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RESUMO 
 
 

Coccidioidomicose é micose sistêmica causada pelos fungos dimórficos 

Coccidioides immitis e C. posadasii, adquirida através de inalação de artroconídios 

infectantes. Em parasitismo, expressa forma característica em esférula, repleta de 

endósporos. Em saprofitismo e em cultivo as colônias possuem aspecto macroscópico 

algodoado, de cor branca a marrom-claro, e microscopicamente apresentam hifas 

hialinas, septadas e ramificadas com espaços interseptais cheios de citoplasma 

alternados com áreas interseptais vazias, formando artroconídios intercalares, unidades 

infectantes facilmente aerossolizáveis. O semi-árido brasileiro foi recentemente incluído 

como área endêmica de coccidioidomicose. Por ser altamente infectante, é importante 

implantar uma técnica de identificação molecular de Coccidioides spp., para minimizar 

os riscos de manipulação do operador. Também é importante conhecer a dinâmica do 

fungo no Brasil através de um estudo de variabilidade molecular. Este estudo objetivou 

identificar os isolados suspeitos por meio de marcador molecular específico (gene CSA) 

que reconhece o gênero, e analisar a variabilidade molecular de linhagens brasileiras de 

Coccidioides spp. através de sequenciamento. A extração de ADN foi realizada de 65 

linhagens (58 do Piauí, Brasil; seis dos Estados Unidos da América (EUA) e uma da 

Argentina), mantidas em Coleção de Cultura conforme técnica previamente descrita 

(Burt et al, 1995). Para a identificação do gênero foi utilizado um par de primers 

específicos (Ci 1 – 5´ AAG TTC TCA CTC CTC AGC GCT ATC G 3´ e  Ci 2 – 5´ 

ACA TTA AGG TTC CTC CCC TTC AAC C 3´) que se anela ao gene CSA.  Para a 

tipagem molecular, foi realizada Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) com os 

primers específicos de 57 linhagens. Após esta etapa, o produto amplificado foi 

purificado com kit de purificação e posteriormente seqüenciado na Plataforma de 

Seqüenciamento de ADN PDTIS/FIOCRUZ. Como resultado, obtivemos 100% de 

positividade na identificação das linhagens estudadas e em nenhuma das linhagens 

controle foi detectada a banda, demonstrando que o método foi 100% específico e 

sensível. No seqüenciamento do gene CSA, realizado de 57 linhagens, 56 foram 

caracterizadas como Coccidioides posadasii e uma linhagem, proveniente dos EUA, foi 

caracterizada como Coccidioides immitis.  
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ABSTRACT  

Coccidioidomycosis is a systemic mycosis caused by the dimorphic fungi Coccidioides 

immitis and C. posadasii, acquired through inhalation of infective spores. In parasitism shows a 

characteristic spherule full of endospores. In saprophytism and in suspected cultures it presents as a 

cotton-like colony ranging from white to light brown. Microscopically it shows septate hyaline 

branching hyphae, alternating degenerated empty interseptal spaces and cytoplasm 

forming arthroconidia. Recently, the Brazilian northeast semiarid region was included 

as an endemic area for coccidioidomycosis. As Coccidioides spp. are the most infective 

pathogenic fungi, it is important to develop a molecular tool for their identification, to 

protect the technicians. It is also important to better understand the fungal dynamic in Brazil, which can 

be achieved through a molecular variability study. The objective of this study was to identify the 

genus of suspected isolates, through a specific molecular method, that identifies the specific gene CSA, 

and also to analyze the molecular variability of Brazilian lineages of Coccidioides spp. by sequence 

analysis. DNA extraction was done from 65 lineages (58 from Piauí state, Brasil, six 

from the United States of America (USA) and one from Argentina) of Culture 

Collection as previously described (Burt et al, 1995). For genus identification we used a 

pair of specific primers (Ci 1 – 5´ AAG TTC TCA CTC CTC AGC GCT ATC G 3´ e  Ci 2 

– 5´ ACA TTA AGG TTC CTC CCC TTC AAC C 3´) that recognizes the specific 

gene. For molecular typing, we first performed PCR (Polimerase Chain Reaction) with 

the specific primer from 57 lineages. After this step, amplicon was purified with the 

purification kit and then sequenced on PDTIS/FIOCRUZ DNA Sequencing Platform. 

As results we obtained 100% of positivity for the molecular identification of all lineages 

studied. In contrast, all the control strains didn`t show the specific band, demonstrating 

that the method was 100% specific and sensitive. On the sequencing of CSA gene of 57 

lineages, 56 were characterized as Coccidioides posadasii. The only lineage identified 

as Coccidioides immitis was from USA. 
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1- INTRODUÇÃO 

Coccidioidomicose é micose sistêmica causada pelo fungo dimórfico Coccidioides 

spp., adquirida pela inalação de artroconídios infectantes presentes no solo de áreas 

endêmicas (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). Atualmente, com base em análises 

moleculares, este gênero comporta duas espécies: Coccidioides immitis e C. posadasii 

(FISHER et al., 2002), fato que será abordado detalhadamente mais adiante. Nas referências 

até esta data (2002), será usada a nomenclatura Coccidioides immitis. Após esta data, usar-se-

á a nomenclatura utilizada no artigo referido.  

A micose apresenta-se geralmente como infecção respiratória benigna e de resolução 

espontânea; mas, uma pequena proporção dos indivíduos infectados pode desenvolver 

quadros progressivos, potencialmente letais, podendo atingir, além dos pulmões, outros 

órgãos por disseminação hematogênica (RIPPON, 1988). Tem como sinonímia as seguintes 

denominações: Doença de Posadas-Wernicke, Granulomatose coccidióidica, Granuloma 

coccidióidico, Febre do Vale, Febre do Vale de São Joaquim, Reumatismo do deserto, Doença 

do Deserto e Doença da Califórnia (LACAZ et al., 1991; KWON-CHUNG & BENNETT, 

1992).  

A micose é encontrada em regiões áridas e semi-áridas do continente americano, 

sendo o Sudoeste dos Estados Unidos e o Norte do México a mais extensa área contígua de 

grande prevalência (AJELLO, 1971; PAPPAGIANIS, 1988; 1998). Ocorre também 

endemicamente em algumas áreas da América Central e da América do Sul (MAYORGA & 

ESPINOZA, 1970; CAMPINS, 1970). A região semi-árida do Nordeste do Brasil só foi 

identificada como área endêmica de coccidioidomicose a partir de 1978, com casos 

conhecidos em pacientes procedentes dos estados do Piauí, Ceará, Maranhão e Bahia 

(WANKE et al., 1993; WANKE 1994; SIDRIM et al., 1997, WANKE et al., 1999). A 

magnitude da coccidioidomicose como problema para a saúde pública no Brasil ainda é 

desconhecida, pois ela não é uma doença de notificação compulsória. Além disso, falta 

treinamento para os médicos diagnosticarem esta micose. Por conta disso, é bem provável que 

muitos casos não sejam diagnosticados ou sejam diagnosticados como tuberculose, 

pneumonias inespecíficas, silicose ou outras doenças (DEUS FILHO, 2009).  
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1.1 - HISTÓRICO DA COCCIDIOIDOMICOSE NAS AMÉRICAS 

 

1.1.1 - Primeiro caso - Argentina 

   A doença foi primeiramente descrita em 1892, por Alejandro Posadas, um estudante 

de medicina argentino. O paciente era o soldado Domingo Ezcurra, oriundo do Chaco, que 

vinha apresentando há muitos meses lesões cutâneas na face e braços. Domingo Ezcurra 

apresentou uma forma disseminada crônica da doença e veio a óbito em 1898.  Em seguida, 

foi realizada uma autopsia completa e as peças anatômicas ficaram guardadas até 1948, 

quando foram recuperadas pelo Professor Dr. Flavio L. Niño (NEGRONI, 1996; NEGRONI, 

2008).  

No material destas lesões, Posadas e o patologista Robert Wernicke descreveram um 

parasita desconhecido, similar a protozoários coccídios (DEUS FILHO, 2007).  

Estes estudos foram publicados por Posadas na Revista del Círculo Médico Argentino, 

em 1892 (POSADAS, 1892) e mais tarde em Paris (POSADAS, 1900; NEGRONI, 2008). 

Simultaneamente, Wernicke publicou o mesmo caso na Alemanha (WERNICKE, 1892; 

NEGRONI, 2008). O principal relato de Posadas & Wernicke descreve a resposta 

inflamatória semelhante à tuberculose, as características da forma parasitária do agente da 

doença, que remetem ao gênero Coccidia, e a observação do tipo de esferas com endósporos.  

Somente em 1929 foi publicado o segundo caso argentino por Mazza e Parodi, 37 anos 

depois do primeiro comunicado. Neste segundo caso, a identificação foi confirmada por 

Floriano de Almeida, em 1932 (NEGRONI, 1996; NEGRONI, 2008). A partir de 1948, Pablo 

Negroni e colaboradores iniciaram um estudo sistemático para a definição da área endêmica 

de coccidioidomicose na Argentina. Foram estudadas as formas miceliais do fungo e foi 

demonstrada também a existência de tipos de esférulas relacionadas ao mecanismo de defesa 

do hospedeiro (NEGRONI, 2008). Esta equipe realizou um inquérito epidemiológico com 

coccidioidina no norte da Patagônia – onde havia sido detectado um caso da doença - em que 

foram estudadas 2.065 crianças de 6 a 16 anos de idade. Deste total, 7,5 a 10% apresentaram 

reações positivas (NEGRONI, 1949; NEGRONI, 2008). Foram realizados mais dois 

inquéritos epidemiológicos: o primeiro nas províncias de Tucumán e Santiago del Estero, 

onde foram estudadas 2.213 crianças, com idades entre 6 e 16 anos, com uma positividade de 

19,8% em Rio Hondo e 17,7% em Coronel Borges (NEGRONI, 1952; NEGRONI, 2008); o 

segundo inquérito epidemiológico foi realizado na Província de Catamarca, Noroeste da 

Argentina. Foram incluídos neste estudo 1.000 crianças entre 6 a 15 anos, com positividade de 

19%. Posteriormente, foi realizado um inquérito epidemiológico com coccidioidina na cidade 
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de Buenos Aires, fora da área endêmica, verificando-se uma positividade muito baixa (NIÑO, 

1950; NEGRONI, 2008).  

Em 1977 foi realizado o primeiro isolamento de Coccidioides a partir de amostras de 

solo de área endêmica por Borghi e colaboradores (BORGHI, 1977; NEGRONI, 2008). Nas 

últimas décadas, Pablo Negroni et al. estudaram coccidioidomicose experimental em cobaias, 

ratos e hamsters (ELÍAS, 1998; FINQUELIEVICH et al., 1988; NEGRONI et al., 1985; 

NEGRONI, 1996; NEGRONI, 2008), para verificar a eficácia de terapêuticas antifúngicas 

com cetoconazol, itraconazol e fluconazol; e detectar as alterações da resposta imune 

produzida por ciclofosfamida e verificar a cinética das provas sorológicas (GIMENO, 1986; 

NEGRONI et al, , 1982; NEGRONI et al, 1985; REMESAR et al, 1992; NEGRONI, 2008). 

