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Autora: Daniele Carvalho de Oliveira 
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 Recentemente foi proposto que Sporothrix schenckii é um complexo que engloba seis 

espécies, o que exige a reavaliação das características laboratoriais inerentes à suscetibilidade 

e à virulência desse complexo fúngico. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

suscetibilidade in vitro de 40 isolados de Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei e S. 

schenckii à terbinafina (TER) em combinação com itraconazol (ITZ), cetoconazol (CTZ) e 

voriconazol (VRC), bem como investigar o perfil enzimático destas novas espécies. Os 

isolados são oriundos de esporotricose em humanos (18 da forma cutânea fixa e 13 isolados 

da forma linfocutânea), de felinos (n = 8) e de canino (n = 1), tendo sido previamente 

identificados por testes fenotípicos e moleculares. A avaliação da suscetibilidade foi realizada 

com base no protocolo M38-A2 (CLSI) e a atividade enzimática foi determinada através do 

Sistema API-ZYM
®

 (bioMérieux, Marcy-l'Etoile, França). Na avaliação da suscetibilidade  

aos antifúngicos combinados, a interação sinérgica só foi verificada pela associação  

TRB+ITZ, ocorrendo  somente  frente a um isolado da espécie S. schenckii; a mesma 

combinação evidenciou efeito aditivo frente a 14 (35%) isolados. Já as combinações  

TRB+CTZ e TRB+VRC apresentaram efeito aditivo para 11 [27,535%] e 1 [2,5%] isolados, 

respectivamente. Todas as demais combinações evidenciaram interações indiferentes. Em 

relação ao perfil enzimático, as enzimas esterase, lipase esterase, fosfatase ácida, naftol-AS-

BI-phosphohydrolase e β-glucosidase foram caracterizadas  em 85 - 97,5% dos isolados 

estudados. A enzima lipase só foi detectada em S. brasiliensis enquanto que a leucino-

arilamidase somente ocorreu em S. albicans. a ausência de naftol-as-bi-phosphohydrolase  só 

ocorreu em S. luriei. Os 37 isolados identificados como S. schenckii manifestaram variações 

enzimáticas  que permitiram agrupar estes isolados  em 15 diferentes biotipos. O estudo do 

perfil enzimático em espécies recentemente identificadas é importante, pois, vem contribuir 

com a compreensão da virulência, suscetibilidade e, sobretudo, pode oportunizar novas 

possibiliades para identificar, separar e classificar fenotipicamente as novas espécies de 

agentes da  esporotricose.  

 

Palavras-chaves: Sporothrix spp; suscetibilidade; associações; perfil enzimático; virulência. 
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ABSTRACT 
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S. schenckii, S. luriei, S. brasiliensis e S. albicans: 

 SUSCEPTIBILITIES TO COMBINATORIAL ANTIFUNGAL AGENTS 

AND CHARACTERIZATION OF ENZYMATIC PROFILES  
 

Author: Daniele Carvalho de Oliveira 

Adviser: Dr. Sydney Hartz Alves 

Date and Place of Defence: Santa Maria, August 6, 2012. 
 

 

 Recently was proposed that Sporothrix schenckii is a complex encompassing six 

cryptic species, which calls for the reassessment of laboratory characteristics inherent 

susceptibility and virulence of this fungi complex. In these contexts, the aim of this study was 

to evaluate the in vitro susceptibility of Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei and S. 

schenckii to terbinafine in combination with itraconazole, ketoconazole and voriconazole as 

well as the correlation of enzymatic profile with the new species. The isolates (n=40) were 

from cases of human (18 isolates from cases of fixed cutaneous sporotrichosis and 13 isolates 

from cases of lymphocutaneous sporotrichosis), feline (n = 8) and canine (n=1) sporotrichosis 

and were previously identified by phenotypic and molecular tests. The assessment of the 

susceptibility was performed based on the protocol M38-A2 and the enzymatic activity was 

determined using the commercial kit API-ZYM System (BioMérieux, Marcy- l’Etoile, 

France) in accordance with the manufacturer’s instructions. In assessing the susceptibility, 

synergism was observed in only one isolate (2,5%) of the association of TRB+CTZ; addition, 

in the 11 (27,5%) strain tested for TRB+CTZ; in TRB+ITZ 14 (35%) of isolates and in 

TRB+VRC. Most interactions were indifferent. The Sporothrix schenckii Complex had 

different positive results for each of the new species tested. Enzymes such as esterase, 

esterase lipase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase and β-glucosidase were 

recorded as positive reaction in 85 – 97,5% of strains. Among the different enzymatic profiles 

obtained, there was unique and very peculiar to the new specimens, the positive it was 

observed that positive reactions for lipase and leucine arilamidase were documented only for 

S. brasiliensis and S. albicans, respectively. Furthermore, only S. luriei species was recorded 

as negative reaction for naphthol-AS-BI-phosphohydrolase. Furthmore, only S. luriei obtained 

negative result for naphthol-AS-BI-phosphohydrolase. The 37 isolated of S. schenckii were 

tested featured in 15 different biotypes. The variability enzyme found may contributes to a 

better understanding to the differences in virulence and resistance among species of the genus 

Sporothrix, and may possibility a new phenotypic basis for separating and classify the new 

specie, as well as providing a review of clinical and epidemiological data of sporotrichosis. 

 

Keywords: Sporothrix spp, enzyme, profile, synergism, antifungal association 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As espécies de Sporothrix apresentam-se como fungos dimórficos, capazes de crescer 

como micro-organismos saprófitas em temperatura ambiente e na forma de levedura a 37°C, 

em meios enriquecidos e em tecidos parasitados (HEKTOEN; PERKINS, 1900). Agente 

etiológico da esporotricose, o Sporothrix spp acomete tanto o homem quanto uma grande 

variedade de animais e apresenta-se distribuído mundialmente, com maior frequência nos 

países tropicais, sendo a micose subcutânea mais frequente no Brasil (LOPES-BEZERRA; 

SCHUBACH; COSTA, 2006; RIVITTI; AOKI, 1999). 

 No homem, a esporotricose apresenta uma grande variedade de manifestações clínicas 

que vão desde lesões cutâneas e muco-cutâneas até manifestações extracutâneas. As lesões 

cutâneas são as mais frequentes e geralmente se apresentam na forma de nódulos que ulceram 

seguindo a trajetória de um tronco linfático (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). As 

apresentações extracutâneas, consideradas as formas mais graves da doença, podem envolver 

lesões ósseas, articulares, pulmonares e no sistema nervoso central (SILVA-VERGARA et al., 

2005).  

 Os mecanismos bioquímicos de defesa do fungo, sobretudo a presença da melanina e a 

possível diferença na expressão enzimática, refletem-se na virulência e suscetibilidade aos 

tratamentos (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996). A virulência do Complexo Sporothrix 

schenckii está associada aos componentes de sua parede celular, como proteínas e 

glicoproteínas, dentre as quais galactomana e ramnomanana se destacam como principais 

polissacarídeos (TRAVASSOS, 1989). A secreção de enzimas por micro-organismos também 

é considerada um fator importante na invasão tecidual, contribuindo para a patogenicidade do 

fungo, além de se manifestar um potencial para auxiliar na identificação fenotípica de 

diferentes espécies (DE BERNARDIS et al., 1999).  

 O itraconazol tem sido recomendado para tratamento das formas linfocutâneas da 

esporotricose. Para as formas mais graves ou insucesso terapêutico com itraconazol 

recomenda-se a administração de anfotericina B. Apesar da atividade destes agentes 

antifúngicos, o longo período de tempo requerido com o itraconazol e a nefrotoxicidade 

associada à anfotericina B são algumas das limitações da atual antifungicoterapia que 

evidenciam a necessidade de se disponibilizar novas alternativas para tratamento 

(KAUFFMAN et al., 2007; TRILLES et al., 2005).  Os registros de esporotricose disseminada 
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em pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) também justificam a busca 

por novos esquemas terapêuticos (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001). A combinação de 

antifúngicos pode manifestar sinergismo, trazendo como vantagens: a) redução da toxicidade 

pela administração de doses mais baixas; b) redução do tempo à resposta ao tratamento; c) 

redução do tempo de hospitalização; d) aumento do espectro de ação além da redução da 

aquisição de resistência aos antimicrobianos (JOHNSON et al., 2004). 

 Recentemente, estudos e moleculares serviram como base para reavaliar a identidade 

do Sporothrix schenckii que a partir de então, passou a ser considerado como “Complexo 

Sporothrix schenckii”, definido com a identificação de cinco novas espécies: S. albicans, S. 

luriei, S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana (MARIMON et al., 2007). Esses achados 

confirmam investigações moleculares anteriores que constataram uma grande variabilidade 

intraespecífica principalmente associada à origem geográfica desses isolados clínicos 

(MARIMON et al., 2006; WATANABE et al., 2004).  

Neste contexto, é pertinente o aprofundamento de estudos abordando as novas 

espécies de Sporothrix, notadamente nos aspectos relativos à suscetibilidade aos antifúngicos, 

suscetibilidade às combinações de fármacos e reconhecimento das diferenças entre os perfis 

enzimáticos destas espécies, com vistas ao reconhecimento de seu papel na virulência e/ou 

como marcador fenotípico para a rápida identificação destas espécies.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

 O presente estudo teve como objetivo identificar fenotípica e genotipicamente as 

novas espécies do complexo Sporothrix schenckii, investigando-se também sua 

suscetibilidade aos antifúngicos e perfil enzimático. 

  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Identificar, fenotípica e genotipicamente, 40 isolados previamente caracterizados 

como Sporothrix schenckii, para reconhecimento das novas espécies do Complexo Sporothrix 

schenckii. 

- Avaliar a suscetibilidade, in vitro, das novas espécies de Sporothrix spp, frente ao 

cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, miconazol, terbinafina, caspofungina e 

anfotericina B. 

- Avaliar as interações das combinações: itraconazol + terbinafina, cetoconazol + 

terbinafina e voriconazol + terbinafina. 

- Relacionar a suscetibilidade das associações antifúngicas testadas às novas espécies 

do complexo Sporothrix schenckii. 

- Avaliar, fenotipicamente, o perfil enzimático dos 40 isolados de Sporothrix spp, 

buscando-se evidenciar identidade entre enzimas e as novas espécies. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 Histórico 

 

 

 O primeiro caso de esporotricose foi relatado em 1898 por Benjamin Schenck no 

Johns Hopkins Hospital em Baltimore nos Estados Unidos da América, onde o então 

estudante de Medicina documentou a doença com descrição clínica minuciosa (SCHENCK, 

1898). Após avaliar o possível agente etiológico de uma infecção que acometia um paciente 

de 36 anos com múltiplos nódulos ulcerativos ascendentes no braço, o estudante encaminhou 

o patógeno ao fitopatologista Erwin F. Smith que o identificou como uma espécie do gênero 

Sporotrichum. Dois anos mais tarde o segundo caso foi relatado por Hektoen e Perkins em 

Chicago, EUA, envolvendo um menino de cinco anos com ferimento no dedo causado por 

martelo. Após o isolamento do fungo, estes autores verificaram que se tratava do mesmo 

agente descrito por Schenck, porém, eles adotaram uma nova nomenclatura, Sporothrix 

schenckii (HECKTOEN; PERKINS, 1900).  

 Durante os primeiros anos do século XX, a esporotricose era uma doença comum na 

França. Em 1903, foi publicado o primeiro caso de esporotricose na Europa, em Paris, em um 

paciente francês com múltiplos abscessos subcutâneos. Este organismo foi identificado como 

Sporothrix e foi nominado Sporotrichum beurmanni por Matruchot e Ramond. Nos 10 anos 

seguintes, De Buermann e Gourgeot  (apud BARROS et al., 2001) relataram mais de 200 

casos de esporotricose na França, descrevendo tanto formas cutâneas, extracutâneas e 

disseminadas da doença.  

 Em 1927, foi reportado um surto envolvendo 14 mineiros em Witwatersrand, cidade 

próxima a Johanesburgo, África do Sul. Após este episódio, entre 1941 e 1944, no mesmo 

local registrou-se o maior surto epidêmico de esporotricose pulmonar já documentado 

envolvendo cerca de 3000 mineiros. O reservatório para o crescimento saprofítico do fungo 

foi identificado nas madeiras das estruturas de sustentação de uma mina de ouro (KWON-

CHUNG; BENNETT, 1992). 

 No Brasil, o primeiro relato de esporotricose ocorreu em 1907 quando o patógeno foi 

isolado da mucosa oral de ratos (LUTZ; SPLENDORE, 1907). No ano seguinte, Splendore 

(apud LACAZ et al., 2002) estudando a doença em uma mulher com lesões faciais, descreveu 
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uma estrutura radiada ao redor das células leveduriformes do fungo chamando-a de “corpo 

asteroide” o qual se tornou útil na identificação do micro-organismo.  

 

 

3.2 Agente etiológico 

 

 

 O Sporothrix schenckii é o agente etiológico da esporotricose. É um fungo dimórfico 

térmico encontrado na forma filamentosa na natureza (25ºC) e, in vitro, quando incubado 

entre 19 ºC e 30 ºC. Converte-se à forma leveduriforme após inoculação no hospedeiro, 

durante o processo infeccioso (37ºC), ou quando cultivado a 37°C em meio de cultura 

apropriado (HECKTOEN; PERKINS, 1900).  

 Nos últimos anos, vários estudos moleculares têm sido realizados envolvendo  

isolados identificados morfologicamente como de Sporothrix schenckii provenientes de 

diferentes regiões geográficas (MARIMON et al., 2006; ZHANG et al., 2006). Estas 

investigações demonstraram uma alta diversidade genética deste gênero e a existência de 

várias linhagens filogenéticas, o que determinou o entendimento de que S. schenckii é um 

complexo fúngico formado por S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. schenckii, S. 

albicans e S. luriei (MARIMON et al., 2007, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). A comprovação 

da existência das cinco novas espécies do gênero Sporothrix nos traz a necessidade de 

reavaliar estudos já realizados e reconsiderar informações que possam ser relevantes. Esse 

complexo fúngico com suas variações intraespecíficas pode ser a explicação para as 

diferenças de suscetibilidade e de virulência observadas nos casos de esporotricose 

(MARIMON et al., 2007, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). 

  

 

3.2.1 Características morfológicas 

 

 

 Segundo a classificação taxonômica, o gênero Sporothrix pertence ao reino Fungi, 

divisão Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e família 

Ophiostomataceae (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999). 

 A fase miceliana do fungo é caracterizada pela presença de hifas hialinas de 1-2 µm de 

diâmetro, delgadas, ramificadas e septadas, a partir das quais se desenvolvem conidióforos em 
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ângulo reto, em cujo ápice dispõe-se uma vesícula com dentículos simpodiais e em cada 

dentículo nasce um conídio que juntos assumem um aspecto floral, lembrando uma margarida 

(DE HOOG et al., 2000). Os conídeos medem aproximadamente de 2 a 4 µm de comprimento 

e 2 µm de diâmetro e podem ser hialinos, em forma de lágrima e ou apresentar formas 

variadas (globosos, subglobosos, ovais, triangulares e irregulares) (DE HOOG et al., 2000). 

Em meios de cultura utilizados na rotina clínica como ágar Sabouraud e ágar batata, 

incubados a temperatura ambiente, é possível o desenvolvimento de colônias úmidas de 

aspecto coriáceas, com sulcos e dobras na superfície. No início do crescimento as colônias são 

brancas e cremosas e com o envelhecimento podem apresentar coloração marrom a negra 

quando produtoras de melanina (DE HOOG; VITALE, 2007). 

