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RESUMO 
 

A esporotricose, micose subcutânea causada pelo complexo Sporothrix schenckii, é 
cosmopolita e a mais frequente na América Latina. Nos últimos anos tem aumentado 
significativamente o número de casos no Brasil, com destaque para o aumento no estado 
do Rio de Janeiro. Atualmente, quatro novas espécies dentro do gênero Sporothrix têm 
sido consideradas, sendo essas: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix 
mexicana e Sporothrix luriei, as quais são altamente associadas às duas espécies já 
existentes S. schenckii e S. albicans, sendo a última recentemente renomeada como S. 
pallida. A caracterização destas espécies foi realizada por meio da utilização de provas 
fenotípicas: morfologia de conídios, teste de crescimento à 30ºC e 37ºC, teste de 
termotolerância, auxonograma e sequenciamento parcial do gene da calmodulina. O 
principal objetivo deste estudo foi a caracterização de espécies do complexo Sporothrix por 
meio de taxonomia molecular através do desenvolvimento de metodologia baseada em 
ácidos nucléicos para a identificação das espécies e a determinação do perfil proteômico do 
complexo Sporothrix, utilizando metodologia baseada em espectrometria de massa em 
célula intacta (MALDI-TOF ICMS). No presente trabalho foi realizada a identificação em 
nível de espécie de isolados clínicos e ambientais oriundos da epidemia de esporotricose 
no Rio de Janeiro, de um surto zoonótico familiar no estado do Espírito Santo e dois 
isolados clínicos oriundos de Portugal. Por meio da identificação por taxonomia polifásica 
de 246 isolados clínicos e um ambiental obtidos da endemia de esporotricose no Estado do 
Rio de Janeiro foi demonstrado que esta abordagem é fundamental para a identificação das 
espécies do complexo Sporothrix. A identificação em nível de espécies de cepas do 
complexo Sporothrix spp. provenientes de diferentes regiões geográficas, demonstrou S 
.globosa e S. mexicana circulando em Portugal, sugerindo que a esporotricose seja 
subdiagnosticada naquele país, e que esta micose poderia ser considerada emergente no sul 
da Europa. Também descrevemos o primeiro surto causado por S. brasiliensis fora da zona 
endêmica do Rio de Janeiro. Para a identificação das espécies de Sporothrix descrevemos 
uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B, o qual distinguiu com sucesso 
as espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, e S. schenckii. Essa metodologia gerou 
padrões de bandas distintos, permitindo a correta identificação de todos os 35 isolados 
clínicos estudados apresentando 100% de concordância com o sequenciamento parcial do 
gene da calmodulina, sendo uma técnica rápida e de fácil execução. A padronização da 
metodologia do MALDI-TOF ICMS, possibilitou a determinação de perfis proteômicos 
distintos entre as espécies do complexo Sporothrix, demostrando a aplicabilidade desta 
técnica na diferenciação das espécies. A caracterização de espécies do complexo 
Sporothrix em nosso estudo foi a maior reportada na literatura especializada até o presente. 
Concluimos que a taxonomia polifásica é fundamental para diferenciação das espécies de 
Sporothrix, podendo ser realizada com as técnicas de T3B Fingerprinting e MALDI-TOF 
ICMS, tendo importância na epidemiologia e clínica da esporotricose. 
 

Palavras-chave: Complexo Sporothrix, taxonomia polifásica, T3B Fingerprinting 
MALDI-TOF ICMS. 
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ABSTRACT 
 

Sporotrichosis, a subcutaneous mycosis caused by the Sporothrix schenckii complex, has a 
worldwide distribution and is frequent in Latin America. In last years, the number of cases 
has been significantly increased in Brazil, especially in Rio de Janeiro state. Recently, four 
new species, in Sporothrix genus have been considered, these species are: Sporothrix 
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, and Sporothrix luriei which are 
highly associated to the two existing species S. schenckii and Sporothrix albicans that has 
been recently renamed as Sporothrix pallida. The characterization of these species was 
performed by the use of phenotypic tests: morphology of conidia, growth rates at 30ºC and 
37ºC, thermotolerance, carbohydrate assimilation tests and partial sequencing of the 
calmodulin gene. The main goal of this study was the characterization of species of 
Sporothrix complex by molecular taxonomy, through the development of methodology 
using nucleic acids for identification of species and determination of proteomic profile of 
Sporothrix using a method based on intact cell mass spectrometry (MALDI-TOF ICMS). 
In the present work the identification to the species level of clinical and environmental 
isolates originating from the sporotrichosis endemic in Rio de Janeiro, from an outbreak of 
zoonotic sporotrichosis in Espírito Santo, and two clinical isolates from Portugal was 
performed. Through identification by polyphasic taxonomy of 246 clinical isolates and one 
environmental isolate obtained form the endemic sporotrichosis in Rio de Janeiro state, it 
has been shown that this approach is essential to identify the species of the Sporothrix 
complex.The identification at species level of strains from the Sporothrix spp. complex 
from different geographic regions demonstrated S. globosa and S. mexicana circulating in 
Portugal, suggesting that sporotrichosis should be under diagnosed in that country and that 
this mycosis could be considered as an emerging mycosis in southern Europe. We also 
describe the first outbreak caused by S. brasiliensis outside the endemic zone of Rio de 
Janeiro. To identify the species of Sporothrix we describe a PCR fingerprinting using the 
universal primer T3B which distinguished successfully the species S. brasiliensis, S. 
globosa, S. mexicana, and S. schenckii. This methodology has generated different band 
patterns allowing the correct identification of all 35 clinical isolates studied with 100 % of 
concordance with partial sequencing of the calmodulin gene, being a methodology fast and 
easy to apply. The standardization of MALDI-TOF ICMS technique allowed the 
determination of distinct proteomic profiles between different species of Sporothrix, 
demonstrating the feasibility of this technique in the differentiation of species. The 
speciation of Sporothrix complex in this study was the largest reported in the specialized 
literature up to now. We conclude that the polyphasic taxonomy is essential for 
differentiation of Sporothrix species and could be performed with the techniques of T3B 
fingerprinting and MALDI - TOF ICMS, having importance in the epidemiology and 
clinics of sporotrichosis. 
 
Keywords: Sporothrix complex, polyphasic taxonomy, sporotrichosis, T3B 
Fingerprinting, MALDI-TOF ICMS. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 – Esporotricose 
 
1.1.1 - Histórico 

O fungo Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez por Benjamin Schenck, em 

1896, de um paciente com 36 anos, do sexo masculino, apresentando lesões na mão e no braço 

direito. Este isolado, obtido da secreção dos abscessos que o paciente apresentava, foi 

estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que este fungo pertencia ao gênero 

Sporotrichum (Schenck, 1898). Anteriormente, Linck em 1809 e Lutz em 1889 já tinham se 

referido a possíveis casos de esporotricose. No entanto, não foi possível o isolamento do fungo 

para a confirmação dos casos (Kwon-Chung & Bennet, 1992). O segundo caso indiscutível de 

esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago, por Hekton & Perkins 

(1900), relata o desenvolvimento de uma lesão no dedo de um menino após ter sofrido um 

ferimento por uma martelada, lesão esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores 

deram a esse fungo patogênico sua denominação atual, Sporothrix schenckii (Hekton & 

Perkins, 1900). Em 1907, o primeiro caso de infecção natural em animais foi descrito por Lutz 

& Splendore (1907), em ratos, no Brasil, onde a possibilidade de contágio ao homem pela 

mordedura desses animais foi mencionada (Pupo, 1917). Este fungo tem sido identificado em 

diversas áreas do mundo e, mais recentemente, a maioria dos casos publicados é proveniente 

da América Latina, em especial México, Colômbia, Brasil e Peru, além do continente africano 

(Pappas et al., 2000; Kovarik et al., 2008; Lopez-Romero et al., 2011). 

 

1.1.2. Epidemiologia  

A esporotricose é a micose subcutânea mais prevalente na América Latina (Conti-

Diaz, 1989; Kovarik et al., 2008, Lopez-Romero et al., 2011), onde as taxas de infecção em 

áreas rurais são relevantes (Pappas et al., 2000). No Brasil, a distribuição de S. schenckii no 

meio ambiente e as características do seu nicho ecológico têm sido muito pouco estudadas. 

Podendo ser enumerados os trabalhos referentes ao isolamento deste fungo do solo, apesar de 

alguns casos terem sido descritos em especial no Rio Grande do Sul, São Paulo e Rio de 

Janeiro (Freitas et al., 1965; Lopez et al., 1999; Barros et al., 2004, Freitas et al., 2010).  
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No homem, a esporotricose é uma doença que costuma ocorrer sob a forma de casos 

isolados ou em pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo pessoas expostas a 

vegetais ou solo rico em matéria orgânica, como agricultores, floristas, jardineiros e mineiros, 

além de laboratoristas (Carrada-Bravo, 1975; Cooper et al., 1992a; Hajjeh et al., 1997). 

Epidemias envolvendo grande número de pessoas ou amplas regiões geográficas são raras e 

têm sido relacionadas a uma fonte de infecção comum no ambiente. A maior epidemia 

conhecida de esporotricose foi registrada na África do Sul em trabalhadores de uma mina 

cujas madeiras estavam contaminadas pelo fungo (Quintal, 2000). Outra importante epidemia 

ocorreu nos Estados Unidos, sendo relacionada a um tipo de musgo contaminado por S. 

schenckii (Coles et al., 1992), sendo esta fonte de infecção  confirmada por métodos 

moleculares de tipagem dos isolados clínicos e ambientais (Cooper et al., 1992b). Também 

nos Estados Unidos, uma microepidemia de esporotricose ocorreu através da contaminação de 

pessoas pelo feno estocado numa casa abandonada, onde se realizavam festas de “Halloween” 

(Dooley et al., 1997). Mais recentemente foi descrito na Austrália um aumento do número de 

casos de esporotricose, que por métodos moleculares ficou demonstrado ser relacionado à 

exposição ao fungo presente no feno (O’Reilly & Altman, 2006; Feeney et al., 2007). 

