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Analise morfoldgica e termotolerancia de isolados clinicos
e do ambiente de Sporothrix schenckii do sul do Brasil

Morphological pattern and thermotolerance of clinical and from
environment isolates of  Sporothrix schenckii  from the south of Brazil
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Resumo

A esporotricose é causada pelo fungo Sporothrix schenckii sendo considerada uma micose de grande importancia em
saude publica. Devido as diferengas clinicas, epidemiolégicas e moleculares descritas em varios estudos, este estudo
avaliou as caracteristicas fenotipicas e termotolerancia de 36 isolados clinicos de S. schenckii provenientes de casos
clinicos de esporotricose felina, canina e humana, quatro isolados do ambiente e duas cepas de referéncia. Os 42 isolados
de S. schenckii originados de cinco cidades da regido sul do Rio Grande do Sul (Brasil) foram utilizados para analise
fenotipica, termotolerancia e conversédo para a fase leveduriforme. Os cultivos em agar lactrimel, agar Sabouraud acrescido
de cloranfenicol e agar batata a 25 e 35°C demonstraram diferengas na morfologia das coldnias e na velocidade de
crescimento (p=0,026) entre as cepas de referéncia e os isolados clinicos e do ambiente. Na avaliagdo da termotolerancia,
26,2% dos isolados foram capazes de crescer a 41°C. Todos os isolados foram convertidos para a fase leveduriforme. O
estudo da micromorfologia demonstrou diferencas estatisticas (p<0,01) entre isolados clinicos de felinos e o restante dos
isolados em relagédo a conidios pigmentados e formas de “margaridas”. Nossos resultados demonstraram diferencas
morfolégicas entre isolados clinicos e do ambiente de S. schenckii provenientes de uma mesma regido e uma maior
probabilidade de desenvolvimento de formas clinicas disseminadas e sistémicas por isolados de casos clinicos de
esporotricose felina devido a termotolerancia.
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Abstract

Sporothrix schenckii is the etiological agent of the sporotrichosis in animals and humans being this mycosis of great
importance in public health. Due to clinical, epidemiological and molecular differences described in other studies, this study
evaluated phenotypic and thermotolerance characteristics of 36 S. schenckii isolates from clinical cases of feline, canine and
human sporotrichosis, four environmental isolates and two reference strains. Forty-two S. schenckii isolates from five towns
of the south region of the Rio Grande do Sul, Brazil were utilized to phenotypic analyses, thermotolerance and conversion to
the yeast phase. Cultured isolates on lactrimel agar, Sabouraud dextrose agar added chloramphenicol and potato dextrose
agar at 25 and 35°C showed differences in the colonies morphology and growth time (p=0,026) among reference strains and,
clinical and environmental isolates. In the thermotolerance evaluation 26.2 % isolates were capable of growth at 41°C. All
isolates presented conversion to the yeast phase. Microscopic morphologies study showed statistical differences (p<0,01)
among clinical isolates of felines and other species in relation to sessile pigmented and sympodial conidia. Our results
demonstrated morphological differences among S. schenckii clinical and environmental isolates of a same region and an
great probability of development of clinical forms disseminated and systemic by sporotrichosis feline isolates due to
thermotolerance.
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Introducéo

Sporothrix schenckii é um fungo geofilico e dimorfico,
encontrado na forma micelial no meio ambiente e in vitro em
temperatura ao redor de 25°C, e na forma de levedura quando
em parasitismo e in vitro a 37°C. Este fungo é encontrado
em cascas de arvores, musgos, plantas, palha, madeira e
material organico em decomposi¢do, podendo permanecer
por periodos prolongados nestes locais (Barros et al., 2008;
Nobre et al., 2008). Possui fatores de patogenicidade como
enzimas extracelulares, cepas termotolerantes, diferentes
constituintes da parede celular e presen¢a de granulos de
melanina que aumentam suas chances de sobrevivéncia no
ambiente e no hospedeiro (Lopes-Bezerra et al., 2006; Madrid
et al., 2010a).