 

1.1.2 - Estados Unidos  

Em 1896, um imigrante da Ilha dos Açores radicado no Vale do Rio São Joaquim e 

que trabalhava em uma granja apresentou lesões nodulares no pescoço. Após ser examinado 

pelos Drs. Emmett Rixford e T. C. Glichrist, estes concluíram tratar-se de uma lesão causada 

por protozoários. Devido ao estágio avançado da doença, o paciente veio a falecer. Pouco 

tempo depois outro imigrante dos Açores com um quadro de lesões cutâneas semelhantes 

também foi diagnosticado através de uma biópsia por Rixford e Glichrist, que identificaram o 

mesmo parasita do caso anterior e concluíram que a doença era causada por um protozoário, 

ao qual deram o nome de Coccidioides immitis, que significa “parecido com coccídio”, um 

tipo de protozoário (DERENSINSKI & HECTOR, 1966; NEGRONI, 2008). Outro 

pesquisador, Dr. Welch, estudando os isolados obtidos destes casos, só encontrou um “mofo” 

esbranquiçado no crescimento das culturas, prontamente descartadas como fungos 

filamentosos contaminantes (DERENSINSKI & HECTOR, 1966; NEGRONI, 2008). Por 

volta do ano de 1900, William Ophüls estudou os isolados esbranquiçados de cultivo obtido 

das lesões de um terceiro paciente do Vale do São Joaquim, inoculou-os em animais 

experimentais que desenvolveram a micose, demonstrando assim a natureza fúngica e o 

dimorfismo dos isolados (OPHÜLS & MOFFITT, 1900). E este mesmo autor propôs que a 

via de entrada da infecção era pulmonar, e que os endósporos das esférulas teriam um 

importante papel quimiotáxico para os leucócitos polimorfonucleares (OPHÜLS, 1906; 

NEGRONI, 2008). Em 1932 o fungo foi isolado de solo, pela primeira vez, por Stewart & 

Meyer de uma granja onde haviam morrido quatro pessoas de coccidioidomicose (STEWART 

& MEYER, 1932; NEGRONI, 2008). Nos anos de 1935 e 1936 foram examinados pela Dra. 

Myrnie Gifford e pelo Dr. Ernest Dickson 6 casos de coccidioidomicose que revelaram uma 
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alta hipersensibilidade retardada para um antígeno extraído do fungo (NEGRONI, 2008). Em 

28 de agosto de 1929, um estudante de medicina abriu acidentalmente uma placa de Petri que 

continha um cultivo de C. immitis e desenvolveu em poucos dias uma infecção respiratória 

aguda grave diagnosticada como coccidioidomicose. Seus médicos consideraram o caso 

praticamente sem possibilidades de cura, mas o estudante recuperou-se sem seqüelas da 

micose. O Dr. Charles Smith realizou vários estudos epidemiológicos da coccidioidomicose 

utilizando provas cutâneas com coccidioidina, estudos estes que duraram até a Segunda 

Guerra Mundial, períodos no qual pode documentar, mediante estudos clínicos e 

imunológicos, 39.500 infecções por C. immitis nos campos de aviação da Califórnia (SMITH 

et al, 1946; SMITH et al, 1956; NEGRONI, 2008). 

 Demosthenes Pappagianis e Hillel Levine continuaram as investigações de Smith 

utilizando esferulina, um antígeno obtido de esférulas de Coccidioides, em inquéritos  

epidemiológicos nos Estados Unidos e no México. Foram eles também que iniciaram os 

primeiros ensaios com vacinação preventiva (LEVINE et al 1961; LEVINE et al, 1973; 

NEGRONI, 2008). Pappagianis realizou ainda vários estudos epidemiológicos e demonstrou a 

existência de coccidioidomicose naturalmente adquirida em mamíferos marinhos da costa da 

Califórnia (FAUQUIER et al, 1996; PAPPAGIANIS & ZIMMER, 1990; ZURLO et al, 2000; 

NEGRONI, 2008). 

 Entre 1956 e 1984 ocorreram vários simpósios sobre a micose nos Estados 

Unidos, onde foram adquiridos os maiores conhecimentos sobre a enfermidade (STEVENS, 

1980; NEGRONI, 2008).  

Em 1980 foi publicado, por David Stevens, um livro em que eram atualizadas as 

descobertas sobre o fungo (STEVENS, 1980; NEGRONI, 2008).  

No Condado de Kern, na Califórnia, foi observado o mais alto índice da infecção em 

amostras populacionais, com 50 a 90 % das provas positivas. A micose também é muito 

freqüente nos estados do Arizona, inclusive nas maiores cidades como Phoenix e Tucson e no 

Oeste e Sudoeste do Texas. Mas é menos comum no Novo México, Utah e Nevada (DURRY 

et al., 1997; MARDO et al, 2001; PAPPAGIANIS 1998; NEGRONI, 2008).   

Nos anos de 1977, 1991 e 1994 ocorreram três grandes epidemias de 

coccidioidomicose. A de 1977 foi a maior delas e foi provocada pelo vento. A segunda (1991) 

foi provocada por uma grande seca seguida de chuva, e a terceira foi provocada por um 

terremoto no Vale de San Fernando no estado da Califórnia, que ocasionou uma nuvem de 

poeira rica em esporos (JOHNSON et al, 1996; SPIEGEL et al, 1996; NEGRONI, 2008).   
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Entre 1986 e 1987 foi estabelecida a relação entre coccidioidomicose e Síndrome da 

Imuno Deficiência Adquirida (SIDA) e se considerou a coccidioidomicose como uma doença 

definidora de SIDA. Em 41 % dos casos é uma infecção grave (NEGRONI, 2008).   

No final dos anos 1990 foram registrados os primeiros casos comprovados de 

transmissão intrauterina (CHARLTON et al, 1999; AMPEL et al, 1998; CHILLER et al, 

2003; WOODS et al, 2000; NEGRONI, 2008). 

Durante a epidemia ocorrida na Califórnia, foram estudadas mulheres grávidas que 

contraíram a doença, e concluiu-se que gravidez não é fator de risco para a coccidioidomicose 

como se supunha (CALDWELL et al, 2000; NEGRONI, 2008). A doença foi diagnosticada 

também em turistas que visitaram as áreas endêmicas, mas que apresentaram os sintomas fora 

delas (CHATURVEDI et al., 2000, DESAI et al, 2001, ZURLO et al, 2000; NEGRONI, 

2008).  

 

1.1.3 – México 

   Em 1932 foram relatados por Cicero & Perrin os primeiros casos mexicanos. O 

primeiro caso documentado de coccidioidomicose autóctone foi descrita por Madrid em 1946. 

No ano de 1944 foi realizado nos Estados de Sonora e Baixa Califórnia o primeiro estudo 

epidemiológico. Estudos realizados por Gluker, Fuentes Villalobos & Gómez del Campo 

(1950), Slim-Villegas & Aranda Reyes (1953) e Madrid & Contreras (1963) comprovaram a 

existência de uma área endêmica no norte do México, adjacente à zona endêmica dos Estados 

Unidos (MAYORGA et al, 1970, VELASCO-CASTREJÓN et al, 1978; NEGRONI, 2008).   

Entre os anos de 1961 e 1965 González-Ochoa realizou um estudo das áreas 

endêmicas de coccidioidomicose no México. Em estudo de mais de 53 comunidades em todo 

o país, onde foram realizadas mais de 1.000.000 de intradermorreações com coccidioidina, 

identificaram-se três regiões endêmicas: Zona Norte, na fronteira com os Estados Unidos; 

Zona do Litoral do Pacífico e a Zona Central.  

No México, assim como nos Estados Unidos, foram relatados casos de turistas que 

haviam visitado o México e relataram sintomas de coccidioidomicose quando retornaram aos 

seus países de origem (ZURLO et al, 2000, CAIRNS et al, 2000; NEGRONI, 2008).  
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1.1.4 – Honduras 

Castro & Trejos estudaram o primeiro caso de coccididoidomicose em Honduras. Eles 

realizaram um estudo epidemiológico no Vale de Comayagua e encontraram uma positividade 

de 15,7% e demonstraram que as características fitogeográficas eram idênticas às das outras 

áreas endêmicas (MAYORGA & ESPINOZA, 1970; MAYORGA, 1967; NEGRONI, 2008). 

 

 1.1.5 – Guatemala 

 Andrade realizou o primeiro estudo sobre coccidioidomicose, realizando 1.200 

intradermorreações na cidade da Guatemala. Ele registrou uma positividade de 0,5%. Ferri e 

Corrêa, em 1960 demonstraram os primeiros casos em cães e vacas. O primeiro caso humano 

foi diagnosticado por Pérez & Rosales (MAYORGA, 1967; NEGRONI, 2008). 

 Entre 1967 e 1970 Mayorga investigou a possibilidade de haver uma área 

endêmica no Vale de Motágua. Esta suspeita surgiu com a observação do caso de um soldado 

de 19 anos que havia permanecido 3 semanas nesta região. Durante este estudo, áreas como 

Zacapa, Teculutan, Río Hondo e Gualán mostraram índices de positividade na prova cutânea 

de coccidioidina de 42%.  

 
 
 1.1.6 – Nicarágua 

Mayorga incluiu algumas zonas deste país, mas estes estudos apresentaram uma 

proporção de provas positivas muito baixas. (MAYORGA & ESPINOZA, 1970; MAYORGA 

1967; NEGRONI, 2008).  

 

1.1.7 - El Salvador 

No ano de 1959 foi feita por Llerena uma comunicação sobre a existência de três casos 

autóctones de coccidioidomicose em El Salvador (BORELLI, 1970; NEGRONI, 2008).  

 

 1.1.8 – Venezuela 

 Em 1948 foi registrado o primeiro caso humano de coccidioidomicose na 

Venezuela por Campins, Scharyi e Gluck.  Entre 1949 e 1965 demonstrou-se a existência de 

zonas endêmicas nos Estados de Lara, Falcón e Zulia, com áreas de incidência de até 46% 

medida pelas provas cutâneas positivas (CAMPINS, 1967; CAMPINS, 1970; NEGRONI, 

2008). 
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 1.1.9 - Colômbia 

O primeiro caso humano autóctone foi publicado em 1958 (SALES-SALES, 1958), e 

o segundo em 1965 (ROBLEDO, 1965). Este último realizou um estudo epidemiológico onde 

foi demonstrada a existência de uma área endêmica na península de Goajira, com baixa 

prevalência de infecção (ROBLEDO et al, 1968; NEGRONI, 2008).  

 
 

1.1.10 - Equador 

Houve uma comunicação de três casos autóctones neste país, mas esta comunicação 

deixa dúvidas quanto ao diagnóstico (LEÓN 1961; NEGRONI, 2008). 

 
 

1.1.11 – Bolívia 

Foi relatado até o momento somente um caso de coccidioidomicose na Bolívia, mas 

como o paciente havia estado no Chaco paraguaio, é possível que ele tenha adquirido a 

doença neste país (MACKINNON, 1948). 

 

1.1.12 – Paraguai 

No ano de 1950, Gómez realizou um estudo a partir de casos de primoinfecção 

sintomática na zona do Chaco, no nordeste do país, região habitada por aborígenes e 

empregados de uma companhia americana de petróleo. Neste estudo ficou comprovado que 

43,9% dos indígenas e 50% dos empregados da companhia de petróleo eram reatores para 

coccidioidina (GÓMEZ, 1950; NEGRONI, 2008).  

  

1.1.13 - Brasil 

O  primeiro caso foi descrito por GOMES et al, (1978) em paciente proveniente de 

Pirapiranga (BA). Um ano depois, VIANNA et al. (1979) descreveram o segundo caso, em 

paciente oriundo do Piauí, que apresentou pneumopatia que regrediu espontâneamente. 