No Brasil, a esporotricose foi primeiramente reportada em 1907 (Lutz & Splendore, 

1907). Desde então, outros casos têm sido descritos, em especial no Rio Grande do Sul e em 

São Paulo (Freitas et al., 1965; Lopes et al., 1999). Uma revisão dos casos de esporotricose no 

Rio Grande do Sul entre 1967 e 2002 revelou um número de 304 casos de esporotricose, 

sendo 96% deles confirmados pelo isolamento de S. schenckii em cultura. Na maioria dos 

pacientes (75%) a infecção foi relacionada a exposição à matéria orgânica contaminada 

(Lopes et al., 1999). Não foi possível verificar transmissão zoonótica da esporotricose neste 

estudo. Entretanto, recentemente foi descrita transmissão zoonótica de esporotricose na Região 

Sul (Madrid et al., 2010). Também foi verificado que o número de casos de esporotricose 

nesse estado brasileiro estava diminuindo desde a década de 90 (Rosa et al., 2005), mas no 

período entre 2008 e 2010, foi observado um aumento considerável no número de casos de 

esporotricose na região (Madrid et al., 2012). Outro estudo realizado por inquérito 

epidemiológico com esporotriquina em Morro Velho, uma cidade do quadrilátero ferrífero em 

Minas Gerais, revelou positividade em 13,67% dos indivíduos submetidos ao estudo, embora 

S. schenckii não tenha sido isolado de nenhuma amostra de solo colhida na localidade 
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estudada (Rodrigues & Resende, 1996). Assim como no Sul do país, casos de esporotricose 

também foram evidenciados em um estudo realizado na região Norte, no período de 1973 a 

1983 (Talhari et al., 1988).  

O estado do Rio de Janeiro apresenta atualmente uma endemia de esporotricose, fato 

esse demonstrado inicialmente por Schubach e colaboradores (2005a, 2008) em um estudo 

realizado no período de 1998 a 2004. Nesse estudo foram diagnosticados em uma única 

instituição hospitalar 759 casos de esporotricose humana, 1.503 de esporotricose felina e 64 de 

infecção canina, onde em 83,4% dos casos de esporotricose humana os pacientes relataram 

terem tido contato com gatos com esporotricose (Schubach et al., 2008). Recentemente Silva e 

colaboradores (2012) realizaram uma atualização dos dados desta endemia, sendo 

reconhecidos 1.848 casos de esporotricose humana no estado do Rio de Janeiro, no período 

entre 1997 e 2007. Esta endemia difere das epidemias ocorridas em outros lugares do mundo 

por não serem transmitidas por uma fonte vegetal contaminada pelo fungo, mas sim por gatos 

domésticos infectados por S. schenckii (Hay & Morris-Jones, 2008). A endemia inicialmente 

concentrou-se em áreas menos favorecidas do estado do Rio de Janeiro, nos municípios da 

região metropolitana e, no município do Rio de Janeiro, principalmente nos bairros do 

subúrbio. A doença foi mais comumente observada em mulheres jovens que desenvolviam 

atividades no domicílio, proporcionando contato direto com os felinos domésticos. A forma 

cutâneo-linfática da doença foi a mais frequente, seguida das formas cutânea localizada e 

cutânea disseminada (Silva et al., 2012) O itraconazol (ITC) na dose de 100mg/dia foi 

eficiente para cura da esporotricose cutânea em 90% dos pacientes tratados, com boa 

tolerabilidade pelos pacientes e sem alterações laboratoriais importantes (Barros et al., 2011). 

Também foram descritas formas clínicas pouco comuns como envolvimento de mucosas nasal 

e conjuntival, isoladas ou associadas a formas cutâneas clássicas (Schubach et al., 2005a, 

2008). Outro aspecto interessante foi o relato de manifestações de hipersensibilidade, descritas 

pela primeira vez relacionadas à esporotricose, como eritema nodoso, eritema multiforme e 

Síndrome de Sweet (Gutierrez-Galhardo et al., 2002, 2005; Freitas et al., 2012).  

 

1.1.3. Patogenia 

O início da infecção pelo Sporothrix aquém dos linfonodos regionais nos seres 

humanos, geralmente ocorre após inoculação do fungo na pele por ocasião de um trauma com 
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espinhos, farpas, arranhadura e/ou mordedura de gatos, cães ou ainda por meio da 

contaminação pré-existente de solução de continuidade cutânea, alcançando o tecido cutâneo e 

subcutâneo (Jin et al., 1990; Marques et al., 1993; Madrid et al., 2012). Indivíduos que 

trabalham com solo ou plantas, tais como lavradores, jardineiros, agricultores, entre outros, 

são mais suscetíveis ao contato com este agente infectante, desenvolvendo essa micose com 

maior frequência. Os sítios de infecção habituais são os membros inferiores e superiores. A 

transmissão pode ocorrer também de forma menos comum, por meio da inalação de estruturas 

fúngicas, via trato respiratório superior, com possibilidade de consequente disseminação 

hematogênica. Quando inalado promove um quadro de pneumonite granulomatosa cavitária, 

podendo iniciar-se semelhante a um quadro de tuberculose (Kwon-Chung & Bennett, 1992; 

Zancopé-Oliveira et al., 2011). 

A esporotricose foi descrita em 1970 como uma infecção oportunista em indivíduos 

imunocomprometidos como: alcoólatras, diabéticos, portadores de malignidade hematológica, 

doença pulmonar obstrutiva crônica, transplantados utilizando drogas imunossupressoras e 

mais recentemente em indivíduos infectados pelo HIV (Lynch et al., 1970; Ramos-e-Silva et 

al., 2007; Freitas et al., 2012). 

 

1.1.4. Formas clínicas 

A esporotricose é uma micose de evolução subaguda ou crônica e clinicamente pode 

ocorrer com uma variedade de expressões clínicas, podendo ser dividida em quatro formas 

clínicas distintas (Ramos-e-Silva et al., 2007): 

A forma linfocutânea é a mais comum e fácil de diagnosticar, respondendo por até 

75% dos casos, dependendo da região geográfica. Geralmente as lesões são localizadas nas 

extremidades superiores e caracterizadas pelo aparecimento de uma lesão primária no local da 

inoculação após duas ou três semanas. Esta lesão pode ser ulcerada com uma base infiltrada ou 

papular, nodular, nódulo-ulcerativa, placa úlcero-gomosa ou vegetativa. A partir da lesão 

inicial, forma-se uma cadeia de nódulos indolores ao longo do trajeto dos vasos linfáticos, os 

quais podem tumefazer e ulceram com pequenos exsudatos. Geralmente, os linfonodos 

regionais não estão envolvidos, e não há alterações observadas na pele entre os linfonodos 

(Rippon, 1988). Eritema e infecção secundária podem estar presentes, mas a dor é geralmente 

leve (Gutierrez-Galhardo et al., 2002, 2005; Zancopé-Oliveira et al., 2011). 
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A forma cutânea fixa é o segundo tipo mais comum de esporotricose e contribui para 

aproximadamente 20% dos casos desta enfermidade. A lesão permanece confinada ao local de 

inoculação e os vasos linfáticos não estão envolvidos. As lesões são úlceras, placas verrucosas, 

ou placas infiltradas. Lesões satélites de pequeno porte são comuns e frequentemente 

observadas em crianças (Zancopé-Oliveira et al., 2011). As extremidades superiores e 

inferiores são os locais mais comuns de lesões, e as crianças apresentam um alto índice de 

lesões na face (Song et al., 2011).Assim como a forma linfocutânea, os pacientes com a forma 

cutânea fixa não apresentam sintomas sistêmicos. No entanto, se deixada sem tratamento, as 

lesões podem evoluir para um curso crônico, ou uma involução espontânea da lesão pode 

ocorrer (Zancopé-Oliveira et al., 2011). 

A forma cutânea disseminada se apresenta com lesões nodulares, gomosas ou 

ulceradas disseminadas. Após a inoculação da pele, há disseminação hematogênica, que 

inicialmente apresenta lesões subcutâneas tumefeitas que podem ulcerar depois de semanas ou 

meses. Embora muito rara esta forma tem sido relatada em pacientes com Síndorme da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) como a primeira manifestação desta síndrome (Al-Tawfiq 

& Wools, 1998; Freitas et al., 2012) e em pacientes submetidos a um longo curso de terapia 

com corticosteróides. A esporotricose cutânea disseminada é mais frequentemente observada, 

em até 16% dos casos, em pacientes imunocompetentes cuja transmissão do fungo ocorreu por 

meio de trauma determinado por gatos doentes, possivelmente por inoculações múltiplas do 

agente (Barros et al., 2004; Freitas et al., 2010). 

A forma extracutânea aparece em menos de 5% dos casos e é a mais difícil de 

diagnosticar. Ela surge após a disseminação hematogênica do fungo, inalação de conídios, 

contato direto com uma lesão de pele ou inoculação direta em uma mucosa. Quaisquer órgãos 

ou tecidos podem ser afetados pela esporotricose extracutânea, e os sintomas são específicos 

para o órgão envolvido e acompanhados de febre e comprometimento geral em alguns casos 

(Zancopé-Oliveira et al., 2011). O envolvimento pode ser unifocal ou multifocal. 

Imunossupressão causada por doenças como diabetes, alcoolismo, câncer, doença pulmonar 

obstrutiva crônica e AIDS é comum nas formas pulmonar e nervosa (Rippon, 1988; Carvalho 

et al., 2002; Freitas et al., 2012). 
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1.1.5. Diagnóstico laboratorial da esporotricose 

O diagnóstico da esporotricose é baseado no isolamento e identificação de seu agente 

causal, S. schenckii, de materiais biológicos (Know-Chung & Bennet, 1992; López-Romero et 

al., 2011; Zancopé-Oliveira et al., 2011). Para isso, devem ser empregados, 

concomitantemente, os exames diretos, onde preparações a fresco de espécimes clínicos 

tratados com hidróxido de potássio (KOH) a 10% ou hidróxido de sódio (NaOH) a 4% são 

analisadas microscopicamente para a observação de células leveduriformes de S. schenckii, e o 

cultivo. O exame direto é de difícil leitura, uma vez que as células leveduriformes presentes 

em amostras clínicas são estruturas pequenas e escassas, exceto quando os espécimens 

biológicos são provenientes de gatos domésticos (Reed et al., 1993). Esfregaços de pus e 

“imprint” de biópsias de lesões coradas pelo Giemsa favorecem a visualização das formas 

infectantes. Em cortes histológicos a impregnação pela prata de Grocott, a coloração pelo 

ácido periódico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE) são as técnicas 

imunohistoquímicas de escolha. Porém, a menos que o material esteja muito rico em estruturas 

fúngicas, não é fácil a observação das formas leveduriformes características de S. schenckii 

(Morris-Jones, 2002; Miranda et al., 2011). Geralmente, as formas leveduriformes têm aspecto 

variando do globoso a ovalado com brotamentos claveiformes, no interior de macrófagos e 

forma de “charuto”(Miranda et al., 2009). Em cerca de 40% dos casos onde o fungo é 

encontrado, nota-se a presença de corpo asteróide, substância eosinofílica de forma radiada 

constituída de complexo antígeno-anticorpo, que se deposita na parede de alguns fungos 

(Chandler et al., 1980; Morris-Jones, 2002).  

