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RESUMO

A esporotricose € uma doenca infecciosa causada por fungos do Complexo Sporothrix,
sendo considerada uma doenca emergente, em varias regides do Brasil, principalmente sob a
forma de epidemias e surtos zoondtico. O trabalho tem o objetivo de determinar as
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, a eficiéncia dos testes diagndsticos e a resposta
terapéutica dos casos de esporotricose humana em Pernambuco, Nordeste do Brasil,
diagnosticados no periodo de marco de 2017 a marco de 2018, além de identificar
genotipicamente as espécies e sua susceptibilidade antifungica.Trata-se de estudo transversal
aninhado a coorte prospectiva com 98 pacientes com esporotricose atendidos no ambulatério
especializado de hospital universitario no Nordeste do Brasil. Os casos de esporotricose
predominaram no sexo feminino (73,5%). A forma linfocutanea representou 67,3% dos casos
e a cutanea fixa, 27,6%. Contato com gatos em domicilio foi relatado em 77,6% dos casos, e
trauma com felinos sabidamente doentes relatada em 81,6,7%. Manifestacbes de
hipersensibilidade ocorreram em 25,5% dos casos. O tempo médio de doenca até o diagndstico
foi de 41,8 dias. Itraconazol foi introduzido em 92,9% dos casos, com tempo médio de
tratamento de 18,7 semanas, sendo menor naqueles com reacGes de hipersensibilidade. Houve
maior positividade da cultura a partir dos fragmentos de pele do que dos exsudatos (61% x 24%,
respectivamente). A concordancia entre 0s exames micol6gicos, considerando-se os diferentes
espécimes, foi baixa na analise da cultura (K= 0,19, IC 95% 0,04 a 0,34) e razoavel do exame
direto (K=0,27, IC 95% de 0,10 a 0,44), demonstrando que a obtencdo tanto de fragmento de
lesdo quanto da secrecdo para exame micologico agrega sensibilidade ao diagndstico A
identificacdo molecular de 26 isolados, baseada no sequenciamento parcial do gene da
calmodulina, revelou a presenca do S. brasiliensis em 90,9%. Foi demostrada alta eficicia da
terbinafina e do itraconazol, in vitro. O surto de esporotricose humana em Pernambuco tem
carater zoonotico, afeta mais mulheres sob a forma linfocutanea da doenca, sendo acompanhado
de uma alta frequéncia de manifestacdes de hipersensibilidade e resposta favoravel ao
itraconazol. A obtencdo de mais de um espécime clinico para exame micoldgico agregou
sensibilidade ao diagndstico. O S. brasiliensis parece ser responsavel pela grande maioria dos
casos, 0 que pode justificar os quadros atipicos da doenca. In vitro, a terbinafina e o itraconazol
demonstraram alta eficacia contra os isolados de Sporothrix, informacdo relevante para

abordagem terapéutica na regiéo.

Palavras-chave: Esporotricose. Sporothrix. Surto. Diagndstico. Brasil.



ABSTRACT

Sporotrichosis is an infectious disease caused by fungi of the Sporothrix Complex,
being considered an emerging disease, in several regions of Brazil, mainly in the form of
epidemics and zoonotic outbreaks. This study has objective to determine the clinical and
epidemiological characteristics, the efficiency of diagnostic tests and the therapeutic response
of human sporotrichosis cases in Pernambuco, Northeastern Brazil, diagnosed in the period
from March 2017 to March 2018, in addition to identifying genotypes and their antifungal
susceptibility. Cross-sectional study nested to the prospective cohort with 98 patients with
sporotrichosis treated at the specialized outpatient clinic of a university hospital in Northeastern
Brazil. Sporotrichosis cases predominated in females (73.5%). The lymphocutaneous form
represented 67.3% of the cases and the cutaneous fixed, 27.6%. Contact with cats at home was
reported in 77.6% of cases, and trauma with felines reported in 81.6.7%. Manifestations of
hypersensitivity occurred in 25.5% of the cases. The mean duration of illness until diagnosis
was 41.8 days. Itraconazole was introduced in 92.9% of cases, with an average time of treatment
of 18.7 weeks, lower in those hypersensitivity reactions. There was a higher positivity of the
culture from the skin fragments than from the exudates (61% x 24%, respectively). The
agreement between the mycological examinations, considering the different specimens, was
low in the culture analysis (K = 0.19, 95% CI 0.04 to 0.34) and reasonable in the direct
examination (K = 0.27, 95% CI of 0.10 to 0.44), demonstrating that obtaining both lesion
fragment and secretion for mycological examination adds sensitivity to diagnosis. Molecular
identification of 26 isolates, based on partial sequencing of the calmodulin gene, revealed the
presence of S. brasiliensis in 90.9%. High efficacy of terbinafine and itraconazole was
demonstrated in vitro. The outbreak of human sporotrichosis in Pernambuco is zoonotic, affects
more women in the lymphocutaneous form of the disease, and is accompanied by a high
frequency of manifestations of hypersensitivity and favorable response to ITC. Obtaining more
than one clinical specimen for mycological examination added sensitivity to the diagnosis. S.
brasiliensis seems to be responsible for the vast majority of cases, which may justify atypical
disease. In vitro, terbinafine and itraconazole demonstrated high efficacy against Sporothrix
isolates, relevant information for a therapeutic approach in the region.

Keywords: Sporotrichosis. Sporothrix. Outbreak. Diagnosis. Brazil.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose tem emergido como uma grande infeccdo fungica nas duas ultimas
décadas devido a mudancas na epidemiologia, distribuicdo, evolucdo taxondmica e multiplos
surtos (CHAKRABARTI et al., 2015). Embora apenas excepcionalmente esteja associada a
mortalidade, a esporotricose causa morbidade consideravel (CHAKRABARTI et al, 2015;
FREITAS et al., 2015). Esta doenca esta intimamente ligada a diferentes formas de atividades
humanas, habitats, estilos de vida e apresenta interacdo tanto ambiental como zoonoética (DE
ALMEIDA-PAES et al., 2011).

A esporotricose apresenta-se com notada endemicidade na América Latina,
principalmente no sudeste do Brasil (CHAKRABARTI, et al, 2015). Apesar da infec¢do
classica estar associada a inoculacdo traumatica do solo, plantas ou materiais organicos
contaminados com o fungo, existem poucas areas que apresentam casos de transmissao a partir
de animais infectados (DA ROSA et al, 2005; FLEURY, et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2013).
Na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro, no Brasil, ha situacdo hiperendémica de
esporotricose humana envolvendo contato com gatos infectados desde 1998, com mais de 5.000
casos diagnosticados (CHAKRABARTI et al., 2015). Sporothrix brasiliensis é a espécie
responsavel pela epidemia em curso no Rio de Janeiro e, nesta populacdo, parece desencadear
manifestacGes mais exuberantes, acompanhandos de quadros de hipersensibilidade e até
disseminacédo da doenca em individuos imunocompetentes . (FREITAS et al, 2015; ALMEIDA-
PAES etal, 2014). Ha relatos de transmisséo zoonotica se estendendo aos estados de Séo Paulo,
Espirito Santo e Rio Grande do Sul, mas em nimero bem inferior ao estado do Rio de Janeiro
(FLEURY, et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2013). Outras areas aparentemente livres de

esporotricose felina ndo estdo bem caracterizadas no Brasil (GREMIAO et al, 2017).