Apesar da descrição destes casos, somente em 1998, o nosso país foi incluído como área 

endêmcia da coccidioidomicose (PAPPAGIANIS, 1998; NEGRONI, 2008). 

No ano de 1994, foi descrita por Wanke a primeira microepidemia de 

coccidoidomicose no estado do Piauí (WANKE, 1994). Pouco tempo depois foi descrito um 

surto semelhante no Ceará (SIDRIM et al, 1997).  
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A primeira microepidemia do Piauí ocorreu no município de Oeiras, antiga capital do 

Estado. Após uma caçada à tatus, três indivíduos com idades de 38, 24 e 11 anos 

respectivamente e oito cães adoeceram simultaneamente pelo fato de haverem inalado poeira 

contaminada durante a caçada. Dos oito cães, três morreram em poucos dias. Os outros cinco 

foram tratados com antifúngico e se recuperaram. Os três indivíduos apresentaram febre, 

fraqueza, mialgia, tosse e dispnéia, sendo internados no hospital de Oeiras e, após alguns dias, 

o menor de 11 anos apresentou cura espontânea. Os outros dois apresentaram quadro de grave 

pneumonia em ambos os pulmões, sendo posteriormente transferidos para o Hospital de 

Doenças Infecto Contagiosas de Teresina (atual IDTNP - Instituto de Doenças Tropicais 

Natan Portella), em Teresina, capital do Piauí. Os três pacientes receberam tratamento 

específico com anfotericina B e em pouco tempo estavam com cura clínica (WANKE et al, 

1993; 1999).  

Desde esta época o número de casos vem aumentando consideravelmente. Até o 

presente momento, a micose já foi diagnosticada em quatro estados no nosso país: Piauí (100 

casos), Ceará (20 casos) Maranhão (6 casos)  e Bahia (2 casos) (DEUS FILHO, 2007; DEUS 

FILHO, 2009; EULÁLIO, 2008), conforme pode ser visto na figura 1.  

No Brasil, além dos casos humanos a infecção também já foi diagnsoticada em cães e 

tatus (Dasypus novencinctus) e o fungo foi isolado de humanos, dos animais citados e de 

amostras de solo coletadas em tocas de tatus nos Estados do Piauí (EULÁLIO et al, 2000; 

WANKE et al, 1999; DE MACÊDO 2006; WANKE 1994) e Ceará (CORDEIRO et al, 2006).  

Como a coccididomicose não é uma doença de notificação compulsória, a magnitude 

desta doença é pouco conhecida. Outro fator que dificulta o conhecimento da real magnitude 

da coccidioidomicose é a falta de conhecimento e treinamento adequado dos profissionais de 

saúde, que a confundem facilmente com uma pneumonia inespecífica.  
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Figura 1 – Ocorrência endêmica de Coccidioicomicose no Brasil (EULÁLIO, 2008) 

 

1.2 - O AGENTE  

  Coccidioides spp. é um fungo dimórfico. Em saprofitismo e em cultivos incubados à 

temperatura ambiente cresce como micélio vegetativo hialino, formando colônias 

esbranquiçadas de aspecto algodonoso. Em parasitismo, em tecido de animais e em condições 

especiais de crescimento in vitro apresenta-se em forma esferular endoesporulante 

(HUPPERT et al. 1982).  

A forma filamentosa é capaz de crescer em grande diversidade de meios, sejam 

pobres em substratos orgânicos ou meios enriquecidos. O crescimento de Coccidioides 

immitis não é inibido pela adição de cicloheximida e antibacterianos aos meios de cultivo. À 

temperatura ambiente (cerca de 25°C), em meio de agar Sabouraud-glicose, observa-se rápido 

e abundante crescimento do fungo ao final do terceiro ou quarto dia de incubação. Há ampla 

variação na morfologia e nos aspectos microscópicos das colônias (HUPPERT et al., 1967). 

Em geral, são algodonosas ou aveludadas, mas podem ser pulverulentas, granulosas ou 

enrugadas, com margens lisas, franjeadas ou lobuladas. O crescimento inicial é branco, mas se 

torna castanho ou marrom com o envelhecimento da colônia (figura 3). Variantes cinza, rosa, 

amarela e cor de camurça são freqüentemente observadas (RIPPON, 1988).  

Microscopicamente, nos cultivos à temperatura ambiente, Coccidioides immitis 

apresenta-se com hifas hialinas, septadas e ramificadas, de 2 a 4 μm de diâmetro. Há 
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produção de um único tipo de conídio, o artroconídio, observado em hifas maduras, que já 

aparecem ao final do quinto ao décimo dia de cultivo, conforme pode ser visto na figura 2. As 

hifas produtoras de conídios geralmente surgem em ramificações laterais dos filamentos que 

nascem em ângulo reto e têm espessura duas vezes maior que a hifa vegetativa. Hifas 

conidiogênicas dispostas em paralelo ou que surgem formando ângulos agudos nas 

extremidades da hifa vegetativa são variantes observadas (KWON-CHUNG & BENNETT, 

1992). Alternando com os artroconídios, as hifas mostram espaços interseptais degenerados e 

vazios de citoplasma (RIPPON, 1988). Quando se destacam das hifas, os artroconídios 

apresentam paredes espessadas e tendem a abaular-se, assumindo forma em barril. Medem de 

2 a 4 μm x 3 a 6 μm e geralmente são multinucleados. Variantes de artroconídios com forma 

quadrangular e arredondada podem ser observadas (HUPPERT et al., 1967). 

Coccidioides spp. produz melanina ou compostos derivados da melanina “in vitro”  e 

”in vivo” durante o curso da infecção. Contudo, o tipo de melanina e a via metabólica 

responsável por esta produção não foi determinada. Analisando o genoma de C. posadasii, 

descobre-se que existe um gene com 80% de similaridade com a lacase. A descoberta da 

produção de compostos de melanina pelo C. posadasii, pode explicar a dificuldade do 

tratamento em indivíduos imunodeprimidos (NOSANCHUK et al, 2007). 

A forma parasitária característica é uma esférula, observada em preparações de 

espécimes clínicos com potassa a 10% ou em cortes histológicos de tecidos corados com 

hematoxilina e eosina (H&E), ao ácido periódico de Schiff (PAS) ou com impregnação 

argêntea de Gomori-Grocott, como observada na figura 4. Trata-se de elemento esférico ou 

redondo, não brotante, de parede espessa, variando de 5 a 60 e até 100 μm de diâmetro, 

contendo em seu interior numerosos pequenos endósporos globosos e uninucleados, com 2 a 5 

μm de diâmetro (RIPPON, 1988; KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; WANKE et al., 

1996). 

Até o momento, não há informação na literatura sobre a fase sexuada de 

Coccidioides spp. Em estudo sobre este assunto Burt et al. (1996), utilizando diversas técnicas 

de biologia molecular como a PCR, seqüenciamento de ADN e genética de populações, 

comprovou que o fungo é recombinante, apesar da ausência de uma fase sexuada conhecida. 

Todavia, não se sabe se a expressão de sexo é críptica ou ausente.  
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Figura 2 – Artroconídios de Coccidioides spp. visualizados em lactofenol azul de algodão. 
(WIKIPEDIA, 2011) 

 
 
 
 

 

Figura 3 – Cultivo de Coccidioides immitis em Sabouraud agar  

demonstrando a forma e cor da colônia 

(PIEL LATINOAMERICANA, 2011) 

 

 



 

  

12

 

Figura 4 – Esférula de Coccidioides spp. mostrando em  
seu interior endósporos (MEDICINENET, 2011) 

 
 

 

 

 

 

1.2.1 - CICLO VITAL 

No solo, os artroconídios são liberados após hidrólise de segmentos estéreis 

intermediários e podem seguir dois caminhos: germinam e perpetuam o ciclo saprofitário ou 

são inalados por hospedeiro suscetível e iniciam o ciclo parasitário. Penetrando nos pulmões, 

os artroconídios tornam-se arredondados e aumentam progressivamente de tamanho, 

atingindo de 60 a 100 μm de diâmetro (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). Divisões 

nucleares sincrônicas seguidas de clivagens citoplasmáticas sucessivas, determinadas por 

invaginação da membrana celular, dividem o protoplasma do fungo em seções 

multinucleadas. O processo da formação de planos de clivagem continua até que endósporos 

uninucleados encerrados em sacos membranosos hialinos preencham toda a esférula 

(HUPPERT et al., 1982). A ruptura das esférulas libera endósporos nos tecidos, os quais 

crescem e se transformam em novos elementos maduros, perpetuando o ciclo reprodutivo 

(KIRKLAND & FIERER, 1996).  A figura 5 mostra este ciclo em detalhes.  
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Figura 5 – Ciclo de vida de Coccidioides spp. - fases sasprofítica  

e parasitária (METAPATHOGEN, 2011) 

 

 

1.2.2 - FATORES ECOLÓGICOS  

Coccidioides immitis é primariamente encontrado no solo de regiões áridas e semi-

áridas do continente americano (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; WANKE, 1993; 

PAPPAGIANIS, 1998), desde a superfície até 30 cm de profundidade (EGEBERG & ELY, 

1956). O fungo pode ser isolado de amostras de solo através da técnica de inoculação 

intraperitoneal de suspensão de solo em solução salina em camundongos (técnica de Stewart 

& Meyer, 1932 e variantes) e através de técnicas moleculares buscando frações específicas de 

ADN (GREENE et al., 2000).   

No solo, o fungo não é distribuído de forma homogênea, sendo restrito a pequenos 

focos. Tocas de animais (EGEBERG & ELY, 1956; WANKE, 1993) e sítios arqueológicos 

(LACY & SWATEK, 1974; HARRISON et al., 1991) têm sido identificados como locais de 

maior probabilidade para isolamento do fungo. O enterro de carcaças de animais infectados 

em solos previamente negativos pode contaminar o solo (MADDY & CRECELIUS, 1967). 
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Textura arenosa e alcalinidade são descritas como características freqüentemente 

observadas nos solos onde Coccidioides immitis está presente (MADDY, 1957; MADDY 

1965; LACY & SWATEK, 1974). A salinidade elevada favorece o crescimento do fungo, ao 

mesmo tempo em que inibe os seus antagonistas (EGEBERG et al.1964; ELCONIN et al., 

1964).  

A maioria das regiões endêmicas caracteriza-se por baixa pluviosidade anual (125 a 

500 mm), verões quentes (temperaturas médias de 26 a 32°C) e invernos amenos (MADDY, 

1965). As chuvas, além de escassas, distribuem-se por curto período de tempo, e a estação 

seca é prolongada. Nos meses mais quentes do ano, a temperatura do solo, da superfície até 1 

cm de profundidade, pode ultrapassar 60°C, o que é letal para C. immitis (PAPPAGIANIS, 

1998). O fungo, entretanto, sobrevive em camadas mais profundas e, ao chegar à estação 

chuvosa, germina e repovoa as camadas mais superficiais do solo (EGEBERG et al. 1964). 

Após o período de chuvas, quando o solo se torna seco, os artroconídios são aerossolizados 

pelo vento ou por atividade antrópica. O grande poder de dispersão dos conídios, superior ao 

esperado para suas dimensões, permite-lhes alcançar centenas de quilômetros à distância 

(PAPPAGIANIS, 1998).  