 A fase leveduriforme do fungo encontrada nos tecidos parasitados é caracterizada por 

revelar microscopicamente pequenas células ovais ou alongadas em forma de charuto 

medindo 1,5-2 x 7–9 μm, a morfologia revela blastoconídios que se coram positivamente pelo 

Gram, alguns apresentando brotamentos múltiplos. Nesta forma as colônias apresentam-se 

brancas e cremosas, semelhantes a outros fungos leveduriformes em meios de culturas sólidas 

tradicionais. In vitro, à temperatura de 37ºC esta fase pode ser encontrada depois de diversos 

repiques do fungo em meios enriquecidos como ágar Brain Heart Infusion (BHI) (TORRES-

RODRÍGUEZ et al., 1993).  

 

 

3.2.2 Características fisiológicas 

 

 

 A avaliação microscópica das estruturas morfológicas é a técnica comumente usada 

para a identificação de fungos filamentosos; todavia evidencia limitações até nas mãos de 

especialistas. Para contribuir na identificação fúngica, características fisiológicas do fungo, 

como termotolerância, capacidade fermentativa ou de assimilação de diferentes carboidratos, 

compostos nitrogenados e outras moléculas, têm revelado de valor diagnóstico 

(STEADHAM; GEIS; SIMMANK, 1986). Vários carboidratos podem ser assimilados pelo 

Sporothrix spp como a glicose, frutose, manose e celobiose (MARIMON et al., 2008). 

 Poucos estudos abordaram a caracterização fisiológica do gênero Sporothrix (GHOSH 

et al., 2002; DE HOOG et al., 2000). O quadro 1 apresenta estas características (MARIMON 

et al. 2007). 
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Espécies 
Halo> 50mm / 

21 dias /  30°C. 

Assimilação da 

sacarose 

Assimilação da 

rafinose 

Crescimento 

a 37°C 

S. brasiliensis - - - + 

S. schenckii - + + + 

S. globosa - + - - 

S. mexicana + + + + 

S. albicans + + - + 

 

Quadro 1 - Caracterização fenotípica das espécies do Complexo Sporothrix schenckii 
Fonte: Marimon et al. (2007) 

 

  

Diferenças fisiológicas entre as novas de Sporothrix spp já foram reportadas. Na fase 

filamentosa, o fungo pode ter bom crescimento em pH variável entre 3,0 a 11,5 enquanto que 

na fase leveduriforme cresce em pH entre 3,0 e 8,8 (GHOSH et al., 2002). Em geral, a melhor 

temperatura para Sporothrix spp crescer é entre 30 e 37 ºC; a temperatura de 40 ºC seu 

crescimento começa a ser impedido (GHOSH et al., 2002; MARIMON et al., 2007).  

 

  

3.3 Epidemiologia da esporotricose 

 

 

 A história natural da esporotricose vem mudando gradualmente em relação à 

frequência, modo de transmissão e distribuições geográfica e demográfica. Fatores 

ambientais, aumento na urbanização, melhor diagnóstico, podem contribuir para explicar as 

alterações no perfil da doença. Além disso, a esporotricose não é uma doença constantemente 

relatada em muitos países, existindo poucas informações sobre a sua incidência e a maioria 

dos casos é descrito apenas nos relatos de casos publicados (BARROS et al., 2001). 
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3.3.1 Distribuição geográfica 

 

 

 No início do século passado, a esporotricose era comum na França, mas atualmente a 

doença aparece esporadicamente na Europa (CRISEO; ZUNGRI; ROMEO, 2008; MAGAND 

et al., 2009). A doença embora de distribuição geográfica mundial, tem a maioria dos casos 

reportada em zonas tropicais ou subtropicais. Embora seja uma doença cosmopolita, é 

possível observar que, mesmo dentro de áreas endêmicas, sua incidência e distribuição não 

são homogêneas (FREITAS et al., 2011; RIVITTI; AOKI, 1999). 

 A esporotricose tem sido relatada como a mais frequente micose subcutânea no 

México. Apresenta-se como doença endêmica no Brasil, Uruguai e África do Sul, sendo 

também registradas em regiões altamente endêmicas na Guatemala e Peru (CASTREJON; 

ROBLES; ZUBIETA ARROYO, 1995; CUADROS; VIDOTTO; BRUATTO, 1990; 

KUSUHARA; HACHISUKA; SASAI, 1990; MAYORGA et al., 1978).  

 No Peru, existe uma área hiperendêmica ao sul das montanhas andinas, com uma 

incidência anual estimada em 48 a 60 casos de esporotricose por 100.000 habitantes em 

Abancay (PAPPAS et al., 2000). No Japão, desde o final da Segunda Guerra Mundial, os 

casos vêm aumentando gradualmente: de 22 casos entre 1918 e 1939 passou para mais de 500 

no período entre 1945 e 1968 (URABE; HONBO, 1986). Nos Estados Unidos havia menos de 

200 casos de esporotricose relatados até 1932; a partir de então, a incidência aumentou 

chegando-se à estimativa de 100 pacientes internados com esporotricose sistêmica (KWON-

CHUNG; BENNETT, 1992). Na Índia, o primeiro caso relatado foi em 1932, na região 

noroeste; de 1996 e 1997 foram diagnosticados 25 casos em Himachal Pradesh, na região 

nordeste a qual, atualmente, apresenta focos endêmicos (GHOSH et al., 1999).  

 No Brasil, entre os anos de 1945 e 1954 no Hospital de Clínicas de São Paulo, foram 

diagnosticados 104 casos de esporotricose. Esta incidência representou 0,5% de todas as 

dermatoses do período. Também em São Paulo, em Botucatu, houve o registro de 53 casos da 

doença entre 1976 e 1995 (MARQUES et al., 1997). A emergência de uma epidemia no 

estado do Rio de Janeiro promoveu uma nova dinâmica à doença, modificando o perfil 

epidemiológico no Brasil (BARROS et al., 2001). 
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3.3.2 Distribuição por sexo e idade 

 

 

 A esporotricose continua sendo a mais frequente micose subcutânea humana no Rio 

Grande do Sul, apesar de ter havido uma diminuição da incidência nas últimas décadas. 

Houve uma redução progressiva no acometimento de mulheres e, consequentemente, aumento 

da proporção de casos masculinos; esta variação foi atribuída à entrada das mulheres no 

mercado de trabalho urbano e à diminuição de suas atividades em jardinagem e horticultura 

(LOPES JORGES et al., 1999). 

 Uma análise retrospectiva dos casos de esporotricose registrados no Complexo 

Hospitalar Santa Casa de Misericórdia, na cidade de Porto Alegre, relatou 304 casos num 

período de 35 anos (1967 a 2002). Neste estudo, a exposição ao risco ocupacional para 

infecção foi 13 vezes maior no sexo masculino do que no sexo feminino. Observou-se que a 

maioria afetada era de homens (68,4%) acima dos 12 anos de idade (88,8%). A maioria dos 

pacientes (74,3%) foi relacionada como pertencentes às categorias de riscos ocupacionais 

tradicionalmente associadas a esta micose, como fazendeiros, apicultores, carpinteiros, 

jardineiros, atividades de caça e pesca ou floricultura. A distribuição dos casos avaliados 

quanto à procedência foi: 72% da região metropolitana de Porto Alegre, 6,5% da região 

sudeste do estado, 6,2% da região noroeste, 6,2% da região centro-oeste, 4,2% da região 

nordeste, 3,2% da região sudeste e 1,3% da região centro-oeste. Na região central do estado 

do Rio Grande do Sul entre 1988 e 1997 foram observados apenas 31 casos de esporotricose 

registrados no Hospital Universitário de Santa Maria. Na mesma cidade, um estudo 

retrospectivo realizado entre 1957 e 1997 registrou 342 casos de esporotricose em humanos 

(DA ROSA et al., 2005). 

 

 

3.3.3 Transmissão e contaminação 

 

 

 O gênero Sporothrix é ubíquo na natureza, sendo encontrado no solo associado a 

material orgânico de plantas (espinhos, folhas secas e madeira), água, material orgânico em 

decomposição, entre outros locais. Atividades ocupacionais e de lazer, como manejo rural, 

agricultura, construção civil, mineração, caça, pesca e outros estão relacionados à maior 

predisposição à infecção (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA., 2006). Também a 
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jardinagem está fortemente ligada ao contágio da doença, por isto também conhecida como 

“Doença dos Jardineiros” devido aos diversos casos ligados ao cultivo de rosas (ENGLE; 

DESIR; BERNSTEIN, 2007). 

 Na Guatemala, há registro de surtos epidêmicos relacionados à limpeza de pescado e 

no Uruguai e sul do Brasil, com a caça ao tatu-mulita (Dasypus hybridus) chegando até 88% 

dos casos (ALVES et al., 2010; GEZUELE; DA ROSA, 2005). 

 Há relatos de transmissão por mordidas ou arranhões de animais como gatos e 

esquilos, picadas de insetos e outros ferimentos. Estas condições podem resultar em uma 

inoculação direta ou como fator facilitador da entrada do fungo (BORREGO; MAYORGA; 

TARANGO-MARTINEZ, 2009; MILLER; KEELING, 2002). A contaminação pode também 

se dar pela manipulação de culturas de Sporothrix spp em laboratórios (COOPER; DIXON; 

SALKIN, 1992). 

 As epidemias por esporotricose são raras, e quando ocorrem, são comumente 

relacionadas a uma única fonte de infecção. O maior surto ocorreu em Witwatersrand na 

África do Sul, e sua descrição contribuiu significantemente para o conhecimento da 

esporotricose, representando até hoje, a mais completa investigação epidemiológica da 

doença. Em 1941 a 1944, mais de 3.000 trabalhadores foram infectados pelo fungo que estava 

presente nas madeiras usadas de escoras nos corredores de uma mina de ouro. Nos EUA, a 

maior epidemia ocorreu em 1988, envolvendo 15 estados que participaram de um programa 

de reflorestamento, quando 84 trabalhadores foram contaminados devido à exposição ao 

musgo Sphagnun usado para embalar as mudas em um viveiro na Pensilvânia (BARROS; 

PAES; SCHUBACH, 2011; DIXON; DUNCAN; HURD, 1992). 

 

 

3.3.4 Transmissão zoonótica 

 

 

 A esporotricose humana tem sido esporadicamente associada com mordidas e 

arranhões de animais (KAUFFMAN, 1999). Desde 1980, a transmissão dessa micose por 

felinos ganhou atenção, quando pesquisadores relataram um surto envolvendo cinco pessoas 

expostas a gatos com esporotricose (DUNSTAN et al., 1986; READ; SPERLING, 1982; 

SCHUBACH et al., 2004).   

 A maior epidemia de esporotricose já registrada, devido à transmissão zoonótica foi 

descrita no Rio de Janeiro, entre 1998 e 2004. Apenas no Instituto de Pesquisa Clínica 
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Evandro Chagas (IPEC) ligado à Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, 1503 

casos de esporotricose foram diagnosticados em gatos, 64 em cães e 759 em humanos. As 

pessoas mais comumente afetadas nesse surto foram donas de casa que cuidavam de gatos 

infectados (BARROS et al., 2001). Um estudo realizado entre 1998 e 2001 relatou que dos 

178 de casos da doença, 156 eram pacientes que referiram contato com gatos com 

esporotricose (BARROS et al., 2004). Desde então, donos de gatos e veterinários se 

caracterizaram como um novo grupo de risco para a aquisição da doença através destes 

animais contaminados (HIRANO et al., 2006; YEGNESWARAN et al., 2009).  

 Alguns autores acreditam que os gatos são animais com maior poder de transmissão 

zoonótica devido à grande quantidade de leveduras presentes nas lesões.   Entretanto, cães 

também são afetados, mas não são considerados como infectantes potenciais aos seres 

humanos (SCHUBACH et al., 2003).  

 Nos últimos anos, no Rio Grande do Sul, verifica-se um aumento no número de casos 

de esporotricose em felinos no litoral sul do estado, particularmente no município de Rio 

Grande (NOBRE et al., 2002). Em todo país relata-se um aumento de esporotricose felina e 

decréscimos na esporotricose canina, possivelmente pela menor gravidade da doença em cães 

e pela semelhança com outras doenças. Estes dados reforçam a característica zoonótica desta 

micose e atentam para o risco de transmissão para humanos através de arranhaduras e 

mordeduras por gatos com e esporotricose e mesmo por gatos hígidos, visto que o felino 

doméstico carreia o agente em suas unhas e cavidade oral e suas lesões têm exuberância de 

células leveduriformes (SCHUBACH et al., 2005). 

 

 

3.4 Patogênese e formas clínicas 

 

 

3.4.1 Esporotricose no homem 

 

 

 A esporotricose em humanos pode apresentar distintas formas com diferente evolução 

clínica, de acordo com o estado imunológico do hospedeiro, quantidade de inóculo e 

virulência do fungo, classificando-se inicialmente em cutâneas e extracutâneas. As formas 

cutâneas são classificadas em fixa, linfocutânea ou disseminada. Também podem ser 

consideradas situações em que há comprometimento de mucosas tais como a conjuntiva 
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ocular e mucosa nasal. Nas manifestações extracutâneas da micose são incluídos casos como 

esporotricose pulmonar, osteoarticular, meníngea ou sistêmica (LOPES-BEZERRA; 

SCHUBACH; COSTA, 2006).  

 A esporotricose cutânea fixa aparece como lesão única permanecendo restrita ao local 

de infecção. Não há migração da lesão pelo trajeto linfático contíguo à área afetada. São 

normalmente pápulas eritematosas ou placas que podem tornar-se ulceradas ou verrucosas. 

Não tendem à regressão espontânea, por isto há relatos com até 26 anos de evolução. 

Localiza-se com maior frequência na face ou nos membros superiores com manifestações 

polimórficas que requerem diagnóstico diferencial com leishmaniose, cromomicose, 

blastomicose e piodermite vegetante. Representam em torno de 25% dos casos e são mais 

frequentes em áreas de alta endemicidade (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). 

 A forma linfocutânea é a mais prevalente, representando 80% dos casos. Inicia com 

um nódulo ou uma lesão ulcerada no local da inoculação do fungo, que após um período de 

25 a 30 dias de incubação, segue o trajeto linfático regional, contíguo à lesão inicial, 

formando novos nódulos que ulceram, fistulam e regridem. Estes sinais clínicos caracterizam 

a denominação desta forma como linfangite nodular ascendente (DONABEDIAN et al., 1994; 

SHAW et al., 1989). 

 A esporotricose pulmonar é uma condição primariamente relacionada com inalação de 

conídios ou, em alguns casos, consequência de disseminação hematogênica. Nos pacientes 

com a forma pulmonar crônica, os sinais e sintomas não são característicos e podem 

confundir-se com tuberculose pulmonar ou histoplasmose cavitária; exames radiológicos 

exibem lesões infiltrativas e nodulares localizadas nos ápices pulmonares e cavitação em 75% 

dos casos. O típico paciente é classificado como sendo homem (relação homem/mulher em 

6:1), alcoolista ou diabético e com média de idade estimada em 46 anos (KWON-CHUNG; 

BENNETT, 1992). Três casos na literatura relatam esporotricose pulmonar acometendo 

pacientes infectados pelo vírus Human Immunodeficiency Virus (HIV) (CALLENS et al., 

2006; GORI et al., 1997; LOSMAN; CAVANAUGH, 2004).  

