to the thickness of the cell wall in Cryptococcus 134 

neoformans isolates. 135 

The research of virulence factors of the mycelia phase is important because the 136 

infection occurs by traumatic inoculation of conidia into the body (15). Our results 137 

demonstrate differences regarding presence melanin among Sporothrix schenckii isolates 138 
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obtained from canine, feline and human cases of sporotrichosis and also a correlation 139 

between presence of melanin and cell wall thickness. 140 
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 193 

Figure 1. TEM images of S. schenckii cells with (a) and without (b) melanin granules. Scale 194 

bar: 1m 195 
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Table 1. Analyses of the melanin layer and cell wall thickness of clinical isolates of the 213 

Sporothrix schenckii. 214 

Samples Origin Score Mean  SD(nm) 

IOC1226 Reference strain 1† 56.98  5.09 

IOC1113 Reference strain 1 70.79  21.65 

S08-06 Cat 2‡ 141.90  33.56 

S30-09 Cat 1 91.90  24.81 

S34-09 Cat 1 115.87  11.58 

H1 Human 2 168.25  23.57 

H2 Human 1 109.36  22.17 

H4 Human 1 98.25  24.45 

S02-05 Dog 2 114.60  20.34       

S10-06 Dog 2 169.05  26.71 

S11-06 Dog 2 160.16  50.30       

†1 absence, ‡2 presence 215 

 216 
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 224 
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 226 

 227 
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Table 2. The differences in the cell wall thickness among isolates of S. schenckii. 228 

Clinical Isolates Mean  SD(nm) 

Dog 147.9441.91A 

Human 125.2938.59B 

Reference strain 63.8917.03C 

Cat 116.5632.07B 

P<0,0001 229 
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ABSTRACT  

Sporothrix schenckii isolates from clinical cases of canine, feline and human 

sporotrichosis and from the environment were cultured on potato dextrose agar at 35 

oC for seven days. Subsequently, fungal structures were removed from the medium 

and the inoculum was adjusted to a final cell density of 1 to 5 x 106 CFU mLl-1. 

Antifungal evaluations of 4 % sodium hypochlorite and 6.6 % chlorexidine 

digluconate were performed by the broth microdilution, agar diffusion and direct 

exposure techniques. The minimal inhibitory concentration (MIC) was smaller than 

8.3 µl/ml for chlorexidine digluconate and 80 to 40 µl/ml for sodium hypochlorite.  

Inhibition zones were not found in agar diffusion for sodium hypochlorite, and zones 

averaging 1.9 mm were found for chlorexidine digluconate. In the direct exposure test 

sodium hypochlorite demonstrated best performance at 20 min contact, as 

chlorexidine digluconate presented minor antimicrobial activity. 
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1. INTRODUCTION 

 Sporothrix schenckii is the causative agent of sporotrichosis in humans and 

animals. The mycelial phase of this fungus is found in the environment associated to  

soil, organic matter, sphagnum moss, wood, thorns and plants which are thought to 

be important infection sources [1, 2].  The increase in this fungal infection occurrence 

in the last years is a warning on the importance of correct environment disinfection. 

The choice of broad action specter, odorless, low cost and low toxicity products with 

reduced organic matter interference is thus fundamental to significantly reduce the 

population of the fungal pathogen in the environment [3].   

Fungi are considered microorganisms that show an intermediary resistance to 

disinfectants; bacterial spores, on the other hand, show great resistance, and 

viruses/prions, minor resistance. So chemical agents such as 1 % sodium 

hypochlorite, 70 % ethanol, phenolic and chlorine compounds are considered 

efficacious [4]. Products most often used in hospital and household environment 

disinfection are compounds which contain chlorexidine and sodium hypochlorite [5]. 

Sodium hypochlorite is a halogen compound that acts on essential enzymes to 

microbial metabolism, resulting in cell death. Chlorexidine is a biguanide that acts on 

the membrane cell [6, 7]. Evaluation of the antifungal activity of chemicals has been 

done by different methods. A standard protocol has not been established as yet [8, 9, 

10, 11]. The techniques used in Brazil are in agreement with those of the Association 

of Official Analytical Chemists (AOAC) [12] and the National Health Surveillance 

Agency (Anvisa). Guidelines for bacterial agents, including Staphycococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa and Salmonella choleraesuis, have been standardized 

and adaptations for evaluation against fungi are required.  
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Several studies have evaluated the action of disinfectants against a great 

variety of bacterial species and some yeasts, as Candida spp., or mycelial fungus, as 