O isolamento de S. schenckii é facilmente obtido através da semeadura do material 

clínico, que, em geral, é biópsia ou o pus da lesão, sem um tratamento prévio, em Ágar 

Sabouraud com cloranfenicol para evitar contaminação bacteriana, adicionado ou não de 

cicloheximida, droga que reduz a contaminação por alguns fungos saprófiticos. Entre cinco a 

sete dias já é possível a observação do aparecimento de colônias filamentosas, hialinas com 

aspecto úmido. Com o tempo as colônias podem apresentar uma coloração escura no seu 

centro que vai aumentando centrifugamente ou permanece hialina. Na fase filamentosa, deve-

se preparar um microcultivo em lâmina objetivando o estudo mais detalhado da microscopia 

das estruturas fúngicas. A presença de dois tipos de conídios: hialinos a marrons, de parede 

fina, em conidióforo do tipo simpodial e conídios escuros de parede espessa, dispostos ao logo 
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da hifa identificam a amostra como S. schenckii (Dixon et al., 1991; Zancopé-Oliveira et al., 

2011). 

A observação de crescimento de uma colônia miceliana com aspectos descritos acima 

é indicativa para a realização do teste de termo-conversão da colônia em meio de BHI ágar 

(Brain Heart Infusion Agar) com extrato de levedura. Para tanto, distribui-se um pequeno 

inóculo por toda a superfície do meio de cultura e incuba-se a 37ºC por cinco dias. A colônia, 

após a conversão do fungo à levedura, assumirá um aspecto cremoso de cor bege amarelado 

(Morris-Jones, 2002; Criseo et al., 2008). As colônias de S. schenckii são urease negativas 

após sete dias, podendo tornam-se urease positivas ao décimo-quarto dia (Sigler et al., 1990). 

Esta característica no entanto, deve ser analisada com cautela, visto que estudos recentes 

verificaram vairação na produção de urease (Marimon et al., 2007) e alta produção de urease 

após 4 dias de incubação em isolados do RJ (Almeida-Paes, 2012). S. schenckii em cultura à 

37ºC apresenta células leveduriformes hialinas, pequenas, globosas com um ou mais 

brotamentos claveiformes, tais como aquelas observadas no exame direto. A confecção de 

lâminas de S. schenckii, tanto na fase filamentosa como na leveduriforme, é feita com 

lactofenol-azul de algodão e estas são observadas em um microscópio óptico nos aumentos de 

100 e 400X (Zancopé-Oliveira et al., 2011).  

Para o estabelecimento do diagnóstico sorológico da esporotricose várias técnicas têm 

sido descritas. Reações de imunodifusão dupla com soro de pacientes com esporotricose 

subcutânea não apresentam reações cruzadas com leishmaniose e cromoblastomicose, doenças 

com manifestações clínicas semelhantes às da esporotricose (Casserone et al.,1983; Albornoz 

et al., 1984). O teste de imunoeletroforese apresenta alta sensibilidade, com a presença de um 

arco anódico, chamado arco S em todos os casos positivos (Albornoz et al., 1984). Os testes de 

aglutinação em tubo e em partículas de látex têm grande valor na pesquisa de anticorpos, 

demonstrando boa sensibilidade e especificidade (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973; 

Casserone et al., 1983). Técnicas imunoenzimáticas também começaram a ser utilizadas no 

diagnóstico da esporotricose. As primeiras reações imunoenzimáticas (ELISA) descritas na 

literatura utilizaram um antígeno purificado de parede celular da forma leveduriforme 

(Bernardes-Engemann et al., 2005), e um extrato bruto de cultivo da forma filamentosa de S. 

schenckii (Almeida-Paes et al., 2007a). Ambas as técnicas demonstraram valores de 

especificidade e sensibilidade satisfatórios. Recentemente, Almeida-Paes e colaboradores 
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(2007b), descreveram que ELISA utilizando exoantígenos de S. schenckii. Essa técnica 

apresentou sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e eficiência de 92%, estando 

associada com a detecção de três isotipos de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM. Dependendo 

do isotipo verificado existe uma variação da sensibilidade e a especificidade deste método 

para o diagnóstico da esporotricose.  Fernandes e colaboradores (2011) realizaram um estudo 

comparando o antígeno purificado e o exoantígeno, cujos resultados demonstraram 

respectivamente, 90 e 96% de sensibilidade e 96 e 98% de especificidade, corroborando com 

os dados apresentados por Almeida-Paes e colaboradores (2007b). 

 

1.1.5.1 Métodos moleculares para o diagnóstico da esporotricose 

O diagnóstico baseado na amplificação das sequências gênicas de fungos pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta poderosa para a identificação de micoses 

invasivas. A primeira PCR descrita para a identificação de S. schenckii lato sensu foi descrita 

por Kano e colaboradores (2001). Iniciadores baseados no gene codificador da CHS 1 (quitina 

sintase 1) foram desenhados e a PCR foi capaz de detectar 10 pg de fragmento de DNA 

genômico de S. schenckii. Posteriormente essa metodologia foi utilizada para o diagnóstico 

molecular da esporotricose (Kano et al., 2005). Uma nested PCR para detecção de S. schenckii 

foi avaliada em amostras clínicas utilizando como alvo a região do gene 18S rRNA. Essa 

reação detectou DNA de S. schenckii em amostras de tecidos de animais infectados ou de 

amostras clínicas de pacientes com esporotricose, confirmados por cultura ou coloração 

histoquímica. O ensaio mostrou uma alta sensibilidade e especificidade, indicando que poderia 

permitir o diagnóstico rápido, com precisão suficiente para ser útil no diagnóstico de pacientes 

com esporotricose (Hu et al., 2003). Recentemente, esses iniciadores foram utilizados para 

detecção de DNA de S. schenckii em 38 cepas oriundas de diversas regiões geográficas do 

mundo, em amostras de tecido de camundongos infectados experimentalmente,  biópsia de 

nove pacientes com esporotricose, duas cepas de Ceratocystis minor, e em 10 isolados de 

outros fungos patogênicos (Xu et al., 2010). Os autores demonstraram que a nested PCR 

identificou todas as cepas e amostras clínicas de S. schenckii, corroborando com os dados 

obtidos por Hu e colaboradores (2003), que relataram alta sensibilidade e especificidade dessa 

reação, sendo um método rápido para o diagnóstico da esporotricose em condições livres de 

contaminação (Xu et al., 2010). Outros estudos também relataram a metodologia da PCR para 
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o diagnóstico da esporotricose. Mendoza e colaboradores (2012) apresentaram uma evolução 

na metodologia da nested PCR descrita anteriormente por Hu e colaboradores em 2003. 

Entretanto, este estudo demonstrou que esta metodologia molecular apresentou baixa eficácia 

quando comparada com as metodologias convencionais de diagnóstico, como a cultura que é 

considerada “padrão ouro”. Liu e colaboradores (2012) relataram uma PCR em biópsia de 

tecido utilizando o primer para o gene codificador da CHS, S2-R2, apresentou reações 

positivas em 25 de 30 casos (83,3%). Esses primers também foram utilizados com sucesso 

para o diagnóstico da esporotricose felina, sem apresentar reações cruzadas com células da 

pele de gatos sadios ou infectados com outros fungos dimórficos (Kano et al., 2005). Contudo, 

estes estudos não permitiram a classificação em nível de espécie do complexo Sporothrix.  

 

1.1.5.2 Identificação molecular de espécies do complexo Sporothrix  

Nos últimos anos, o desenvolvimento de métodos moleculares baseados na detecção 

de DNA para identificação de isolados fúngicos promoveu uma redução no tempo do 

diagnóstico, mantendo ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisão quando 

comparado à cultura fúngica. Poucos métodos moleculares têm sido aplicados na detecção de 

DNA de S. schenckii a partir de espécimes clínicos e na identificação de Sporothrix spp. em 

cultura. O estudo pioneiro utilizando a metodologia de detecção de DNA para o diagnóstico de 

infecções fúngicas foi relatado por Sandhu e colaboradores (1995), no qual os autores 

desenvolveram 21 primers específicos com alvo para a grande subunidade do rRNA de  

diversos fungos, incluindo S. schenckii. Os resultados apresentaram um alto nível de 

especificidade (Sandhu et al., 1995). Estudos prévios utilizando a análise do DNA 

mitocondrial têm apresentado heterogenicidade de perfis em cepas de S. schenckii (Suzuki et 

al., 1988; Takeda et al., 1991). 

Diversos estudos taxonômicos moleculares utilizando diferentes metodologias, como a 

restriction fragment length polymorphism (RFLP) de diferentes genes alvos, random 

amplified polymorphic DNA (RAPD), sequenciamento do DNA da região de transcrição 

internal do RNA ribossomal (ITS), PCR com alvo no gene da topoisomerase II, amplified 

fragment length polymorphism (AFLP), e M13 PCR fingerprinting têm demonstrado que 

isolados de S. schenckii apresentam polimorfismos, sugerindo que poderiam não ser apenas 

uma espécie (Suzuki et al., 1988; Takeda et al., 1991; Lin et al., 1999; Ishizaki et al., 2000; 
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Mora-Cabrera et al., 2001; Watanabe et al., 2004; Kanbe et al., 2005; Neyra et al., 2005; 

Marimon et al., 2006; Zhang et al., 2006; Arenas et al., 2007).  

Marimon e colaboradores (2007), baseados nos resultados de estudos anteriores 

citados acima, descreveram por meio da combinação de caracterísitcas fenotípicas e 

genotípicas, quatro espécies relacionadas de S. schenckii: S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, e 

S. mexicana. S. globosa com distribuição mundial (Madrid et al., 2009; Oliveira et al., 2010; 

Cruz et al., 2012), enquanto S. mexicana sendo restrita ao México e S. brasiliensis ao Brasil 

(Marimon et al., 2007). Entretanto, um caso de esporotricose humana causada por S. mexicana 

foi relatado por Dias e colaboradores (2011) em Portugal. A ferramenta molecular proposta 

para diferenciação destas espécies estreitamente relacionadas foi o sequenciamento parcial do 

gene da calmoldulina (CAL) (Marimon et al., 2007). Nesse estudo foi proposta uma chave de 

identificação para o complexo Sporothrix (Marimon et al., 2007, 2008b), que inclui a análise 

morfológica de conídios, auxonograma, genotipagem através de amplificação por PCR, e 

sequenciamento parcial do gene da CAL. Baseado nesse último estudo, Romeo e 

colaboradores (2011) analisaram a filogenia molecular e epidemiologia das espécies de 

Sporothrix isoladas na Itália, demonstrando 26 cepas ambientais identificadas como S. 

albicans, e dois isolados clínicos como S. schenckii sensu stricto. A análise filogenética 

baseada no rDNA e no gene da β-tubulina de S. albicans, S. pallida e S. nivea revelou 

semelhança significativa entre as espécies, sendo proposto que as três espécies deveriam ser 

classificadas como S. pallida. Os autores demonstraram também que a análise da sequência 

parcial da β-tubulina é recomendada em estudos taxonômicos de espécies Sporothrix isoladas 

do ambiente (de Meyer et al., 2011). A análise do sequenciamento pacial da β-tubulina, 

permitiu a descrição mais detalhada de outras duas espécies de Sporothrix ambientais: S. 

brunneoviolacea e S. dimorphospora (Madrid et al., 2010). 