 O envolvimento das articulações denota a forma osteoarticular da esporotricose com 

artrite, localizando-se na maioria das vezes nos joelhos, cotovelos, punhos e quadris. Mais da 

metade dos casos compromete apenas uma articulação podendo, na ausência de tratamento, 

afetar outras regiões. Produz, inicialmente, sinovites e tenossinovites, podendo, com a 

evolução do quadro, determinar alguns focos de osteomielites. Clinicamente manifesta-se por 

dor articular, limitações de movimento, tumefação e acúmulo de líquido sinovial na cavidade 

articular. A disseminação poliarticular acompanhada de lesões cutâneas múltiplas observa-se 
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em pacientes diabéticos, com linfomas, transplante de órgãos, tratamento com 

corticosteroides, sarcoidose e SIDA (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). 

 Além da SIDA, outras condições como diabetes, alcoolismo, doenças granulomatosas, 

cirrose, transplante renal, neoplasias, corticosteroides e usos de agentes imunossupressores 

são comumente relatados em pacientes com esporotricose extracutânea (FONSECA-REYES 

et al., 2007; GOTTLIEB et al., 2003; GULLBERG et al., 1987). Pacientes infectados pelo 

HIV, com imunidade preservada, parecem responder à infecção por Sporothrix spp da mesma 

forma como os indivíduos sem confecção (SCHUBACH et al., 2005). Nos pacientes doentes, 

a esporotricose assume o papel de uma doença oportunista, com casos severos, envolvimento 

sistêmico, e em muitos casos migração para as meninges (VILELA et al., 2007). Observando-

se o histórico dos pacientes com SIDA/esporotricose pode-se inferir que em cerca de 20%, a 

disseminação evolui para comprometimento do sistema nervoso central (SILVA-VERGARA 

et al., 2005). 

 

 

3.4.2 Esporotricose em animais 

 

 

 No Brasil, a esporotricose é a principal infecção micótica profunda em felinos, 

pertencendo à literatura nacional as maiores coleções de casos diagnosticados. A 

disseminação da infecção entre felinos parece estar relacionada a hábitos como penetrar por 

entre ninhos e frestas de materiais descartados, esfregar-se no solo, em cascas de árvores, e 

por arranhões ou mordidas, devido a brincadeiras e agressões com outros gatos. A maior 

frequência tem sido observada entre machos não castrados, em idade reprodutiva, e com livre 

acesso a rua, o que se relaciona ao comportamento mais agressivo destes animais na disputa 

por fêmeas (DIXON; DUNCAN; HURD, 1992; READ; SPERLING, 1982; SCHUBACH et 

al., 2001). 

 Na espécie felina, há uma tendência do quadro de esporotricose cutânea disseminada 

com evolução para forma sistêmica com comprometimento dos pulmões, fígado, baço, ossos e 

linfonodos, sendo fator determinante dos óbitos (MARQUES et al., 1993; SCHUBACH et al., 

2003). Assim como os aspectos clínicos e histológicos da esporotricose felina são distintos da  

esporotricose humana, também a abordagem terapêutica é mais complexa, pois os gatos são 

mais suscetíveis a iodo toxicose (MARQUES et al., 1993). Quando a terapia com iodeto de 
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potássio não é efetiva, terapia com itraconazol é indicada como uma alternativa terapêutica 

importante para estes animais (DE-OLIVEIRA-NOBRE et al., 2001). 

 Em cães, as formas cutâneas e linfocutânea são as mais comuns e não ocorre 

predisposição etária ou sexual para a doença, entretanto esta é mais comumente observada em 

animais destinados à caça (SCOTT; TARIQ; MCCRORY, 1995). A esporotricose canina 

disseminada pode ocorrer em animais imunocompetentes, no entanto, é de ocorrência mais 

rara. As lesões apresentam-se principalmente na face, pavilhão auricular, mucosa nasal, 

tronco e membros. As lesões são nodulares e ulcerativas, não pruriginosas e com presença de 

placas anulares e alopecia. Os nódulos ulcerados tipicamente drenam exsudato purulento, 

mas, diferentemente dos felinos, o fungo é raramente observado (WHITTEMORE; WEBB, 

2007). 

  Nos equinos, as formas de esporotricose assemelham-se às humanas, com nódulos 

subcutâneos, que ulceram formando crostas, localizadas nos membros e no pescoço 

(COPETTI et al., 2002).  

 

 

3.4.3. Diagnóstico da esporotricose 

 

 

 A esporotricose pode ser diagnosticada através de uma correlação de dados clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais (BARROS et al., 2011). 

 O exame direto do pus oriundo das lesões  é geralmente realizado com solução de 

hidróxido de potássio 10-20%, objetivando-se observar elementos leveduriformes típicos da 

fase parasitária. Todavia, estas estruturas fúngicas são pequenas (2 a 6 µm de diâmetro) e 

escassas e, consequentemente, difíceis de detectar no exame direto de humanos 

infectados. Por outro lado, quando o mesmo exame é realizado com amostras colhidas de 

gatos infectados, devido à elevada carga fúngica nestes animais,  as células leveduriformes do 

fungo podem ser facilmente encontradas. Quando a coloração de Gram é usada no material 

clínico, células leveduriformes aparecem coradas e, ocasionalmente, dentro de células 

gigantes ou linfócitos polimorfonucleares. A observação de estruturas leveduriformes no 

exame direto com KOH não é, portanto, conclusiva para o diagnóstico de esporotricose 

(LACAZ et al., 2002). 

 O Sporothrix spp pode ser observado nos tecidos com o uso de colorações como 

hematoxilina e eosina (H & E), sais de prata (GMS) ou pelo ácido periódico de Schiff (PAS), 
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embora a busca por elementos leveduriformes em pesquisas histopatológicas das lesões 

cutâneas humanas é infrutífera, devido à baixa carga fúngica (DE HOOG; VITALE, 2007). 

Em condições habituais, a imagem histopatológica mais característica é o corpo asteroide 

característico da reação de Splendore-Hoeppli, indicativa de resposta imunológica localizada 

no hospedeiro frente aos antígenos de diversos organismos infecciosos, incluindo fungos, 

bactérias e outros parasitas (GEZUELE; DA ROSA, 2005).  Um número maior de formas 

parasitárias pode se encontrado em pacientes recebendo corticosteroides sistêmicos ou 

tópicos. A exuberância de células fúngicas observadas intra e extracelular no tecido dérmico 

em forma de charuto, pleomórfica ou em brotamento é um achado histopatológico comum nas 

lesões cutâneas em felinos e que não se estende aos caninos (MARQUES et al., 1993). 

 O diagnóstico definitivo da esporotricose baseia-se no isolamento e identificação do 

agente etiológico em cultura (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). O isolamento de 

Sporothrix spp é facilmente obtido depois de semeado em meios de culturas usuais na rotina 

laboratorial de micologia, tais como ágar Sabouraud e ágar Mycobiotic. Após 5 a 7 dias de 

incubação a 25 °C, já é possível visualizar colônias filamentosas desenvolvendo-se, as quais 

podem apresentar uma coloração escura, geralmente no centro da colônia (DE HOOG; 

VITALE, 2007). Para identificar o Sporothrix schenckii, pode-se utilizar o dimorfismo, 

promovendo-se a reversão da fase filamentosa à fase leveduriforme, através de subcultivo em 

meio enriquecido como o ágar BHI a 37 °C, durante 5 a 7 dias. Alguns isolados podem 

apresentar dificuldade para reverter, podendo requerer múltiplas subculturas e incubação por 

períodos mais longos (DE HOOG; VITALE, 2007).  

  As culturas positivas favorecem o reconhecimento do fungo, permitindo que quase 

todos os casos de esporotricose cutânea sejam diagnosticados. No entanto, o diagnóstico 

através da cultura tem limitações significativas, principalmente em algumas manifestações da 

doença, como na artrite induzida por Sporothrix spp, onde a coleta de material para a cultura é 

difícil. Após o crescimento, o fungo é facilmente identificado por microcultivo (BARROS et 

al., 2001). Métodos moleculares têm sido desenvolvidos para facilitar e agilizar o diagnóstico 

micológico. A identificação molecular do Complexo Sporothrix schenckii é útil para 

diagnóstico rápido da esporotricose e também valioso em casos de culturas negativas devido à 

baixa carga fúngica ou infecções secundárias (REISS et al., 2000).  

 Ainda há poucos métodos moleculares voltados para detecção de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) de espécimes de Sporothrix em materiais clínicos. Algumas 

metodologias para identificar colônias de Sporothrix spp a partir de culturas puras foram 

descritas. Os sistemas de detecção por polymerase chain reaction (PCR) podem ser úteis 
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como ferramentas de diagnóstico para a detecção de esporotricose em humanos e animais, 

mas ainda fogem da realidade do diagnóstico laboratorial usual de esporotricose (KANBE et 

al., 2005; LINDSLEY et al., 2001). 

 

 

3.5 Agentes antifúngicos e mecanismo de ação  

 

 

 No tratamento das micoses superficiais a diversidade de fármacos disponíveis para a 

terapia é maior. Além dos poliênicos como anfotericina B e nistatina, da flucitosina e de 

maior variedade de azóis (clotrimazol, econazol, isoconazol, oxiconazol, sertaconazol, 

miconazol, terconazol e tioconazol), existem ainda outros antifúngicos: o derivado da 

morfolina, amorolfina; os tiocarbamatos tolnaftato e tolciclato; as alilaminas naftifina, 

terbinafina e butenafina e o composto ciclopirox, além da griseofulvina (BERGOLD; 

GEORGIADIS, 2004). 

 Diferentes antifúngicos estão disponíveis no mercado, mas o número de fármacos 

usados para o tratamento de infecções fúngicas sistêmicas é, ainda hoje, limitado. As quatro 

principais classes de antifúngicos para uso sistêmico são os poliênicos, azólicos, alilaminas e 

equinocandinas. A anfotericina B e os azólicos - principalmente cetoconazol, fluconazol e 

itraconazol - têm sido os agentes mais utilizados nas últimas décadas para o tratamento da 

maioria das micoses sistêmicas. A terbinafina e caspofungina, respectivamente uma alilamina 

e uma equinocandina se encontra disponível para uso sistêmico (CHEN; SORRELL, 2007).  

 Com mais de 50 anos de uso clínico e, apesar das limitações relacionadas com a 

toxicidade e restrição à administração endovenosa, a anfotericina B ainda é considerada como 

o “padrão ouro” para o tratamento de infecções fúngicas graves. Atualmente, a anfotericina B 

é sugerida como primeira escolha nas formas disseminadas, pulmonares e meníngeas de 

esporotricose (GUBBINS; ANAISSIE, 2009; KAUFFMAN et al., 2007). No entanto, seu uso 

é associado a efeitos adversos significativos como febre e calafrios durante a administração e, 

com maior gravidade, relacionando-se à nefrotoxicidade em até 30% dos pacientes com 

quadro de falha renal aguda. Isto se deve às interações do desoxicolato de anfotericina B com 

o colesterol da membrana plasmática dos mamíferos, embora esta interação evidencie menor 

afinidade do que pelo ergosterol da membrana celular fúngica (DERAY, 2002). Os poliênicos 

ligam-se, basicamente, ao ergosterol presente na membrana de fungos sensíveis, formando 
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poros ou canais. O resultado é um aumento na permeabilidade da membrana que permite o 

extravasamento de diversas moléculas pequenas, levando à morte celular. 

Os antifúngicos azólicos incluem duas subclasses: os imidazólicos e os triazólicos, 

cuja atividade antifúngica se faz através da alteração da permeabilidade de membrana, 

promovida pela inibição da síntese do ergosterol por ligação às enzimas da Citocromo P450 

do fungo, e consequente inibição da demetilação do lanosterol, um precursor do ergosterol 

(TERREL, 1999). 

 No início da década de 1980 o cetoconazol foi o primeiro azólico a ser administrado 

por via oral no tratamento das infecções fúngicas sistêmicas, mas havia a necessidade de 

agentes com espectro de atividade mais amplo e mais potente. O itraconazol pertencente à 

primeira geração dos triazólicos e apresenta amplo espectro antifúngico sem efeitos colaterais 

importantes, sendo o medicamento de escolha no tratamento de esporotricose local e sistêmica 

e também na forma osteoarticular da doença (KAUFFMAN et al., 2007; TERREL, 1999). 

 As investigações sobre novos antifúngicos tem se concentrado em melhorar antigas 

formulações, tornando-as menos tóxicas e, ao mesmo tempo, desenvolver novos fármacos a 

partir das estruturas já conhecidas. A partir da primeira geração de triazólicos, surgiu a 

segunda geração, sendo o voriconazol um de seus exemplares mais potentes, com amplo 

espectro de ação sobre leveduras e fungos filamentosos e sendo capaz de penetrar a barreira 

hematoencefálica (NEELY; GHANNOUM, 2000). O voriconazol é indicado como alternativa 

contra infecções invasivas graves, mas para Sporothrix spp foi verificada sua atividade in 

vitro, contudo a significância clínica é ainda desconhecida (CHEN; SORRELL, 2007). 

 Outra classe de agentes antifúngicos disponíveis para utilização clínica são as 

alilaminas. Entre elas, a terbinafina, que atua inibindo seletivamente a biossíntese de 

ergosterol pelo fungo e, também, pelo acúmulo de esqualeno no interior da célula fúngica. 

Este mecanismo de ação, tanto no aspecto funcional como químico, se distingue de outros 

antimicóticos sistêmicos, como os derivados azólicos, que inibem numa etapa posterior a 

síntese de ergosterol (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001). A terbinafina é um composto 

fungicida queratinofílico e altamente lipofílico, sendo ativa contra uma ampla variedade de 

fungos filamentosos e alguns leveduriformes (HAY, 1999; KAUFFMAN et al., 2007). 

 Uma nova classe de antifúngicos é representada pelas equinocandinas. O novo 

mecanismo de ação desta classe através de inibição enzimática da β-(1,3) glucana-sintetase 

que atua na síntese do 1,3-β-glicano, polímero de glicose necessário para a manutenção da 

estrutura da parede fúngica. Até o momento, três equinocandinas destacam-se pela 

importância clínica já evidenciada: caspofungina, anidulafungina e micafungina (CHEN; 
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SORRELL, 2007). A caspofungina foi a primeira a receber aprovação em 2001, pelo Food 

and Drug Administration (FDA) e pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

em 2002 e tem como indicação a terapia empírica para presumíveis infecções fúngicas em 

pacientes neutropênicos e febris e os tratamentos de infecções por Candida spp. (BERGOLD; 

GEORGIADIS, 2004). 

 

 

3.6 Tratamento da esporotricose 

  

 

 O iodeto de potássio (IK) foi o primeiro tratamento utilizado para a esporotricose. Este 

é preparado como solução saturada de aproximadamente 1 g de iodeto de potássio em 1 mL 

de água e administrado, geralmente, misturado com leite ou suco para mascarar o gosto por 

via oral sendo administrado após a refeição para evitar o aparecimento de gastrite. Este 

tratamento é considerado de baixo custo e efetivo para lesões localizadas no homem e 

animais, mas apresenta efeitos adversos como gosto metálico, inflamação das glândulas 

salivares, náuseas, hipotireoidismo e iodismo dentre outros (DÍAZ, 2011; MORRIS-JONES et 

al., 2003). 

 Segundo Kauffman et al. (2007) a monoterapia com itraconazol é a primeira escolha 

para o tratamento da esporotricose subcutânea, mas também é usada para pacientes 

imunocomprometidos com quadro clínico mais grave e até sistêmico. 