Aspergillus spp. [3, 5, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18]. However, research involving 

dimorphic fungi, especially Sporothrix schenckii, has not been developed as yet. The 

aim this study was (i)  evaluate the susceptibility of clinical isolates of Sporothrix 

schenckii to sodium hypochlorite and chlorexidine digluconate; (ii) compare the 

susceptibility of isolates of different origins; (iii) determine the minimal fungicidal 

disinfectant concentration against  S. schenckii and (iv) compare antifungal 

disinfectant action  through the use of different techniques. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Fungal isolates and inoculum 

 Twelve fungal Sporothrix schenckii isolates from clinical cases of  canine (3), 

feline (3) and human (3) sporotrichosis, as well as from the environment (3), were 

used  in this study (Anexo 1). Inoculum of the mycelial phase consisted of conidia 

and hyphal fragments cultivated on Potato Dextrose Agar (PDA, Acumedia, 

Michigan, USA) at 35 oC for seven days. Fungal structures were removed from the 

surface medium and transferred to sterile tubes containing a 0.9 % saline solution. 

The inoculum was spectrophotometrically standardized at 70 % transmittance at 

530nm at a final cell density of 1 to 5  x 106  CFU ml-1. 

2.2 Disinfectants 

 To perform the in vitro susceptibility tests, sodium hypochlorite and 

chlorexidine digluconate were used. The 4% sodium hypochlorite (Indústria Anhembi 

S/A, São Paulo, Brazil) and 6.6% chlorexidine digluconate (Chemitec, São Paulo, 

Brazil) concentrations recommended by manufacturers were evaluated by the direct 

exposure and agar diffusion tests. Six dilutions that varied from 2 to 0.062 times the 
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concentration recommended by the disinfectant manufacturers were tested by the 

broth microdilution test.  

2.3 Disc diffusion 

This test was performed in accordance with guidelines of the Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI), document M51-A, adapted to disinfectants 

and the dimorphic fungus. Sterilized filter paper discs (Whatman number 1.5 mm 

diameter) were separately impregnated with the dilution-use of the disinfectants and 

sterile distilled water (control) 24 h before the technique performance. Subsequently, 

discs were placed on Sabouraud Dextrose Agar added (Acumedia, Michigan, USA) 

with chloramphenicol (SDA) previously inoculated with the fungus. The technique 

was done in duplicate and the plates were incubated at 35 oC for seven days. 

Antifungal activity was assessed by measuring the diameter of the growth-inhibition 

zone in millimeters for the test microorganism and comparing it to the control. 

2.4 Broth Microdilution  

The broth microdilution test was performed in accordance with CLSI guidelines, 

document M38-A2, adapted to disinfectants. A 100 µl aliquot of the fungal inoculum 

diluted in RPMI 1640 (1:50) (Sigma Chemical Co, Steinheim, Alemanha) buffered to 

a pH 7.0 with 0.165 mol l-1 MOPS (Vetec Química Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brazil) 

was added to each microdilution well containing 100 µl of the disinfectant previously 

diluted in RPMI 1640. The microplates were incubated at 35 °C for five days. The 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was defined as the lowest disinfectant 

concentration at which no growth could be seen. To determinate Minimal Fungicidal 

Concentration (MFC), 10 µl aliquots from each well were spread on SDA Petri dishes 

and incubated at 25 °C for five days.  

2.5 Direct exposure test  
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 In vitro susceptibility in tubes was performed according to protocol as 

described by Schuch et al (2008) [17]. Four test tubes containing 4 ml of the 

recommended concentration of each disinfectant were used. Two of them were 

added with 1 ml sterile distilled water, and the other two with 1 ml UHT milk. The 

tubes were vigorously shaken on a Vortex mixer; following, 100 µl fungal inoculum 

was added. At  one, two, five and ten minute intervals, 50 µl aliquots were collected 

and transferred to tubes containing 2.5 ml nutrient broth added with chemical 

neutralizers.  One percent sodium thiossulfate was used to neutralize sodium 

hypochlorite, and 0.6 % soy lecithin was used to neutralize chlorexidine digluconate; 

subsequently, a 100 µl aliquot was seeded in triplicate on Petri dishes containing 

SDA and incubated at 35 oC for five days for obtaining the colony-forming units 

(CFU) count and calculating the mean. 

2.6. Analysis of results 

     The diffusion test result was obtained from the average of duplicates of each 

microorganism. For MIC, the average of duplicates from the reciprocal of the lowest 

dilution where there was inhibition of microbial growth was done. For the direct 

exposure test, the result was expressed by the average of duplicates in the inhibition 

index (ii), whose formula is: ii = 1-(logtrat + 1)-1. The analysis of all data was 

performed by the ANOVA and Tukey tests for comparison of means through the 

Statistix 6.0 software. 