A exposição à poeira é fator crítico determinante do risco de infecção. A maior parte 

dos casos de coccidioidomicose ocorre no final do verão e no outono (período seco), quando é 

máxima a desarticulação das hifas produtoras de conídios e dispersão dos artroconídios. Na 

grande área endêmica dos EUA o número de casos na estação seca é maior após período de 

forte pluviosidade, já que a umidade mais elevada do solo favorece o aumento da salinidade e 

o crescimento das hifas. No inverno e na primavera, o solo molhado pelas chuvas reduz a 

formação de aerossóis, e o número de casos de coccidioidomicose se reduz, caracterizando 

claramente uma situação de sazonalidade bem definida (SMITH et al., 1946).  

Grandes irrupções do solo determinadas por fortes ventos e tempestades de areia 

(PAPPAGIANIS & EINSTEIN, 1978; WILLIAMS et al., 1979) e terremotos (FLYNN et al., 

1979; CDC, 1994) têm sido associados a surtos epidêmicos da micose, inclusive com 

aparecimento de casos a grande distância, em áreas não endêmicas.  

 

1.2.3 - RESERVATÓRIOS ANIMAIS  

Coccidioides immitis e C. posadasii apresentam ampla variedade de hospedeiros. 

Além do homem, infecção natural pelo fungo foi registrada em numerosos animais 

domésticos e em grande diversidade de animais silvestres. Ampla variação de resposta à 
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infecção é vista entre as diversas espécies de animais. Bovinos, caprinos e suínos parecem ter 

grande resistência ao fungo e a infecção, em geral, limita-se aos linfonodos brônquicos e 

mediastinais. Cavalos domésticos, macacos e outros primatas costumam ter doença grave e 

disseminada. Os cães, por sua vez, apresentam, à semelhança do homem, grande variabilidade 

de resposta, incluindo desde infecções assintomáticas até formas com acentuada disseminação 

(KAPLAN, 1973; PAPPAGIANIS, 1998). No Brasil, a micose já foi identificada em cães e 

tatus no Estado do Piauí, conforme figura 6 (WANKE et al., 1999; EULÁLIO et al., 2000).  

 

 

 

 
          Figura 6 – Tatu Dasypus novemcinctus (Prefeitura Municipal de Toledo, 2011) 

 
 
 

1.2.4 - MODO DE TRANSMISSÃO  

O homem e outros animais adquirem a coccidioidomicose através da inalação de 

artroconídios presentes no solo. Raramente, infecções são adquiridas por inoculação 

traumática de artroconídios através da pele (WILSON et al., 1953). Experimentalmente, 

inoculação por via subcutânea ou intraperitoneal de conídios é menos eficiente do que por via 

respiratória para produzir doença e óbito em animais de laboratório. Raros casos de 

coccidioidomicose por transmissão transplacentária foram documentados (KWON-CHUNG 

& BENNET, 1992). Não há registro de transmissão inter-humana e nem de animais para o 

homem (PAPPAGIANIS, 1998).  
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1.2.5 – TAXONOMIA 

    As espécies de Coccidioides pertencem à Ordem Onygenales. Nesta ordem 

estão representados a maior parte dos fungos patogênicos para o homem. Estão incluídos 

nesta ordem os agentes de infecção cutânea da família Arthrodermatiaceae (Trichophyton e 

Microsporum) e agentes de micoses sistêmicas da família Onygenaceae (Histoplasma 

capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e Blastomyces dermatitidis) (EULÁLIO, 2008). 

Estudos moleculares, bioquímicos e imunológicos demonstraram que Coccidioides immitis 

tem uma relação filogenética muito próxima com um teleomorfo do gênero Malbranchea 

denominado Uncinocarpus reesi, que também pertence à ordem Onygenales (PAN et al, 

1994).   

    A classificação proposta por Fisher et al. (2002) é: 

   Reino: Fungi 

   Filo: Ascomycota 

   Subfilo: Pezizomycotina 

   Classe: Eurotilmycetes 

   Ordem: Onygenales 

   Família: Onygenaceae 

   Gênero: Coccidioides 

   Espécies: C. immitis e C. posadasii 

 

 

1.2.6 – IDENTIFICAÇÃO CLÁSSICA  

Coccidioides são fungos dimórficos, mas a reversão da fase filamentosa para a forma 

em esférula não é reproduzida em meios comuns de laboratório. Para consegui-lo, há 

necessidade de inocular porções do micélio em animais de laboratório, reproduzindo o 

microambiente parasitário, para que a esférula se forme. Este é o método clássico, descrito 

como critério taxonômico para sua identificação. Outro procedimento adotado é a inoculação 

de esférulas em meios à base de ágar para produção de tubos germinativos múltiplos, os quais 

dão origem a hifas septadas e ramificadas, formadoras de artroconídios (KWON-CHUNG & 

BENNETT, 1992).  No entanto, vários fungos pertencentes ao gênero Malbranchea spp. são 

encontrados como sapróbios em solos e como contaminantes em materiais clínicos, 

apresentando forma filamentosa com artroconídios que podem apresentar disposição 

intercalar, indistinguíveis da fase filamentosa de Coccidioides spp. Por outro lado, alguns 

isolados não apresentam conversão à forma parasitária in vitro ou expressam formas redondas 
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não características em tecidos e espécimes clínicos gerando dificuldade de identificação de 

isolados suspeitos.  

Outro sistema utilizado é o cultivo da fase filamentosa em meios especiais, com 

atmosfera de 5 a 10% de CO2 e temperatura de 34 a 40°C (CONVERSE & REED, 1956; SUN 

et al., 1976). Este sistema, além de complexo e caro, nem sempre permite a reprodução da 

forma em esférula, tendo rendimento limitado, implicando no manejo direto do fungo, com 

risco para o manipulador. 

Método alternativo é a detecção de um antígeno específico para as duas espécies (Cs-

Ag), presente no filtrado de cultivos de sete a dez dias de crescimento do inóculo, 

denominado teste do exoantígeno. É feito com anti-soro utilizando método padrão de 

imunodifusão dupla e permite a confirmação rápida do agente, em dois a três dias. O teste é 

altamente específico. O antígeno secretado é um produto termo-estável, com peso molecular 

em torno de 19kDa (PAN & COLE, 1995). Kits comerciais são produzidos somente nos 

Estados Unidos.  

 

1.2.7 – IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

Atualmente estão sendo desenvolvidas técnicas moleculares para conseguir um 

rápido e preciso diagnóstico da micose e a identificação de isolados filamentosos suspeitos 

pela sua morfologia microscópica compatível. Assim, técnicas de hibridização com sondas 

específicas têm sido investigadas com o objetivo de substituir os procedimentos de 

imunodiagnóstico clássico em laboratórios clínicos. Kits comerciais com alta sensibilidade e 

especificidade utilizando sondas para detecção de seqüências de ARN ribossomal para a 

identificação de agentes de micoses sistêmicas são produzidos nos Estados Unidos. No 

entanto, estes métodos têm apresentado uma fração de resultados falso-negativos e também 

resultados errôneos na identificação de fungos, como por exemplo, Paracoccidioides 

brasiliensis cruzando com Blastomyces dermatitidis (PADHYE et al., 1994; SANDIN et al., 

1993). 

Em 1994, Zimmerman et al, utilizando técnica de RFLP, demonstraram a existência 

de dois grupos: Coccidioides immitis I e II.  

PAN & COLE (1995) caracterizaram um antígeno (Ag-CS) de 19 kDa de 

Coccidioides immitis e testaram seqüências de primers baseadas no gene CSA. Utilizando uma 

técnica simples e convencional de PCR, testaram 12 isolados clínicos, previamente 

identificados através das técnicas clássicas, e propuseram um método potencialmente útil para 

a identificação rápida e segura de cultivos suspeitos (PAN & COLE, 1995). 
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No ano de 1997, BURT et al, identificaram recombinação em C. immitis.  

Em 2004, JOHNSON et al. descreveram uma técnica de PCR para identificação de 

Coccidioides immitis no soro de pacientes utilizando um kit de extração comercial.  

Em 2006, UMEYAMA et al., descreveram um método onde é possível distinguir as 

duas espécies de Coccidioides (immitis e posadasii) através da detecção de banda específica 

gerada em PCR. Ainda em 2006, BEZERRA et al. analisaram 20 isolados da Coleção de 

Cultura do Departamento de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz, preservadas por um 

período de 50 a 75 anos e demonstraram 100% de positividade na identificação do fungo 

através da detecção do antígeno CSA por PCR.  

TINTELNOT et al, (2007) estudaram a região ITS de 14 isolados de C. posadasii e 8 

de C. immitis, e 20 isolados clínicos depositados em dois Centros de Referência como C. 

immitis. Neste trabalho foram encontradas diferenças consistentes entre as regiões ITS das 

duas espécies, possibilitando a diferenciação por este marcador. Alternativamente, foi 

sugerida técnica de RFLP de toda a região ITS com enzimas de restrição para a diferenciação 

entre as duas espécies. 

No ano de 2010, foi descrito um método de “Real Time PCR” para identificação e 

diferenciação de Coccidioides immitis e C. posadasii (SHEFF et al, 2010) 

Recentemente Coccidioides posadasii foi detectado diretamente de amostras de solo 

(DE MACEDO, 2006), com 100% de positividade, através de técnica de nested-PCR.  

 

 

1.2.8 - NOVOS ESTUDOS TAXONÔMICOS  

Historicamente Coccidioides immitis tem sido considerado como espécie única, 

agente etiológico da coccidioidomicose, presente em diferentes regiões geográficas. No 

entanto, em 1997 surgiu uma proposta de re-classificar a espécie em dois tipos geográficos: 

“Coccidioides immitis (CA)” ocorrendo na Califórnia, principalmente no Vale do São 

Joaquim e “Coccidioides immitis (non-CA)” ocorrendo fora da Califórnia, seja na América do 

Norte, América Central e na América do Sul, com base na análise de cinco genes: actino 

sintetase, dioxigenase orotidine, descarboxilase, serino proteinase e quitinase 

(KOUFOPANOU et al 1997). Em 2002 Coccidioides immitis (non-CA) foi descrito como 

uma nova espécie, baseada em análises filogenéticas usando polimorfismo único (simples), 

seqüências gênicas e microssatélites, sendo denominada C. posadasii (FISHER et al 2002). 

Assim, os isolados de Coccidioides immitis obtidos em áreas fora da Califórnia devem ser 
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denominados C. posadasii, incluindo todos os isolados da América do Sul e do Brasil. A 

figura 7 mostra muito bem isso.  

 
Figura 7 – Distribuição das espécies de Coccidiodes immitis e C. posadasii nas 

Américas (TAYLOR & FISHER, 2003) 

 

Até o momento não se observou nenhuma diferença fenotípica entre as duas espécies 

de Coccidioides. Algumas colônias de C. immitis crescem mais rápido em meios contendo 

mais sal. (FISHER et al 2002). Também foi relatado que, em testes de susceptibilidade aos 

antifúngicos contra anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, cetoconazol, 

caspofungina e terbinafina não há diferença significativa na concentração inibitória mínima 

entre C. immitis e C. posadasii (TINTELNOT et al, 2007). Por estes motivos alguns 

pesquisadores consideram os isolados de fora da Califórnia (non-CA) como sendo uma 

variedade (Coccidioides immitis var. posadasii) (DICAUDO, 2006; COX & MAGEE, 2004).    
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1.2.9 – O GENE CSA 

   O gene CSA é o gene que codifica um antígeno de uma proteína com uma atividade 

de serino-proteinase termo-estável de 19-kDa. Este gene se localiza no cromossomo I de C. 

immitis (PAN & COLE, 1995).  A serino proteinase possui uma atividade ótima em pH 6,0 e 

entre 37 a 40º C (COLE et al, 1989). O antígeno é secretado pelas fases saprofítica e 

parasitária do fungo e é específico de Coccidiodes, e é utilizado no teste do exoantígeno, teste 

que é utilizado como confirmação de diagnóstico por ser mais específico do que a 

imunoprecipitação (PAN & COLE, 1995).  