No Nordeste do Brasil e no estado de Pernambuco, casos esporadicos de esporotricose
jaforam relatados, em sua maioria, de forma ocupacional, acometendo individuos de area rural.
Nos ultimos dois anos, ha a percepcao de aumento do numero de pacientes com esporotricose
em Recife, com individuos relatando contato com gatos doentes. Esta mudanca do perfil de
atendimento coincidiu com o aumento na deteccdo de casos de esporotricose felina e motivou
a Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco a emitir portaria, em 2015, incluindo a
esporotricose na lista de doengas de notificagdo compulséria (PERNAMBUCO, Portaria
SES/PE, 2015). Contudo, as medidas de vigilancia e notificacdo foram pouco divulgadas para

0S Servicos que promovem assisténcia médica, gerando poucos dados.
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Diante da mudanca de perfil epidemioldgico que parece se apresentar a esporotricose
na nossa regido e a falta de dados referentes aos casos no estado de Pernambuco, é imperativo
reconhecer as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da doenga, assim como determinar as
especies envolvidas e seu perfil de sensibilidade antifingica, a fim de estabelecer tratamento
oportuno e medidas preventivas adequadas. Identificar essas tendéncias epidemioldgicas
associadas a emergéncia de resisténcia medicamentosa é fundamental para orientar o ajuste da

terapia antifungica e estimular o desenvolvimento de novas drogas para tratar a esporotricose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A esporotricose, doenga causada pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii lato sensu,
é prevalente nas areas tropical e subtropical de todo o mundo (CHAKRABARTI et al., 2014).
Pacientes usualmente adquirem a infecgdo como uma “micose de implantacdao”, causada por
uma inoculacdo transcutanea traumatica na qual conidios do fungo sdo inoculados no
hospedeiro (MAHAJAN, 2014). A infeccdo pode progredir para infeccdo cutanea cronica,
subcutanea e/ou, eventualmente, infeccdo profunda envolvendo vasos linfaticos, fascia,
musculos, cartilagens e 0ssos. Entre as doencas fungicas dimorficas, a esporotricose destaca-se
pelas seguintes caracteristicas: ser uma doenga fungica endémica; ter endemicidade
generalizada com agentes etiologicos amplamente distribuidos no meio ambiente; ser a Unica
infeccdo provocada por um agente dimorfico em que o sistema pulmonar ndo é a principal via
de infeccdo; sua ecologia, epidemiologia e caracteristicas clinicas variam nas diferentes regifes
demograficas; Unica doenca causada por fungo dimorfico que pode mostrar substancial
transmissdo zoondtica (CHAKRABARTI et al., 2014).

A heterogeneidade morfoldgica das les6es (nddulos, placas, lesbes noduloulcerativas,
ulceradas, nodulocisticas, lesGes verrucosas, fistulosas, edema subcutdneo ou massas)
frequentemente torna o diagndstico clinico dificil, particularmente em regides ndo endémicas,
levando a um atraso na definicdo diagndstica e um curso clinico protraido, causando morbidade
significativa e impacto na satde publica (MAHAJAN, 2014).

Na grande maioria dos casos, 0 tratamento torna-se imperativo ja que a resolucao
espontanea é uma excecdo (MORRIS-JONES, 2002). Esporotricose extracutanea é considerada
micose emergente em pacientes que vivem com HIV/aids (CHANG S, HERSH AM,
NAUGHTON G, 2013; PAIXAO et al., 2015). Embora a esporotricose cause morbidade
consideravel, apenas excepcionalmente esté associada a mortalidade (MAHAJAN, 2014)

2.1 HISTORICO

O primeiro caso comprovado de esporotricose foi descrito por Schenck, em 1898, nos
Estados Unidos. Em 1900, Hoktoen e Perkins relataram um caso com as mesmas caracteristicas
clinicas, quando isolaram um agente fungico e o denominaram Sporothrix schenckii. Em 1903,
foi observado o primeiro caso na Franca e o fungo isolado foi chamado de Sporothricum
beumannim, por Beurmann e Ramond. O fungo isolado do caso original de Schencki perdeu
seu pigmento com o tempo e quando foi examinado pelos autores franceses foi considerado

como espécie distinta do organismo isolado por Beurmann e Matruchot. Em 1906 e 1912,
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Beurmann e Gougerot reuniram cerca de 200 casos de esporotricose e realizaram uma grande
revisdo da doenca quanto aos seus aspectos etioldgicos, clinicos, patoldgicos, patogénicos e de
tratamento, quando firmou-se o0 uso dos iodetos para tratamento.(DONADEL KW, REINOSO
YD, OLIVEIRA JC, 1993).

No Brasil, o primeiro caso foi observado por Terra e Rabelo, em 1912. Nos anos
subsequentes surgiram 0s primeiros relatos de esporotricose na Bahia, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Acre e Pernambuco. (DONADEL et al., 1993).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A histéria natural da esporotricose tem mudado gradualmente em frequéncia, modo de
transmisséao e distribuicdo demografica e geografica. Isto parece ocorrer, em parte, devido a
fatores ambientais, urbanizacdo crescente e melhora no diagnéstico. Contudo, a falta de
infraestrutura para diagnostico laboratorial e de pesquisas em muitos paises subdesenvolvidos
ndo permite um conhecimento acurado quanto a distribuicdo e fontes ambientais do fungo e da
doenga (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011).

2.2.1 Distribuicado geograéfica

A exata prevaléncia da esporotricose é desconhecida, tendo sido descrita nos cinco
continentes, com maior prevaléncia em zonas tropicais e temperadas. A despeito da
onipresenca do Sporothrix sp. no ambiente, a esporotricose ja foi relatada inimeros paises,
como os Estados Unidos, América do Sul (Brasil, Colémbia, Guatemala e México, Peru),
Europa (Portugal, Franca, Espanha), Asia (China, india, Japo) e Australia (MAGAND, et al.,
2009; BARROS et al., 2011; DIAS et al., 2011; OJENDA et al., 2011; DE OLIVEIRA et al.,
2014), com principais areas de endemicidade no Japdo (TAKENAKA et al., 2009), india
(METHA et al., 2007), México (MACOTELA-RUIZ et al., 2006), Brasil (BARROS et al.,
2004; SCHUBACH et al.,2005; SCHUBACH et al., 2004), Uruguai (CONTI et al., 1989) e
Peru (KOVARIK et al., 2008).

Uma grande epidemia de esporotricose aconteceu entre os anos de 1938 e 1947, na
regido de Witwatersrand, na Africa do Sul, onde cerca de 3.300 mineradores tiveram
diagnéstico da doenca. A contaminacdo da madeira -ndo tratada - pelo fungo S. schenckii foi
associada a este grande numero de casos na época, apesar desta ligacdo ndo ter sido
definitivamente feita naquele momento. Recentemente, realizou-se estudo transversal para
identificar fatores associados a esporotricose. Govender et al. identificaram que um em cada

cinco trabalhadores de uma mina de ouro sul-africana tinha esporotricose linfocutanea. A partir
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de amostras clinicas e de fontes ambientais como solo e madeira, foram isoladas espécies de
Sporothrix. Apds a recomendacao de tratar a madeira e intensificar o uso de equipamentos de
protecdo individual, novos casos da doenca deixaram de ocorrer no local (GOVENDER et al.,
2015). A epidemia de HIV na Africa do sul nfo esta associada a um maior nimero de casos de

esporotricose nesta populacdo. (KENYON et al., 2013)

Em paises como China, Vietnd e outras areas da Asia, onde o clima é favoravel ao
crescimento do Sporothrix, a prevaléncia de casos deve ser muito maior que a estimada na
literatura (BARROS et al., 2011). No Japéo, no periodo de 1946 a 1982, cerca de 155 casos
eram relatados a cada ano, mas houve queda gradual na incidéncia para 50 casos/ano
(CHAKRABARTI et al., 2015; TSUJI et al, 2017).