O fungo S. schenckii é o agente etioldgico da esporotricose
em animais e humanos. Esta doenca é considerada a
micose subcuténea de maior ocorréncia na América do Sul e
com grande importancia em saude publica (Barros et al.,
2008; Madrid et al., 2010b). Nos ultimos anos, varios estudos
tém sido conduzidos com relacdo a fatores de patoge-
nicidade do S. schenckii visando compreender as variages
clinicas e de suscetibilidade antifungica do agente (Kong et
al., 2006; Nobre et al., 2008). Assim, véarias pesquisas foram
realizadas comparando aspectos moleculares e viruléncia
de isolados de S. schenckii em diferentes paises (Dixon et
al., 1991; Mesa-Arango et al., 2002; Holechek et al., 2004;
Kong et al., 2006; Fernandes et al., 2009). Estes estudos
demonstraram grande variabilidade genética entre isolados
de uma mesma regido geografica, assim como entre regides.
Recentemente, a espécie S. schenckii foi dividida em trés
novas espécies de acordo com caracteristicas morfofi-
siolégicas e geogréficas, sendo denominadas S. brasiliensis,
S. globosa e S. mexicana (Marimon et al., 2007). Tendo em
vista os diferentes achados moleculares a respeito do S.
schenckii e a escassez de estudos morfolégicos visando a
comparacéo de isolados clinicos e do ambiente, este estudo
objetivou avaliar as caracteristicas fenotipicas e a termo-
tolerancia de isolados de S. schenckii provenientes de casos
clinicos de esporotricose humana, felina e canina, e de
isolados do ambiente.

Material e métodos

Foram utilizados 36 isolados de S. schenckii provenientes
de casos clinicos de esporotricose em gatos (22), caes (7) e
humanos (7), quatro isolados do ambiente e duas cepas de
referéncia (I0C1226 e I0C1113) obtidas do Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ-RJ) totalizando 42 isolados. Para reativacéo
dos isolados, estes foram repicados em agar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol, sendo as placas
incubadas a 25°C por sete dias. Posteriormente, as col6nias
obtidas foram subcultivadas para o estudo fenotipico e de
termotolerancia.

Para o estudo fenotipico, os isolados foram semeados, em
duplicata, em placas de Petri contendo agar Sabouraud
Dextrose acrescido de cloranfenicol (SDA), agar batata (PDA)
e agar lactrimel (LCA) (20g farinha de trigo, 7g mel, 20g leite
em po integral, 20g agar-agar, 1000 mL de agua destilada).
As placas foram incubadas a 25°C e 35°C durante 21 dias,
sendo as coldnias avaliadas a cada sete dias quanto a
velocidade de crescimento e as caracteristicas macrosco-
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picas das col6nias como coloragdo, aspecto, topografia e
pigmentacdo. A avaliagdo microscopica dos isolados de S.
schenckii foi realizada através de microcultivo em lamina
contendo PDA, incubado a 25°C por sete dias. Apos a
incubacéo foi analisada a forma e coloragdo dos conidios,
guantificagcdo de conidios demaceos e de formas como
“margaridas” em graus + (escasso), ++ (moderado) e +++
(muito).

A conversdo da fase filamentosa para leveduriforme foi rea-
lizada através da semeadura dos isolados de S. schenckii
em infusdo cérebro-coragdo (BHI) com incubacdo em estufa
shaker a 37°C por sete dias, sob agitacdo constante de 100
ciclos/minuto. Apés o periodo de incubagédo foi realizado
exame direto através de esfregaco e coloragdo de Gram para
verificar a presenca de células leveduriformes. Para avalia-
¢do da termotolerancia, os isolados foram subcultivados em
SDA acrescido de extrato de levedura 1% e incubados a 41°C
por sete dias, sendo realizado também o exame microscopico
das colbnias.

Os resultados foram analisados em programa Statistix 8.0,
submetendo os dados de velocidade de crescimento a
andlise de variancia totalmente casualisado e a comparagéo
entre médias através do teste de Tukey. Os demais dados
como quantidade de conidios pigmentados e presenca de
margaridas foram analisados pelo teste de Kruskall-Waalis

para dados ndo paramétricos.

Resultados

Os 40 isolados clinicos e do ambiente de S. schenckii
utilizados para os estudos fenotipicos e de termotolerancia
pertenciam a cinco municipios da regiao sul do Rio Grande
do Sul: Rio Grande, Pelotas, Capéo do Ledo, Pedro Osorio e
Cangucu.