 

1.2 - O gênero Sporothrix  
 
1.2.1. Sistemática 

 Infecções fúngicas invasivas por leveduras e fungos filamentosos são significantes 

causa de morbidade e mortalidade em indivíduos com comprometimento do sistema imune e 

hospitalizados sob procedimentos invasivos. Com isso, a rápida identificação dos agentes 

etiológicos isolados de espécimes clínicos é particularmente importante. Neste sentido, a 
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sistemática e seu principal constituinte, a taxonomia dos fungos patogênicos, possui grande 

importância uma vez que a posição exata dos fungos na classificação informa as 

características do microorganismo, permitindo encaminhar, com maior confiabilidade, o 

melhor esquema terapêutico ou profilático a ser utilizado.  

Os estudos taxonômicos em micologia iniciaram-se oficialmente no ano de 1753 em 

estudos de Linnaeus, onde foi proposto o sistema binomial de nomenclatura. Christian 

Hendrich Persoon e Elias Magnus Fries, conotativamente denominados “pais da micologia”, 

propuseram a hipótese de ocorrência de relação entre todos os níveis da sistemática 

taxonômica. Juntamente com os demais taxonomistas do século XVIII, promoveram um 

sistema de classificação estruturado no estudo da morfologia comparativa. Nesse sistema 

proposto baseou-se a classificação de espécies e gênero. Poucos sistemas foram propostos em 

substituição aos já implementados no século XIX, sendo o que mais se destacou foi o da 

hipótese filogenética por arranjo numérico e a associação de maior quantidade de 

características. Dentre os taxonomistas que a desenvolveram temos Pier Andrea Saccardo, 

o qual foi responsável pela inserção de características primordiais na classificação dos 

fungos como a observação da coloração, forma e da presença de septos; características 

essas que segundo o autor deveriam ser catalogadas. A contribuição de Saccardo a 

taxonomia fúngica foi considerada adversa pelas próximas gerações de micologistas 

chegando a ser taxada como inoperante (Korf, 2005). A quimiotaxonomia foi também 

utilizada na sistematização, mas com poucos adeptos e promovendo surpresa entre os não 

envolvidos nesse sistema.  

O’ Hara (1997) apresentou uma visão resumida e muito didática da sistemática no 

século XX realizando a divisão da mesma em dois períodos: população sistemática 

implementada entre os anos de 1930 e 1940 e da sistemática filogenética a qual foi iniciada em 

1960 e continua sendo utilizada durante todos os anos até o presente. 

Historicamente, a classificação dos fungos primeiramente se baseou em dois principais 

eixos: fenótipo o qual inclui todas as características que possam ser vistas ou medidas 

diretamente à partir do microorganismo, como por exemplo, produção de metabólitos 

secundários, e bem utilizada na taxonomia de fungos filamentosos (Frisvad, 1998);  ecologia  

e fisiologia tal como características de crescimento sobre diferentes substratos (Frisvad, 1998; 

Frisvad & Samson, 2004), muito eficiente na classificação de leveduras. Com o transcorrer do 
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tempo  um terceiro eixo foi introduzido para delimitação de espécie, onde o genoma do fungo 

reflete a herança genética (filogenia) (Guarro et al., 1999; Taylor et al., 2000). A classificação 

baseada na filogenia pode ser utilizada em todos microorganismos. Entretanto, uma grande 

parte do genoma pode ser muito similar entre alguns gêneros, e a escolha do gene correto 

implicará na determinação de espécie. Todas as três formas de classificação estão fortemente 

inter-relacionados e algumas vezes redundantes, mas igualmente importantes na descrição, 

entendimento e classificação de espécies (Smedsgaard & Nielsen, 2004).  

A definição de espécies fúngicas não apresenta um consenso entre os micologistas. 

Atualmente os conceitos de espécie mais comumente utilizados na classificação são: 

1. O conceito morfológico ou fenotípico ou de fenótipo é clássico, sendo baseado 

na descrição das características morfológicas ou outras características fenotípicas, como 

termotolerância, produção de metabólitos secundários, presença de pigmento, entre outros 

(Taylor et al., 2000).  

2. O conceito ecológico que se baseia na adaptação dos organismos ao habitat e 

na reprodução isolada, apresentando grande aplicabilidade na classificação de fungos 

patógenos de plantas (Davis, 1995). 

3. O conceito biológico, o qual define espécie como populações que se 

reproduzem entre si produzindo uma progênie viável e são isoladas reprodutivamente dos 

outros grupos (Kwon-Chung & Varma, 2006). Este também está fundamentado nas variações 

genéticas entre espécies com possível compartilhamento de genes e na presença de barreiras 

quanto a essa “troca de genes” (Davis, 1995; Taylor et al., 2000).  

4. O conceito filogenético que define espécie como o menor agrupamento de 

indivíduos interconectados por relações genéticas (Taylor et al., 2000). 

Todos estes conceitos apresentam vantagens e desvantagens na classificação de fungos. 

Smedsgaard & Nielsen (2004) propuseram um simplificado e prático modelo para “conceito 

de espécie”, o qual engloba a combinação de caracteres fenotípicos juntamente com os 

aspectos relacionados ao ambiente (ecologia) e suas características hereditárias (filogenia ou 

genoma). 

A inserção de conceitos de biologia molecular fundamentados principalmente na 

análise de sequências nucleotídicas do DNA  possibilitou o acesso a novas informações sobre 

os isolados caracterizados. Estudos de morfo-espécies ou de morfologia das espécies estão 
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empregando a associação de variáveis biológicas e filogenéticas, sendo um dos grandes 

questionamentos enfrentados pelos morfologistas a decisão de quantas diferenças são 

necessárias para a definição de espécies diferentes. Segundo Guarro e colaboradores (1999), a 

aplicação do conceito filogenético de espécies tem parcialmente respondido ao 

questionamento dos morfologistas quando esse conceito é fundamento na análise cladística de 

características moleculares, o que permite bases estruturadas na realização do delineamento 

das espécies. A utilização do cladograma determina a existência de grupos monofiléticos, os 

quais podem ser classificados como espécies ou subespécies.  

 

1.2.2. Filogenia do gênero Sporothrix 

 Inicialmente, o agente etiológico da esporotricose era apenas S.  schenckii,  um fungo 

dimórfico, que pode ser encontrado no meio ambiente na forma filamentosa, tendo como 

habitat natural vegetação, madeira em decomposição e solo. S. schenckii está inserido no 

Reino Fungi, sendo um organismo eucariótico, heterotrófico, sem mobilidade própria, com 

parede celular quitinosa e rígida, constituinte da Divisão Ascomycota, da Classe 

Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales e Família Ophiostomataceae (Guarro et al., 1999). 

Recentemente, Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii não deveria ser 

considerada a única espécie causadora da esporotricose, uma vez que através da combinação 

de características fenotípicas e genéticas, uma chave de identificação foi desenvolvida. Esses 

autores propuseram a criação de três novas espécies: S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana 

(Tabela 1), sendo essas associadas às demais espécies já existentes S. schenckii e S. albicans, 

recentemente renomeada como S. pallida (de Meyer et al., 2008). A espécie S. pallida 

apresenta uma característica peculiar que é a presença apenas de conídios hialinos.  

 Marimon e colaboradores (2007) realizaram estudos fenotípicos incluindo morfologia 

de conídios em meio Ágar Corn Meal à 30ºC por 10 a 12 dias,  teste de crescimento à 30ºC do 

isolado em meio de ágar batata (PDA) incubado por 21 dias, teste de crescimento à 37ºC do 

isolado em meio PDA incubado por 21 dias e auxonograma utilizando os açúcares rafinose e 

sacarose conforme chave de identificação proposta.  
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 Já no estudo genotípico, a PCR foi utilizada com as sequências iniciadoras CL1 e 

CL2A, as quais são oriundas do gene da calmodulina. Posteriormente, o mesmo grupo sugere 

que S. schenckii var. luriei deveria, também, ser considerada uma nova espécie (Marimon et 

al., 2008) após estudos baseados na mesma metodologia proposta anteriormente (Marimon et 

al., 2007).  

 Até o presente não se conhece a forma de reprodução sexuada de S. schenckii, e dos 

outros fungos pertencentes ao complexo, embora haja fortes evidências moleculares de que 

estes fungos sofram mecanismos de recombinação na natureza (Mesa-Arango et al., 2002).  

Recentemente a análise filogenética dos fragmentos do gene MAT1-2  em Ophiostoma hima1-

ulmi, Ophiostoma novo-ulmi, Ophiostoma ulmi e S. schenckii demonstrou o agrupamento dos 

isolados de S.schenckii e das três espécies de Ophiostoma em clados distintos, segundo Kano e 

colaboradores (2013). Sendo que avaliando as sequências de aminoácidos do gene MAT 1-2, 

observaram aproximadamente 70% de similaridade entre as regiões conservadas de 

S.schenckii e O. himal-ulmi, indicando ser relativamente elevada a similaridade entre as 

espécies. Entretanto, a análise do gene MAT-1-1 de S.schenckii não foi realizada, sendo 

necessária uma análise mais aprofundada do gene MAT1-1 de Sporothrix tanto para a sua 

classificação filogenética quanto para a descoberta de seu teleomorfo (Kano et al., 2013).