Recente estudo descreveu caracteristicas clinicas e fatores de risco em surto de nove
casos ocorrido no norte da Australia. Nesta regido, todos os casos foram atribuidos a espécie S.
schenckii sensu stricto, que contaminava o feno de area rurais locais. (MCGUINESS et al.,
2016).

Até o inicio do século XX, infeccdo por esporotricose era comum na Franca. Esta
doenca declinou apds duas décadas e hoje ocorre apenas esporadicamente neste continente.
Casos autdctones em varios paises europeus foram relatados em 2009, na Franga (MAGAND
et al, 2009) e em 2008 na Itélia (CRISEO et al., 2008), em Portugal (DIAS, et al; 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2014) e Espanha (OJEDA, et al., 2011) de forma pontual e incomum.

Nos Estados Unidos, surtos ja foram relatados no Vale do Mississipi associados a
inoculacdo traumatica de galhos de pinheiros e manipulacdo de musgo (POWELL et s al.,
1978). Pequenos surtos isolados foram relatados entre 1952 e 2011. (REES, 2011; GREMIAO,
2017).

Em certas regifes endémicas na América do Sul, como no Peru, a incidéncia varia de
48 a 98 casos por 100.000 habitantes, chegando a atingir, na infancia, média de incidéncia de
156 por 100.000 pessoas (PAPPAS et al, 2000; LYON et al., 2003). Na area montanhosa de
Jalisco e Puebla, a esporotricose é hiperendémica com prevaléncia de 25 casos por 100.000
habitantes (BONIFAZ et al., 2013). Entre 2011 e 2014, quatro casos de esporotricose humana
relacionada a gatos foi relatada em Buenos Aires, Argentina (FERNANDEZ et al., 2015).

Em contraste com outras regides do mundo, o nimero de casos de esporotricose no
Brasil é muito alto. Nas duas ultimas décadas, o sudeste brasileiro foi afetado por uma grande

epidemia de esporotricose, com surto que comegou no Rio de Janeiro e vem se expandindo para
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outras regides (RODRIGUES et al., 2013; BARROS et al., 2008; MONTENEGRO et al., 2014).
De 1997 a 2011, mais de 4 mil casos de esporotricose humana foram relatadas pela Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Rio de Janeiro, principal centro de referéncia para tratamento desta
micose no Brasil (SILVA et al., 2012). De 1998 até 2015, 4.703 gatos foram diagnosticados
com a doenga, mostrando que a epidemia esta relacionada ao adoecimento desses animais e
transmissdo zoondtica (VIANA et al., 2015; GREMIAO et al., 2017).

Barros et al. descreveram aproximadamente 2.200 humanos e 3.244 casos felinos de
esporotricose diagnosticados entre 1998 e 2009, no Rio de Janeiro, Brasil. (BARROS et al.,
2010). Durante os anos de 2013 a 2016 foram notificados 3.377 casos suspeitos de esporotricose
no Estado do Rio de Janeiro, com mediana de 782 casos ao ano. (SVS/SES/RJ, 007/2016).
Esses dados mostram enorme discrepancia quando comparados a apenas 13 casos humanos de
esporotricose observados entre 1987 e 1997 (SCHUBACH et al., 2008).

Devido a alta incidéncia de esporotricose felina, 0 Rio de Janeiro é atualmente
considerado hiperendémico para esporotricose associada a gatos. (RODRIGUES et al., 2016).
O agente etioldgico envolvido nesta situacdo epidémica € o fungo Sporothrix brasiliensis, uma
espécie do complexo Sporothrix schenckii altamente patogénica (RODRIGUES et al., 2014).
O Estado do Rio de Janeiro, a esporotricose humana ndo apresenta, atualmente, um aumento

no nimero absoluto de casos, mas sim uma expansao geogréafica da doenca no estado, refletindo
um aumento do nOmero de municipios com notificagdo de casos (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO — SVS/SES 007/2016).

A recente epidemia no Rio de Janeiro e no Rio Grande do Sul distingue o Brasil de
outras areas da Ameérica Latina e do mundo (COLES et al., 1992; RODRIGUES et al., 2014;
CAMACHO et al.,, 2015). Os surtos nessas regides brasileiras ocorrem associados a
esporotricose felina e sdo caracterizados pela existéncia de casos agrupados, com muitos relatos
de infeccGes humanas e animais em um curto periodo de tempo, algumas vezes envolvendo
varios membros de uma mesma familia concomitantemente. (RODRIGUES et al., 2013,
RODRIGUES et al., 2014; BARROS et al., 2004).

Casos de esporotricose felina e de transmisséo zoonoética também tém sido relatados
em outros estados brasileiros, principalmente o Rio Grande do Sul e S&o Paulo, contudo com
numero de casos bem inferior quando comparado ao Rio de Janeiro (ARAUJO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2013).
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Estudo retrospectivo transversal envolvendo 25 casos de esporotricose atendidos em
instituicdo de ensino do Estado de S&o Paulo, no periodo de 2003 a 2013, mostraram que 40%
dos casos estiveram associados ao contato com gatos doentes. A alta incidéncia em
trabalhadores rurais (44%), empregados domésticos (16%)e veterinarios (12%) denotam o
carater ocupacional da doenca nestes profissionais, que se expdem a pequenos traumas com

animais, plantas e no manejo do solo (MARQUES et al., 2015).

Apesar de estar numa regido proxima ao epicentro da epidemia zoondtica do Rio de
Janeiro, o estado do Espirito Santo ainda revela maior prevaléncia da transmisséo classica, onde
0s sujeitos sdo infectados por inoculacdo traumatica acidental durante a manipulacdo de
material vegetal contaminado, e nesse contexto, o Sporothrix schenckii foi o principal agente
etioldgico detectado. A epidemia transmitida por gatos neste estado ainda é escassa, apesar da

proximidade geografica e caracteristicas climaticas semelhantes (DE ARAUJO et al., 2015).

A esporotricose é também a micose subcutanea mais frequente do homem no Rio
Grande do Sul. Em estudo publicado por Lopes et al, comparou-se a epidemiologia dos casos
de esporotricose humana de 1987-97 com aqueles de décadas anteriores, observando que nas
décadas de 1960-70, o nimero de pacientes afetados da zona urbana caiu, enquanto o0s da zona
rural aumentaram proporcionalmente. Isso provavelmente ocorreu devido a crescente
urbanizacdo das cidades, com diminuicdo de espacos abertos para recreacdo, como patios,
quintais e terrenos baldios (LOPES et al., 1999). Na década de 1990, evidenciou-se decréscimo
da incidéncia da micose - de 11,7 casos/ano na década de 1950 a 3,1 casos/ano no final da
década de 1990 - havendo alteracdo no perfil da infeccdo, com diminuicdo de casos em
pacientes residentes na zona rural, em criancas, em mulheres e agricultores, passando a serem
mais frequentes em profissfes variadas, associadas ao lazer rural, como pescarias e cacadas.
(LOPES et al., 1999).