 A anfotericina B é indicada para o tratamento de formas clínicas de grau moderado, 

em pacientes imunocomprometidos e naqueles indivíduos que não respondem às terapêuticas 

anteriormente descritas. Pacientes co-infectados com o HIV devem receber posteriormente 

supressiva terapia com itraconazol, até a restauração do sistema imunológico. Em gestantes, a 

anfotericina B pode ser usada após 12 semanas da gravidez, mas este medicamento deve ser 

reservado para formas pulmonares e disseminadas da doença (KAUFFMAN et al., 2007). 

 O fluconazol é considerado um medicamento de eficácia moderada no tratamento de 

esporotricose. Segundo estudo realizado por Kauffman et al. (2007) uma dose de 400mg/dia 

foi eficaz em 71% dos casos de esporotricose linfocutânea, no entanto casos extra cutâneos 

apresentaram apenas 31 % de cura.  O cetoconazol, além de ter maior toxicidade, não 

demonstrou uma boa resposta (KAUFFMAN et al., 2007). 

 Os estudos de sensibilidade sobre boa atividade in vitro da terbinafina e posaconazol 

contra Sporothrix spp têm sido encorajadores (MEINERZ et al., 2007; SILVEIRA et al., 
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2009). Os três estudos usando terbinafina em pacientes humanos demonstrou uma boa 

eficácia de doses variando de 250 a 1.000 mg/dia (CHAPMAN et al., 2004; FRANCESCONE 

et al., 2011;  FRANCESCONE et al., 2009). Um estudo que comparou 250 mg/dia de 

terbinafina a 100 mg/dia de itraconazol resultou em cura em 92,7% e 92% dos pacientes, 

respectivamente, indicando a terbinafina ser uma opção eficaz e bem tolerada para o 

tratamento da esporotricose cutânea (FRANCESCONE et al., 2009). 

 Embora exista uma proposta terapêutica para o tratamento de esporotricose, nos 

últimos anos, a doença tem sido associada com significantes casos de morbidade e 

mortalidade em pacientes imunocomprometidos (FREITAS et al., 2011; HARDMAN et al., 

2005; SILVA-VERGARA et al., 2005). 

 

 

3.7 Avaliação da suscetibilidade aos antifúngicos 

 

 

 Usualmente as infecções fúngicas requerem tratamentos mais prolongados do que as 

infecções bacterianas, visto que os organismos fúngicos multiplicam-se mais lentamente e 

muitas vezes. Assim como as bactérias, os fungos também desenvolvem mecanismos de 

resistência aos fármacos, resultando em falhas terapêuticas associadas ao aumento nas 

prevalências de morbidade e mortalidade dos pacientes acometidos por micoses sistêmicas 

(LIU; LIN, 2001; NEELY; GHANNOUM, 2000). 

 Infecções fúngicas graves tornaram-se mais comuns devido ao aumento de pacientes 

imunocomprometidos. Nesses pacientes, especialmente aqueles acometidos pela SIDA, a 

esporotricose pode aparecer nas formas mais graves e com prognóstico sombrio 

(DONABEDIAN et al., 1994; HARDMAN et al., 2005; WARE et al., 1999). 

 Considerando esses agravos na evolução das doenças fúngicas em humanos, tornou-se 

imprescindível o aperfeiçoamento das metodologias laboratoriais para determinação das 

suscetibilidades in vitro dos diferentes patógenos frente aos agentes antifúngicos disponíveis 

para uso clínico. A possibilidade de predizer o sucesso terapêutico denota a importância da 

correlação entre os ensaios de suscetibilidade e a resposta clínica. Estes testes também podem 

ser utilizados para avaliação da atividade antifúngica de novos fármacos e estudos 

epidemiológicos da suscetibilidade de patógenos fúngicos (REX et al., 2001). 

 Inicialmente o conceito de concentração inibitória mínima (CIM) era irrelevante, visto 

que não existiam alternativas terapêuticas à anfotericina B. Com a introdução da 5-
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fluorocitosina nos anos 1970 e dos azólicos nos anos 1980, a determinação da CIM surge 

como um auxílio interessante para a definição de um tratamento adequado. Em 1983 o 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) estabeleceu um subcomitê para 

padronização de teste de suscetibilidade in vitro para fungos patogênicos. Pesquisadores 

foram desafiados a desenvolver metodologias reprodutíveis que refletissem, através dos 

ensaios in vitro, as concentrações séricas atingidas com doses usuais dos fármacos 

antifúngicos e sensíveis o bastante para detectar variações reais de suscetibilidades de 

diferentes isolados. Dez anos mais tarde, as principais variáveis como concentração do 

inóculo, tempo e temperatura de incubação, meio de cultura e determinação do ponto final de 

leitura estavam já definidas e contornadas. Isto foi importante porque testes não padronizados 

geravam CIMs com divergências de até 50.000 vezes. Em 1997, os esforços resultam na 

aprovação do protocolo M27-A do CLSI para teste de suscetibilidade em fungos 

leveduriformes (NEELY; GHANNOUM, 2000). 

 A aprovação de um protocolo normatizando a metodologia para testes de 

suscetibilidade com fungos filamentosos patogênicos, M-38A, concretizou-se em 2002. O 

documento abrange espécies de Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii e a 

forma miceliana de S. schenckii (CLSI 2008). 

 Mc Ginnis et al. (2001) avaliaram 100 isolados clínicos de esporotricose humana 

frente ao voriconazol, itraconazol e anfotericina B utilizando fase leveduriforme seguindo 

metodologia do protocolo M27-A modificado. Outros autores também utilizaram o protocolo 

M27-A2 adaptado para fungos dimórficos avaliando atividade da terbinafina, cetoconazol, 

itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravuconazol, albaconazol, eberconazol e micafungina 

(MEINERZ et al., 2007; TRILLES et al., 2005). Um estudo recente de suscetibilidade in vitro 

de S. schenckii faz uma correlação entre kits comerciais - Sensititre YeastOne e ATB Fungus 

2 -, inicialmente padronizados para leveduras, com a metodologia estabelecida como padrão 

seguindo o protocolo M38-A (ALVARADO-RAMÍREZ; TORRESRODRÍGUEZ, 2007). 

 Na década de 1990 o itraconazol, atual antifúngico de eleição para as formas cutânea e 

linfocutânea da esporotricose, emergiu como uma opção terapêutica eficaz com menos efeitos 

colaterais em relação aos antifúngicos tradicionalmente utilizados para a micose. Porém, 

estudos posteriores vêm demonstrando que são crescentes os casos de resistência in vitro, 

assim como recidiva e falha terapêutica em indivíduos e animais, especialmente felinos 

(BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001; KOHLER et al., 2004; NOBRE et al., 2002b; 

OLIVEIRA et al., 2011). 
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 Estudos de suscetibilidade in vitro de Sporothrix spp frente à terbinafina, são 

encorajadores. A terbinafina tem sido avaliada como uma alternativa para o tratamento da 

esporotricose, sendo que estudos in vitro e in vivo demonstraram boa atividade frente ao 

agente, assim como, boa tolerabilidade e ação no tratamento da esporotricose cutânea e 

cutânea linfática (KAUFFMAN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; KHOLER et al., 2006; 

TRILLES et al., 2005). 

 Os três estudos usando terbinafina demonstraram boa eficácia (CHAPMAN et al., 

2004; FRANCESCONI et al., 2009; FRANCESCONI et al., 2011). Comparando-se a 

administração de 250 mg/dia de terbinafina com 100 mg/dia de itraconazol evidenciou taxas 

de cura em 92,7% e 92% dos pacientes, respectivamente, indicando a terbinafina como uma 

opção eficaz e bem tolerada para o tratamento da esporotricose cutânea (FRANCESCONE et 

al., 2009).  Testes de suscetibilidade com voriconazol e outros novos agentes antifúngicos 

ainda são pouco explorados (ODABASI et al., 2004; MORERA-LOPEZ et al., 2005; 

ALVARADO-RAMIREZ; TORRES-RODRIGUEZ, 2007). 

 A distribuição geográfica das cepas de Sporothrix spp também parece desempenhar 

um papel importante na suscetibilidade antifúngica. Isolados oriundos das áreas endêmicas do 

Rio de Janeiro são mais suscetíveis ao itraconazol e terbinafina do que isolados da Espanha ou 

mesmo do estado de São Paulo (GUTIERREZ GALHARDO et al., 2008). Baixos valores de 

CIM para a terbinafina foram descritas entre isolados da Venezuela enquanto que de valores 

elevados de CIM para o posaconazol foram encontrados em isolados peruanos (SILVEIRA et 

al., 2009). 

 As variações na suscetibilidade de Sporothrix spp estão associadas a distribuições 

geográficas o que também pode envolver as novas espécies que formam o Complexo 

Sporothrix. Assim, em estudos preliminares e limitados, S. mexicana evidenciou perfil de 

suscetibilidade com elevados valores de CIM frente à anfotericina B e azólicos, sendo 

sensível apenas à terbinafina. Já S. brasiliensis é mais sensível a azólicos do que as demais 

espécies (MARIMON et al., 2008). 
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3.8 Associações antifúngicas 

 

 

 A necessidade de se dispor de novas alternativas terapêuticas para tratar infecções 

fúngicas tem renovado o interesse por tratamentos baseados em combinações de fármacos. A 

monoterapia com itraconazol no tratamento da esporotricose tem demonstrado excelente 

resposta terapêutica em humanos (BARROS et al., 2011); todavia, relatos de casos refratários 

ao tratamento oral com itraconazol, principalmente em animais, têm sido descritos; estes fatos 

têm justificado e encorajado a avaliação de combinações terapêuticas antifúngicas (BUNCE et 

al., 2011; GREMIÃO et al., 2011). De modo geral, as elevadas taxas de mortalidade 

relacionadas a infecções fúngicas em pacientes imunocomprometidos e a relativa ineficácia 

dos fármacos em uso, justificam o interesse por associações antifúngicas relevantes 

(JOHNSON et al., 2004). 

 A combinação de fármacos entre diferentes classes antifúngicas sugere melhor 

atividade no tratamento, sobretudo, quando o sinergismo é observado. Além de combinações 

entre fármacos convencionalmente utilizados na clínica, surgem possibilidades de associações 

entre antifúngicos e outras classes de fármacos, com alguma atividade antifúngica descrita na 

literatura, mesmo que limitada (SCOTT; TARIQ; MCCRORY, 1995). 

 As combinações de fármacos podem ser utilizadas para melhorar a eficácia da terapia 

antifúngica, em infecções de difícil tratamento, por expandir o espectro de atividade 

antimicrobiana (AFELTRA et al., 2004). Por outro lado, a administração de combinações 

entre fármacos de diferentes classes terapêuticas deve ser utilizada com cautela para que o 

antagonismo entre os fármacos não seja observado (BAVA; NEGRONI, 1992). 

 

 

3.8.1 Combinações com terbinafina e azólicos 

 

 

 O mecanismo sinérgico proposto para combinações entre azólicos e terbinafina baseia-

se na inibição de diferentes estágios da mesma via bioquímica. O resultado é a inibição da 

biossíntese do ergosterol debilitando o funcionamento da membrana celular (BARCHIESI; 

DIFRANCESCO; SCALISE, 1997; BARCHIESI et al., 1998). 

 De todas as associações antifúngicas frente à Candida spp, as combinações entre 

terbinafina e azólicos demonstram-se como as mais promissoras. Na maioria dos isolados 
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avaliados, esta combinação resultou em interação sinérgica ou indiferente e, antagonismo não 

foi registrado (BARCHIESI; DIFRANCESCO; SCALISE, 1997; BARCHIESI et al., 1998). 

 

 

3.9 Virulência 

 

  

Os processos infecciosos dependem da virulência dos microrganismos bem como da 

habilidade do hospedeiro em prevenir ou combater a invasão microbiana. Os fungos possuem 

fatores de patogenicidade que permitem aumentar suas chances de sobrevivência no 

hospedeiro, levando ao desenvolvimento da doença. A elucidação da origem da virulência 

microbiana tem sido o principal objetivo de vários estudos. Em geral, a teoria mais aceita é a 

de que, com as interações microbianas com outros organismos presentes no habitat natural do 

patógeno, este pode vir a adquirir estratégias de sobrevivência tendendo a  maior virulência 

quando acidentalmente encontrar um hospedeiro (CASADEVALL, 2006). 

 Dentre os principais fatores de patogenicidade do Sporothrix spp destacam-se a 

termotolerância, presença de melanina, composição da parede celular e atividade de enzimas 

extracelulares (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996; LOPES-BEZERRA et al., 2006). Esses 

fatores auxiliam na invasão tecidual e interferem na eficácia da resposta imune, propiciando a 

instalação do micro-organismo no tecido e sua transição para a forma leveduriforme. O tempo 

de transição micélio-levedura requer aproximadamente 13 dias, sendo que 24–48 hs após 

incubação ocorre o desaparecimento das hifas e iniciando-se a conversão dos conídios em 

leveduras (CORREA et al., 1991). 

 

 

3.9.1 Termotolerância 

 

 

 Um dos principais fatores de virulência do Sporothrix  spp e de outros fungos 

patogênicos é a termotolerância (CASADEVALL, 2006). Assim, os isolados capazes de 

crescer a 35°C, mas não a 37°C, são incapazes de causar esporotricose linfática e extracutânea 

e estariam, apenas, associados à forma cutânea fixa da doença  (DEALBORNOZ; 

MENDOZA; DETORRES, 1986; TACHIBANA et al., 2001). Os fungos isolados a partir da 

esporotricose linfocutânea e extracutânea mostraram tolerância e crescimento a 37°C, sendo 
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capazes de reproduzir a doença de forma sistêmica em seus hospedeiros (KWON-CHUNG; 

BENNETT, 1992). 

 

 

3.9.2 Melanina 

  

 

 Ambos os estágios morfológicos de Sporothrix spp têm a capacidade de sintetizar 

melanina. Este é um composto insolúvel em água, ácidos e solventes orgânicos, sendo 

altamente relacionado à virulência em várias espécies fúngicas (BUTLER; DAY, 1998; 

JACOBSON, 2000). Embora não seja essencial à sobrevivência da célula fúngica, esse 

pigmento (marrom-escuro ou preto) contribui para o crescimento e desenvolvimento das 

espécies, auxiliando na sobrevivência e competição dos fungos no meio ambiente 

(JACOBSON, 2000).  

 As melaninas fúngicas são sintetizadas na parede celular como polímeros 

extracelulares formados por vários monômeros indólicos ou fenólicos, normalmente 

combinados com proteínas ou carboidratos.  Conferem resistência à célula fúngica frente às 

células efetoras do sistema imune, através da redução da fagocitose, proteção contra derivados 

de oxigênio e nitrogênio, e frente a enzimas hidrolíticas, como quitinase e glucanase 

(JACOBSON, 2000; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; WHEELER et al., 2000).  

 Recentemente, foi demonstrado que Sporothrix spp também pode produzir melanina a 

partir de substratos fenólicos como 3,4-diidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), tanto nas fases 

filamentosa como leveduriforme (ALMEIDA-PAES et al., 2009). É interessante notar que a 

melaninização dos conídios só ocorre pela via metabólica do 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN); 

já se L-DOPA estiver presente, somente as hifas serão ser melanizadas (ALMEIDA-PAES et 

al., 2009; MORRIS-JONES et al., 2003; ROMERO-MARTÍNEZ et al., 2000). 