O estudo da macromorfologia dos isolados de S. schenckii
demonstrou o crescimento de coldénias com diferentes
colorag@es, topografia e textura nos meios de cultivo utili-
zados. Além disso, verificaram-se diferengcas na velocidade
de crescimento das col6nias com relagdo a temperatura e
meio de cultivo (Tabela 1). O crescimento com relagédo a
origem dos isolados demonstrou diferenca estatistica entre
as cepas de referéncia e os isolados clinicos e do ambiente
(p=0,026), com o crescimento mais lento das cepas de
referéncia. Com relagdo aos meios de cultivo, observou-se

Tabela 1: Média de crescimento de 42 isolados de S. schenckii
a 25°C e 35°C nos diferentes meios de cultivo

Temperatura Tempo SDA PDA Lactrimel

°c) (dias) (cm) (cm) (cm)

7 0,97 1,10 0,86

25 14 1,86 2,01 1,64

21 2,52 2,58 2,37

7 1,03 1,05 0,75

35 14 1,56 1,72 1,40

21 2,34 2,39 2,13

SDA: agar Sabouraud dextrose; PDA: agar batata



crescimento mais lento das coldénias em agar lactrimel
guando comparado ao SDA e PDA. A coloracao das colbnias
variou de creme a marrom-escura, sendo que no agar
lactrimel houve predominancia de colbnias marrom-escuras
de textura aveludada e de topografia plana, enquanto no PDA
e SDA, as colbnias apresentaram colora¢cdes creme-
acinzentadas ou creme-acastanhadas de textura aveludada
ou membranosa e de topografia elevada ou rugosa.

O estudo da micromorfologia dos isolados demonstrou
diferentes graus de pigmentagdo dos conidios e formas como
“margarida”, sendo verificada uma relagédo inversa na
gquantidade destes. De modo geral, foram observadas hifas
finas, septadas, hialinas e ramificadas com conidi6foros
delgados, conidios hialinos e pigmentados de formato
esférico. Quando comparados os isolados provenientes de
casos clinicos em felinos com os outros isolados observou-
se diferenca estatisticamente significativa (p=0,0003) com
relagdo a quantidade de conidios pigmentados. Isolados de
felinos apresentaram grau +++ para conidios demaceos,
enquanto os isolados de humanos e caninos apresentaram
graus + e ++. Com relagdo a quantidade de formas como
“margaridas” observou-se diferenca estatistica (p=0,0091)
entre isolados de felinos e isolados de outras origens com
nenhuma amostra de felino apresentando esta caracteristica
(Figura 1).

] : ’ ‘
Figura 1: Numerosos conidios demaceos ao redor das hifas em isolado

de S. schenckii proveniente de esporotricose felina (a) e presencga de
“margaridas” em isolado de esporotricose canina (b).
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Em todos os isolados foi confirmado o dimorfismo, com a
conversdo da fase filamentosa para leveduriforme. Microsco-
picamente, as leveduras de S. schenckii eram caracterizadas
por células ovais a alongadas com brotamento unipolar. O
estudo da termotolerancia demonstrou 11/42 (26,2%) dos
isolados com capacidade de crescer a 41°C, dos quais seis
eram isolados provenientes de felinos, dois de humanos,
um de canino e dois do ambiente. Nenhuma cepa de referén-
cia cresceu nesta temperatura. As coldnias apresentavam
coloracdo creme, textura cremosa e topografia plana a
rugosa. Na avaliagdo da relacédo entre presenca de conidios
pigmentados e termotolerancia ndo foi observada diferenga
estatistica, embora 54,5% dos isolados termotolerantes
eram provenientes de casos de esporotricose felina.

Discussdo

Os resultados da morfologia macroscoépica dos 42 isolados
de S. schenckii demonstraram diferengas na textura,
topografia e coloracdo entre os meios de cultivo utilizados.
Verificou-se que cultivos realizados em SDA e PDA
apresentaram caracteristicas similares como coldnias
creme-acinzentada ou creme-acastanhada, membranosas
ou aveludadas, elevadas e rugosas similares as descritas
na literatura (Mesa-Arango et al., 2002; Lopes et al., 2006).
Por outro lado, o crescimento em agar lactrimel demonstrou
colénias planas, aveludadas e enegrecidas. Os achados do
presente estudo ndo foram similares aos descritos por
Marimon et al. (2007), os quais observaram coldnias laranja-
palida e laranja-acinzentada utilizando como meios de cultivo
o agar fuba, agar batata e agar aveia.