Areas geogréficas livres de esporotricose felina ndo estdo bem caracterizadas
(RODRIGUES, 2014). No Nordeste do Brasil, Pernambuco (ARAUJO, 2016), Rio Grande do
Norte (FILGUEIRA et al., 2009), Paraiba (NUNES et al., 2013) e Alagoas (MARQUES-MELO
et al., 2014) ja relatam casos de esporotricose animal, alguns estabelecendo transmissdo
zoonotica. A esporotricose ainda é um assunto pouco explorado nesta regido. No Recife, no
estado de Pernambuco, vem sendo observado aumento na detec¢cdo de casos de esporotricose
felina, o que motivou a Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco a emitir portaria, em 2015,

incluindo a esporotricose humana na lista de doencas de notificagdo compulséria (PORTARIA
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SES/PE 279 DE 23/07/2015). Contudo, a esporotricose ainda é um assunto pouco explorado
nesta regido.

2.2.2.  Distribuicao por idade e sexo

Embora grupos etérios especificos e/ou sexos estejam supostamente mais susceptiveis
a esporotricose, a esporotricose pode afetar qualquer pessoa independentemente da idade ou
sexo. Na maioria das regides, a diferenca na distribuicéo etaria e por sexo reflete a ocupacao do
individuo e sua exposicdao ao fungo. Habitos ocupacionais e recreativos especificos para

diferentes populagdes podem aumentar o risco de infeccdo (CHAKRABARTI et al., 2015).

Entre os casos estudados no Japdo por Takenaka et al. (TAKENAKA et al., 2009),
70% dos casos de esporotricose envolviam maiores de 50 anos de idade, afetando igualmente
0s sexos. No Brasil existem dois padrdes de transmissdo: através de animais
(predominanemente gatos infectados) e através de vegetacdo contaminada. Especialmente no
estado do Rio de Janeiro, ha predominancia da esporotricose em mulheres maiores de 40 anos,
de baixo nivel socioecondmico e que participam de atividades domésticas sdo mais
frequientemente infectadas devido a sua exposicdo ao cuidar de animais doentes em casa
(SCHUBACH et al., 2008; BARROS et al., 2008) .Na Colémbia e areas rurais do sudeste do
Brasil, hd uma maior prevaléncia em homens acima dos 50 anos, que trabalham em atividades
de agricultura (ALVES et al., 2010). Ja no nordeste da india e no Jap&o, as funcdes agricolas
sdo mais exercidas pelas mulheres, o que reflete uma prevaléncia maior da infeccao neste grupo
(GORDON et al., 1980; BHUTIA et al., 2011). Por outro lado, na Africa do Sul, 0os homens sdo
mais afetados que as mulheres, numa taxa de 3:1, por haver uma maior exposicao a atividades
ao ar livre e de mineracdo (VISMER et al., 1997). No Uruguai, a esporotricose ocorre mais
frequentemente entre homens e cagadores de tatu, que sdo infectados a partir de arranhdes
recebidos durante a caca (RODRIGUES et al., 2014).

Curiosamente, nos Andes peruano, as criangas tém incidéncia trés vezes maior que 0s
adultos. Em estudo realizado no Peru, com casos de esporotricose ocorridos entre 1995 e 1997,
60% dos afetados eram criangas menores de 15 anos de idade (PAPPAS et al., 2000). Contudo
o0 trabalho ndo mostrou associacdo entre idade, sexo e exposi¢do ao fungo e o risco de
desenvolver a doenca. Estudos de caso-controle indicam que jogos em areas de cultivo e em
pisos sujos das casas sdo 0s modos possiveis de exposicao destas criancas (NEYRA et al., 2005;
LYON et al., 2003).
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2.2.3. Transmisséo e fontes de infeccéo

O modo de transmissdo da esporotricose é quase sempre decorrente da implantacao
traumatica de conidios do S. schenckii sensu lato de uma fonte contaminada. Tipicamente, a
infeccdo desenvolve-se apos inoculacédo do fungo na pele ou mucosa a partir de plantas, musgo,
feno e outros tipos de matéria organica em decomposicao. Alternativamente, a infeccdo pode
ocorrer durante a transmissdo entre animais (gato * gato ou gato * cdo) e transmissdo zoonotica
(gato = humano). Esta ultima esté principalmente associada a arranhaduras e/ou mordidas de
gatos infectados. Contudo, o Sporothrix ja foi isolado em unhas, cavidades oral e nasal de
felinos aparentemente saudaveis (SCHUBACH et al. 2001; SCHUBACH et al., 2002).

O reino vegetal constitui a maior fonte de contagio. O fungo ja foi isolado em feno,
palha, espinhos de roseira, capim, arbustos, mofo de esfanginea, cana-de-aclcar, cactos, espigas
de milho, grama, tulipas, batatas, espigas de trigo e Sphagnum moss (tipo de musgo). Portanto
qualquer planta, arvore ou flor de area endémica pode ser considerada suspeita (DONADEL et
al., 1993). Os seres humanos geralmente adquirem a infeccéo cuténea durante atividades ao ar
livre como as relacionadas a agricultura, jardinagem, criacdo de animais e atividades
profissionais (CHAKRABARTI et al., 2015).

Profissionais de laboratorio podem se infectar acidentalmente com o Sporothrix sp. A
partir da manipulacdo de culturas, materiais contaminados e animais infectados e podem

desenvolver doenca semelhante aquelas de inoculacdo espontanea. (DONADEL et al., 1993).

Embora animais ndo sejam a principal fonte de infec¢do para os humanos, na maioria
dos lugares do mundo, transmissdo zoonoOtica tem sido relatada a partir de mordidas e
arranhaduras de gato, picadas de insetos, manipulacdo de peixes, mordidas de cdes, ratos,
répteis e cavalos (REED et al., 1993; FLEURY et al., 2001). Gatos tém sido um importante
veiculo de disseminacdo do Sporothrix ao longo da epidemia de esporotricose no Brasil, cujo
agente responsavel é o S. brasiliensis (em 97% dos casos), conforme resultado de analise de
amostras de origem humana e animal, indicando um grupo de risco peculiar nestes casos
(FLEURY et al., 2001; REIS et al., 2009; BASTOS et al., 2003; RODRIGUES et al., 2013).

Nos casos de esporotricose extracutanea, a via de infecgdo pode ser pulmonar. Numa
revisdo de 86 casos de esporotricose pulmonar, 74% tratavam-se de infeccdo pulmonar primaria
e 28% dos casos apresentavam envolvimento multifocal, sugerindo que a infec¢ao ocorreu por
inalacdo dos conidios fungicos (AUNG et al., 2013) Casos de esporotricose pulmonar

esporadicos tém sido descritos em pacientes imunodeprimidos, especialmente naqueles com
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HIV/aids, embora individuos imunocompetentes mais raramente possam adquirir a infec¢do
por esta via (AUNG et al., 2103; CALLENS et al., 2006).

Cerca de 10-62% dos pacientes com esporotricose ndo relatam qualquer histéria de
trauma, pois este geralmente é discreto ou de pequena significancia, ocorre algumas semanas
antes do desenvolvimento da doenca, podendo ser frequentemente esquecido (MAHAJAN et
al., 2005). A transmissao inter-humana ndo é descrita (BARROS et al., 2011).

Em todo o mundo, hé relatos de surtos de esporotricose de variadas dimensées. Uma
das maiores epidemias de esporotricose descrita, foi a que ocorreu em mais de 3.000
mineradores na Africa do Sul nas décadas de 1930-40, com possivel contaminagio da estrutura
de madeira dos telhados das minas pelo S. schenckii sensu lato. Um grupo de 53 pescadores
foram acometidos pela doenca em trés anos na Guatemala como resultado da injdria provocada
por peixes contaminados (CHAKRABARTI et al., 2015).