 Estudos in vitro indicam que a melanização do Sporothrix spp é controlada por 

diversos fatores, tais como temperatura, pH, e presença de alguns nutrientes (ALMEIDA-

PAES et al., 2009). A melanização também tem um papel na patogênese da esporotricose 

cutânea, uma vez que os isolados pigmentados apresentaram maior capacidade invasiva do 

que a cepa mutante albino em um modelo experimental de esporotricosse em ratos. As cepas 

albinas também permaneceram restritas no núcleo do granuloma, enquanto que  as cepas 

melanizadas promoveram a formação de granulomas multifocais (MADRID et al., 2009). A 

melanina promove redução da suscetibilidade de H. capsulatum e C. neoformans à 
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anfotericina B e caspofungina (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). 

Suspeita-se que este pigmento em Sporothrix spp possa dificultar o tratamento de alguns 

casos, principalmente em se tratando de esporotricose extracutânea ou em pacientes com 

SIDA (MORRIS-JONES et al., 2003). No entanto, ainda não foi evidenciado nenhum estudo 

para confirmar esta hipótese. 

 

 

3.9.3 Proteínas relacionadas com a virulência 

 

 

 Diversas proteínas têm sido relacionadas como fatores de virulência de fungos. Por 

exemplo, o antígeno imunodominante de Paracoccidioides brasiliensis, uma glicoproteína de 

43kDa, é a molécula responsável pelo reconhecimento e ligação da laminina e fibronectina, o 

que aumenta a virulência do fungo (MENDES-GIANNINI et al., 2006; VICENTINI et al., 

1994). Proteínas de ligação do cálcio são importantes na virulência de H. capsulatum, 

permitindo a aquisição do cálcio em ambientes com limitação deste íon (WOODS, 2003). 

Uma série de proteínas tais como  as adesinas, têm sido descritas para Aspergillus fumigatus, 

incluindo uma hemolisina de 30-kDa contendo várias proteases que favorecem a colonização 

pulmonar e destruição de moléculas humorais importantes e uma catalase de 350-kDa que é 

necessária para a sobrevivência do fungo à fagocitose (LATGE, 1999).  

 Embora diversas proteínas estejam relacionadas à virulência de fungos dimórficos 

como os exemplos acima citados, a função das proteínas na virulência do Sporothrix spp 

ainda é uma questão a ser esclarecida. Acredita-se que enzimas como as fosfatases ácidas 

atuem na interação fungo-macrófago, embora evidências definitivas para apoiar esta sugestão, 

aguardam novas prospecções (KANO et al., 2001).  

 

 

3.9.3.1 Parede celular 

 

 

 A parede celular dos fungos é altamente versátil, sendo continuamente expandida 

durante o crescimento e excessivamente remodelada durante o desenvolvimento. 

Quimicamente, a parede contém entre 80 e 90 % de polissacarídeos, sendo o restante 

constituído de proteínas e lipídeos. Em algumas espécies são encontrados quantidades 
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apreciáveis de pigmentos (melanina), polifosfatos e íons inorgânicos. Fisicamente, a parede 

celular é formada por microfibrilas entrelaçadas, embebida numa matriz amorfa. A quitina e a 

celulose são os principais componentes microfibrilantes da maioria dos fungos filamentosos, 

enquanto que nas leveduras a parede contém principalmente glucanas não celulósicas. As 

proteínas e vários polissacarídeos (glucanas, mananas, galactanas e heteropolissacarídeos) são 

as principais substâncias cimentantes. Os monossacarídeos mais frequentemente encontrados 

na parede celular dos fungos são D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-galactose, 

D-galactosamina, L-fucose, D-glicosamina, xilose e ácido D-glicurônico. Desses, glicose, N-

acetil-D-glicosamina e manose são encontrados na maioria dos fungos (KITAJMA, 2000). 

 A parede celular de Sporothrix spp é composta por β-glucanas e peptídeo-

ramnomanana, sendo a ramnose e a manose os principais açúcares. Estudos demonstraram 

que isolados cultivados em meios com maior proporção de ramnose em relação à manose, 

evidenciaram maior virulência quando inoculadas experimentalmente, causando a morte de 

todos os animais (FERNANDES; MATHEWS; LOPES BEZERRA., 1999). A peptídeo-

ramnomanana estimula a mitose de linfócitos, incitando uma reação de hipersensibilidade 

tardia, assim como a produção de anticorpos (CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1998; 

FERNANDES; MATHEWS; LOPES BEZERRA, 1999; FIGUEIREDO et al., 2004; 

KAJIWARA et al., 2004). Esta fração antigênica também é responsável pela adesão das 

células de Sporothrix spp a proteínas da matriz extracelular, como a fibronectina, laminina e 

colágeno tipo II, sendo este um fator crucial para a capacidade do micro-organismo em 

colonizar e disseminar-se no hospedeiro (FIGUEIREDO et al., 2004; LIMA et al., 2001). 

 

 

3.9.3.2 Adesão 

 

 

 A adesão primária nas células endoteliais e epiteliais, bem como a componentes da 

matriz extracelular é essencial para o sucesso da invasão fúngica nos tecidos do hospedeiro. 

Tanto os conídios quanto  células da fase leveduriforme do Sporothrix spp são capazes de 

reconhecer e de se ligarem a três importantes glicoproteínas da matriz extracelular: 

fibronectina, laminina e colágeno tipo II e desta forma aderirem ao hospedeiro (LIMA et al., 

1999; LIMA et al., 2001). Alguns estudos tem demonstrado que o fungo possui integrinas ou 

adesinas que reconhecem a fibronectina humana em diversos pontos da molécula (LIMA et 

al., 2001). As adesinas estão localizadas na superfície de células leveduriformes e sua 
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expressão é relacionada com a virulência do fungo (TEIXEIRA et al., 2009). Os receptores 

para adesão celular estão presentes em hifas e leveduras, embora nas leveduras apresente 

maior capacidade ligante do fungo à matriz extracelular. A existência dessas adesinas pode 

favorecer a adesão no tecido do hospedeiro e disseminação do fungo por todo o corpo (LIMA 

et al., 2004). A presença destas moléculas em Sporothrix spp está provavelmente relacionada 

à virulência, uma vez que a expressão preferencial delas está na fase parasitária do fungo. 

Recentemente, foi relatada uma glicoproteina de 70 kDa de um isolado do gênero Sporothrix, 

a qual exerce  participação na adesão do fungo à matrix extracelular da pele (RUIZ-BACA et 

al., 2009).  

 O fungo ainda dispõe de processos que facilitam a sua penetração na corrente 

sanguínea e posterior disseminação. Segundo estudos de Figueiredo et al. (2004)  de interação 

in vitro, células endoteliais humanas podem internalizar células fúngicas leveduriformes que 

permaneceriam intactas ou com menor viabilidade. Este fator somado à capacidade do fungo 

atravessar espaços intercelulares, são processos que vem a contribuir para a maior virulência 

do gênero Sporothrix.  

 

 

3.9.3.3 Peróxido de ergosterol 

 

 

 Com base na utilização de métodos espectroscópicos, Sgarbi et al. (1997), analisando 

os lipídios de Sporothrix, identificaram o peróxido de ergosterol em células leveduriformes. 

Este composto pode ser convertido em ergosterol quando em contato com extrato enzimático 

do fungo. O peróxido de ergosterol encontrado no gênero Sporothrix funciona como um 

mecanismo de proteção contra espécies reativas de oxigênio durante a fagocitose, podendo 

por isto, também ser considerado um fator de virulência. Por outro lado, após a fagocitose do 

Sporothrix por polimorfonucleares, a desintoxicação das células sobreviventes baseia-se em 

outras estratégias de desintoxicação além da síntese de peróxido de ergosterol (CARLOS et 

al., 2009). 
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3.9.3.4 Proteinases extracelulares 

 

 

 Pesquisas relacionadas com a habilidade de fungos em produzir enzimas extracelulares 

como proteases, queratinases e lipases, permitem estabelecer a relação com a patogenicidade 

(MAGO; KHULLER, 1990). Alguns fungos de interesse médico produzem proteases que 

podem atuar como fator de virulência, devido ao envolvimento com a propagação do fungo no 

hospedeiro, causando consequentemente invasão através da degradação de proteínas da pele, 

anexos ou mucosas (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).  

 Dentre as enzimas extracelulares, as proteinases desempenham importante função na 

invasão tecidual do gênero Sporothrix, hidrolisando o estrato córneo, colágeno tipo I e 

elastina da pele, permitindo dessa forma, o desenvolvimento fúngico. As fosfatases atuam na 

membrana celular, sendo capazes de catalisar e liberar fosfato de fosfoproteínas, apresentando 

também, importante papel na interação das células leveduriformes com macrófagos 

(ARNOLD et al., 1986; HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996, 1996).  

 O Sporothrix spp na forma leveduriforme, produz as proteinases, tipo I e II, quando 

cultivado em meios contendo albumina ou colágeno como fonte de nitrogênio. A produção 

destas enzimas sugere que tais enzimas tenham participação na degradação dos constituintes 

da pele para facilitar a invasão tecidual do fungo. A proteinase II produzida pelo S. schenckii 

tem propriedades muito semelhantes aquelas de Candida albicans (TSUBOI et al., 1987). 

 Uma preparação antigênica da fase leveduriforme do Sporothrix spp mostra a 

atividade proteolítica contra diferentes subclasses de imunoglobulina G (IgG) humana, 

sugerindo que algumas proteínas secretadas podem intervir na resposta imune do hospedeiro 

(DA ROSA et al., 2009). 

 

 

3.10 API ZYM – Sistema de detecção de atividade enzimática 

 

 

 O sistema API ZYM
® 

da Biomérieux
®
 é um micrométodo semiquantitativo de 

detecção de atividades enzimáticas que pode ser aplicado a diferentes tipos de amostras 

(micro organismos, suspensões celulares, tecidos, líquidos biológicos, etc.). Permite o estudo 

rápido e simultâneo da atividade enzimática de micro-organismos a partir de pequenas 

quantidades de amostra. A partir deste kit é possível avaliar a atividade de 19 enzimas: 
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fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase, lipase, leucina arilamidase, valina arilamidase, 

cistina arilamidase, tripsina, α-quimotripsina, fosfatase ácida, naftol-AS-BI-fosfohidrolase, α-

galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, β-glucosidase, n-acetil-β-

glucosaminidase, α-manosidase e α-flucosidase.  

 O API ZYM
®
 apresenta-se sob a forma de galerias de 20 micro-poços (cúpulas) cujo 

fundo é constituído por um suporte que contém o substrato enzimático com tampão. Este 

suporte destina-se a favorecer o contato entre a enzima e o substrato geralmente insolúvel. Os 

substratos são inoculados com uma suspensão densa de micro-organismos, que, ao mesmo 

tempo, reidrata os substratos. As reações produzidas durante o período de incubação 

traduzem-se por viragens de cor, reveladas pela adição de reagentes (Quadro 2).  

  

 

Nº 

 

Enzima detectada 

 

Substrato pH 

Reação 

Positiva Negativa 

1 Controle Negativo   

Incolor ou cor da 

amostra se esta tiver 

cor pronunciada 

2 Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato 8,5 Violeta 

Incolor 

3 Esterase 2-naftil-butirato 6,5 Violeta 

4 Esterase lipase 2-naftil-caprilato 7,5 Violeta 

5 Lípase 2-naftil-miristato 7,5 Violeta 

6 Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida 7,5 Laranja 

7 Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida 7,5 Laranja 

8 Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida 7,5 Laranja 

9 Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida 8,5 Laranja 

10 α-quimotripsina N-glutaril-fenilalamina-2-naftilamida 7,5 Laranja 

11 Fosfatase ácida 2-naftil-fosfato 5,4 Violeta 

12 Naftol-AS-BI-fosfohidrolase Naftol-AS-BI-fosfato 5,4 Azul 

13 α-galactosidase 6-Br-2-naftil-αD-galactopiranosida 5,4 Violeta 

14 β-galactosidase 2-naftil-βD-galactopiranosida 5,4 Violeta 

15 Β-glucuronidase Naftol-AS-BI-βD-glucuronida 5,4 Azul 

16 α-glucosidase 2-naftil-αD-glucopiranosida 5,4 Violeta 

17 β-glucosidase 6-Br-2-naftil-βD-glucopiranosida 5,4 Violeta 

18 N-acetil-β-glucosaminidase 1-naftil-N-acetil-βD-glucosaminida 5,4 Castanho 

19 α-manosidase 6-Br-2-naftil-αD-manopiranosida 5,4 Violeta 

20 α-fucosidase 2-naftil-αL-fucopiranosida 5,4 Violeta 

 

Quadro 2 - Quadro de leitura do kit API ZYM
® 
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 Saenz-de-Santamaria, Guisantes e Martinez (2006), utilizaram o Sistema API ZYM
®

 

como um método de triagem para detectar possíveis atividades enzimáticas associadas aos 

alérgenos de Alternaria alternata (Alt, a, 1). Os resultados demonstraram elevada 

variabilidade intraespecífica da atividade enzimática, o que poderia ser a resposta para avaliar 

o papel biológico dos alergenos Alt, a, 1. A atividade correspondente às fosfatases, esterases e 

β-glucosidases foi expressa em 100% dos isolados de Alternaria alternata. 

 

 

3.11 Análise Molecular 

 

 

3.11.1 Filogenia Molecular 

 

 

 O conhecimento da evolução de que todos os seres vivos compartilham um ancestral 

comum e que a estrutura dos organismos traz armazenada em si, parte da sua história 

evolutiva, tem estimulado o estudo das relações de parentesco entre os organismos. Desta 

forma, quando buscamos descobrir a existência de conexões entre as espécies, ou seja, a 

existência de uma filogenia, devemos considerar que tanto as espécies quanto suas 

características são conectadas historicamente. Assim, poderíamos definir como filogenia uma 

suposta reconstrução da história evolutiva de um grupo, indicando os níveis de ancestralidade 

das espécies com suas espécies descendentes (AMORIM, 2002). 

Os estudos filogenéticos das espécies consideram as relações de parentesco e a história 

evolutiva, sob a premissa de que as espécies mais próximas compartilham maior número de 

características em comum do que as mais distantes.  A filogenia representa uma hipótese das 

relações de ancestralidade comum entre táxons ou grupos, compreendida a partir de caracteres 

morfológicos, fisiológicos e moleculares, entre outros.  Enfim, por meio de uma análise 

filogenética, podem-se compreender os processos evolutivos tais como a extinção e a 

adaptação, e dessa forma inferir a história da evolução (MIYAKI et al., 2001). 

 Com base em estudos moleculares anteriores e na análise de regiões sequenciais 

específicas, foi proposta a existência de mais de uma espécie dentro do gênero Sporothrix 

(ISHIZAKI et al., 1998; ISHIZAKI, 2003; MESA-ARANGO et al., 2002; NEYRA et al., 

2005; WILHELM DE BEER et al., 2003). Ghosh et al. (2002) também encontraram 

diferenças morfológicas e fisiológicas entre os isolados de origem clínica. As diferenças na 
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virulência entre estirpes clínicas e ambientais foram relatadas, mas nenhuma correlação foi 

encontrada com as diferentes formas clínicas da esporotricose (DIXON, DUNCAN, HURD, 

1992; NEYRA et al., 2005). 

 

 

3.11.2 Método de reconstrução filogenética  

 

 

A reconstrução filogenética estima as relações de ancestralidade existentes em um 

determinado número de organismos pela construção de uma árvore filogenética, que 

representa a história evolutiva dos táxons nela presentes. Esses táxons podem ser: famílias, 

gêneros, espécies, populações, ou qualquer grupo taxonômico que se deseja inferir dados 

sobre a sua história evolutiva (ARRIEL et al., 2006). Os métodos de reconstrução de árvores 

filogenéticas baseiam-se em duas metodologias principais: fenéticas e cladísticas (AMORIM, 

2002). 