Em 2008 LOPES et al. descreveram uma peptidase extracelular de 25kDa secretada 

pelo micélio sob condições definidas de crescimento de C. immitis, que degrada queratina. 

 

 

1.2.10 – NORMAS DE BIOSSEGURANÇA 

Coccidioides spp. são fungos altamente infectantes, considerados de classe de  risco 3. 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Por conta disso, para se processar espécimes clínicos e 

tecidos animais, é satisfatório que o laboratório possua Nível de Biossegurança 2 (NB-2), que 

inclui: laboratório com acesso controlado, com símbolo internacional de risco biológico na 

entrada do mesmo, autoclave próximo à área de trabalho, uso de Equipamentos de Proteção 

Individual (EPI`s) que são:  luvas, avental descartável e máscara.  Para o manuseio de culturas 

filamentosas suspeitas, no processamento de solo ou de outros materiais ambientais suspeitos, 

é exigido NB-3, que difere basicamente da NB-2 pela obrigatoriedade da Câmara de Fluxo 

Laminar com filtro tipo HEPA (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2000). 

No caso de exposição acidental em laboratório, várias medidas devem ser tomadas, 

entre elas: evacuação do laboratório com retirada dos EPI´s de dentro do local afetado pela 

exposição acidental; fechamento de portas e janelas; limpeza de todo o local (incluindo 

portas, paredes e chão) com derivado de formaldeído ou fenóis (STEVENS, 2009). 

 

 

1.2.11 – COCCIDIOIDES spp. COMO AGENTE DE BIOTERRORISMO 

Coccidioides spp. está na “Lista Final de Agentes Selecionados” do Departamento de 

Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos. Esta lista restringe o uso, transporte, 

importação e exportação do fungo (CDC, 2009). Por sua alta infectividade, Coccidioides é 

considerado passível de ser utilizado como arma biológica (EULÁLIO, 2008).  A sua inclusão 

como potencial agente de bioterrorismo impede que se tenham maiores avanços na pesquisa 
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deste fungo, dificultando o entendimento da sua biologia e epidemiologia (COX & MAGEE, 

2004). 

 

1.3 – A MICOSE 
 

1.3.1 - DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA  

As espécies de Coccidioides e a coccidioidomicose se distribuem em áreas áridas e 

semiáridas do continente americano situadas entre os paralelos 40°N e 40°S, principalmente 

no sudoeste dos Estados Unidos e no norte do México. Também foi diagnosticada entre as 

coordenadas 40°S e 65°W, no sul da Argentina (PAPPAGIANIS, 1988). A definição das 

áreas endêmicas de coccidioidomicose se baseou na identificação de casos humanos e animais 

e na demonstração de reatividade aos testes cutâneos com coccidioidina (PAPPAGIANIS, 

1988).  

KWON-CHUNG & BENNETT (1992) descreveram áreas endêmicas em nove 

países: Estados Unidos e México na América do Norte; Honduras e Guatemala na América 

Central; e Colômbia, Venezuela, Bolívia, Paraguai e Argentina, na América do Sul. Nesse 

compêndio foram ignorados os primeiros casos humanos descritos na Nicarágua, em 1979, e 

no Brasil, em 1978 e 1979 (RIOS OLIVARES, 1979; GOMES et al., 1978; VIANNA et al., 

1979).  

A coccidioidomicose foi diagnosticada recentemente na região semiárida do nordeste 

do Brasil nos Estados do Piauí (100 casos); Ceará (20 casos); Maranhão (6 casos) e Bahia (2 

casos) (DEUS FILHO, 2009), última área endêmica reconhecida no continente americano 

(WANKE et al., 1993; SIDRIM et al., 1997; WANKE et al., 1999).  

 

1.3.2 - INCIDÊNCIA E PREVALÊNCIA  

A coccidioidomicose não é doença de notificação compulsória e, por isso, suas reais 

prevalência e incidência não podem ser estabelecidas com precisão. 

A maioria dos casos de coccidioidomicose é assintomática. Um teste cutâneo 

positivo à coccidioidina (esferulina) fornece evidência indireta de que o indivíduo foi 

infectado pelo fungo no passado. A freqüência de conversão ao teste cutâneo é de 

aproximadamente 3% ao ano em áreas de alta endemicidade (GALGIANI, 1993).  
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1.3.2.1 – No mundo  

Nos Estados Unidos, maior área endêmica do mundo, são estimados 150.000 novos 

casos de infecção anualmente, e destes, mais ou menos 50.000 ficarão doentes (GALGIANI et 

al, 2005).  

Em algumas regiões norte americanas, 60 a 90% dos indivíduos são reagentes aos 

testes cutâneos. Estima-se que 10 a 30% de pessoas procedentes de áreas não endêmicas 

tornam-se reatores positivos durante o primeiro ano de residência em uma região fortemente 

endêmica (KAPLAN, 1973).  

 

1.3.2.2 – Na América Latina  

Ao contrário do que se conhece nos Estados Unidos, os dados de prevalência da 

coccidioidomicose na América Latina são muito incompletos (EULÁLIO, 2008).  

No México, as taxas de prevalência de testes cutâneos variam entre 5% a até mais de 

50% (GONZALEZ, 1967). Na Guatemala e em Honduras os índices de reatividade foram de 

26% e 16%, respectivamente (EULÁLIO, 2008). 

Na Venezuela, os testes cutâneos indicaram prevalências de 46% e 23,9% nos Estados 

estudados, na Argentina demonstraram índices de reatividade entre 17,5% e 19,8%  e no 

Paraguai revelaram 44% de indivíduos infectados em um grupo de 82 indígenas e menos que 

2% em residentes na cidade de Assunção (EULÁLIO, 2008).  

Como mostrado na figura 8, existem várias áreas na América Latina que são 

consideradas áreas onde não se tem certeza da ocorrência da micose.  
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Figura 8 – Distribuição da Coccidioidomicose na América Latina.  

(COLOMBO et al, 2011) 

 

1.3.2.3 – No Brasil  

 A partir da década de 1940, foram realizados inquéritos intradérmicos nas regiões 

Norte, Sul e Sudeste, que indicaram a inexistência da infecção por Coccidioides.    

Em 1960, LACAZ sinalizou que os inquéritos intradérmicos deveriam ser realizados 

no Nordeste, pois o clima e a vegetação desta região se assemelham às das áreas endêmicas 

dos Estados Unidos (EULÁLIO, 2008).   

No Nordeste brasileiro, inquéritos realizados no interior do Ceará (DIÓGENES et 

al., 1995) e do Piauí (WANKE, 1996) mostraram reações positivas em, respectivamente, 

26,4% e 10% dos indivíduos testados.   

Estima-se que novos casos possam ser diagnosticados nos outros Estados do 

Nordeste brasileiro, uma vez que eles possuem clima e vegetação muito parecidos (DEUS 

FILHO, 2009). 
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O grande número de casos da doença no Piauí pode ser resultado de estudos de 

colaboração entre a Universidade Federal do Piauí e o Laboratório de Micologia do Instituto 

de Pesquisa Clínica Evandro Chagas. Por conta disso, o número de casos dobrou de agosto de 

2003 a julho de 2006 (DEUS FILHO, 2009). 

Comparada com outras micoses, como por exemplo a paracoccidioidomicose, nota-se 

que uma grande diferença entre as áreas endêmicas destas duas micoses é o clima: em regiões 

com baixa umidade como a Caatinga, prevalece Coccidioides posadasii (DEUS FILHO, 

2009); ao contrário, Paracoccidioides brasiliensis prevalece em todas as regiões de clima 

úmido (WANKE et al, 2005).  

Os casos de coccidioidomicose descritos no Brasil possuem uma sazonalidade, sendo 

mais frequentes no início da temporada de chuvas e nos meses mais quentes, como setembro 

(16.7%), outubro (10,0%) e novembro (20.0%). Janeiro foi o mês de maior incidência da 

doença no estado do Piauí, coincidindo com o início da estação das chuvas (DEUS FILHO, 

2009). 

 

1.3.3 – PATOGENIA 

 A coccidioidomicose apresenta-se basicamente sob três formas clínicas principais: 

pulmonar primária, pulmonar progressiva e disseminada (WANKE et al, 2005). 

 

1.3.3.1 – Coccidioidomicose pulmonar primária 

Dez a 15 dias após exposição ao fungo, o paciente pode desenvolver esta forma da 

doença que é a mais freqüente das três formas clínicas. A intensidade dos sintomas vai 

depender da carga infectante e do estado imunológico do hospedeiro. Estima se que cerca de 

40% dos indivíduos com infecção primária manifestem sintomas de doença como febre, 

sudorese noturna, tosse e/ou dor torácica, simulando uma gripe, que pode evoluir como uma 

infecção respiratória inespecífica, com tosse produtiva ou sem expectoração. Na fase de 

regressão destas manifestações podem ocorrer reações alérgicas, destacando-se o eritema 

nodoso e o eritema multiforme. Na radiografia de tórax, os pulmões podem apresentar-se 

normais, com espessamento hilar, extensos infiltrados alveolares com ou sem 

linfadenomegalias hilares e, ocasionalmente, derrame pleural. Cerca de 5% dos pacientes com 

esta forma evoluem com lesões pulmonares residuais assintomáticas (muitas vezes nódulos 

calcificados). Outros 5% dos pacientes evoluem com formação de cavidades de paredes finas, 

solitárias e justapostas, que podem regredir espontaneamente em cerca de dois anos, podendo 
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ser assintomáticas. Raramente estas cavidades podem ser colonizadas por outros fungos, 

especialmente Aspergillus, formando bola fúngica. Os demais 60% dos indivíduos infectados 

evoluem para cura espontânea sem manifestações clínicas ou radiológicas. Em pacientes 

imunocomprometidos ou diabéticos, a forma pulmonar aguda não regride evoluindo para uma 

pneumonia aguda com cavitações pulmonares (WANKE et al, 2005). 

 

1.3.3.2 – Coccidioidomicose pulmonar progressiva 

É de evolução crônica, a partir de primo-infecção cujos sintomas não regridem após 

dois meses. Pode apresentar-se com lesões nodulares ou cavitárias, doença pulmonar 

fibrocavitária e disseminação miliar pulmonar, com manifestações clínicas e radiológicas 

inespecíficas. Constitui importante diagnóstico diferencial com a tuberculose pulmonar 

(WANKE et al, 2005).  

 

 

1.3.3.3 – Coccidioidomicose disseminada 

Somente 0,2% dos pacientes com a forma pulmonar primária evoluem para 

disseminação. Esta forma clínica evolui de maneira aguda, atingindo vários órgãos ou 

sistemas, podendo ser fatal quando não diagnosticada e tratada a tempo.  

A disseminação extrapulmonar pode ocorrer em períodos de remissão e 

recrudescência, independente do tratamento.  

As lesões de disseminação mais freqüentes localizam-se no SNC, pele, ossos, 

articulações e aparelho genitouinrinário. Podem ocorrer também lesões de face, onde um 

mesmo paciente pode apresentar lesões variadas (WANKE et al, 2005).  