Na Flérida, nove casos da infecgdo ocorreram entre 56 funcionarios de um centro de
jardinagem local; estudo de caso-controle deste surto mostrou que o adoecimento ocorreu
naqueles com contato maior que 20 horas por semana com musgo. (HAJJEH, 1997). Também
nos Estados Unidos, em Wisconsin e outros 14 estados, um grande nimero de trabalhadores
florestais envolvidos com a coleta de esfagno (um tipo de musgo) e embalagem de mudas de
pinheiro foram infectados pelo musgo contaminado fornecido da Pensilvania. (GROTTE et al.,
1981; COTE et al., 1988).

Na China, um unico surto de esporotricose foi relatado em 15 lactentes menores de 10
meses. N&o havia historia de trauma ou contato com animais, e a provavel fonte de infecgéo foi
0 contato com espigas de milho contaminadas usadas pelas familias para cozinhar e se aquecer
no periodo de inverno (SONG et al., 2011).

e Transmissao zoondtica

Das micoses endémicas, no Brasil, a esporotricose distingue-se por sua suposta
prevaléncia de transmissdo animal-humano. Contudo, ndo esta claro como a fase leveduriforme
do fungo é capaz de infectar os humanos, j& que geralmente sua fase micelial é que é o
propagulo infeccioso natural. Apesar de haver esta lacuna de compreensao, ha evidéncias claras
em Vvarios estudos corroborando a transmissao a partir de gatos infectados. (RODRIGUES et
al., 2013; SCHUBACH et al., 2005).

Alguns animais tém sido relacionados a transmissdo zoonoética de Sporothrix spp. Os

animais mais comumente descritos sdo o0s gatos, que desenvolvem a doenca, muitas vezes com
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quadros graves e evolucdo para o 6bito, veiculando o parasita pela arranhadura, mordedura e
exsudato de lesdes. No meio silvestre, os tatus podem apresentar a infeccdo e atuar como
transmissores do fungo pela arranhadura, apesar do fungo néo ter sido ainda isolado de sua pele.
Outros casos humanos relatados tém sido associados a picadas de mosquitos, abelhas, cobras,
bicadas de papagaios ou mordidas de ratos, cavalos, cachorros e peixes. Os individuos que por
profissdo ou habitos de vida lidam com essas situacdes sdo os mais predispostos a infec¢do
como floristas, jardineiros, fazendeiros, horticultores, mineiros, feirantes, veterinarios e
tratadores de animais (RIPPON et al., 1988;; SCHUBACH et al., 2000; SCHUBACH et al.,
2001; LACAZ, 2002; BARROS et al., 2004).

As maiores casuisticas brasileiras com a transmissdo classica pelo solo ou matéria
organica sao provenientes dos estados de Sao Paulo, com 235 casos humanos confirmados até
0 ano de 1953 (Sampaio et al., 1954) e Rio Grande do Sul, com 646 casos humanos acumulados
em diferentes casuisticas entre 0s anos 1957 e 2002 (Londero; Ramos, 1989; Lopes et al., 1999;
da Rosa et al., 2005). Nas ultimas duas décadas, a epidemia que ocorre no sudeste do Brasil
tem como fonte de infeccdo os gatos doentes por esporotricose (SCHUBACH et al., 2005). A
clonalidade do S. brasiliensis e a presenca desta espécie em regido restrita do pais suportam a

hip6tese de uma fonte comum para esta grande epidemia (RODRIGUES et al., 2013).

Em estudo realizado no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, no Rio de
Janeiro, Brasil, mostrou que 83% dos pacientes com esporotricose relatavam contato com gatos,
e 56% afirmaram ter sido vitimas de mordidas ou arranhaduras por animais doentes. Nestes,
houve isolamento do S. schenckii lato sensu na cavidade nasal ou pele (SCHUBACH et al.,
2008). Outro estudo realizado no Rio de Janeiro constatou que o S. brasiliensis é altamente
prevalente entre gatos (96,9%) e o gendtipo dos isolados fungicos dos gatos foram idénticos
aos de S. brasiliensis dos seres humanos (RODRIGUES et al., 2013). Tatus infectados podem
ser outra fonte de transmissdo zoonoOtica, forma relatada nos casos que ocorreram entre

cacadores de tatus, no Uruguai.
2.3 0 AGENTE
2.3.1 Agente etioldgico e Taxonomia

Desde o seu isolamento por Benjamin Schenck em 1898, a posi¢do taxonémica das
especies de Sporothrix permanece um enigma. Smith, micologista, identificou 0 mesmo fungo
isolado por Schenck como um “ Sporotricha” e Howars confirmou sua natureza dimorfica em

1961 (CHAKRABARTI et al., 2015). O fungo foi denominado Sporothrix schenckii, e Guarro



27

et al.(1999) o classificaram na divisdo Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem
Ophistomatales, familia Ophistomataceae.

Desde os primeiros relatos e, por mais de cem anos, considerou-se que 0 género
Sporothrix era composto somente por uma espécie patogénica: Sporothrix schenckii. Este
sempre foi reconhecido como uma espécie uniforme em suas caracteristicas fenotipicas. Em
todos os casos em que esta espécie foi estudada, apos isolamentos a partir de materiais obtidos
de lesdes no homem e nos animais, ou mesmo do meio ambiente e oriundos de todos os lugares
no mundo, os critérios utilizados para a classificacao do género e de suas espécies sempre foram
baseados em aspectos fenotipicos: como as caracteristicas coloniais, pigmentagdo, a morfologia
microscopica e o seu termodimorfismo, quando ele se torna leveduriforme a 37° C e micelial
em cultivos a temperatura ambiente. (DA CRUZ et al., 2013). Com a utilizacéo rotineira desses
novos procedimentos como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e 0 sequenciamento de
genomas, a sistematica de varios grupos de fungos vem passando por profundas transformacdes
e diversas espécies novas tém sido propostas. Em anos recentes, foram identificadas varias
sequéncias génicas que passaram a ser utilizadas como marcadores moleculares de fungos,
destacando-se entre elas a calmodulina, a beta-tubulina, a quitina sintase e o fator de elongacéo
(EF-1a) (MARIMON et al., 2007; KANO et al., 2001; MARIMON et al., 2006; KANO et al.,
2008). Diversas outras técnicas tém sido empregadas para a identificacdo do S. schenckii,
destacando-se entre elas a imunofluorescéncia, a eletroforese em campo pulsado e RFLP
mitocondrial (TAKEDA et al., 1991; ISHIZAKI et al., 2009). E indispensavel juntar diferentes
caracteristicas, morfoldgicas, ecoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas, nutricionais, genéticas e
outras, numa analise multifatorial para definir e classificar as espécies fungicas, especialmente

na micologia médica.

A heterogeneidade morfoldgica e genética de cepas de S. schenckii isoladas a partir de
material patoldgico foi registrada em diversos trabalhos publicados ao longo dos ultimos anos
(ISHIZAKI et al., 2004; MESA-ARANGO et al.; 2002). Uma combinacdo de filogenia,
morfologias e eco-epidemiologia permitiu grandes avangos na compreensdo da taxonomia da
espécie Sporothrix, exibindo estilos de vida distintos incluindo membros saprébios tais como,

agentes patogénicos humano / animal e simbiontes de insetos.