  As análises fenéticas utilizam medidas de distância ou de similaridade genética, que 

mostram as diferenças entre os caracteres em números, temos como modelo deste método de 

reconstrução o agrupamento de vizinhos ou Neighbor-Joining (NJ). Uma matriz de distância 

entre todos os possíveis pares do grupo de estudo é criada, e as árvores são desenvolvidas 

agrupando os indivíduos com menor diferença em um fenograma. Entre os princípios que 

guiam a taxonomia numérica, alguns são: a melhor classificação usualmente resulta de 

análises baseadas em um grande número de caracteres; onde todo caractere tem o mesmo 

peso; as classificações são baseadas em medidas quantitativas de similaridade ou distância 

entre os táxons e os padrões de correlação entre caracteres podem ser usados para 

reconhecimento de um táxon distinto (AVISE, 2004). 

A análise NJ é um método simples de evolução mínima o qual se baseia no cálculo das 

distâncias evolutivas para todos os indivíduos e reconstrução de uma árvore que leva em 

consideração as relações entre todas as distâncias (RUSSO, 2001). No caso do NJ, a 

metodologia não busca examinar todas as possíveis topologias, mas aquelas que produzem 

uma árvore refletindo a organização sequencial de vizinhos e que possam minimizar seu 

comprimento total (SCHENEIDER, 2001). Trata-se de um método rápido, pois requer menor 

capacidade computacional, é apropriado para grandes conjuntos de dados, permitindo 

linhagens com diferentes tamanhos de ramo e substituições múltiplas. No entanto este método 
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demonstra na árvore filogenética apenas uma topologia possível (NEI et al., 1998; NEI; 

KUMAR, 2000).  

 

 

3.11.3 Marcador genético  

 

 

 Os genomas eucarióticos fornecem uma vasta gama de genes de proteínas que são 

codificados para análise filogenética. No entanto, a utilização destes genes para estudar 

filogenia deve superar alguns obstáculos, tais como o desenho dos primers. . Porque para a 

seleção dos genes codificados por proteínas, a seleção atua a nível de aminoácidos e, 

diferentes tripletos de DNA podem codificar o mesmo aminoácido, deste modo um primer 

que funciona para um fungo, pode não funcionar para outro intimamente relacionado. Este 

problema é resolvido utilizando-se primers degenerados, consistindo em sequências mistas 

que complementam vários segmentos da sequência padrão. O sequenciamento de proteínas de 

genes de codificação, tais como calmodulina, fator de alongamento, quitina sintase e tubulina 

entre outros, vem para resolver problemas taxonômicos em diferentes grupos de fungos 

(GILGADO et al. 2005; LIU; LIN, 2001; O’DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG, 1998). 

 A calmodulina é uma proteína de ligação ao cálcio, atuando como um mediador dos 

íons cálcio em muitos sistemas biológicos. Está presente em todas as células eucarióticas e 

sua ação ocorre através de uma série de proteína quinase dependente. A quitina sintetase é a 

enzima responsável pela síntese de quitina, um polissacarídeo que fornece estruturas que têm 

grande resistência mecânica.  A tubulina é uma proteína globular polar com uma sequência de 

aminoácidos altamente conservados evolutivamente. Tubulina é a unidade estrutural básica 

que forma os microtúbulos, um importante componente do citoesqueleto. O fator de 

alongamento é uma proteína encontrada no citoplasma e está envolvida na fase de tradução 

durante o crescimento da cadeia polipeptídica (O'DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG, 

1998; LIU; LIN, 2001; GILGADO et al., 2005). 

 Sessenta isolados de Sporothrix de diferentes regiões do mundo tiveram seus DNAs 

extraídos, amplificados, sequenciados e classificados em seis possíveis espécies filogenéticas 

por Marimon et al. (2007). Regiões de seguimentos de genes nucleares foram amplificadas 

por PCR: o gene da quitina sintetase com primers CHS-79F e CHS-354R, o gene da 

calmodulina com primer CL1 e CL2A e gene β-tubulina com primers desenhados pelos 

próprios autores. Nestas condições a espécie Sporothrix schenckii revelou-se como um 
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complexo de espécies, com algumas delas prevalecendo em regiões geográficas específicas. 

Ao mesmo tempo os autores sugeriram que tais espécies poderiam se constituir num 

importante achado para a clínica, já que poderiam estar relacionados a distintos padrões 

clínicos e evidenciar diferentes respostas a antifungicoterapia (MARIMON et al., 2006). 
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Abstract 

 

We evaluated the susceptibility of Sporothrix albicans (n=1), S. brasiliensis (n=1), S. 

luriei (n=1) and S. schenckii (n=37) to terbinafine (TRB) alone and in combination with 

itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ) and voriconazole (VRZ) by a checkerboard 

microdilution method and also determined the enzymatic profile of these species with the 

API-ZYM kit. Most interactions were additive (27.5%, 70% and 2.5%) or indifferent (35%, 

52.5% and 55%) for TRB+KTZ, TRB+ITZ and TRB+VRZ, respectively. Antagonisms were 

observed in 42.5% of isolates for the TRB+VRZ combination.  Based on enzymatic profiling, 

the Sporothrix schenckii strains that were tested could be categorized into 15 separate 

biotypes, with the major biotype accounting for 37.8% of strains with positive reactions to 

esterase, esterase lipase, alkaline phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase and β-

glucosidase. Lipase and leucine arylamidase activity were observed only for S. albicans and 

S. brasiliensis, respectively. S. luriei was the only strain for which naphthol-AS-BI-

phosphohydrolase activity was not observed. These results will contribute to a better 

understanding of virulence and resistance among species of the genus Sporothrix in future 

studies. 

 

Keywords: Sporothrix, enzyme, profile, synergism, antifungal association 

 

1. Introduction 

 Sporotrichosis is caused by the dimorphic fungus Sporothrix schenckii, which is one 

of the predominant microorganisms responsible for cutaneous and lymphocutaneous mycosis, 

affecting humans and animals. The sporotrichosis has a worldwide distribution, especially in 

mailto:hartzsa@smail.ufsm.br
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tropical and subtropical areas of Latin America where endemic areas have been recognized 

(Barros et al., 2001; da Rosa et al., 2005; Freitas et al., 2010). Furthermore, an increase in the 

frequency of sporotrichosis as an opportunistic disease has been observed in the last few 

years, and this increase is associated with significant morbidity and mortality rates in 

immunocompromised patients (Freitas et al., 2011; Hardman et al., 2005; Silva-Vergara et al., 

2005). 

 For many years, local hyperthermia and oral potassium iodide solution have been 

therapeutic options for the treatment of sporotrichosis (Díaz, 2011; Xue and Li, 2009). 

Additionally, with over 50 years of clinical use, amphotericin B (AMB) is still considered the 

“gold standard” for the treatment of serious fungal infections. However, the use of AMB is 

associated with significant adverse effects related to toxicity (Kauffman et al., 2007). 

Currently, according to Clinical Practice Guidelines for the Management of Sporotrichosis 

(Kauffman et al., 2007), monotherapy with itraconazole is the first choice for subcutaneous 

sporotrichosis treatment. Although treatment with itraconazole has been shown to elicit an 

excellent therapeutic response in humans (Barros et al., 2011), reports of sporotrichosis 

refractory to oral itraconazole treatment have been described, particularly in animals.  

In vitro susceptibility studies for terbinafine have been encouraging (Meinerz et al., 

2007; Silveira et al., 2009), and three studies using terbinafine with human patients showed 

good efficacy (Francesconi et al., 2011; Meinerz et al., 2007). Additionally, cases of 

refractory and disseminated sporotrichosis have been treated with a combination of antifungal 

drugs with satisfactory results (Bunce et al., 2011; Gremiao et al., 2011).  

Recently, it was proposed that Sporothrix schenckii is a species complex 

encompassing six cryptic species (Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008a), which calls 

for the reassessment of clinical and epidemiological data, principally with regard to variation 

in antifungal susceptibility and virulence (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Marimon et al., 

2008b; Oliveira et al., 2011). In this context, the aim of this study was to evaluate the in vitro 

susceptibility of Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei and S. schenckii to terbinafine in 

combination with itraconazole, ketoconazole or voriconazole as well as the enzymatic profile 

of these species. 

 

 

 2. Material and methods 

2.1. Microorganisms 
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Isolates were obtained from human (18 fixed cutaneous sporotrichosis isolates and 13 

lymphocutaneous sporotrichosis isolates), feline (n=8) and canine (n=1) cases of 

sporotrichosis diagnosed in the hinterlands of Rio Grande do Sul (Brazil) and were 

maintained in the Department of Microbiology of the Federal University of Santa Maria, 

Santa Maria, Brazil. S. schenckii (n=37), S. albicans (n=1), S. brasiliensis (n=1) and S. luriei 

(n=1) were previously identified by phenotypic and molecular tests (Oliveira et al., 2011).  

 

2.2. Antifungal drugs, in vitro susceptibility and drug interactions test 

The antifungal agents itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ) (ITZ and KTZ: Janssen 

Pharmaceutica, Beerse, Belgium), terbinafine (TRB) (Novartis, Basel, Switzerland) and 

voriconazole (VRZ) (Pfizer, Rome, Italy) were obtained commercially. Susceptibility tests 

were performed according to the CLSI protocol M38-A2 microdilution technique (Clinical 

and Laboratory Standards Institute, 2008). Aspergillus flavus (ATCC 204304) was included 

as a control strain. Drug interactions were evaluated by the checkerboard method (Velasquez 

et al., 2000), and the fractional inhibitory concentration (FIC) was calculated for each agent 

by dividing the minimal inhibitory concentration (MIC) of each drug in combination by the 

MIC of the drug alone. When computing the FIC index, off-scale MICs (itraconazole: >16 

µg/ml and >128 µg/ml for S. luriei and S. albicans, respectively) were converted to the next 

highest concentration (32 and 256 µg/ml, respectively).  

FIC values were then summed to determine the fractional inhibitory concentration 

index (FICI) resulting from the combination. Synergism was defined as FICI ≤ 0.5 and 

additionally as 0.5 < FICI ≤ 1.0. Indifference was defined as 1.0 < FICI ≤ 4, whereas 

antagonism was defined as FICI > 4 (Johnson et al., 2004). 

 

2.3. Enzymatic profile 

Enzymatic activity was determined using the API-ZYM
®

 commercial kit system 

(BioMérieux, Marcy-l’Etoile, France) in accordance with the manufacturer’s instructions. The 

kit consists of 19 enzymatic substrates: alkaline phosphatase (KP), esterase (ES), esterase 

lipase (EL), lipase (LP), leucine arylamidase (LA), valine arylamidase (VA), cystine 

arylamidase (CA), trypsin (TR), α-chymotrypsin (CH), acid phosphatase (AP), naphthol-AS-

BI-phosphohydrolase (NP), α-galactosidase (GL), β-galactosidase (GA), β-glucuronidase 

(GU), α-glucosidase (GC), β-glucosidase (GS), N-acetyl-β-glucosaminidase (NG), α-

mannosidase (MN) and α-fucosidase (FU). 
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To prepare a conidia suspension with a turbidity of 5-6 McFarland in API suspension 

medium (2 mL), 65 μL of liquid phase from incubated cultures was added to each cupule of 

the APY-ZYM
®
 tray and maintained at 37ºC for 4 h. Tests were carried out in triplicate. The 

enzymatic activities of all strains were analyzed, and the results of reactions were recorded. 

Interpretation of the results was based on the production and intensity of color development: 0 

corresponded to a negative reaction, 5 to a reaction of maximum intensity and values 1, 2, 3, 

and 4 were intermediate reactions with varying levels of intensity, but according to the kit 

only to intensities3and 4  being considered positive intermediate reactions). 

 

3. Results 

The results of the in vitro susceptibility test, FIC index and the resulting drug 

interactions against the 40 Sporothrix isolates are described in Table 1. MICs ranged from 

0.03 to 0.25 µg/mL for TRB, 0.06 to 4.0 µg/mL for KTZ, 0.03 to >128 µg/mL for ITZ and 1.0 

to 16 µg/mL for VRZ. The MIC of the control strain (A. flavus ATCC 204304) was within the 

range provided by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). 

When TRB was combined with KTZ, ITZ or VRZ, synergism was observed only with 

1 isolate (2.5%) for TRB+ITZ. Additive interactions were observed for TRB+KTZ (27.5% of 

isolates), TRB+ITZ (35% of isolates) and TRB+VRZ (2.5% of isolates). Most interactions 

were indifferent, as was the case for TRB+KTZ (70% of isolates), TRB+ITZ (52.5% of 

isolates) and TRB+VRZ (55% of isolates). Antagonism was observed only with 1 isolate 

when TRB was combined with KTZ, with 4 (10%) isolates for the TRB+ITZ combination and 

with 17 (42.5%) isolates for the TRB+VRZ combination. 

The enzymatic profiles of the Sporothrix spp. analyzed using the API ZYM
®
 system 

are listed in Table 2. Based on the 19 substrate sources assimilated, the 37 isolates of 

Sporothrix schenckii tested could be categorized into 15 separate biotypes, with the major 

biotype accounting for 37.8% of isolates with positive reactions for ES, EL, AP, NP and GS. 

S. brasiliensis, S. albicans and S. luriei strains presented unique and very unusual features, as 

shown in Table 2. S. brasiliensis was the only species that showed lipase activity, and S. 

albicans was the only strain with a positive reaction for LA. NP activity was absent only in S. 

luriei. AP and GS activities were observed for all isolates (Table 2). 

   

4. Discussion 

To overcome antifungal resistance and the toxicity of monotherapy with AMB, 

antifungal combinations represent an alternative approach to enhance the efficacy of 
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individual drugs and lower dosages; these combinatorial drug treatments may result in 

reduced toxicity and therapeutic success for cases that do not respond to treatment with single 

antifungal agents. High success rates for the treatment of sporotrichosis with ITZ alone 

(Barros et al., 2011) have not encouraged the use of antifungal combinations against 

Sporothrix spp. in the past few years. However, the recent description of Sporothrix complex 

species that are refractory to ITZ treatment has stimulated the search for combinatorial 

antifungal therapeutic alternatives to treat sporotrichosis (Bunce et al., 2011; Gremiao et al., 

2011; Zhang et al., 2011).  

Interestingly, in our study, S. luriei and S. albicans, which were isolated from feline 

and canine sporotrichosis, respectively, were the only isolates resistant to ITZ. Compared to 

the ITZ susceptibility described in most cases of human sporotrichosis (Barros et al., 2011), it 

appears that animal sporotrichosis is more refractory to treatment with ITZ (Gremiao et al., 

2011) and can also be associated with non-S. schenckii species. This finding reinforces the 

importance of correctly identifying Sporothrix species, especially in cases of animal 

sporotrichosis, for adequate treatment. 

Taking this into account, we evaluated the activity of TRB, the second choice for 

subcutaneous sporotrichosis treatment (Kauffman et al., 2007), in association with ITZ, KTZ 

and VRZ. The TRB+KTZ and TRB+ITZ combinations produced indifferent and additive 

interactions for 97.5% and 87.5% of isolates, respectively. These data are in accordance with 

Zhang et al. (2011), who found predominantly additive and indifferent interactions with 

TRB+ITZ, and highlight the use of TRB alone or in combination with other antifungal agents 

in sporotrichosis cases that are not responsive to ITZ treatment. 