 

1.4 – DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

1.4.1 – EXAME DIRETO 

Como rotina, a microscopia deve ser realizada de todo e qualquer material clínico 

suspeito (escarro, fluido cérebro espinhal, exudato de pele, abcesso de pus, lavado bronco-

alveolar, aspirado de lesão de osso, aspirado de lesão, urina, aspirado de linfonodo, aspirado 

de medula, etc.). Os preparados são realizados com solução de hidróxido de potássio a 10 % 

para demonstrar os elementos parasitários típicos ou característicos, as esférulas. Mas o 

diagnóstico definitivo só é dado com a visualização de esférulas com endósporos. Este é o 

critério patognomônico para identificação (DEUS FILHO, 2007). 

 



 

  

26

1.4.2 – CULTIVO  

Microscopicamente, nos cultivos à temperatura ambiente, Coccidioides spp. apresenta-

se com hifas hialinas, septadas e ramificadas, de 2 a 4 μm de diâmetro, com produção de  

artroconídio. Alternando com os artroconídios, são encontrados espaços vazios de citoplasma 

(RIPPON, 1988). Quando se destacam das hifas, os artroconídios assumem forma em barril, 

medindo de 2 a 4 μm x 3 a 6 μm.  (HUPPERT et al., 1967). 

Nesta fase, o fungo possui um alto risco de contaminação, portanto, a cultura deve ser 

manipulada em Cabines de Segurança Classe II B2, somente se não houver outro meio 

disponível para identificação do fungo. O Fungo cresce em todos os meios de rotina de 

micologia e o crescimento se dá em torno de 1 semana (DEUS FILHO, 2007).   

 

1.4.3 – HISTOPATOLOGIA 

O fungo pode ser identificado em material de biópsia de qualquer lesão, 

principalmente de pele, pulmão, osso e cérebro e de material obtido de necropsia (DEUS 

FILHO, 2008).   

Para uma correta identificação, deve-se visualizar as esférulas com ou sem endóporos.  

 

1.4.4 – IMUNOLOGIA 

Precipitação em tubo, fixação de complemento e imunodifusão dupla em gel de agar, 

são as técnicas principais para a detecção de anticorpos. Na precipitação em tubo há a 

evidenciação de anticorpos do tipo IgM que surgem nas formas agudas primárias, com 75% 

de reações positivas. A técnica de fixação de complemento detecta anticorpos mais tardios, 

como a IgG. A imunodifusão dupla (ID) em gel de agarose também detecta IgG e é um dos 

testes mais utilizados como rotina diagnóstica. Há disponível um kit comercial para ID, cuja 

sensibilidade varia de 70 a 90% (WANKE et al, 2005). 

 

1.4.5 – INOCULAÇÃO ANIMAL  

 Por ter um alto custo e ser uma técnica que demora mais de um mês para a 

obtenção de resultados, essa técnica não é utilizada como rotina, somente em casos especiais 

(DEUS FILHO, 2008).    

Nesta técnica também devem ser visualizadas as esférulas no tecido do animal.  
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1.4.6 – INTRADERMORREAÇÃO OU TESTE CUTÂNEO 

É bastante sensível e específica, utilizada para identificação de indivíduos que tiveram 

contato prévio com o agente etiológico. Um teste positivo não indica que a doença esteja em 

curso caso seja encontrado um resultado positivo (DEUS FILHO, 2008). 

 

1.5 – TRATAMENTO 

 Coccidioides spp. responde bem ao tratamento com derivados azólicos, 

equinocandinas e anfotericina B (GONZÁLEZ et al, 2001).  Foi observado também, que a 

resposta clínica pode diferir bastante da susceptibilidade in vitro (GONZÁLEZ et al, 2001).  

A maioria dos pacientes com coccidioidomicose que evolui com cura espontânea não 

necessita de tratamento específico (RIPPON, 1988). Os indivíduos que desenvolvem a doença 

devem ser acompanhados por um ou dois anos para se evitar doença pulmonar progressiva ou 

extrapulmonar (EULÁLIO, 2008).  

 Indivíduos com algum fator de imunossupressão podem apresentar uma evolução 

mais grave da doença, necessitando de terapia antifúngica (EULÁLIO, 2008).  

    

 

1.6 – DESENVOLVIMENTO DE VACINAS 

Nos Estados Unidos, são registrados, por ano 100.000 novos casos da doença, sendo 

45.000 só na Califórnia (DEUS FILHO 2009). Por isso, há a procura incessante por uma 

vacina que possa ser disponibilizada para a população das áreas endêmicas e para aquelas 

pessoas que visitam as áreas endêmicas e que manifestam os sintomas nos seus Estados e 

países de origem (CHATURVEDI et al, 2000).  

Muito se tem estudado para que se encontrem vacinas para a coccidioidomicose. 

Vários estudos têm sido conduzidos: utilização de células viáveis do fungo, células do fungo 

não viáveis, antígenos derivados da célula do fungo. Nesta última categoria, tem sido 

estudado exaustivamente o antígeno 2/PRA (Ag2/PRA) que é extraído da parede celular do 

micélio filamentoso de Coccidiodes e que demonstrou hipersensibilidade em camundongos 

imunizados com Coccidioides. Este antígeno está sendo estudado por vários laboratórios, mas 

até o momento ele só foi capaz de proteger camundongos de coccidioidomicose pulmonar. O 

pensamento corrente é que a vacina para coccidioidomicose será um composto multivalente 

de várias proteínas imunodominantes (COX & MAGEE, 2004). 
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1.7 - FATORES DE RISCO  

Não há diferenças de sexo, raça ou idade na suscetibilidade à infecção primária por 

espécies de Coccidioides. Entretanto, estão definidos fatores de risco para a ocorrência da 

forma disseminada da doença, como raça negra e filipina, sexo masculino, extremos de idade, 

gravidez e pós-parto imediato e condições associadas à imunodepressão (AIDS, 

quimioterapia, uso de corticosteróides, neoplasias e receptores de transplantes de órgãos). 

Grupo sangüíneo tipo "B" e antígeno de histocompatibilidade HLA9 são outros fatores 

descritos como de risco para disseminação. Mulheres apresentam eritema nodoso em 

freqüência 5 vezes maior que a observada em homens, mas não há diferença no período pré-

puberdade (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; DICAUDO 2006).  

Exposição ocupacional ao agente etiológico está definida para indivíduos que 

trabalham em íntimo contato com o solo. Lavradores, militares, trabalhadores na construção 

de estradas e de transporte terrestre, arqueólogos, antropólogos, paleontólogos e zoologistas 

são considerados profissionais com maior risco de exposição (PAPPAGIANIS, 1988). 

Algumas epidemias já foram relatadas entre arqueólogos, paleontólogos e estudantes 

trabalhando em escavações de sítios arqueológicos (WERNER et al., 1972; LOOBFOUROW 

et al., 1969; SCHMIDT & HAWARD, 1968). No nordeste semi-árido brasileiro, caçada a 

tatus se constitui, sem dúvida, um fator de risco para a aquisição de coccidioidomicose; até 

2000 quatro microepidemias já haviam sido identificadas resultantes dessa atividade 

(WANKE et al., 1993; SIDRIM et al., 1997; WANKE et al., 1999; WANKE et al., 2000; 

EULÁLIO et al, 2000). Apesar de existir risco aumentado associado a ocupações relacionadas 

ao trato do solo, a grande maioria dos casos de coccidioidomicose é identificada em pessoas 

que não são expostas ocupacionalmente, em razão da fácil aerossolização dos artroconídios 

(PAPPAGIANIS, 1998). Estes casos de quadros clínicos com a micose bem definida são 

então diagnosticados tanto nas áreas endêmicas quanto fora delas. 

Conídios de Coccidioides spp. são facilmente aerossolizáveis a partir de placas 

contendo meio de cultura com colônias do fungo e acidentes de laboratório, às vezes fatais, 

têm sido registrados (SULKIN & PIKE, 1951; KRUSE, 1962; PIKE, 1979).  
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2. JUSTIFICATIVA 

Coccidioides spp. é fungo dimórfico cuja reversão da fase filamentosa saprofítica 

para a forma parasitária em esférula não é obtida pelos métodos e meios de cultivo 

convencionais de laboratório, pois o dimorfismo não depende só da temperatura de incubação, 

mas de muitos outros fatores. Então recorre-se, entre outros, à inoculação de animais de 

laboratório, à produção de tubos germinativos múltiplos inoculando esférulas em meio à base 

de água, ao crescimento do fungo em meios com baixa tensão de CO2, que são métodos caros, 

de complexa execução, demorados e de risco de infecção acidental para o pessoal do 

laboratório.  

Em análises de solo, várias espécies de fungos do gênero Malbranchea podem 

apresentar-se com micélio indistinguível de Coccidioides. spp. formando artroconídios em 

forma intercalar. Em materiais clínicos o achado de esférulas repletas de endósporos confirma 

o gênero, mas a identificação dos cultivos obtidos a partir destes espécimes é impossível, pois 

os isolados apresentam-se como fungos filamentosos produzindo artroconídios não 

característicos, independente da temperatura de incubação, variando de 25 a 40◦C. Por outro 

lado, mesmo quando cultivados em meio e condições especiais in vitro, alguns isolados de 

Coccidioides spp. não convertem à forma parasitária ou expressam formas redondas não 

características em tecidos e espécimes clínicos, gerando dificuldade de identificação de 

isolados suspeitos.  

Até o momento não se tem conhecimento de diferenças fenotípicas entre as duas 

espécies. Por conta disso, consideramos ser importante o uso de técnicas moleculares para a 

diferenciação das espécies.  

Por ser um fungo de risco Biológico 3 e as dificuldades de obter-se um correto 

diagnóstico micológico deste fungo, nos motivou a testar e implantar metodologia molecular 

que facilite a identificação de isolados suspeitos, ao mesmo tempo que reduza os riscos de 

acidente em laboratório. Outro ponto importante deste estudo é que estudos sobre a 

variabilidade molecular possibilitarão melhor entendimento da diversidade deste fungo no 

Brasil.    

Este estudo também é importante porque não existem muitos isolados no Brasil e na 

América do Sul. A grande parte dos estudos acerca deste fungo se concentra nos Estados 

Unidos, a maior área endêmica conhecida.  
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3. ASPECTOS ÉTICOS 
O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética do IPEC-Fiocruz sob o n° 

0021.0.009.000-10 em 17 de maio de 2010 (ANEXO 1).  

 

4. OBJETIVOS 
4.1. Objetivos gerais 

  1. Testar e implantar no Laboratório de Micologia do IPEC / 

FIOCRUZ técnica molecular para a identificação de isolados suspeitos de 

Coccidioides spp. 

  2. Confirmar e analisar a variabilidade, por métodos moleculares, de 

isolados de Coccidioides spp. estocadas em duas Coleções de Cultura. 

 

4.2. Objetivos específicos 

1. Confirmar, por meio de marcador molecular específico, o gênero dos 

isolados; 

2. Analisar a variabilidade molecular de isolados brasileiros de Coccidioides 

spp. através da técnica de seqüenciamento. 
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5. MÉTODOS 
Isolados de Coccidioides sp. mantidos em duas Coleções de Culturas da Fundação 

Oswaldo Cruz foram recuperados para realização de autenticação molecular com a 

amplificação do gene CSA utilizando primers específicos para C. immitis e C. posadasii. 