Em 1979, Know-Chung foi a primeira a relatar a heterogeneidade das cepas do S.
schenckii lato sensu. Notaram que os isolados provenientes das lesdes cutaneas fixas e

linfocutaneas diferiam em seu crescimento a 37 ° C e viruléncia em modelos animais. Contudo,
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esta heterogeneidade s6 foi melhor estabelecida por métodos mitocondriais e de anélise DNA
ribossdmico (CHAKRABARTI et al., 2015).

Baseados na filogenia do DNA e tipos de isolados de DNA, as cepas de Sporothrix
foram separadas em dois grupos: o grupo A compreendia a maioria dos isolados dos Estados
Unidos e América Latina e o grupo B, os isolados da Asia. (ISHIZAKI et al., 2009).

A primeira observacdo indicando que o S. schenckii seria um complexo de espécies
distintas foi feita com base em analise filogenética empregando uma combinacao de sequéncias
de DNA de trés loci (quitina sintase, beta- tubulina e calmodulina) obtidas com o estudo de
sessenta cepas de S. schenckii isoladas de diversos paises (MARIMON et al., 2006). Recentes
estudos moleculares avaliaram a diversidade genética do S. schenckii, e ttm demonstrado que
a existéncia de diferentes aglomerados de cepas estaria relacionada a diferentes origens
geograficas (GALHARDO et al., 2008; MARIMON et al., 2006; O'REILLY et al., 2006).
Posteriormente, foi constatado que bastaria uma andlise sequencial do locus calmodulina para
reconhecer todas as espécies de interesse médico que compdem o complexo Sporothrix
schenckii (MARIMON et al., 2007).

Depois da analise de parametros fenotipicos e genotipicos estudados em 127 culturas
de S. schenckii, isoladas de casos clinicos em varias regides do mundo, foi proposta a criagcdo
de trés novas espécies, além do S. schenckii: S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana
(MARIMON et al., 2007). A distin¢do entre estas espécies foi baseada nos seguintes aspectos:

a) sequenciamento do gene da calmodulina;

b) perfil de assimilacdo de fontes de carbono (sacarose, rafinose e ribitol) tendo como

meio béasico o Yeast Nitrogen Base (YNB);

c) diametro medio das coldnias, apos incubacao nas temperaturas de 20, 30, 35 e 37°
C por 21 dias no meio Agar batata dextrose (PDA);

d) morfologia dos conidios nos cultivos em meio PDA.

Contudo, em 2008, foi proposto que a variante morfolégica denominada S. schenckii
var. luriei fosse transformada em uma nova espécie com a denominacdo de S. luriei com base
nas seguintes caracteristicas: assimila ribitol e ndo assimila rafinose e sacarose; produz coldnias
com diametro de 51mm a 30° C, de 35-36 mm a 35° C e 21 mm a 37° C; produz conidios

simpodiais e sésseis, ovoides e hialinos. (MARIMON et al., 2008).
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Com base nos recentes estudos sobre a genémica e com base nos conceitos modernos
da taxonomia polifasica que inclui, além do sequenciamento de DNA, informacGes sobre
morfologia, nutricdo e fisiologia, a antiga espécie S. schenckii passou a ser considerada como
um complexo de espécies cripticas. Desta maneira, o complexo S. schenckii passou a ser
constituido pelas seguintes espécies: trés espécies cripticas clinicamente relevantes (S.
brasiliensis, S. globosa, S. luriei), duas espécies de fungos ambientais (S. mexicana e S.
albicans), enquanto o original S. schenckii passou a ser conhecido como S. schenckii stricto
sensu (MARIMON et al., 2007; MARIMON et al., 2008). Essas foram associadas as demais
espécies ja existentes S. schenckii e S. albicans, recentemente renomeada como S. pallida
(MEYER e al., 2008). A espécie S. pallida apresenta uma caracteristica peculiar que é a
presenca apenas de conidios hialinos. Posteriormente, Marimon et al. sugeriram que S.
schenckii var. luriei deveria, também, ser considerada uma nova espécie, S. luriei, apos estudos

baseados na mesma metodologia proposta um ano antes (MARIMON et al., 2008a).

Uma analise filogenética baseada no rDNA e no gene da B-tubulina de S. albicans, S.
pallida e S. nivea revelou grande semelhanca entre as trés espécies, sendo proposto que fossem
classificadas como S. pallida. Os autores demonstraram também que a analise do
sequenciamento parcial da B-tubulina é recomendada em estudos taxonémicos de Sporothrix
spp. isoladas do ambiente (MEYER et al., 2008).

Considerando os novos critérios de identificacdo das espécies do complexo S.
schenckii, dois grupos de pesquisadores brasileiros reestudaram as culturas mantidas em suas
micotecas. Em S&o Paulo, Rodrigues estudou 161 cepas de Sporothrix spp. provenientes de
amostras clinicas e ambientais de diversas regides do Brasil e de outros paises (RODRIGUES
et al., 2010). Demonstrou-se que as espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S.
schenckii tinham ampla distribuicdo geografica no pais e registraram, também, que a espécie S.
brasiliensis foi isolada com alta frequéncia em gatos nos estados do Rio Grande do Sul e Rio
de Janeiro, sugerindo que este animal poderia ser um importante reservatério na epidemiologia
da esporotricose. No Rio de Janeiro, Oliveira et al. (2011) desenvolveram um trabalho
semelhante ao analisarem 246 culturas isoladas no Rio de Janeiro, no periodo de 1998 e 2008
e, como resultado, reclassificaram 230 delas como Sporothrix brasiliensis, 15 como S. schenckii
e 1 como S. globosa. Subsequentemente, outras investigagcdes sugeriram a incluséo de outras

especies de origem ambiental, como o S. bruneneoviolacea, S. dimorphospora e S. pallida.

Em 2016, Rodrigues et al. propuseram a denominagéo de Sporothrix chilensis sp. nov.
para acomodar isolados provenientes de onicomicose, e de origem ambiental do Chile, e que
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raramente causam a doenca humana. A andlise de multigenes da regido ITS %2+5.8s, beta-
tubulina, calmodulina, e o fator de elongacdo (EF-1a)) revelou que o S. chilensis é um membro
do complexo Sporothrix pallida, e se encontra mais proximo do ponto de vista taxondmico com
0 S. mexicana, uma espécie rara com origem no solo, usualmente ndo patogénica para 0s seres
humanos. Um modelo murino de esporotricose disseminada revelou um leve potencial
patogénico, com invasdo de pulméo. O S. chilensis embora ndo seja um patégeno primario,
infeccdo acidental por este fungo pode ter um impacto na populacdo de imunossuprimidos
(RODRIGUES et al., 2016).