 Estudos demonstram que S. schenckii e as demais espécies do complexo são 

ascomicetos, uma vez que apresentam septo simples, com corpúsculos de Woronin (Smith & 

Batenburg-van der Vegte, 1985) e três genes de quitina sintase (Chua et al., 1994). Análises 

moleculares da região 18S do DNA ribossomal mostraram evidências indiretas de que a forma 
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sexuada deste fungo pudesse ser Ophiostoma stenoceras (Berbee & Taylor, 1992). Porém, 

estudos morfo-fisiológicos mostram diferenças básicas entre as duas espécies: O. stenoceras é 

incapaz de produzir conídios demáceos, conforme todos teleomorfos, ao contrário de S. 

schenckii, um anamorfo, não produzindo peritécio em meios de batata, arroz ou malte, como 

acontece com os isolados de O. stenoceras (Dixon et al., 1991; O’Reilly & Altman, 2006). As 

diferenças também são demonstradas quando ambas espécies são inoculadas em 

camundongos, pois S. schenckii é encontrado em diversos tecidos após inoculação 

intravenosa, o que não ocorre com O. stenoceras, que somente é encontrado em determinados 

órgãos e nunca em todos os animais inoculados (Dixon et al., 1992). Tais observações levaram 

a considerar como espécies diferentes o anamorfo de O. stenoceras (Sporothrix spp.) e S. 

schenckii. Outros estudos moleculares (Berbee & Taylor, 1992; Hintz, 1999) reforçam, 

entretanto, que a forma teleomórfica do patógeno S. schenckii pertença ao gênero Ophiostoma.  

  

1.2.3. Morfologia e Fisiologia 

  Os fungos classificados dentro do gênero Sporothrix são de caráter dimórfico; em 

vida saprofítica ou em cultivo a 25C apresentam-se na forma filamentosa, como hifas 

hialinas, septadas, ramificadas, com conídios unicelulares de dois tipos: hialinos a castanhos 

(demáceos). Os conídios hialinos são pequenos, ovóides, surgindo de dentículos distintos na 

porção apical dos conidióforos. Já os conídios demáceos são grandes, ovóides, com parede 

celular espessa, sendo observados ao longo de toda a extensão das hifas (St-Germain & 

Summerbell, 1996). Os conídios não possuem a propriedade de realizar a formação de cadeias 

(Sigler et al, 1990).  A macroscopia da colônia nesta fase evolutiva do fungo se apresenta 

inicialmente de cor branca e gradativamente, ao formar conídios escuros, assume coloração 

marrom a negra. Em parasitismo, ou a partir de espécimes clínicos sob cultivo à 37ºC em meio 

de cultura apropriado, S. schenckii se apresenta como leveduras unicelulares ovaladas, 

globosas e em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos  (Chandler et 

al., 1980; Ramos-e-Silva et al., 2007; Lopéz-Romero et al., 2011; Zancopé-Oliveira et al., 

2011). Macroscopicamente a colônia de S. schenckii a 37C apresenta coloração bege 

amarelada e aspecto cremoso (Morris-Jones,  2002; Criseo et al., 2008; Lopéz-Romero et al., 

2011; Zancopé-Oliveira et al., 2011). 
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 Poucos são os trabalhos referidos na literatura especializada sobre as características 

fisiológicas de S. schenckii. Gosh e colaboradores (2002) analisaram e compararam 49 

isolados de S. schenckii de três regiões da Índia e observaram que as mesmas não 

apresentaram variação na morfologia em três diferentes meios de cultivo. Além disso, o 

crescimento de todos os isolados foi inibido a 40ºC, com crescimento ótimo entre 30 e 37ºC. 

As leveduras se mostraram mais tolerantes à pressão osmótica que a forma filamentosa, 

crescendo em três dias, em meio contendo 20% de glicerol, e 10 isolados apresentaram 

tolerância em 30% de glicerol. Na fase miceliana todos os isolados cresceram lentamente em 

meio com 20% de glicerol, e nenhum cresceu na concentração de 30%. Houve crescimento de 

todos os fungos na fase leveduriforme em meios acrescidos de NaCl a 9%; já em 

concentrações mais elevadas somente 24% dos isolados estudadas foram tolerantes. A forma 

filamentosa não foi capaz de crescer na presença de uma concentração salina acima de 7%. O 

crescimento ótimo da forma miceliana foi visto no pH entre 3,0-11,5, entretanto, algumas 

amostras foram tolerantes ao pH de 12,5. Por outro lado, leveduras cresceram bem em uma 

faixa de pH entre 3,0-8,5, mas alguns isolados puderam crescer mesmo em pH 2,0. Variações 

no padrão de assimilação de carboidratos foram observadas em isolados de diferentes áreas 

geográficas. Todos os isolados assimilaram adonitol, celobiose, frutose, galactose, glicose, 

glicerol, maltose, manose, sorbitol, sacarose, trealose e xilose e nenhuma foi capaz de 

assimilar inositol, lactose e dulcitol. Os isolados do norte da Índia não assimilaram ramnose e 

os do oeste não assimilaram amido. Todos os isolados do sul da Índia assimilaram rafinose e 

dextrose. Apenas a forma filamentosa pôde degradar a uréia após 96 horas de incubação. O 

teste de fenol oxidase foi positivo para todos os isolados. Tanto a fase leveduriforme quanto a 

miceliana de todos os isolados puderam assimilar KNO3. Nenhum dos isolados hidrolisou 

caseína ou apresentou atividade de gelatinase (Gosh et al., 2002). 

Mais recentemente, alguns autores descrevem as características fisiológicas de cepas 

de S. schenckii preservadas em água e por repiques sucessivos (Mendonza et al., 2005), onde 

observou-se alterações na capacidade de liquefazer gelatina, bem como na degradação de 

amido. 

 



 17

1.2.4. Fatores de virulência 

Seres humanos estão constantemente expostos a diferentes microorganismos, entre 

eles, os fungos, mas somente um número limitado entre os últimos pode causar doença. Com 

isso, a patogenicidade não é uma característica estável na maioria dos fungos. Vários fatores 

de virulência responsáveis pela sobrevivência destes microorganismos têm sido descritos na 

literatura especializada. Alguns destes fatores são bem determinados como: parede celular e 

estruturas complementares responsáveis pela adesão aos tecidos dos hospedeiros, como a 

produção de fosfolipases, proteases e elastases capazes de causar dano tecidual e quebrar as 

defesas do hospedeiro, a capacidade de fazer “switch” a várias vias metabólicas que são  

fundamentais para a sobrevivência intracelular, a termotolerância (capacidade de crescer a 

37°C) a qual é pré-requisito para disseminação hematogênica. Fungos dimórficos, entre eles S. 

schenckii, fazem morfogênese conforme o ambiente em que se encontram (Hogan et al., 

1996). 

Os fatores de virulência de S. schenckii são pouco conhecidos devido à escassez de 

estudos. Steenbergen e colaboradores (2004) sugerem que a origem da virulência esteja 

relacionada às relações intermicrobianas existentes no habitat natural de S. schenckii, sendo 

demonstrado por esses autores que as células leveduriformes, quando fagocitadas por 

Acantamoeba castellanii, são capazes de sobreviver em seu interior, matar a ameba e a 

utilizam como nutriente. Estas relações também são observadas em outros fungos 

dimórficos patogênicos, como o Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e 

Cryptococcus neoformans. Entretanto essa característica não é compartilhada por fungos 

patogênicos que não possuem o solo como seu habitat primário como, por exemplo, 

Candida albicans, ou por fungos não patogênicos como Saccharomyces cerevisiae 

(Steenbergen et al., 2004; Malliaris et al., 2004). 

Um dos principais fatores de virulência associado ao S. schenckii, assim como a 

outros fungos patogênicos, é a termotolerância. Os isolados que são capazes de crescer a 

35ºC, mas incapazes de realizá-lo a 37ºC não promovem lesões linfangíticas, limitando-se a 

infecções cutâneas fixas. Já os isolados oriundos de lesões linfangíticas, disseminadas e 

extracutâneas apresentam tolerância e crescimento a 37ºC (Kwon-Chung & Bennet, 1992). 

Recentes estudos demonstraram que os isolados de S. schenckii provenientes da Colômbia, 

onde a forma clínica predominante da esporotricose é a cutânea fixa, apresentaram alta taxa 
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de inibição do crescimento entre 35 a 37ºC, ao contrário de cepas do México e da 

Guatemala, onde as formas linfangíticas predominam (Mesa-Arango et al., 2002). 

Tem sido amplamente discutido que a melanina pode atuar como fator de virulência 

em vários fungos patogênicos. S. schenckii é capaz de sintetizar melanina, e, portanto, 

poderia ser outro fator de virulência apresentado pelo mesmo (Jacobson, 2000). A produção 

de melanina nos conídios de S. schenckii ocorre por meio da via do 1,8-diidroxinaftaleno 

penta acetato (Romero-Martinez et al., 2000). Embora macroscopicamente somente a forma 

filamentosa do fungo pareça ser melanizada, posteriormente foi demonstrada a produção de 

melanina por S. schenckii também nas formas leveduriformes, tanto in vitro como durante a 

infecção. Porém, as hifas não são capazes de sintetizar melanina, somente os conídios 

(Morris-Jones et al., 2003). Foi demonstrado que a melanização dos conídios torna-os mais 

resistentes à fagocitose por macrófagos, o que favoreceria a instalação da infecção, já que 

estas são as partículas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al., 2000).  