We observed that VRZ demonstrated the highest MICs against Sporothrix spp. when 

compared to KTZ and ITZ. This reduced susceptibility has been previously described 

(Alvarado-Ramirez and Torres-Rodriguez, 2007; Gutierrez-Galhardo et al., 2010; Marimon et 

al., 2008b), and the TRB+VRZ combination employed here predominantly showed indifferent 

(55%) and antagonistic (42%) interactions. Thus, the use of VRZ alone or in combination 

with TRB in sporotrichosis treatment does not appear to be advantageous. 

Research has demonstrated the ability of fungi to produce extracellular enzymes such 

as proteases, lipases, keratinases and others, which represents a useful tool to identify 

microorganisms and thus provides an understanding of the relationships between enzyme 

production and pathogenicity. The use of the API ZYM
® 

system to study the enzymatic 

profiles of different fungal species was previously reported (Coutinho and Paula, 2000; Garcia 

et al., 1997; Leone et al., 1998; Saenz-de-Santamaria et al., 2006). The Api Zym
®

 detection 



55 

 

system can be considered as a suitable option for the characterization of S. luriei, S. albicans, 

S. brasiliensis and S. schenckii, which present well-defined profiles. 

Our results demonstrated high intraspecific variability for the enzymatic activity of S. 

schenckii strains and revealed the presence of 15 different biotypes. The main biotype (35% 

of S. schenckii) demonstrated ES, EL, AP, NP and GS activities, and these enzymatic 

activities were also observed for S. albicans, S. brasiliensis and S. luriei, with the exception of 

negative NP activity for S. luriei. Thus, these enzymes could be associated with virulence 

factors required for the development of sporotrichosis. 

Differential identification of the Sporothrix complex by phenotype is based on the size 

of radial colony growth, the morphology of conidia, the assimilation of sucrose and raffinose 

and the ability to grow at 37°C (Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008a). Considering 

that S. brasiliensis was the only species to show LP activity, S. albicans was the only strain to 

show LA activity and S. luriei was the only strain that did not demonstrate NP activity, it is 

suggested that tests for differential enzymatic activity may be used in association with other 

phenotypic tests to identify Sporothrix species. Further studies with a larger number of non-

schenckii species are required for the development of tests to compare the intraspecific 

characteristics of the Sporothrix complex. 

 In conclusion, the in vitro combinations of TRB with KTZ and TRB with ITZ were 

shown to be advantageous compared to use of these drugs individually, but antagonism was 

common with the TRB+VRZ combination. The enzymatic screening data represent a 

significant addition to the available methods for phenotypic characterization of new 

Sporothrix schenckii complex species as well as an interesting area for further research to 

identify and explore the virulence of the Sporothrix complex. 
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Table 1: In vitro susceptibility and interactions between terbinafine (TRB), itraconazole 

(ITZ), ketoconazole (KTZ), and voriconazole (VRZ) against clinical isolates of Sporothrix 

schenckii (SS), Sporothrix brasiliensis (SB), Sporothrix luriei (SL) and Sporothrix albicans 

(SA). 

 

Isolate 
 MIC (µg/mL)  MIC  combination   MIC combination   MIC combination  

 TRB KTZ ITZ VRZ  TRB/KTZ FICI Int1  TRB/ITZ FICI Int1  TRB/VRZ FICI Int1 

SB01  0.25 0.5 0.25 8  0.125/0.25 1.00 Ad  0.125/0.25 1.50 I  0.5/0.5 2.06 I 

SS02  0.25 0.25 0.125 8  0.125/0.125 1.00 Ad  0.03/0.125 1.12 I  0.25/0.25 1.03 I 

SS03  0.125 0.25 0.125 2  0.125/0.25 2.00 I  0.016/0.125 1.12 I  0.25/0.25 3.0 I 

SS04  0.06 0.125 0.125 4  0.125/0.03 2.33 I  0.125/0.25 2.0 I  0.25/0.25 4.23 A 

SS05  0.25 0.25 0.125 8  0.125/0.25 1.50 I  0.125/0.25 2.0 I  0.5/0.5 2.06 I 

SS06  0.03 0.5 0.5 4  0.016/0.5 1.52 I  0.016/0.125 0.77 Ad  0.25/0.25 8.36 A 

SS07  0.125 0.25 0.25 4  0.125/0.25 2.00 I  0.016/0.125 0.62 Ad  0.5/0.5 4.12 A 

SS08  0.25 0.5 0.25 8  0.125/0.25 1.00 Ad  0.125/0.25 2.0 I  0.25/0.125 1.02 I 

SS09  0.06 0.25 0.125 8  0.125/0.25 3.08 I  0.125/0.125 3.08 I  0.25/0.125 4.18 A 

SS10  0.125 0.125 0.03 4  0.125/0.25 2.00 I  0.125/0.25 2.0 I  0.25/0.25 2.06 I 

SS11  0.03 0.125 0.125 8  0.016/0.5 4.52 A  0.016/0.125 1.52 I  0.25/0.25 8.36 A 

SS12  0.25 0.5 0.5 8  0.125/0.125 0.75 Ad  0.016/0.125 0.31 S  0.25/0.25 1.03 I 

SS13  0.25 0.06 0.03 1  0.25/0.016 1.26 I  0.5/0.016 2.52 I  1.0/0.016 4.01 A 

SS14  0.06 0.25 0.25 8  0.125/0.25 3.00 I  0.016/0.125 0.76 Ad  1.0/0.25 16.7 A 

SS15  0.125 0.125 0.125 4  0.125/0.25 3.00 I  0.25/1.0 10.0 A  1.0/0.5 8.13 A 

SS16  0.25 0.5 0.25 8  0.125/0.125 0.75 Ad  0.016/0.125 0.56 Ad  0.25/0.125 1.02 I 

SS17  0.125 0.125 0.125 16  0.125/0.125 2.00 I  0.016/0.125 1.13 I  0.25/0.125 2.00 I 

SS18  0.03 0.5 0.25 4  0.016/1.0 2.52 I  0.016/0.125 1.02 I  0.25/0.125 8.36 A 

SS19  0.125 2 0.5 16  0.016/1.0 0.62 Ad  0.06/0.125 0.75 Ad  0.25/0.25 2.01 I 

SS20  0.25 0.25 0.125 8  0.125/0.25 1.50 I  0.125/0.25 2.5 I  1.0/0.5 4.06 A 

SS21  0.125 0.5 0.25 16  0.125/0.25 1.50 I  0.031/0.25 1.25 I  0.25/0.125 2.0 I 

SS22  0.06 0.25 0.125 4  0.125/0.25 3.08 I  0.016/0.5 4.26 A  2.0/0.016 33.3 A 

SS23  0.125 0.25 0.5 8  0.125/0.25 2.00 I  0.016/0.25 0.62 Ad  0.25/0.25 2.03 I 

SS24  0.25 0.125 0.25 4  0.5/0.016 2.12 I  0.125/0.016 0.56 Ad  0.25/0.125 1.03 I 

SS25  0.06 0.5 0.25 4  0.125/0.25 2.58 I  0.125/0.25 3.08 I  0.25/0.125 4.20 A 

SS26  0.06 1 0.25 4  0.016/0.5 0.76 Ad  0.016/0.125 0.76 Ad  0.25/0.125 4.20 A 

SS27  0.125 0.5 0.25 8  0.125/0.25 1.50 I  0.125/0.25 2.00 I  0.25/0.125 2.02 I 

SS28  0.125 0.25 0.25 4  0.125/0.25 2.00 I  0.016/0.125 0.62 Ad  0.5/1.0 4.25 A 

SS29  0.06 0.5 0.125 4  0.016/1.0 2.26 I  0.125/0.25 4.08 A  0.25/0.25 4.23 A 

SS30  0.125 0.5 0.25 8  0.016/0.5 1.1 I  0.06/0.25 1.5 I  0.25/1.0 2.13 I 

SL31  0.25 4 >16 4  0.125/0.25 0.56 Ad  0.125/0.25 0.51 Ad  0.25/1.0 1.25 I 

SA32  0.25 4 >128 8  0.125/0.25 0.56 Ad  0.5/2.0 2.0 I  0.125/1.0 0.63 Ad 

SS33  0.25 2 1 16  0.125/0.25 0.63 Ad  0.125/0.25 0.75 Ad  0.25/0.125 1.01 I 

SS34  0.125 0.5 1 4  0.125/0.25 1.50 I  0.016/1.0 1.12 I  0.5/0.03 4.01 A 

SS35  0.125 0.5 0.5 8  0.125/0.25 1.50 I  0.125/0.25 1.50 I  0.25/0.125 2.02 I 

SS36  0.125 0.5 0.5 8  0.1250.25 1.50 I  0.016/0.25 0.62 Ad  0.25/0.125 2.02 I 

SS37  0.125 0.25 0.5 16  0.125/0.25 2.00 I  0.016/0.25 1.13 I  0.25/0.125 2.02 I 

SS38  0.125 2 1 8  0.125/0.25 1.13 I  0.5/0.5 1.0 Ad  0.25/0.125 2.02 I 

SS39  0.25 0.5 0.5 8  0.125/0.25 1.00 Ad  0.125/0.25 1.00 Ad  1/0.016 4.01 A 

SS40  0.125 0.25 0.03 8  0.125/0.25 2.00 I  1.0/0.016 8.52 A  0.25/0.125 2.02 I 
 

 1Interaction; A: antagonism; Ad: additive; S: synergism; I: indifference. 



 

Table 2: Enzymatic profile of clinical isolates of Sporothrix schenckii (SS), Sporothrix 

brasiliensis (SB), Sporothrix luriei (SL) and Sporothrix albicans (SA). 

 

 

 

Biotype 

 Strains showing activity for Number of 

 isolates (%) 

 KP ES EL LP LA AP NP GC GS NG MN  

SB  - + + + - + + - + - - 1 (2.5) 

SS  + + + - - + + - + + - 2 (5.0) 

SS  - + + - - + + + + - - 3 (7.5) 

SS  - + + - - + + - + - - 14 (35) 

SS  + + + - - + + - + + + 1 (2.5) 

SS  + + + - - + + + + + + 1 (2.5) 

SS  + + - - - + + - + - - 1 (2.5) 

SS  - - + - - + + - + - - 2 (5.0) 

SS  + + + - - + + - + - - 3 (7.5) 

SS  + + + - - + + + + - - 1 (2.5) 

SS  - - - - - + + - + - - 1 (2.5) 

SS  - + - - - + + - + - - 2 (5.0) 

SS  - + + - - + + - + + - 3 (7.5) 

SS  - - - - - + + - + + - 1 (2.5) 

SS  - + - - - + + + + - - 1 (2.5) 

SS  + + + - - + + - + + + 1 (2.5) 

SL  - + + - - + - - + - - 1 (2.5) 

SA  - + + - + + + - + - - 1 (2.5) 

TOTAL  10 36 34 1 1 40 39 6 40 9 3  
 

a
 Substrates for enzymes: alkaline phosphatase (KP); esterase (ES); esterase lipase (EL); lipase (LP); 

leucine arylamidase (LA); acid phosphatase (AP); naphthol-AS-BI-phosphohydrolase (NP); α-

glucosidase (GC); β- glucosidase (GS); N-acetyl-β-glucosaminidase (NG); α –mannosidase (MN). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 O crescente registro de casos de esporotricose em animais e no homem tornou esta 

micose uma importante doença em saúde pública (BARROS et al., 2004). Isto determinou a 

busca e o aprofundamento de pesquisas a respeito da identificação e tratamento para a 

infecção causada pelo Sporothrix spp, com a finalidade de conhecer melhor a patogenicidade 

da doença e o comportamento frente à antifungicoterapia usual nas diferentes espécies do 

complexo Sporothrix schenckii. 

 A análise genotípica dos isolados de Sporothrix avaliados em nosso trabalho 

demonstrou que o sequenciamento do locus genético altamente informativo que codifica a 

calmodulina permitiu a diferenciação das espécies do Complexo Sporothrix schenckii, o que 

está de acordo com os trabalhos de Marimon et al. (2007, 2008), resultando na identificação 

de  três novas espécies: S. brasiliensis (n=1), S. luriei (n=1), e S. albicans (n=1), 

respectivamente isolada de esporotricose felina, canina e felina entre os exemplares 

inicialmente identificados como S. schenckii. 

Avaliações fenotípicas como a capacidade de crescimento em PDA a 30ºC, diâmetro 

do halo após 21 dias de incubação a 30ºC em PDA, capacidade de assimilação de sacarose e 

ou rafinose foram também realizadas. Resultados característicos de cada espécie foram 

encontrados. S. albicans foi a única espécie capaz de crescer apresentando um halo maior de 

50 mm em 21 dias a 30ºC. S. brasiliensis apresentou resultado negativo para a fermentação de 

sacarose e rafinose e S. schenckii mostrou-se capaz de fermentar tanto a sacarose quanto a 

rafinose. Os resultados obtidos na análise fenotípica corroboraram com os obtidos na análise 

molecular.  

 O protocolo que padroniza a metodologia para testes de suscetibilidade com fungos 

filamentosos patogênicos, M38-A2 (2008) abrange, dentre outras espécies, a forma miceliana 

de S. schenckii. Os perfis de suscetibilidade in vitro foram assim avaliados de acordo com 

M38-A2 para os 40 isolados de Sporothrix spp, onde foram testados miconazol, itraconazol, 

cetoconazol, fluconazol, terbinafina, voriconazol, caspofungina e anfotericina B. As CIMs 

obtidas para as leveduras utilizadas no controle de qualidade, Candida krusei ATCC 6258 e 

Candida parapsilosis ATCC 22019, estiveram dentro dos limites estabelecidos pelos 

protocolos do CLSI (M38-A2). 

 



 

 Os testes de suscetibilidade frente à anfotericina B variaram em um intervalo de 

suscetibilidade entre 0,0312 μg/ml e 2 μg/ml com média geométrica(MG) de 0,287 μg/ml; a 

CIM50= 0,25 μg/ml e CIM90= 1 μg/ml. Verificamos apenas 7,32% dos isolados com CIM = 

2,0 μg/mL, todos provenientes de infecções humanas e classificados como S. schenckii. 

Outros autores demonstraram um perfil de suscetibilidade com valores mais elevados de 

médias geométricas: 1,23 μg/mL (MCGINNIS et al., 2001), 1,73 μg/mL (TRILLES et al., 

2005) e 3,1 μg/mL (MARIMON et al., 2007).  

 A avaliação da suscetibilidade ao miconazol evidenciou mais de 80% dos isolados com 

reduzida sensibilidade ao miconazol (CIM ≥ 1,0 μg/mL), com intervalo de suscetibilidade 

encontrado de 0,5 – 16 μg/ml e média geométrica de 1,158; a CIM50= 1 μg/ml e a CIM90= 2 

μg/ml.  

 Quanto aos resultados frente ao fluconazol, os ensaios de suscetibilidade deste estudo 

evidenciaram uma faixa de suscetibilidade de 16 μg/ml a 128 μg/ml com média geométrica de 

87,927 μg/ml; a CIM50 e CIM90 foram superiores a 64 μg/ml. O perfil de suscetibilidade de S. 

schenckii evidenciou mais de 60% dos nossos isolados com CIMs de 128 μg/mL. Apesar 

deste perfil de suscetibilidade, o fluconazol é considerado uma possível opção terapêutica em 

casos de esporotricose linfocutânea ou cutânea, mas segundo Kauffman et al. (2007), o 

tratamento de esporotricose com altas doses (até 800 mg/dia) de fluconazol resulta em taxas 

de cura de no máximo 64%. 