Com a introducéo de espécies distintas com rotas similares mas com diferentes graus
de viruléncia, formas de transmissdo e padrdes de sensibilidade a antifingicos, a identificacdo

das espécies do complexo Sporothrix torna-se obrigatéria (RODRIGUES et al., 2016).
2.3.2. Isolamento e Cultivo

Embora a observacgdo de elementos fungicos na microscopia direta de tecidos ou de
fluidos possa sugerir um diagndstico de esporotricose, a confirmacdo pelo isolamento e
identificacdo da espécie € indispensavel. Para isso é necessario cultivar o material suspeito em
meios de cultura seletivos (acrescidos de cloranfenicol e cicloheximida) (CRUZ et al., 2013).
Como as espécies que compdem o complexo Sporothrix schenckii sdo dimorficas, o material
que for coletado de lesbes devera ser semeado em dois meios de cultura diferentes: agar infusdo
de cérebro e coracdo, com incubacdo a 37°C e no meio de agar Sabouraud dextrose, que devera
ser incubado a 25°C. Em certos casos, a conversao para a fase leveduriforme requer diversas
subculturas e incubacdo prolongada a 37°C. Assim procedendo, o crescimento do fungo sera

de dois tipos:

a) leveduriforme nos cultivos a 37°C, caracteristica que é semelhante a
observadaquando o fungo se encontra parasitando o tecido animal. Nestas condicgdes, 0
crescimento tera consisténcia cremosa e sua cor sera creme (CRUZ et al.,, 2013) e, na
microscopia, suas células serdo predominantemente alongadas, mas também com presenca de

células ovoides e arredondadas;
b) micelial quando a incubagao tiver sido feita a 25°C. Este tipo de crescimento

corresponde ao que se observa no meio ambiente na superficie de vegetais. Neste caso,
o fungo crescera formando coldnia enrugada, aderente ao meio de cultura, constituida por uma
pelicula muito resistente formada por um denso entrelagado de suas hifas, apresentando as vezes
um micélio aéreo. Um dos aspectos considerados importantes para a caracterizacdo do S.
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schenckii é a pigmentacdo de suas coldnias que, em seu inicio, tem a cor creme e, depois vai
escurecendo, gradativamente, até se tornar cinza, depois cinza escuro e, finalmente, negra. Esta
pigmentacdo escura esta associada a producdo de melanina (MADRI et al., 2010; TEIXEIRA
et al., 2010) que é universalmente reconhecida como um fator de viruléncia produzido por

diversos fungos patogénicos.
2.3.3 ldentificacdo das espécies

O diagndstico das micoses, em sua maioria, € demorado porque depende do cultivo e
identificacdo do agente etiologico, que em geral, cresce lentamente. A caracterizacdo
morfolégica, bioquimica e sorolégica pode ndo ser conclusivos em virtude da presenca de uma
quantidade limitada de células flngicas nos materiais patolégicos coletados ou mesmo quando
ndo € possivel obter o crescimento do fungo, algumas vezes pela predominancia de outros

microorganismos na lesdo.

O estudo pioneiro utilizando a metodologia de detec¢do de DNA para o diagnostico
de infec¢des fungicas foi relatado por Sandhu et al. (1995), no qual os autores desenvolveram
21 primers especificos com alvo para a grande subunidade do cido ribonucleico ribossomal
(rRNA) de diversos fungos, incluindo Sporothrix spp. Os resultados apresentaram um alto nivel
de especificidade (SANDHU et al., 1995). Estudos prévios utilizando a analise do DNA
mitocondrial apresentaram heterogeneidade de perfis em cepas de Sporothrix spp. (SUZUKI et
al., 1988; TAKEDA et al., 1991). Diversos estudos taxonémicos moleculares utilizando
diferentes metodologias, como a restriction fragment length polymorphism (RFLP) de
diferentes genes alvos, random amplified polymorphic DNA (RAPD), sequenciamento do DNA
da regido de transcricdo interna do rRNA (ITS), reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
alvo no gene da enzima topoisomerase 11, amplified fragment length polymorphism (AFLP), e
M13 PCR fingerprinting demonstraram que isolados de S. schenckii lato sensu apresentavam

polimorfismos, sugerindo que poderiam nao ser apenas uma espécie (OLIVEIRA et al., 2014a).

Com base nos critérios filogenéticos, o complexo S. schenckii foi considerado um
conjunto composto por seis espécies cripticas que sdo indistinguiveis macroscopicamente e
muito semelhantes quanto a&s suas caracteristicas microscopicas. Como a identificacdo
genotipica das espécies demanda procedimentos nem sempre acessiveis aos laboratérios de
rotina, foram definidos critérios fisiologicos e nutricionais para a distingdo classica entre as
especies (MARIMON et al., 2007) (Quadro 1).
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Quadro 1. Principais diferencas morfofisiolégicas entre as espécies do complexo

Sporothrix schenckii. Adaptado de Marimon et al, 2007 e Rodrigues et al.

Espécies Conidios sésseis  Coldnias maiores Crescimento a Teste de Teste de

pigmentados que 50mmemPDA 37°C assimilagdo da assimilagdo de
a 30°C por 21 dias sacarose rafinose

S. Sim Néo Sim

brasiliensis

S. luriei Néo Néo Sim

S. globosa Sim Né&o Né&o +

S. mexicana  Sim Sim Sim + +

S. schenckii ~ Sim Né&o Sim + +

S.albicans  Né&o Sim Sim +

(CRUZ et al., 2013)

Anélises moleculares a partir do sequenciamento parcial do gene da calmodulina
detectam e identificam as espécies do complexo Sporothrix schenckii em amostras de culturas
ou de espécimes clinicos (RODRIGUES et al., 2015).

No contexto atual as espécies capazes de provocar esporotricose humana distribuem-
se em dois grupos: o complexo S. Schenkii com as espécies S. schenckii sensu stricto, S..
brasiliensis, S. globosa; e o complexo Sporothrix pallida, com S. mexicana, S. pallida e o S.
chilensis, grupo de menor patogenicidade (RODRIGUES et al., 2016).

2.3.4 Ecologia

Embora o S. schenckii seja onipresente no solo, em madeira decomposta, musgo, feno
e espigas de milho, sua ecologia permanece pobremente compreendida. O S. schenckii lato
sensu estd incorporado a familia Ophiostomales. cujos membros estdo associados
principalmente a cascas de besouros ou patdgenos vegetais (ZIPFEL et al., 2006; ROETS et al.,
2010). S. schenckii lato sensu nunca foi considerado como patdgeno vegetal; falham em obter
crescimento em plantas vivas, provavelmente devido a atividade antifungica das mesmas
(MASOKO et al., 2008; MASOKO et al., 2010), mas conseguem proliferar em abundancia na
madeira em diversos estagios de decomposi¢do. J& foi demonstrado que S. schenckii apresenta
conidiogénese prolifica quando uma madeira esta presente em um meio de cultura (FINDLAY

et al., 1986). Vismer e Eicker estudaram 37 espécies exoticas de arvores indigenas a fim de
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determinar aquelas com maior facilidade de crescimento do fungo e notou que o S.schenckii
cresceu melhor nas Acacia melanoxylon, Cinnamomum camphora, Eucalyptus grandis, E.
sideroxylon e Ginkgo biloba (VISMER et al., 1994).

S. schenkii lato sensu cresce em ambientes com temperatura de 22-27 °C e 90% de
umidade. Material orgénico no solo possivelmente ajuda neste crescimento ja que a proliferacéo
do fungo requer solo rico em celulose, temperatura em torno dos 30°C, pH entre 3,5e 9,5 e alta
umidade (NORIEGA et al., 1993). Assim, o S. Schenkii lato sensu tem nichos ecoldgicos
altamente especificos dentro de paises e, em algumas regides, tem sido descrito como endémico.
Todavia, esses nichos ainda néo sao claramete compreendidos.

O fungo cresce sob a forma micelial no ambiente, produzindo muitos conidios.
Durante atividades ocupacionais e recreativas, 0s seres humanos geralmente adquirem a
infeccdo por implantacdo traumatica do agente. A doenca também é prevalente em animais de
sangue quente, como gatos, cées, tatus, aves e papagaios. Ja foi isolado em peixes e golfinhos
(HADDAD et al., 2008).