Posteriormente, o mesmo fragmento foi seqüenciado para estudo de variabilidade.  

 
5.1. Isolados de Coccidioides spp.  

            5.1.1 - Isolados utilizados 

 

Conforme descrição na tabela 1, foram utilizados 65 isolados de Coccidioides spp. 

identificados anteriormente pela observação das esférulas em tecidos animais: 58 

provenientes do estado do Piauí, Brasil, e estocados a partir da década de 1990 na Coleção de 

Cultura do Laboratório de Micologia (LM) do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas 

(IPEC), Fiocruz; e sete isolados estocados desde a década de 1950 na Coleção de Cultura do 

Departamento de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, dos quais seis 

provenientes dos Estados Unidos e um da Argentina (BEZERRA et al, 2006). Dos 58 isolados 

do LM-IPEC, 47 eram de origem clínica, 8 de origem ambiental (amostras de solo) e três de 

animais (tatus Dasypus novemcinctus).  

 

Como controles, foram utilizados sete isolados de fungos filogeneticamente próximos 

a Coccidioides spp: (Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, 

Microsporum canis, Microsporum gypseum, Tricophyton mentagrophytes e Tricophyton 

rubrum; e cinco isolados de agentes de micoses sistêmicas (Blastomyces dermatitidis, 

Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, 

Sporothrix schenckii). 
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Tabela 1 – Isolados de Coccidioides spp. estudados na autenticação molecular 

Amostra Identificação  Origem Local da amsotra 
1 3B1 Ambiental Piauí, Brasil 
2 6776 Clínica Piauí, Brasil 
3 Amostra 3  Ambiental Piauí, Brasil 
4 Amostra 4  Ambiental Piauí, Brasil 
5 BP Ambiental Piauí, Brasil 
6 LE-1  Ambiental Piauí, Brasil 
7 LE-2  Ambiental Piauí, Brasil 
8 Salvador Clínica Piauí, Brasil 
9 IAC Clínica Piauí, Brasil 
10 MJS Clínica Piauí, Brasil 
11 Caridade 19 Ambiental Piauí, Brasil 
12 FKLM Clínica Piauí, Brasil 
13 HLM Clínica Piauí, Brasil 
14 AJC Clínica Piauí, Brasil 
15 ESM Clínica Piauí, Brasil 
16 2761 Sem informação Estados Unidos 
17 IG Clínica Piauí, Brasil 
18 RPM Clínica Piauí, Brasil 
19 AFS Clínica Piauí, Brasil 
20 AAS Clínica Piauí, Brasil 
21 ES Clínica Piauí, Brasil 
22 RGD Clínica Piauí, Brasil 
23 FD Clínica Piauí, Brasil 
24 FLAD Clínica Piauí, Brasil 
25 RFM Clínica Piauí, Brasil 
26 1294 Sem informação Estados Unidos 
27 2171 Sem informação Argentina 
28 2762 Sem informação Estados Unidos 
29 2763 Sem informação Estados Unidos 
30 2764 Sem informação Estados Unidos 
31 2765 Sem informação Estados Unidos 
32 Tatu 1 Animal Piauí, Brasil 
33 Tatu 2  Animal Piauí, Brasil 
34 Tatu 3 Animal Piauí, Brasil 
35 JES Clínica Piauí, Brasil 
36 MBS Clínica Piauí, Brasil 
37 FFR Clínica Piauí, Brasil 
38 JCC Clínica Piauí, Brasil 
39 GPO Clínica Piauí, Brasil 
40 AMC Clínica Piauí, Brasil 
41 CGM Clínica Piauí, Brasil 
42 VRM Clínica Piauí, Brasil 
43 RDL Clínica Piauí, Brasil 
44 ARS Clínica Piauí, Brasil 
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Amostra Identificação  Origem Local da amsotra 
45 ADSS Clínica Piauí, Brasil 
46 RHFM Clínica Piauí, Brasil 
47 RGB Clínica Piauí, Brasil 
48 MOC Clínica Piauí, Brasil 
49 BCC Clínica Piauí, Brasil 
50 LRC Clínica Piauí, Brasil 
51 JMS Clínica Piauí, Brasil 
52 LPA Clínica Piauí, Brasil 
53 DSB Clínica Piauí, Brasil 
54 CAC Clínica Piauí, Brasil 
55 AR Clínica Piauí, Brasil 
56 RNR Clínica Piauí, Brasil 
57 DBC Clínica Piauí, Brasil 
58 ASL Clínica Piauí, Brasil 
59 JNS Clínica Piauí, Brasil 
60 FCM Clínica Piauí, Brasil 
61 AGS Clínica Piauí, Brasil 
62 RRS Clínica Piauí, Brasil 
63 RVC Clínica Piauí, Brasil 
64 GSN Clínica Piauí, Brasil 
65 Caridade 18 Ambiental Piauí, Brasil 

 

 
         5.2. Autenticação molecular do gênero dos isolados (Coccidioides) 

      5.2.1. Crescimento e liofilização 

Os isolados fúngicos foram cultivados para obtenção de massa fúngica, em meio 

líquido, (ANEXO 2), (COLE et al., 1989) em agitador  (modelo SM-30, Edmund Bühler, 

Alemanha) a 120 rpm a 30ºC por nove dias. Em seguida, o cultivo foi submetido a vapor 

fluente para inativação do fungo e maior segurança na manipulação. A massa micelial foi 

separada do sobrenadante por filtração a vácuo e liofilizada, e 10 mg da colônia fúngica foi 

macerada com nitrogênio líquido e seguida da extração de ADN. 

A mesma metodologia foi utilizada para o crescimento dos fungos filogeneticamente 

próximos e agentes de micoses sistêmicas usadas neste estudo.  

 

5.2.2. Extração de ADN 

- 10 mg da colônia fúngica foram misturados a 400 μl de tampão de lise composto de:  

- 50 mM Tris (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, USA); 

- 100 mM NaCl (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, USA);  

- 5 mM EDTA (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, USA);  

- 1% SDS (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, USA). 
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Incubou-se a 80ºC por 10 min. Dez microlitros contendo 10 mg/ml de Proteinase K 

(GIBCOBRL®, Gaithersburg, Maryland, USA) foram adicionados, seguido de resfriamento a 

40ºC e incubação por 2-3 horas. Incubou-se novamente a 80ºC por 10 min. Foram então 

adicionados 400 μl de fenol-clorofórmio 25:24:1 (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, 

USA); e agitado no vórtex. O material foi centrifugado a 10.000g por 15 min. à temperatura 

ambiente. Foram removidos 350 μl da fase aquosa contendo o ADN para outro tubo. 

Adicionou-se 10 μl de acetato de sódio 3M (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, USA); na 

fase aquosa, seguido de 0,54 volumes de isopropanol (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, 

USA). Centrifugou-se a 10.000 g por 15 min. - temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% (SIGMA-ALDRICH Inc., Saint Louis, 

USA). Os tubos foram invertidos por 1 min., secos com papel-toalha e colocados a 50º por 15 

min. ou até secarem. O pellet foi suspenso em 100μl de água destilada e 5μl desta suspensão 

foi submetida a gel de agarose a 1,3% em tampão TBE para se confirmar a qualidade do DNA 

(BURT et al., 1995). O gel foi corado com brometo de etídeo e fotografado sob luz UV. 

A mesma metodologia foi utilizada para o crescimento dos fungos filogeneticamente 

próximos e agentes de micoses sistêmicas usadas neste estudo.  

 

    5.2.3. Identificação molecular com primer específico do gene CSA (PAN & COLE, 

1995) 

 A amplificação do gene CSA foi realizada com 25 ng de ADN genômico total 

extraído, suspenso em uma mistura de 5μl de tampão de PCR (Invitrogen Ltda., São Paulo, 

São Paulo, Brasil), 5μl de dNTP, 3μl de Cloreto de magnésio a 50mM (Invitrogen Ltda., São 

Paulo, São Paulo, Brasil), 33μl de água MilliQ, 2,5 U da enzima Taq Platinum DNA 

polimerase (Invitrogen Ltda., São Paulo, São Paulo, Brasil), 5 pmol de cada primer: Ci 1 – 5´ 

AAG TTC TCA CTC CTC AGC GCT ATC G 3´ e Ci 2 – 5´ ACA TTA AGG TTC CTC 

CCC TTC AAC C 3´ (Invitrogen Ltda., São Paulo, São Paulo, Brasil), que amplificam uma 

sequência alvo de 519pb.  

Foi utilizado também um controle negativo da reação que continha todos os reagentes 

descritos acima, menos o ADN. 

A programação da amplificação foi a seguinte:     

• 1 ciclo de 94ºC por 4 min;  

• 30 ciclos de:  

o  94ºC – 1 min.;  
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o  58ºC – 1 min.; 

o  74ºC – 1 min.;  

• 74º C – 10 min.  

 

As reações de PCR foram realizadas no Termocliclador Modelo iCycler, marca Biorad 

(Hercules, Califórnia, Estados Unidos) 

O produto da amplificação foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1,3% em 

tampão TBE, corado com brometo de etídeo e fotografado sob luz ultravioleta com máquina 

digital Sony Cyber Shot DSC 1050. 

A mesma metodologia foi utilizada para a identificação dos fungos filogeneticamente 

próximos e agentes de micoses sistêmicas usadas neste estudo.  

 

5.3. Seqüenciamento dos isolados 

Dos 65 isolados incluídos no estudo, foram sequenciados 57. Destes, 52 eram 

provenientes do estado do Piauí, Brasil e foram estocados a partir da década de 1990 na 

Coleção de Cultura do Laboratório de Micologia (LM) do Instituto de Pesquisa Clínica 

Evandro Chagas (IPEC), Fiocruz, 4 isolados provenientes dos Estados Unidos e 1 isolado da 

Argentina, estocados desde a década de 1950 na Coleção de Cultura do Departamento de 

Micologia do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (BEZERRA et al, 2006). Dos 52 isolados 

do LM-IPEC, 43 eram de origem clínica, 7 de origem ambiental e 2 de origem animal. Oito 

isolados não foram analisados porque não se obteve um bom ADN e durante a purificação, 

eles foram perdidos. Estes dados estão na tabela 2. 