3. RESULTS 

3.1. Disc diffusion 

     Disinfectant evaluation by the diffusion method showed significant differences in 

antifungal activity among the chemicals tested (p = 0.000). chlorexidine digluconate 

showed 19 mm inhibition zones on average, whereas sodium hypochlorite and 
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control did not show inhibition zones (Fig. 1). In relation to the origin of S. schenckii 

isolates, significant differences were not found and an average 18 mm zone for 

feline, 20 mm for canine, 19 mm for human sporotrichosis isolates and 21 mm for 

environmental isolates were found. 

3.2. Broth microdilution 

     Chlorexidine digluconate showed lower MIC and MFC values than those dilution 

recommended by the manufacturer for use (66.7 µl ml-1) against all fungal isolates. 

MIC and MFC values for chlorexidine digluconate varied from 4.2 to 8.3 µl ml-1 for  S. 

schenckii environment isolates, and <4.2 µl ml-1 for feline, canine and human 

isolates. MIC and MFC for sodium hypochlorite were smaller than those indicated as 

the use dilution (40 µl ml-1) in five (41.7 %) S. schenckii isolates from canine (3), 

feline (1) and human (1) sporotrichosis clinical cases. However, seven (58.3 %) 

isolates presented MIC and MFC values over 40 µl-1 (Table 1). 

3.3. Direct exposure test 

     The results of the direct exposure test showed significant differences as to the 

tested disinfectants (p = 0.000) and organic matter presence (p = 0.000); significant 

differences related to the sample origin were not observed. The total fungal load 

elimination was obtained after 2 min contact with sodium hypochlorite in the absence 

of organic matter for all isolates. On the other hand, a 60 % reduction in fungal 

inoculum in the presence of organic matter was only obtained after 20 min contact. In 

relation to chlorexidine digluconate, antifungal activity was confirmed by 25 % of 

fungal inoculum decrease after 20 min contact in the absence of organic matter. 

Antifungal action at the end of contact time was not observed in the presence of 

organic matter (Fig. 2). 
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4. DISCUSSION 

     Sporotrichosis has been recognized worldwide as an important health problem [1, 

19]. Thus, concern on the appropriate treatment and disease control has prompted 

both professionals and researchers aiming to establish procedures to reduce the 

number of infectant units in the environment. The present study has evaluated the 

disinfectant susceptibility of clinical and environmental isolates of S. schenckii 

through a variety of techniques. In all techniques used, a significant difference in 

susceptibility related to the origin of isolates was not found, in spite of the fact that 

environmental isolates showed higher inhibition values in the agar diffusion and broth 

microdilution techniques when compared to other isolates. The present study 

obtained results which were similar to those reached by Menezes et al. [9], with lower 

MIC and MFC values for chlorexidine than for sodium hypochloride. Xavier et al. [18], 

on evaluating chlorexidine digluconate action in the presence of Aspergillus spp 

isolates also obtained lower MIC values than those recommended by the 

manufacturer’s. Research with 2 % sodium hypochlorite and 2 % chlorexidine has 

been done against Candida albicans by using the agar diffusion and direct exposure 

techniques [8, 20]. The results obtained by the present study were similar to those 

described by Estrela et al [8] and Waltimo et al [20], with best performance for 

sodium hypochlorite in the direct exposure test, while chlorexidine performed best in 

the agar diffusion test. However, these results were different from those obtained in a 

study by Pedrini and Margatho [3] upon evaluating the antimicrobial action of sodium 

hypochlorite and chlorexidine digluconate by the agar diffusion technique, which in 

that occasion they obtained satisfactory results for both disinfectants.  

     The results referring to the chlorexidine antifungal action in the ausence of organic 

matter obtained in this study differed from those obtained by Schuch et al. [17]. 
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These authors demonstrated total bacterial inactivation after 10 min contact in the 

absence of organic matter with chlorexidine digluconate. However, they obtained a 

significant reduction in antibacterial action in the presence of organic matter. Thus, 

there was a similar antimicrobial activity reduction in the presence of organic matter 

between the study done by Schuch and colleagues [17] and the present study. 

     The low sodium hypochlorite action in the diffusion test in this study can be partly 

explained by the Sabouraud agar acid pH used in the test, corresponding to 5.6 ± 

0.2. The stability of sodium hypochlorite solutions, according to Siqueira [21] is 

related to pH; thus, the more alkaline the pH, the longer the stability of hypochlorite 

solutions. Besides, sodium hypochlorite, in the presence of water, results in 

hypochlorous acid, which contains active chloride and interrupts the metabolic 

functions of the microbial cell [22]. Consequently, the good antimicrobial activity 

found in the direct exposure test may be connected with the hypochlorite chemical 

reaction in the presence of water, resulting in active chloride. On the other hand, the 

RMPI medium used in the microdilution test has proteic components (organic matter) 

which interfere in the sodium hypochlorite action. This organic matter interference in 

antimicrobial activity has been proved in the present study by the results obtained in 

the direct exposure test. 