Almeida-Paes e colaboradores (2009) em diferentes meios de cultura demonstraram 

que vários isolados foram capazes de produzir mais melanina em meio adicionado de L-

DOPA. Por esse motivo, foram estudadas partículas de melanina obtidas de isolados 

cultivados na presença ou na ausência deste composto fenólico. Esses resultados foram 

pioneiros em demonstrar que diversas espécies de Sporothrix são capazes de utilizar L-DOPA 

para aumentar sua síntese de melanina (Almeida-Paes et al., 2009), em especial pelo fato de 

isolados albinos na ausência deste composto produzirem colônias pigmentadas em Meio 

Mínimo (MM) suplementado com L-DOPA. As partículas de melanina geradas dessas 

culturas são mais escuras que as isoladas do fungo cultivado em MM e uma atividade 

semelhante à lacase foi verificada entre proteínas citoplasmáticas de ambas as morfologias 

deste fungo. Anteriormente observações de uma atividade de fenoloxidase em isolados de 

Sporothrix através do crescimento de colônias negras em meio de Staib foi descrita por Ghosh 

e colaboradores, porém sem distinguir entre melanina DHN e melanina derivada de compostos 

fenólicos. A possível utilização de compostos fenólicos exógenos na síntese de melanina por 

S. schenckii também já havia sido previamente sugerida (Morris-Jones et al., 2003) e os 

resultados deste estudo demonstraram claramente este fato. Posteriormente um estudo de 

Teixeira e colaboradores (2010), demonstrou que a produção de melanina a partir de L-DOPA 

foi associada à virulência de S. schenckii. 
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Recentemente, Almeida-Paes e colaboradores (2012b) demonstraram a produção de 

piomelanina na presença de tirosina pelas espécies do complexo S. brasiliensis, S. schenckii 

e S. globosa, estando esse pigmento envolvido na virulência dos microrganismos e na 

sobrevivência a diferentes condições ambientais.  
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2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

A esporotricose é a doença fúngica subcutânea com alta prevalência na cidade do Rio 

de Janeiro nos últimos anos, ocorrendo um aumento no número de casos diagnosticados em 

humanos, no IPEC, de 13 entre 1987 a 1997, de 759 casos entre o período de 1998 a 2004, 

para 1.848 casos humanos entre 1997 e 2007 (Barros et al., 2001; Schubach et al., 2008; Silva 

et al., 2012). Nesta epidemia, um amplo espectro clínico tem sido observado. A forma 

predominante de apresentação clínica é a cutânea clássica. Entretanto, apresentações 

consideradas raras como lesões cutâneas com múltiplas localizações (16,3%) e envolvimento 

das mucosas conjuntival (2,8%) e nasal foram observadas (Schubach et al., 2005b; Barros et 

al., 2004). Neste sentido, associações como eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002), 

Síndrome de Sweet (Freitas et al., 2012) e eritema multiforme (Gutierrez-Galhardo et al., 

2005) foram descritas pela primeira vez. Provavelmente, a transmissão zoonótica em contraste 

com a via clássica da infecção por Sporothrix, onde material de solo e planta carregado com 

hifas saprofíticas do patógeno são a fonte de contaminação, a transmissão de Sporothrix spp. 

por gatos para outros gatos e seres humanos por meio da inoculação direta de células 

leveduriformes exibindo uma riqueza parasitária, deve estar influenciando estas formas de 

apresentação clínica.  

O diagnóstico e tratamento precoces de qualquer sítio extracutâneo sem dúvida trará 

um melhor prognóstico para o paciente. Acreditamos que fatores relacionados à forma de 

transmissão ao hospedeiro, à virulência do fungo e às características das diferentes espécies do 

complexo Sporothrix possam estar relacionados à diversidade clínica vista nesta epidemia 

(Zancopé-Oliveira et al., 2011).  

As lesões cutâneas do gato com esporotricose apresentam alta carga parasitária e 

constituem uma fonte de potencial zoonótico (Schubach et al., 2002; Schubach et al., 2003), 

transmitindo o fungo na ausência de trauma, como observado em 35,5% dos casos descritos 

no IPEC/Fiocruz (Barros et al., 2004). Sendo as principais formas de transmissão zoonótica 

por meio da arranhadura ou mordedura de gatos doentes. É provável que o contato estreito 

com o gato doente no ambiente domiciliar promova repetidas exposições ao S. schenckii, 

possibilitando repetidas inoculações, podendo acarretar em hipersensibilização do hospedeiro 
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ao fungo (Gutierrez-Galhardo et al., 2002). Entretanto, estas questões ainda não foram 

confirmadas.  

Nosso grupo tem se voltado para a caracterização fenotípica e genotípica de Sporothrix 

spp. isolado na epidemia do Rio de Janeiro. Recentemente, foram demonstrados alguns 

padrões fenotípicos e genotípicos dos isolados de S. schenckii provenientes da epidemia do 

Rio de Janeiro (Reis et al., 2004, Oliveira et al., 2011), associados a manifestações clínicas 

raras da esporotricose e sua correlação com as diferentes formas clínicas (Gutierrez-Galhardo 

et al., 2008). Nossos dados sugerem uma fonte comum de infecção, bem como corroboram 

dados recentemente publicados (Marimon et al., 2008), onde isolados provenientes desta 

epidemia são mais suscetíveis aos antifúngicos utilizados na rotina clínica. Com isso, estudos 

fenotípicos e genotípicos têm nos permitido e nos permitirão esclarecer aspectos ainda 

obscuros relacionados à taxonomia, fisiologia e patogenia de espécies do complexo 

Sporothrix, agente etiológico da epidemia da esporotricose no Estado do Rio de Janeiro. Uma 

nova abordagem realizando a comparação da sensibilidade e especificidade entre método de 

caracterização fenotípica e genotípica das espécies do complexo Sporothrix, assim como a 

análise de fenótipos e genótipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio de Janeiro com 

isolados de outras regiões geográficas; são propostas neste estudo. Com a descrição do 

complexo Sporothrix, surgiu também uma importante questão que seria a obtenção de uma 

metodologia rápida e eficaz para identificação e tipagem das espécies deste complexo. 

Acreditamos que as observações adquiridas contribuiram, portanto, para um maior 

entendimento do agente infectante nesta endemia de esporotricose fornecendo dados mais 

significativos para o desenvolvimento e aplicação de medidas profiláticas e esquemas 

terapêuticos adequados. Estes conhecimentos também nos permitirão explorar a relação 

parasita-hospedeiro, bem como serão úteis no desenvolvimento de métodos mais sensíveis e 

específicos de diagnóstico. 
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                                                                            3. OBJETIVOS 
 

3.1. Geral 

 
Nosso principal propósito foi realizar a análise filogenética por meio de taxonomia 

clássica e molecular das espécies do complexo Sporothrix provenientes de diferentes regiões 

geográficas, e desenvolver metodologias moleculares para a identificação das espécies do 

complexo. 

 

3.2. Específicos 
 

1. Comparação entre método de caracterização fenotípica e genotípica das espécies do 

complexo Sporothrix; 

2. Comparação de fenótipos e genótipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio 

de Janeiro com isolados de outras regiões geográficas; 

3. Inclusão de nova metodologia baseada em ácidos nucléicos para caracterização de 

espécies do complexo Sporothrix; 

4. Determinação do perfil proteômico do complexo Sporothrix, utilizando metodologia 

baseada em espectrometria de massa. 
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                                                                     4.CAPÍTULO 1 
 

Comparação entre método de caracterização fenotípica e genotípica das espécies do complexo 

Sporothrix. 

 
 
 

Neste capítulo, apresentamos dois estudos, onde 246 isolados clínicos e um ambiental 

obtidos da epidemia de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro, foram identificados por 

taxonomia polifásica.  

A esporotricose aumentou significativamente no Brasil na última década, 

particularmente no estado de Rio de Janeiro, com a ocorrência de uma epidemia, sendo esta 

relacionada com a transmissão zoonótica de gatos naturalmente infectados para os seres 

humanos. Recentemente, quatro novas espécies filogenéticas (S. brasiliensis, S. globosa, S. 

pallida e S. mexicana) foram incorporadas ao complexo Sporothrix com base nas suas 

características fenotípicas e molecular. No primeiro estudo, descrevemos a caracterização de 

246 isolados obtidos de pacientes atendidos no Laboratório de Dermatologia Infecciosa, IPEC 

- FIOCRUZ, entre 1998 e 2008, juntamente com uma amostra ambiental. Fenotipicamente, 

206 amostras (83,4%) foram caracterizadas como S. brasiliensis, 15 (6,0%) como S. schenckii, 

e uma (0,5 %) como S. mexicana. Vinte e cinco amostras (10,1%) não puderam ser 

identificadas de acordo com o seu fenótipo e foram classificadas como Sporothrix spp.. O 

sequenciamento parcial do gene da calmodulina foi realizado  para confirmar a identidade 

destes isolados.  A análise molecular demonstrou que 24 dos isolados classificados como 

Sporothrix spp. eram S. brasiliensis, e o outro isolado foi classificado como S. globosa. Este 

isolado de S.globosa foi o primeiro descrito no Brasil e o mesmo apresentava perfil fenotípico 

atípico quando comparado à chave de identificação proposta por Marimon e colaboradores 

(2007). O isolado fenotipicamente caracterizado como S. mexicana ficou agrupado no clado 

de S. schenckii, demonstrando a partir das análises desses dados a importância da correlação 

entre dados moleculares e fenotípicos para a identificação das espécies do complexo 

Sporothrix. 
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                                                                     5.CAPÍTULO 2 
 

Comparação de fenótipos e genótipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio de 

Janeiro com isolados de outras regiões geográficas. 

 

 
 

Neste capítulo incluímos três estudos que englobam a identificação de espécies do 

complexo Sporothrix spp. provenientes de diferentes regiões geográficas, por meio de estudos 

fenotípicos e moleculares. 

A comparação de fenótipos e genótipos dos isolados do complexo Sporothrix obtidos 

no estado do Rio de Janeiro com isolados de outras regiões geográficas, nos permitiram 

reportar o primeiro caso de esporotricose humana causada por S .mexicana em Portugal, 

embora não seja caso autóctone, uma vez que o paciente esteve em viagem à Malásia. 

Descrevemos também o primeiro caso autóctone de esporotricose em Portugal, causado por S. 

globosa. Com esses estudos concluímos que a esporotricose pode estar subdiagnosticada 

particularmente no sul da Europa, sugerindo Portugal como uma área emergente para esta 

infecção fúngica. Outro importante estudo realizado foi a descrição do primeiro surto familiar 

zoonótico, por S. brasiliensis fora da área endêmica de esporotricose no Rio de Janeiro, 

ocorrido no estado do Espírito Santo. Nesse estudo identificamos S. brasiliensis como o 

agente de infecção no gato e em três membros da família, fora da área endêmica de 

esporotricose com transmissão zoonótica no Brasil.  
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6.CAPÍTULO 3 
 

Inclusão de nova metodologia baseada em ácidos nucléicos para caracterização de espécies do 

complexo Sporothrix. 

 
 
 

Nesse estudo descrevemos uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B, 

para distinguir as espécies do complexo Sporothrix: S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, e 

S. schenckii. Essa metodologia gerou padrões de bandas distintos, permitindo a correta 

identificação de todos os 35 isolados clínicos incluídos no estudo em nível de espécie, 

confirmados pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Esta metodologia é 

simples, confiável, rápida e de baixo custo, sendo um sistema de identificação ideal para 

utilização em laboratórios clínicos de micologia que não disponham de equipamentos 

sofisticados para o sequenciamento de DNA. 

 



 60

 

 



 61

 
 



 62

 
 



 63

 

 



 64

7.CAPÍTULO 4 
 

Determinação do perfil proteômico do complexo Sporothrix, utilizando metodologia baseada 

em espectrometria de massa. 

 

 

 

Neste capítulo apresentamos resultados preliminares da padronização da metodologia 

do MALDI-TOF ICMS (espectrometria de massa em célula intacta), para identificação de 

espécies do complexo Sporothrix.  