Após a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) com o primer específico (gene CSA), 

o amplificado foi purificado utilizando o kit de purificação NucleoSpin Extract II (Macherey-

Nagel, Düren, Düren, Alemanha) conforme instruções do fabricante e posteriormente 

seqüenciado. O sequenciamento foi realizado na Plataforma de Seqüenciamento de ADN 

PDTIS/FIOCRUZ, no Seqüenciador Automático de ADN modelo ABI Prism 3730 da 

Applied Biosystems (Carlsbad, Califórnia, Estados Unidos).  
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Tabela 2 – Isolados de Coccidioides spp. sequenciados 

 

Amostra Identificação Origem Local da amsotra 

1 3B1  Ambiental Piauí, Brasil 
2 6776 Clínica Piauí, Brasil 
3 Amostra 3  Ambiental Piauí, Brasil 
5 BP Ambiental Piauí, Brasil 
6 LE-1  Ambiental Piauí, Brasil 
7 LE-2  Ambiental Piauí, Brasil 
8 Salvador Clínica Piauí, Brasil 
9 IAC Clínica Piauí, Brasil 
10 MJS Clínica Piauí, Brasil 
11 Caridade 19 Ambiental Piauí, Brasil 
12 FKLM Clínica Piauí, Brasil 
13 HLM Clínica Piauí, Brasil 
14 AJC Clínica Piauí, Brasil 
15 ESM Clínica Piauí, Brasil 
16 2761 Sem informação Estados Unidos 
17 IG Clínica Piauí, Brasil 
18 RPM Clínica Piauí, Brasil 
20 AAS Clínica Piauí, Brasil 
21 ES Clínica Piauí, Brasil 
22 RGD Clínica Piauí, Brasil 
23 FD Clínica Piauí, Brasil 
24 FLAD Clínica Piauí, Brasil 
26 1294 Sem informação Estados Unidos 
27 2171 Sem informação Argentina 
29 2763 Sem informação Estados Unidos 
30 2764 Sem informação Estados Unidos 
32 Tatu 1 e  T1 Animal Piauí, Brasil 
34 Tatu 3 e T3 Animal Piauí, Brasil 
35 JES Clínica Piauí, Brasil 
36 MBS Clínica Piauí, Brasil 
37 FFR Clínica Piauí, Brasil 
38 JCC Clínica Piauí, Brasil 
39 GPO Clínica Piauí, Brasil 
40 AMC Clínica Piauí, Brasil 
41 CGM Clínica Piauí, Brasil 
42 VRM Clínica Piauí, Brasil 
43 RDL Clínica Piauí, Brasil 
44 ARS Clínica Piauí, Brasil 
46 RHFM Clínica Piauí, Brasil 
47 RGB Clínica Piauí, Brasil 
48 MOC Clínica Piauí, Brasil 
49 BCC Clínica Piauí, Brasil 
50 LRC Clínica Piauí, Brasil 
51 JMS Clínica Piauí, Brasil 
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Amostra Identificação Origem Local da amsotra 
52 LPA Clínica Piauí, Brasil 
53 DSB Clínica Piauí, Brasil 
54 CAC Clínica Piauí, Brasil 
55 AR Clínica Piauí, Brasil 
56 RNR Clínica Piauí, Brasil 
57 DBC Clínica Piauí, Brasil 
58 ASL Clínica Piauí, Brasil 
59 JNS Clínica Piauí, Brasil 
60 FCM Clínica Piauí, Brasil 
61 AGS Clínica Piauí, Brasil 
63 RVC Clínica Piauí, Brasil 
64 GSN Clínica Piauí, Brasil 
65 Caridade 18 Ambiental Piauí, Brasil 

 

 

5.4. Análise da variabilidade genética 

As sequências foram editadas com o software Sequencer versão 4.10. O alinhamento e 

posterior análise da variabilidade foi realizada com o software Mega 4 versão 4028 e BioEdit 

versão 7.0.8.0. Foi feita uma busca de sequências do gene CSA de Coccidioides spp. na 

página do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e as duas sequências 

encontradas (uma de C. immitis e uma de C. posadasii) foram incluídas no alinhamento para 

comparação. 

A reconstrução filogenética da sequência parcial do gene CSA foi realizada utilizando 

o método estatístico Neighbor-Joining com o software Mega 4 versão 4028. 
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6. RESULTADOS 
6.1 - Autenticação molecular do gênero dos isolados (Coccidioides) 

Dos 65 isolados avaliados, todos apresentaram a banda de 519 pb, confirmando o 

gênero dos isolados (figura 9).  

  
 

Figura 9 – Amplificação de ADN de Coccidioides spp., em gel de agarose a 1,3% corado 

com brometo de etídeo e visualizado sob luz ultravioleta, demonstrando o produto de 

519 pb de alguns isolados estudados 

 

 

 

 

Os 12 isolados utilizados como controle (fungos filogeneticamente próximos e agentes 

de micose sistêmicas) não demonstraram a banda de 519 pb (figura 10).  
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Figura 10 – –Gel de agarose a 1,3% corado com brometo de etídeo e visualizado sob luz 

ultravioleta, com o resultado da amplificação do ADN dos isolados controle utilizados no 

estudo 

 

 

6.2 - Análise da variabilidade genética 

Dos 57 isolados estudados, 56 demonstraram ter 100% de similaridade com a 

sequência padrão de C. posadasii, conforme pode ser visualizado na figura 11.  

Somente um isolado, proveniente dos Estados Unidos (2761) demonstrou ter a mesma 

sequência do isolados padrão de C. immitis.  

O gene em estudo demonstrou grande homogeneidade genética entre os diferentes 

isolados estudados, sendo as sequências idênticas dentro da mesma espécie.   
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Figura 11 – Árvore filogenética obtida através do método Neighbor-Joining.                          
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7. DISCUSSÃO 
7.1 - Autenticação molecular do gênero Coccidioides spp. 

Identificação molecular de Coccidioides spp. se torna importante por ser um fungo de 

risco Biológico 3, reduzindo os riscos de acidente em laboratório, além de superar as 

dificuldades muitas vezes encontradas na obtenção de um correto diagnóstico micológico. 

CORDEIRO et al (2006) e De Macedo (2011) desenvolveram técnica para a identificação 

molecular de Coccidioides sp. de amostras clínicas e de solo, respectivamente, utilizando 

nested-PCR, que é uma técnica sensível porém com alto risco de contaminação na 

manipulação. No presente trabalho foi utilizada técnica mais simples e segura com relação à 

contaminação. A técnica de PCR para a detecção do ADN de Coccidioides spp. usando um 

par de primers derivado da sequência do gene CSA, foi descrita por Pan & Cole em 1995. No 

referido trabalho, os autores demonstraram uma banda específica de 519 pb em 12 isolados 

clínicos com 100% de positividade. No presente trabalho, utilizamos 47 isolados de origem 

clínica, 8 de origem ambiental, 3 de animais e 7 isolados do Departamento de Micologia do 

Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz, com 100% de positividade, corroborando com o referido 

trabalho.  

A técnica também foi 100% sensível, pois dos 12 isolados “não Coccidioides” 

(agentes de micoses sistêmicas e fungos filogeneticamente próximos) nenhum deles 

apresentou a banda específica do gene CSA.  

 

 

 
7.2 - Análise da variabilidade genética 

 No ano de 2002, foi descrito por FISHER et al, uma nova espécie de 

Coccidoides, denominada C. posadasii. Esta nova espécie, segundo os autores, compreende 

os isolados de fora da Califórnia, incluindo todos os isolados da América do Sul e do Brasil. 

Podemos ponderar que esta conclusão está baseada em um número muito pequeno de isolados 

de fora da Califórnia, que dificilmente comprovaria esta distribuição geográfica de C. immitis. 

Os estudos sobre biologia e epidemiologia de Coccidioides spp. são limitados em parte 

porque o fungo é considerado como potencial agente de bioterrorismo, impedindo que se 

tenham maiores avanços na pesquisa deste fungo (COX & MAGEE, 2004). No presente 

trabalho, não foi possível comparar isolados brasileiros com aqueles utilizados em trabalhos 
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como o de FISHER et al, (2002), onde ele descreve a nova espécie. A sequência utilizada 

como padrão para C. immitis na construção da árvore foi obtida no Gene Bank, onde existem 

poucos dados de sequenciamento do gene CSA, limitando a análise comparativa das 

sequências. Outro fator que contribui para a limitação de estudos moleculares é o fato de que, 

nos Estados Unidos, Coccidioides spp. está na “Lista Final de Agentes Selecionados” do 

Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos, que restringe o uso, 

transporte, importação e exportação do fungo (CDC, 2009). Dos isolados analisados neste 

estudo, todos, demonstraram 100% de identidade com a sequência padrão de C. posadasii, 

apenas um, proveniente dos Estados Unidos, demonstrou 100% de identidade na sequência do 

gene CSA com a sequência padrão de C. immitis utilizada, enquanto que todos os isolados 

brasileiros e 4 isolados dos Estados Unidos apresentaram sequências similares ou idênticas a 

C. posadasii e diferentes de C. immitis. Em um dos poucos trabalhos de variabilidade genética 

de Coccicioides spp., Sano et al (2006), estudando os genes DO, SP e URE, observou grande 

homologia (99%) intraespecifica. Tais resultados corroboram os resultados observados no 

presente trabalho com o gene csa, o que pode indicar baixa taxa de recombinação dentro da 

mesma espécie. Os achados deste estudo reafirmaram a estabilidade deste gene, pois o isolado 

dos Estados Unidos foi idêntico à sequência de C. immitis do “genebank”. Além disso, não foi 

detectada variação intraespecífica nos isolados similares à C. posadasii. Com relação ao C. 

immitis são necessários estudos com maior número de isolados.  
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8. CONCLUSÕES 

 
 A técnica de PCR proposta por Pan & Cole (1995) utilizando o gene 

CSA para a identificação molecular de 65 isolados de Coccidioides spp. de Coleções 

de Cultura mostrou ser 100 % sensível e 100% específica e demonstrou 

amplificação de um produto de 519 pb em todos os 65 isolados estudados.  

 

 Esta técnica mostrou-se reprodutível e sensível quando utilizada com 

ADN genômico de Coccidioides spp., sugerindo que seja utilizada na rotina 

laboratorial para identificação de cultivos suspeitos. 

 

 Esta técnica elimina a necessidade da inoculação em animais e reduz 

os custos e o tempo necessário para identificação, além de aumentar a segurança do 

manipulador.   

 

 O sequenciamento do gene CSA sugere que os isolados de C. 

posadasii,  do presente estudo, fazem parte de uma população predominantemente 

clonal por possuírem uma alta similaridade entre eles. Este resultado reforça a idéia 

de que o gene CSA é conservado. 

 

 Para um melhor estudo populacional de C. posadasii no Brasil, 

outros genes devem ser incluídos. 

 

 O isolado 2761, procedente dos Estados Unidos se alinhou com o 

padrão C. immitis, sendo necessários estudos posteriores com maior número de 

isolados desta espécie para verificar se este alinhamento ocorreu ao acaso ou se há 

alguma correlação com a espécie.  
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ANEXO 1 – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 
PESQUISA 
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ANEXO 2 – PREPARAÇÃO DO MEIO GLICOSE-EXTRATO DE 
LEVEDURA  
 
Para 1 litro de meio 
 
Glicose – 10 gramas  
Extrato de levedura – 5 gramas 
Água destilada – 100º mL. 
 
Dissolver os componentes do meio em água destilada.  
Levar ao autoclave por 15 minutos a 121ºC .  
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ANEXO 3 – TERMO DE COMPROMISSO E 

RESPONSABILIDADE 
 

 

Eu, CLAUDIA DE CARVALHO FALCI BEZERRA, do Laboratório de Micologia 

do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC), participante do projeto de pesquisa 

intitulado “AUTENTICAÇÃO E TIPAGEM MOLECULAR DE ISOLADOS 

CLÍNICOS E AMBIENTAIS DE Coccidioides spp. DO ESTADO DO PIAUÍ, BRASIL”, 

comprometo-me a manter a confidencialidade assim como a privacidade dos participantes do 

projeto.  

 

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este projeto, 

serão mantidos em um banco de dados sob a responsabilidade do coordenador do projeto Dr. 

Bodo Wanke. 

 

Os resultados obtidos com esta pesquisa serão divulgados em comunicações científicas 

mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado não será empregado em outras 

pesquisas, a não ser quando aprovada por um CEP (Comitê de Ética em Pesquisa).  

 

Rio de janeiro, 14 de dezembro de 2011. 

 

________________________________________________________ 

                                  CLAUDIA DE CARVALHO FALCI BEZERRA 
 

 