     According to Santos et al. [5], the disinfectant efficacy must be evaluated within 5 

– 20 min contact, must consider 10 min for sodium hypochlorite. Thus, a 10 min 

contact of sodium hypochlorite with the fungal inoculum in the presence of organic 

matter was found to reduce   40 % of the fungal load on average in this study, while 

fungal elimination was obtained after 2 min contact in the absence of organic matter. 

These data emphasize the importance of previous water and soap wash for the 

purpose of removing dirt that could eventually reduce the sodium hypochlorite action 
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[5]. Jaenisch et al. [14] and Kich et al. [15], however, did not observe antimicrobial 

action reduction of 1% sodium hypochlorite in the presence of organic matter. Thus, 

the results obtained in the present study, which found a 50 % reduction in 4 % 

sodium hypochlorite antifungal activity in the presence of organic matter, differ from 

those obtained by the authors mentioned above. 

     The in vitro susceptibility test suffers interference from several factors, including 

components in the medium used, pH, and exposure time [9, 16]. Therefore, the 

choice of which test to use to evaluate antifungal action of a specific product depends 

on the purpose of use of the disinfectant. In this study, the direct exposure test was 

the one that best reproduced the way of use of disinfectants, when compared to the 

microdilution and diffusion tests. The results obtained showed the higher antifungal 

potential of sodium hypochlorite as compared to chlorexidine digluconate both in the 

presence and absence of organic matter against Sporothrix schenckii. 
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Table 1. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration 

(MFC) of Sporothrix schenckii isolates against chlorexidine digluconate and sodium 

hypochlorite 

 

Isolates ID 

Digluconate 

Chlorexidine 

(CI:66.7µL/mL) 

MIC/MFC 

Sodium 

Hypoclorite 

(CI: 40µL/mL) 

MIC/MFC 

Cats 

S2408 

S3009 

S4710 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

80 

40 

20 

Dogs 

S0205 

S1006 

S1106 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

20 

10 

10 

Humans 

H2 

H4 

H8 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

≤ 4.2 

20 

80 

80 

Environment 

A3 

A4 

A5 

8.3 

8.3 

≤ 4.2 

40 

80 

40 

 

ID: Strain number 

CI: Concentration recommended by manufacturers 
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Figure 1. Fungal growth inhibition with chlorexidine digluconate (CD) and absence of 

inhibition with sodium hypochlorite (SH) and distilled water (DW). 
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Figure 2. Colony-forming units reduce (mean) of S. schenckii against sodium 

hypochlorite (SH) and chlorexidine digluconate (CD) in the organic matter (OM) 

presence and absence. 
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4 CONCLUSÃO 

 A esporotricose é uma micose endêmica no sul do Rio Grande do Sul que 

ocorre em felinos principalmente, na forma cutânea disseminada enquanto que em 

caninos, a cutânea fixa com acometimento nasal é a mais freqüente. Cães também 

desenvolvem a forma respiratória sem acometimento cutâneo, sendo que a 

presença de alterações respiratórias é frequente em animais com esporotricose.  

 Os achados laboratoriais com relação ao hemograma demonstram que 

animais com a forma cutânea fixa não apresentam alterações nos valores 

hematológicos enquanto que aqueles com a forma cutânea disseminada apresentam 

marcada alteração tanto no leucograma como no eritrograma, sendo caracterizadas 

por leucocitose por neutrofilia e anemia normocítica e normocrômica. 

 Os isolados clínicos e de ambiente de S. schenckii de uma mesma região 

apresentam diferenças na morfologia macroscópica e microscópica. Assim, isolados 

de esporotricose felina apresentam maior número de conídios ao redor das hifas do 

que formas semelhantes a “margaridas”, as quais são mais freqüentes em isolados 

de S. schenckii de cães e humanos.  

 A melanina presente em conídios de S. schenckii proveniente de casos 

clínicos de esporotricose felina, canina e humana está diretamente relacionada à 

espessura da parede celular sendo que isolados de caninos apresentam maior 

espessura da parede celular do que isolados de felinos e humanos.  

 O hipoclorito de sódio e digluconato de clorexidina apresentam ação 

antifúngica frente a isolados de S. schenckii. Entretanto, não existem diferenças na 

suscetibilidade entre isolados na avaliação dos desinfetantes por diferentes técnicas. 

A técnica de exposição direta foi a que melhor reproduziu as condições reais de uso 

dos desinfetantes, sendo que o hipoclorito de sódio apresentou maior eficácia nesta 

técnica tanto na ausência quanto na presença de matéria orgânica enquanto que o 

digluconato de clorexidina apresentou ação antifúngica nos testes de difusão em 

agar e microdiluição em caldo.  
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