A andlise micromorfoldgica dos 42 isolados de S. schenckii
demonstrou relagéo inversa entre grau de pigmentacéo de
conidios e formas de “margaridas”. Assim, foi possivel
observar que isolados de felinos apresentaram maior grau
de pigmentacdo dos conidios, o que esta diretamente
relacionado com a presen¢a de melanina, um importante
fator de patogenicidade do fungo (Almeida-Paes et al., 2009).
Pesquisas in vivo demonstraram maior poder de invasao e
disseminagdo tecidual de isolados pigmentados do que
isolados mutante-albinos (Nobre et al., 2008; Madrid et al.,
2010a). Pesquisas a respeito da melaniza¢do de isolados
brasileiros de S. schenckii demonstraram uma maior
habilidade de produgdo de melanina em meio minimo e em
meio L-DOPA (dihidroxifenilalanina) do que em agar
Sabouraud dextrose assim como, em temperatura de 30°C
do que a 37°C (Almeida-Paes et al., 2009). O fungo S.
schenckii produz melanina DHN (dihidroxinaftaleno) tanto na
fase filamentosa quanto leveduriforme, a qual tem sido
considerada um dos principais fatores de patogenicidade
do fungo (Romero-Martinez et al., 2000; Morris-Jones et al.,
2003; Nobre et al., 2004; Madrid et al., 2010a). Entretanto,
Almeida-Paes et al. (2009) demonstraram a produgao in vitro
de melanina por isolados de S. schenckii a partir de
compostos fendlicos, sugerindo assim, a produgédo de
melanina DOPA.

Os resultados obtidos no presente estudo diferem dos dados
demonstrados por Mendonza et al. (2005), os quais
realizaram estudo morfolégico de um isolado clinico de S.
schenckii proveniente de um caso de esporotricose humana
na Venezuela, utilizando agar Sabouraud e observaram
conidios ovais a alongados. Entretanto, no presente estudo

R. bras. Ci. Vet., v. 18, n. 2/3, p. 57-61, maio/dez. 2011



60

a analise micromorfolégica foi realizada em PDA e com
isolados clinicos de S. schenckii provenientes de animais,
assim como isolados do ambiente. Os resultados obtidos
na avaliagdo micromorfolégica, realizada em agar batata, se
assemelham ao estudo realizado por Marimon et al. (2007),
embora estes autores tenham utilizado agar fuba para o estu-
do microscoépico de 127 isolados de S. schenckii proveni-
entes de diferentes paises. Estes autores sugeriram trés
novas espécies — S. globosa, S. brasiliensis e S. mexicana —,
sendo que todos os isolados provenientes do Brasil demons-
traram caracteristicas semelhantes, como a presenca de
conidios sésseis globosos de coloragdo marrom a marrom
escura, sendo denominados de S. brasiliensis. Dixon et al.
(1991) ao avaliarem as caracteristicas microscopicas de
isolados clinicos e do ambiente provenientes dos Estados
Unidos, observaram diferengas no arranjo, formato e
tamanho dos conidios. Os achados obtidos por estes autores
com relagdo aos isolados do ambiente sdo semelhantes
aos obtidos no presente estudo, sendo caracterizados pela
presenca massiva de conidios esféricos ao redor das hifas.
Além disso, os achados com relacdo aos isolados clinicos
também foram semelhantes embora os isolados provenien-
tes de gatos com esporotricose tenham demonstrado maior
numero de conidios ao redor das hifas do que formas se-
melhantes a “margaridas”.

Um dos principais fatores de patogenicidade do S. schenckii
é a termotolerancia, a qual esta relacionada principalmente
com a disseminagdo fangica para outros érgdos (Know-
Chung 1979; Tachibana et al., 2001). No presente estudo,
26,2% dos isolados apresentaram capacidade de crescer a
41°C, sendo 54,5% provenientes de casos clinicos de
esporotricose em felinos. Esta espécie desenvolve formas
clinicas mais graves do que em outras, com lesfes cutaneas
extensas e disseminadas (Madrid et al., 2010b). Esses
resultados se assemelham aos descritos por Fernandes et
al. (2009) e Mesa-Arango et al. (2002) que testaram a termoto-
lerdncia a 35 e 37°C e obtiveram maior percentual de inibi¢éo
do crescimento de isolados provenientes de formas cutaneas
fixa de esporotricose em humanos do que em isolados de
outras formas cutdneas assim como de esporotricose em
animais. Entretanto, os resultados obtidos no presente estu-
do diferem das pesquisas realizadas por Marimon et al. (2007)
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e Ghosh et al. (2002), os quais ndo obtiveram crescimento a
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Nossos resultados demonstraram diferengas morfologicas
entre isolados clinicos e do ambiente de S. schenckii de
uma mesma regido e uma maior probabilidade de
desenvolvimento de formas disseminadas e sistémicas por
isolados provenientes de casos de esporotricose felina
devido a termotolerancia.
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