Nos últimos anos, taxonomistas têm buscando ferramentas de identificação mais 

rápidas e confiáveis. O MALDI-TOF ICMS é uma metodologia recentemente descrita para 

caracterização e diferenciação de microorganismos em nível de espécie, sendo uma ferramenta 

complementar para este propósito. Esta técnica requer um número relativamente pequeno de 

células microbianas intactas [106-107] (Croxatto et al., 2012). Em micologia, o MALDI-TOF 

ICMS tem sido aplicado a fim de gerar espectros que permitam a caracterização de cada 

gênero e espécies de fungos estudados. A reprodutibilidade notável desta técnica baseia-se na 

determinação das proteínas expressas abundantes e constantemente em um intervalo de massa 

entre 2.000 e 20.000 Da, sendo esta a faixa de análise onde as proteínas ribossomais 

importantes podem ser utilizadas como possíveis biomarcadores. A metodologia utilizada para 

fungos filamentosos foi analisada e descrita em detalhe por Santos e colaboradores (2009). Já 

a descrição do MALDI- TOF ICMS para a identificação de leveduras foi apresentada em 

detalhe por Santos e colaboradores (2011). No entanto, a identificação das espécies 

pertencentes ao complexo Sporothrix tem sido negligenciada na literatura quanto a utilização 

do MALDI-TOF ICMS, sendo que nas bases de dados disponíveis para a identificação por 

essa metodologia, somente temos disponível espectros de referência para a espécie S. 

schenckii. 

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar isolados de referência para 

espécies do complexo Sporothrix, com base em seus perfis de proteômica por MALDI -TOF 

ICMS. Além disso, a identificação proteômica foi comparada por análise molecular com 

sequenciamento parcial do gene da calmodulina, onde houve concordância em ambas. Esta é a 
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primeira vez que esta tecnologia é utilizada para identificar e gerar uma biblioteca das massas 

de proteínas e espectros de referência, de isolados clínicos e ambientais do complexo 

Sporothrix .  

Durante a padronização dessa metodologia utilizamos as duas formas fúngicas, 

leveduras e filamentos, sendo selecionada a forma leveduriforme após testes iniciais quanto a 

rapidez e reprodutibilidade dos ensaios, utilizando diferentes temperaturas de crescimento 

(25ºC, 30ºC, 36ºC e 37ºC) e meios de culturas ( PDA, BHI, Mycosel).  

As análises dos espectros no MALDI foram realizadas no sistema LNR Axima (Kratos 

Analytical , Shimadzu, UK) equipado com laser de azoto (337 nm), no qual a intensidade do 

laser foi fixada imediatamente acima do limiar para a produção de íons como previamente 

descrito (Santos et al., 2011). Resumidamente, doze proteínas ribossomais definidas e 

provenientes das células intactas de Escherichia coli DH5 (4.365,40 , 5.096,80 , 5.381,40 , 

6.241,40 , 6.255,40 , 6.316,20 , 6.411,60 , 6.856,10 , 7.158,80 , 7.274,50 , 7.872,10 , 9.742,00 

e 12.227,30 Da) foram utilizadas como calibradores externos. A taxa de massas entre 2.000-

20.000 Da foi registrada utilizando o modo linear, com um atraso de 104 ns e uma tensão de 

aceleração de 20 kV.  

A matriz selecionada para o estudo foi CHCA (ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico) e os 

espectros finais foram gerados, somando dois disparos de laser acumulados por perfil e 100 

perfis produzidos por amostra, levando a 200 disparos de laser por espectro resumidamente. 

As listas de pico resultantes foram exportados para o pacote de software SARAMIS ® 

(Spectral Archiving and Microbial Identification System; AnagnosTec, Potsdam - Golm , 

Alemanha) e serão inseridas como espectros de referência na base.  

Utilizamos seis isolados do complexo Sporothrix caracterizados em nível de espécie 

em estudos anteriores conforme a tabela 2. Segundo testes prévios citados acima, definimos 

como tempo mínimo de cultivo, com resultados reprodutíveis, 3 dias à temperatura de 37ºC. 

As células leveduriformes foram então cultivadas em placas de meio BHI durante 72 horas, a 

37° C. Uma alça de células leveduriformes (106) foi diretamente transferida do meio de cultura 

para cada posição da placa-alvo de 48 poços, e 0,5 L de 25% de ácido fórmico foi 

imediatamente misturado com as leveduras. Depois da evaporação, 0,5 L de matriz (ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico) foi adicionado e suavemente misturado. Todas as amostras 

preparadas foram secas ao ar à temperatura ambiente. Cada isolado foi analisado em triplicata. 
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Tabela 2. Cepas do complexo Sporothrix utilizadas no estudo. 

Cepa Origem Espécie Referência

IPEC 16490 Clínica S. brasiliensis Marimon et al., 2007

IPEC 27135 Clínica S. globosa Oliveira et al., 2010

IPEC 27722 Clínica S. schenckii Oliveira et al., 2011

MUM 11.02 Clínica S. mexicana Dias et al., 2011

SPA 8 Ambiental S. pallida Romeo et al., 2011

CBS 937.72 Clínica S. luriei Marimon et al., 2009  

 A análise dos espectros obtidos para as espécies do complexo Sporothrix,  permitiram 

a diferenciação das espécies, conforme apresentado na Figura 1. 

 

O MALDI-TOF ICMS parece ser uma poderosa técnica proteômica com alto 

rendimento e  potente poder de discriminação entre as espécies do complexo Sporothrix, o que 

somente é possível por meio da utilização de técnicas moleculares. Essa metodologia 

apresentou rápida identificação das espécies do complexo Sporothrix, com concordância total 

com o sequenciamento parcial do gene da calmodulina. O equipamento é simples para operar 

e apresenta baixo custo por amostra individual. Estes resultados são preliminares, pois no 

momento estamos em  fase de finalização das análises e do manuscrito. 

 

Figura 1. MALDI-TOF ICMS espectros das seis cepas do complexo
Sporothrix na fase leveduriforme: Cepa tipo S. luriei CBS 937.72, cepas de
referência: S. pallida SPA8, S. mexicana MUM11.02., S. schenckii
IPEC27722, S. globosa IPEC27135; e a cepa tipo de S. brasiliensis
IPEC16490 (CBS 120.339).
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                                                                       8. DISCUSSÃO 
 

 

A esporotricose tem aumentado significativamente no Brasil, em especial no estado do 

Rio de Janeiro nas últimas décadas, com a ocorrência de uma endemia relacionada à 

transmissão zoonótica, que envolve gatos doentes e humanos (Schubach et al., 2008). Sabe-se 

que os pacientes envolvidos nesta endemia habitam áreas com condições sócio-econômicas 

desfavoráveis e contam com um precário serviço de saúde (Silva et al., 2012). Além disso, o 

aumento do número de casos de esporotricose no estado do Rio de Janeiro nos últimos anos 

está diretamente relacionado à íntima relação de humanos com gatos infectados (Schubach et 

al., 2008). A transmissão zoonótica de Sporothrix spp. tem acarretado em mudanças nas 

manifestações clínicas usuais da esporotricose, tal como o acometimento primário da mucosa 

nasal (Schubach et al., 2003), eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002), eritema 

multiforme (Gutierrez-Galhardo et al., 2005), conjuntivite primária (Schubach et al., 2005a), 

dacriocistite aguda (Freitas et al., 2013) e Síndrome de Sweet associada a esporotricose 

(Freitas et al., 2012a). Também é elevado o número de casos de esporotricose cutânea 

disseminada, uma forma clínica tradicionalmente menos comum da doença (Barros et al., 

2003).  

Até 2007, Sporothrix schenckii era considerado o agente etiológico da esporotricose e 

a única espécie patogênica para o homem e animais (Schubach et al., 2005b), embora o gênero 

Sporothrix englobasse várias espécies morfologicamente semelhantes.  

Análises prévias utilizando metodologias baseadas na análise de ácidos nucléicos, tais 

como RAPD e sequenciamento parcial de alguns genes (Reis, 2004; Marimon et al., 2006; 

Gutierrez-Galhardo et al., 2008) demonstraram o agrupamento de cepas de Sporothrix isoladas 

durante a endemia do estado do Rio de Janeiro, em clados diferenciados de outros isolados 

provenientes de outras regiões geográficas no Brasil e de outros países. Alto grau de 

similaridade genética foi observado entre os isolados provenientes da epidemia, embora tenha 

sido possível discriminar entre 5 a 10 perfis genotípicos, sugerindo-se mais de uma população 

de S. schenckii circulante (Reis, 2004). Estes resultados sugeriram uma fonte comum de 

infecção entre humanos e gatos, estes últimos atuando como fontes de infecção do fungo. 

Mais recentemente, foram demonstrados alguns padrões fenotípicos baseados na 
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susceptibilidade a fármacos antifúngicos e genotípicos baseados no sequenciamento parcial da 

reagião ITS dos isolados de S. schenckii provenientes da endemia do Rio de Janeiro, 

associados a manifestações clínicas raras da esporotricose e sua correlação com as diferentes 

formas clínicas (Gutierrez-Galhardo et al., 2008). Novamente, estes dados sugeriram uma 

fonte comum de infecção.   

Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii não deveria ser 

considerada a única espécie causadora da esporotricose, uma vez que através da combinação 

de características fenotípicas e genéticas estudadas em 127 isolados de S. schenckii foi 

proposta à criação de três novas espécies dentro deste complexo: S. brasiliensis, S. globosa e 

S. mexicana, sendo que S. brasiliensis seria a cepa circulante responsável pela ocorrência da 

endemia em nosso estado. Posteriormente, o mesmo grupo descreve S. luriei como uma nova 

espécie (Marimon et al., 2008). Entretanto, apenas 25 isolados oriundos de pacientes com 

esporotricose provenientes desta endemia foram incluídos no estudo relacionado de Marimon 

e colaboradores (2007). Esta amostragem não é representativa da endemia de esporotricose do 

Estado do Rio de Janeiro, uma vez que até o presente, aproximadamente 2.094 isolados estão 

sendo mantidos em nosso laboratório. Com isso, o nosso grupo percebeu a importância da 

confirmação taxonômica destes isolados relacionados à endemia de esporotricose que vem 

ocorrendo no estado do Rio de Janeiro, e sua circulação em nosso meio. Portanto, foi feito um 

estudo contínuo inicialmente, de caracterização em nível de fenótipo utilizando características 

macroscópicas e microscópicas, fisiológicas e bioquímicas dos cultivos, os quais segundo 

Marimon e colaboradores (2007, 2008) permitem a caracterização de espécies do gênero 

Sporothrix.   