 A suscetibilidade ao cetoconazol evidenciou mais de 80% dos isolados (CIM< 1,0 

μg/mL). A faixa de suscetibilidade variou entre <0,0625 μg/ml e 4 μg/ml com média 

geométrica de 0,363 μg/ml; CIM50= 0,5 μg/ml e CIM90= 2 μg/ml. A média geométrica das 

CIMs aqui encontrada foi menor que a verificada por Trilles et al. (2005) (0,84 μg/mL) e por 

Marimon et al. (2007) (0,81 μg/mL). Por outro lado, Alvarado-Ramírez e Torres-Rodrígues 

(2007) verificaram uma média geométrica das CIMs de cetoconazol mais baixa (0,2 μg/mL). 

Ao cetoconazol, é recomenda cautela na interpretação dos testes, pois, ainda não há dados 

disponíveis normatizados indicando uma correlação entre a CIM e o resultado de tratamento 

com o mesmo (M38-A2). 

 O perfil de suscetibilidade ao itraconazol  evidenciou variações de suscetibilidade de 

<0,0625 μg/ml a >128 μg/ml com média geométrica de 0,258 μg/ml;  CIM50= 0,25 μg/ml e 

CIM90= 1 μg/ml. Tomando por base a concentração de 1 μg/ml, 85% dos isolados aqui 

estudados foram sensíveis a este triazólico. Kohler et al. (2006) observaram que 24% de seus 

isolados evidenciaram CIM ≥ 1,0 μg/ml ao itraconazol o que sugeriram como “redução da 



 

sensibilidade”. Segundo Meinerz et al. (2007) CIMs ≤ 1,0 μg/ml de itraconazol estão 

associadas a sensibilidade dos isolados a este triazólico.  

 Os resultados dos testes de suscetibilidade frente ao itraconazol estão de acordo com 

outros estudos anteriores (MEINERZ et al., 2007; ALVARADO-RAMÍREZ; TORRES-

RODRÍGUEZ, 2007). No entanto, alguns autores observaram menor suscetibilidade de S. 

schenckii ao itraconazol com médias geométricas das CIMs calculadas em 1,56 μg/mL 

(MCGINNIS et al., 2001), 1,0 μg/mL (LÓPEZ et al., 2005), 4,08 μg/mL (TRILLES et al., 

2005) e 4,65 μg/mL (MARIMON et al., 2007).  

 A suscetibilidade dos isolados de Sporothrix spp sugere tratar-se de um fenômeno 

complexo com base em observações relativas à forma clínica da esporotricose ou a 

procedência dos isolados: Trilles et al. (2005) observaram que os isolados da forma 

disseminada da esporotricose eram menos sensíveis ao itraconazol quando comparados com 

isolados da esporotricose cutânea. 

  Meinerz et al. (2007) e Kohler et al. (2004) observaram que os isolados clínicos de 

animais (cães e gatos) eram menos sensíveis (CIMs mais elevadas) do que isolados de 

esporotricose humana. Nossos resultados também permitiram observar essa característica, 

visto que dos nove isolados provenientes de animais, dois mostraram resistência ao 

itraconazol, e entre os 31 isolados de casos humanos de esporotricose, nenhum pode ser 

classificado como itraconazol resistente. Nossos resultados permitiram detectar duas amostras 

isoladas de felinos cujas CIMs ao itraconazol foram superiores a 16 μg/mL. Mas além de 

serem provenientes de esporotricose animal, esses isolados foram caracterizados 

molecularmente como exemplares das novas espécies de Sporothrix: S. albicans e S. luriei. 

Embora neste estudo, a quantidade de isolados de Sporothrix spp isolados de animais 

(n=9) seja menor frente aos isolados de humanos (n=31), a observação de que a menor 

susceptibilidade frente ao itraconazol foi observada nos isolados não-S. schenckii e 

provenientes de animais ressalta a necessidade da correta identificação e da avaliação da 

suscetibilidade dos isolados, especialmente os da esporotricose animal. Estudos futuros com 

um “n” maior de isolados provenientes de animais serão necessários para confirmar tal perfil 

de resistência. 

 As avaliações de suscetibilidade de S. schenckii frente ao voriconazol puderam 

evidenciar uma faixa de suscetibilidade de 1 μg/ml a 16 μg/ml e média geométrica de 6,178 

μg/ml; a CIM50= 8 μg/ml e CIM90= 16 μg/ml. Outros autores já investigaram o perfil de 

suscetibilidade a este agente e relataram CIMs mais altas, apresentando médias geométricas 

de 6,5 μg/mL (MCGINNIS et al., 2001), 9,8 μg/mL (TRILLES et al., 2005), 13,2 μg/mL 



 

(MARIMON et al., 2007) e 9,3 μg/mL (ALVARADO-RAMÍREZ; TORRES-RODRÍGUEZ, 

2007). No entanto, González et al. (2005) declararam como potente a atividade in vitro do 

voriconazol contra S. schenckii com média geométrica das CIMs em 1,44 μg/mL. Mas, não há 

nenhuma experiência clínica documentada sobre o uso de voriconazol na esporotricose.  

 Sporothrix spp, frente aos antifúngicos avaliados, demonstrou maior sensibilidade in 

vitro à terbinafina. A faixa de suscetibilidade variou entre < 0,0312 μg/mL a 0,25 μg/mL com 

media geométrica de 0,127 μg/mL; a CIM50=0,125 μg/mL e CIM90= 0,25 μg/ml. Estudos 

avaliando a suscetibilidade in vitro do fungo à terbinafina reportam potente atividade deste 

fármaco. Kohler et al. (2006) descrevem 65% dos isolados com CIM ≤ 0,125 μg/mL, 

enquanto constatamos em nosso estudo 68% nesta condição.  Trilles et al. (2005) 

relataram valores mais elevados para as CIMs de terbinafina (MG= 0,8 μg/mL) quando 

comparados aos resultados do presente trabalho. Comparando com estudos que empregam os 

mesmos testes de suscetibilidade, nossos resultados estão de acordo com os de Marimon et al. 

(2008) e Silveira et al. (2009) os quais, com base nos parâmetros de susceptibilidade, 

destacam a terbinafina como o antifúngico mais ativo, constituindo-se numa sugestão de  

opção frente aos isolados resistentes ao itraconazol (S. albicans e S. luriei). Não observamos 

variações na suscetibilidade à terbinafina na comparação entre os isolados de origem humana 

e os de origem felina, fato já observado por outros autores (KOHLER et al., 2004; MEINERZ 

et al., 2007).  

 Embora restrita à experiência clínica, a terbinafina está indicada como segunda 

escolha para tratamento da esporotricose linfocutânea e cutânea (KAUFFMAN et al., 2007; 

CHAPMAN et al., 2004). 

 Frente à caspofungina, verificou-se intervalo de suscetibilidade entre 8 μg/mL e >32 

μg/mL, com média geométrica de 22,632 μg/mL; a CIM50 e CIM90 foram de 32 μg/mL. Com 

base nas CIMs de caspofungina para Candida sp. e Aspergillus sp., as CIMs obtidas para S. 

schenckii sugerem reduzida sensibilidade de Sporothrix spp a esta equinocandina. 

 Considerando que se identificou apenas um isolado de cada uma das espécies 

itraconazol-resistente - S. albicans e S. luriei  - e, a recente possibilidade destas identificações, 

é prematuro estabelecer  afirmações. Por outro lado, considerando-se que este é o segundo 

estudo relatando as novas espécies S albicans, S. brasiliensis e S. luriei e sendo esta última 

espécie, S. luriei, o segundo exemplar até hoje identificado, qualquer achado é importante e 

deve ser considerado. A grande indagação é se a resistência ao itraconazol é uma 

característica destas espécies ou se a resistência aqui detectada é um achado dentro da 

variabilidade de suscetibilidade destas espécies.  



 

 No intuito de vencer a resistência antifúngica e a toxicidade da monoterapia com 

anfotericina B, combinações de antifúngicos podem representar uma alternativa para 

aumentar a eficácia dos antimicóticos, ao mesmo tempo, utilizando-se doses mais baixas. A 

vantagem das combinações que evidenciam sinergismo é a redução da toxicidade e provável 

sucesso terapêutico nos casos não responsivos a monoterapia antifúngica habitual. Altas taxas 

de sucesso no tratamento da esporotricose com itraconazol (BARROS et al., 2011) não têm 

incentivado a utilização de combinações de antifúngicos contra Sporothrix spp;  no entanto, a 

descrição de novas espécies de  Sporothrix  com marcada resistência a este triazólico 

descortinam novo panorama, o qual requer alternativas onde as combinações entre 

antifúngicos poderão ser úteis (BUNCE et al., 2011; GREMIÃO et al., 2011; ZHANG et al., 

2011). 

 Considerando-se que as variações de suscetibilidade no gênero Sporothrix estão bem 

evidentes, a escolha do melhor tratamento poderá estar assegurada na associação entre 

fármacos. Neste sentido, no presente estudo foram avaliadas combinações antifúngicas 

voltadas aos isolados resistentes. As combinações usadas foram terbinafina (TER) com os 

azólicos voriconazol (VRZ), cetoconazol (CTZ) e itraconazol (ITZ) frente a 40 cepas de 

Sporothrix spp.  

 Quando a TER foi combinada com CTZ, ITZ e VRZ, a interação sinérgica só foi 

observado frente a 1 isolado (2,5%); para TER+ITZ.  

  Interações aditivas foram observadas nas associações de TER+CTZ (27,5% dos 

isolados), TER+ITZ (35%) e TER+VRZ (2,5%); todavia, a maioria das interações foi 

indiferente: TER+CTZ (70%), TER+ITZ (52,5%) e TER+VRZ (55%). Interações antagônicas 

foram observadas frente a um isolado de TER+CTZ, com quatro isolados (10%) da 

combinação TER+ITZ e, com 17 isolados (42,5%) para a combinação de TER+VRZ. 

Nossos achados são similares aos reportados por Zhang et al. (2011), que relataram 

predominantemente interações aditivas e indiferentes pela combinação TER+ITZ. Ao mesmo 

tempo indicaram a utilização da TER isolada ou em combinação com outros agentes 

antifúngicos, para os casos de esporotricose não responsivos ao tratamento com ITZ. 

 Embora a esporotricose não seja considerada micose oportunista, a emergência de 

novas espécies a coloca sob a mira de novas investigações. As exuberantes formas da 

esporotricose na SIDA são causadas por quais espécies de Sporothrix? As formas 

disseminadas em pacientes sob corticoidoterapia devem-se a qual espécie? Estas duas 

situações configuram-se como “oportunistas”? Estudos enfocando quadros clínicos em 

pacientes com algum grau de imunocomprometimento e a identificação das novas espécies de 



 

Sporothrix será fundamental para melhor relacionar estas espécies com os quadros clínicos, 

que até então, eram relacionados a uma só espécie.  

 A busca por marcadores fenotípicos para uso rotineiro nos laboratórios de 

Microbiologia é de interesse como ferramenta para identificar as novas espécies do complexo 

Sporothrix schenckii . Apesar dos ensaios de Marimon et al. (2007) indicarem alguns testes, o 

aprofundamento da questão é urgente. Nesta linha de pesquisa e, em resposta às novas 

necessidades de identificação, a caracterização de proteínas como algumas enzimas fúngicas 

pode trazer respostas importantes no reconhecimento de fatores de virulência do Sporothrix 

spp, podendo ser fundamentais para o melhor entendimento da patogênese da esporotricose e, 

ao mesmo tempo, permitir o rápido reconhecimento de alguma(s) espécie(s).  

 As variações fisiológicas  dos isolados oriundos de  diferentes formas clínicas de 

esporotricose vem sendo estudadas e observadas e, recentemente, relacionadas às novas 

espécies; todavia, as enzimas  das espécies do Complexo Sporothrix schenckii não haviam 

ainda sido estudadas. Diante disso, pela primeira vez, evidenciamos um perfil enzimático para 

as diferentes espécies do complexo Sporothrix schenckii. Neste estudo, as características 

enzimáticas foram analisadas usando o sistema API ZYM
®
 o qual é constituído por 19 

substratos. Os resultados indicaram a presença das seguintes enzimas: fosfatase alcalina (FA); 

esterase (ES); lipase esterase (LE); lipase (LP); leucino arilamidase (LA); fosfatase ácida 

(FA); naftol-AS-BI-fosfohidrolase (NF); α-glucosidase (AG); β- glucosidase (BG); N-acetil-

β-glucosaminidase (NG); α–mannosidase (AM).  

 O sistema API ZYM
®
 empregado revelou-se satisfatório e promissor como proposta 

para diferenciar fenotipicamente as espécies: S. brasiliensis, S luriei e S. albicans com 

características bem peculiares. Os isolados identificados molecularmente como S. luriei, S. 

brasiliensis e S. albicans evidenciaram características bem específicas com base no perfil 

enzimático. S. brasiliensis foi a única espécies com atividade de lípase (LP); S. albicans foi a 

única espécie que evidenciou atividade de leucino-arilamidas (LA). Já S. luriei foi a única 

espécie sem atividade da enzima naftol-AS-BI-fosfohidrolase (NF). Todos os isolados 

evidenciaram atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA) e α-glucosidase (AG). Os 37 

isolados de Sporothrix schenckii testados poderiam ser classificados em 15 biótipos 

diferentes, com 37,8% dos isolados apresentando reações positivas para ES, LE, FA, NF e 

AG.  

 Baseados nos resultados anteriores sugerem-se que os testes de atividade enzimática 

podem se constituir em testes fenotípicos úteis para identificar espécies de Sporothrix. 

Todavia, estudos adicionais, com um maior número de espécies não-schenckii, são 



 

necessários para caracterizar melhor o achado. Também o desenvolvimento de testes futuros 

para comparar as características intraespecíficas do complexo Sporothrix, será bem-vindo.  

 Finalmente, entendemos que os achados do presente estudo podem ser assim 

resumidos: a) as espécies do complexo S. schenckii podem ser mais comuns do que se admite, 

visto identificarmos três delas numa amostra de 40 isolados; b) há problemas de resistência ao 

itraconazol entre elas; c) o perfil enzimático pode se constituir numa alternativa para a 

identificação fenotípica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 CONCLUSÕES  

 

 

 Os estudos genotípicos e fenotípicos permitiram a identificação das espécies: S. brasiliensis 

(2,5%), S. luriei (2,5%), S. albicans (2,5%) e S. schenckii (92,5%) dentre os 40 isolados 

testados. 

 Com base nas CIMs, os isolados evidenciaram maior sensibilidade à terbinafina, cetoconazol 

e anfotericina B; já, ao fluconazol e a caspofungina foram menos sensíveis. Frente ao 

itraconazol a maioria dos isolados foi sensível; todavia, S. luriei e S. albicans evidenciaram 

CIM >16µg/mL e CIM >128 16µg/mL, respectivamente.  

 A avaliação das combinações [terbinafina + cetoconazol] e [terbinafina + itraconazol] 

mostraram-se vantajosas quando comparadas  a atividade individual destes fármacos.  

 Nenhuma espécie de Sporothrix evidenciou sensibilidade ao voriconazol quando testado 

isoladamente. A associação [voriconazol + terbinafina] foi sinérgica frente a alguns isolados, 

mas expressivo antagonismo (45%) foi também detectado.  

 O API ZYM
®
 evidenciou distintos perfis enzimáticos entre espécies de S. luriei, S. albicans, 

S. brasiliensis e S. schenckii. Na espécie S. schenckii foram detectados 15 diferentes biótipos 

de perfis enzimáticos. 
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