Finalizamos a caracterização fenotípica e genotípica dos isolados utilizados no estudo, 

totalizando 246 isolados obtidos de pacientes com esportricose atendidos no Laboratório de 

Pesquisa Clínica em Dermatologia do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC), entre o 

ano de 1998-2008 e um isolado ambiental (Oliveira et al., 2011). Nesse estudo foram descritas 

como espécies do complexo Sporothrix acometendo pacientes atendidos no IPEC: S. 

brasiliensis, S. schenckii e S. globosa, sendo este último o primeiro relato de caso de 

esporotricose por S. globosa no Brasil (Oliveira et al., 2010). Em 25 (10,1%) isolados não foi 

possível finalizar a classificação taxômica dos isolados em nível de espécie somente com a 

caracterização fenotípica, sendo os mesmos classificados como Sporothrix spp. Esses 
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isolados foram sequenciados utilizando o gene parcial da calmodulina e 24 foram  

classificados como S. brasiliensis e um como S. globosa (Oliveira et al., 2010). Conforme 

descrito em nossos estudos (Oliveira et al., 2010, 2011), para a caracterização das espécies 

do complexo Sporothrix deve ser utilizada a taxonomia polifásica. Recentemente, os 

estudos de Rodrigues e colaboradores (2013) e Zhou e colaboradores (2013) também 

corroboram nossos dados demonstrando a necessidade da associação de ferramentas 

fenotípicas e genotípicas na identificação das espécies do complexo Sporothrix spp.. A 

caracterização de espécies do complexo Sporothrix foi a maior reportada na literatura 

especializada até o presente.  

Objetivando realizar a comparação fenotípica e genotípica dos isolados do 

complexo Sporothrix obtidos no estado do Rio de Janeiro com isolados obtidos em outras 

regiões geográficas, recebemos um isolado oriundo de um paciente de Vila Nova de 

Famalicão, Portugal. Na identificação presuntiva baseada nas caracteríticas fenotípicas este 

isolado foi caracterizado como S. mexicana, porém apresentava perfil morfológico atípico 

segundo os critérios descritos por Marimon e colaboradores (2007). Esse isolado 

apresentou crescimento da colônia à 30ºC de 40mm, ao invés de maior o igual a 50mm, 

conforme determinado na chave de indetificação. A caracterização como S.mexicana foi 

confirmada pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina, sendo este o primeiro 

relato de caso de esporotricose humana causada por S. mexicana no mundo (Dias et al., 

2011). Realizamos também a caracterização morfológica e molecular de isolados recebidos 

de um surto de esporotricose no estado do Espírito Santo (ES), sendo os casos clínicos 

descritos por Falqueto e colaboradores (2012). Nesse estudo relatamos o primeiro surto 

familiar de esporotricose por S. brasiliensis fora da área endêmica de esporotricose no Rio 

de Janeiro. Nesse trabalho as cepas foram obtidas de três membros de uma família com 

idades de 30, 14 e 10 anos; e do gato da família. Os pacientes desenvolveram lesões de pele 

com bordos irregulares e microabcessos localizados nas nádegas, coxa e pescoço. Com o 

intuito de realizar a caracterização das cepas do surto em nível de espécie, realizamos 

identificação polifásica (Oliveira et al., 2013a). Nos testes fenotípicos os isolados foram 

presuntivamente identificados como Sporothrix spp. e realizando o estudo genotípico, com 

o sequenciamento parcial do gene da calmodulina,  todas as cepas foram classificadas como 
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S. brasiliensis. Esses isolados foram obtidos conforme relatado acima, de indivíduos 

moradores de zona rural do ES, estado vizinho do estado do RJ, o qual é zona endêmica de 

esporotricose zoonótica. Este surto apresentou similaridade com os casos da epidemia de 

esporotricose no RJ, incluindo o fato que nessa epidemia a maioria dos pacientes são 

mulheres que desenvolvem atividades domésticas, contato com gatos doentes e vivendo em 

zona de baixo poder econômico (Freitas et al., 2010). Essas similaridades sugerem que esta 

é uma doença emergente e que pode estar se dispersando pelo Brasil, tendo os felinos como 

reservatórios em potencial. 

No ano de 2011, conforme descrito anteriormente, publicamos um trabalho com o 

primeiro caso de esporotricose em Portugal causado por S. mexicana (Dias et al., 2011). 

Porém esse caso ocorreu em um paciente com história de viagem a Malásia no ano de 2003. 

Portanto não podemos afirmar que seja um caso autóctone. Na busca de maior 

conhecimento da esporotricose em Portugal, realizamos a caracterização de um novo caso 

de esporotricose humana em Lisboa. Esse caso ocorreu em um paciente imunocompetente, 

no qual foi observada lesão de pele na mão direita com esporotricose linfocutânea 

localizada. Durante a identificação presuntiva, a cepa foi identificada no Laboratório de 

Micologia do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA), Lisboa, como S. 

schenckii. Com a realização dos testes fenotípicos e genotípicos em nosso laboratório 

caracterizamos essa cepa com S. globosa aplicando a taxonomia polifásica, com 

sequenciamento parcial dos genes da calmodulina e beta-tubulina (Oliveira et al., 2013b). 

Este relato de caso indica que esporotricose pode estar sendo subdiagnosticada e 

negligenciada, particularmente no Sul da Europa, e sugere Portugal como uma área 

emergente para esta infecção fúngica. 

O teste padrão de referência no diganóstico da esporotricose é a cultura do 

microrganismo, entretanto, a sorologia, exames histopatológicos e ferramentas moleculares 

têm sido implementadas no diagnóstico dessa micose. Entretanto, ainda são poucos os 

métodos moleculares utilizados no diagnóstico da esporotricose e na detecção do DNA de S. 

schenckii em materiais clínicos e para identificação das espécies do complexo Sporothrix em 

cultura. Com a descrição do complexo Sporothrix, uma importante questão que surgiu foi a 

busca de métodos rápidos para tipagem e identificação das espécies. Com intuito de responder 
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essa questão, decrevemos uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B, 

metodologia amplamente utilizada na identificação de bactérias (McClelland et al., 1992) e 

leveduras do gênero Candida (Thanos et al., 1996; Meyer et al., 2001; Correia et al., 2004), 

para a distinção entre as espécies do complexo Sporothrix (Oliveira et al., 2012). A PCR T3B 

fingerprinting apresentou perfis de bandas distintos entre as espécies, apresentando correta 

identificação de todos os 35 isolados utilizados no estudo a nível de espécie, indentificação 

esta que foi confirmada pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Observamos 

100% de concordância na identificação das espécies em ambas metodologias genotípicas 

utilizadas.  Com a metodologia da PCR fingerprinting foi possível também a identificação de 

cepas que tinham suas espécies identificadas incorretamente pelas análises fenotípicas. A 

técnica de identificação proposta é simples,  confiável, mais rápida, mais barata e exige menor 

experiência técnica que o sequencimento. Os perfis das cepas-tipo para cada espécie do 

complexo Sporothrix gerados pela PCR podem ser escaneados e gerar uma base de dados no 

computador, os  quais podem ser utilizados para futuras identificações de isolados atípicos ou 

não identificados. Esta metodologia é ideal para ser empregada na identificação das espécies 

do complexo Sporothrix em laboratórios de micologia clínica, particularmente nos com 

limitados recursos ou conhecimentos técnicos. Posteriormente utilizamos essa técnica para a 

caracterização de um isolado de S.globosa em Portugal (Oliveira et al., 2013b). 

Realizamos também estudos iniciais para implementação da metodologia do MALDI-

TOF ICMS na caraterização e identificação das espécies do complexo Sporothrix, onde foram 

elaborados espectros de referência para as seis espécies do complexo Sporothrix schenckii. 

Essa elaboração de espectros de referência foi comparada à análise molecular através do 

sequenciamento parcial do gene da calmodulina, onde foi observada 100% de concordância 

entre as duas metodologias.  

A elaboração dos espectros de referência foi necessária, uma vez que nas bases dados 

de identificação pelo MALDI-TOF ICMS somente foi encontrado espectro de referência para 

a espécie S. schenckii, sendo que o mesmo foi depositado anteriormente a nova classificação 

do complexo Sporothrix (Marimon et al., 2007). Esta foi a primeira vez que esta tecnologia foi 

utilizada para identificar e gerar uma biblioteca das massas de proteínas e espectros de 

referência, de isolados clínicos e ambientais do complexo Sporothrix.  
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Embora nossos resultados ainda sejam preliminares, nos parece que o MALDI-TOF 

ICMS poderá ser uma poderosa técnica proteômica com alto rendimento e potente poder de 

discriminação entre as espécies do complexo Sporothrix. Essa diferenciação final em nível de 

espécies somente era possível por meio da utilização de técnicas moleculares baseadas no 

sequenciamento parcial de genes constitutivos.  
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9. CONCLUSÕES 
 

1  A taxonomia polifásica é fundamental para a identificação em nível de espécies do 

complexo Sporothrix. 

2 A correlação entre análises fenotípicas e moleculares demonstrou que S. brasiliensis 

foi a espécie mais isolada em humanos na endemia no estado do Rio de Janeiro. 

3 A identificação de S. globosa e S. mexicana em Portugal sugere que a esporotricose 

deve estar sendo subdiagnosticada neste país e que esta micose poderia ser 

considerada uma doença emergente no sul da Europa. 

4 Foi descrito o primeiro surto de esporotricose causada por S. brasiliensis fora da zona 

endêmica do Rio de Janeiro. 

5 A PCR fingerprinting utilizando o primer T3B é um método confiável e necessita de 

um menor tempo para sua realização e caraterização das espécies do complexo 

Sporothrix. 

6 As diferentes espécies do complexo Sporothrix apresentam distintos perfis 

proteômicos, o que foi evidenciado pela geração dos espectros de referência por 

MALDI-TOF ICMS. 
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

1. Avaliação do perfil proteômico, através da inclusão de maior número de isolados, das 

espécies do complexo Sporothrix, com o intuito de seleção de biomarcadores. 

2. Comparação do perfil proteômico de Sporothrix brasiliensis  provenientes da epidemia 

de esporotricose no Rio de Janeiro com outras espécies do complexo Sporothrix. 

3. Caracterização de possíveis proteínas com expressão diferencial nas diferentes 

espécies do complexo Sporothrix. 

4. Inclusão de novas metodologias utilizadas na caracterização de espécies, utilizando 

análises proteômicas. 
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