2.3.5 Distribuicdo geografica das espécies

As espécies de Sporothrix também diferem em distribuicdo geogréafica. Sporothrix
globosa ¢é distribuida mundialmente e suas espécies tém sido reconhecidas na Europa, EUA,
América do Sul e Asia. Sporothrix brasiliensis é uma espécie emergente restrita ao Brasil e
altamente patogénica para animais (RODRIGUES et al., 2013). Sporothrix luriei foi descrito a
partir de infeccBes humanas na Africa, Itdlia e india e uma infeccdo canina no Brasil
(CHAKRABARTI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011). Sporothrix mexicana tem sido
recuperada do ambiente na Australia, México e Portugal e foi relatado como causador de
infeccdes humanas ocasionais (RODRIGUES et al, 2013).

2.3.6 Peculiaridades de cada espécie

Nos ultimos anos, a aplicacdo do conceito da filogenética em espécies bioldgicas de
agentes patogénicos tem revelado diferentes linhagens que refletem a divergéncia das especies.
O delineamento destes grupos filogenéticos e o desenvolvimento de métodos mais simples para
a sua identificacdo sdo considerados importantes, uma vez que mostram comportamentos

patoldgicos e respostas antifangicas distintas (MARIMON et al., 2008).

Até o momento, ndo sdo bem conhecidas as diferencas clinicas e de suscetibilidade
antifingica entre as espécies. A identificacdo detalhada das espécies nos casos de esporotricose

trazem informac@es relevantes que podem ser Uteis para pesquisas futuras. Considerando as
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mudancas taxonémicas ainda recentes, muitas informacgdes referentes a cada espécie sdo

oriundas de relatos e série de casos e alguns estudos transversais.

A definicdo de cada espécie era inicialmente determinada por caracterizacao
fenotipica, que pode, em alguns casos, ter resultado ambiguo ou ser discordante com a
identificacdo molecular com base no sequenciamento do gene da calmodulina. Este Gltimo é

considerado o melhor método para definicdo das espécies
. Sporothrix brasiliensis

A espécie Sporothrix brasiliensis estd comumente associada a infeccdo felina e sua
maior viruléncia tem sido consistentemente mostrada durante surtos e epidemias de
esporotricose. Uma caracteristica propria do S. brasiliensis € a sua tendéncia a desencadear

surtos e epidemias entre gatos, com alto potencial de transmissdo zoondtica.

Infeccdes por S. brasiliensis apresentam-se com maior carga fungica, invasividade e
dano tecidual quando comparados a outros agentes do Complexo Sporothrix (FERNANDES et
al., 2013). A viruléncia maior desta espécie parece estar ligada a uma resisténcia aumentada ao
estresse oxidativo do hospedeiro (FREITAS et al., 2015), a producdo elevada de melanina
associada a uma maior resisténcia a fagocitose (ALMEIDA-PAES et al., 2015) e a presenca da

glicoproteina Gp60, componente de adesdo extracelular do fungo (RODRIGUES et al., 2015).

O S. brasiliensis vem demonstrando maior susceptibilidade ao itraconazol quando
comparada as demais espécies. (MARIMON et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; STOPIGLIA
etal., 2014).

. Sporothrix globosa

O S. globosa, assim como o S. schenckii, tem uma distribuigdo transoceanica.
(MARIMON et al., 2006). Ja foi isolado no Reino Unido, Espanha, Italia, China, Japao, india,
Ird, México e Estados Unidos, Chile e Brasil. (CRUZ et al., 2012; MAHMOUDI et al., 2016)
Como este fungo ndo cresce adequadamente a 37° C, ele ndo causa infeccdo cutdnea
disseminada ou extracutanea (CRUZ et al., 2012).

Em relato de caso japonés, o S. globosa foi identificado em paciente de 77 anos com
doenca linfocutanea em braco, adquirida apos arranhadura de gato ocorrida quinze dias antes.
A identificacdo se deu a partir do ndo crescimento do fungo de cultura a 37° C, nem sua
conversdo para forma leveduriforme. Analise genética de DNA por PCR identificou o isolado

como S. globosa. Este caso foi tratado com iodeto de potassio (1,2g/dia) por 3 meses seguido
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de itraconazol (200mg/dia) por 2 meses. (WATANABE et al., 2016). Ocorréncia de
esporotricose por S. globosa também foi descrita no Chile em idoso com forma linfocuténea,
que se traumatizou com espinho de rosa, sendo tratado com itraconazol 200mg/dia por 4 meses
(CRUZ et al., 2012). Ha relatos de resisténcia in vitro e in vivo desta espécie ao itraconazol
(MAHMOUDI et al., 2016; GOMPERTZ et al. 2016).

Metanalise recente estudou casos de esporotricose na Asia a fim de avaliar as
principais fontes e padrdes epidemiologicos e especular sobre a origem evolutiva de Sporothrix
globosa. Quase todos os casos de esporotricose causada por S. globosa na Asia eram humanos.
Em contraste com as demais espécies Sporothrix patogénicas, a transmissdo felina foi
excepcional; Na Asia, S. globosa foi a espécie predominante. A baixa diversidade de S. globosa
sugeriu uma divergéncia recente de baixa variabilidade da espécie ancestral, S. Schenckii
(MOUSSA et al., 2017).

o Sporothrix pallida

Patdgeno predominantement ambiental, mas ja foi identificado em felinos e na
superficie de insetos. (RODRIGUES et al. 2015). Tem baixo poder patogénico em mamiferos.
A andlise multilocular aumenta significativamente a resolucdo taxondmica entre espécies no
clado clinico e é til para reconhecer agentes raros do Complexo S. pallida como S. pallida, S.
mexicana e S. chilensis. (LOPES-BEZERRA et al., 2018).

. Sporothrix mexicana

Esporotricose por S. mexicana ja foi descrita em Portugal em caso ocorrido em homem
de 34 anos com multiplas lesdes polimdrficas e tlceras em ambos 0s pés. Inicialmente as lesGes
foram confundidas com eczema disidrético e abordado com corticosterdides topicos.
Fragmentos de tecido cutaneo foram submetidos a pesquisa micoldgica e a cultura revelou
Sporothrix sp. Testes de assimilacdo da dextrose, sacarose, rafinose mostraram caracteristicas
fenotipicas tipicas de S. mexicana. O DNA gendmico foi obtido da fase leveduriforme e o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina foi baseado na reacdo de PCR utilizando os
primers CL1 e CL2a, confirmando a espécie em questdo. Pode-se considerar que a S. mexicana

é uma espécie emergente causadora de esporotricose humana (DIAS et al., 2011).
J Sporothrix chilensis

A combinacéo de filogenia, evolucdo, morfologias e ecologias tem permitido grandes avangos
no entendimento da taxonomia das espécies Sporothrix, incluindo membros que exibem estilos

de vida distintos, como saprobios, patogenos humanos / animais e simbiontes de insetos.
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(RODRIGUES et al, 2016). S0 recentemente foi proposta a espécie Sporothrix chilensis para
acomodar saproéfitas basais associadas ao solo e madeira em decomposicdo, e que apenas
raramente provocam doenca humana. O S. chilensis ja foi isolado em caso clinico de
onicomicose e principalmente em areas ambientaos do Chile.(RODRIGUES et al, 2016).

Analises multigénicas baseadas na regido ITS1 /2 p 5.8s, beta-tubulina, calmodulina
e alongamento de translacdo la revelaram que S. chilensis € um membro do complexo
Sporothrix pallida, do ponto de vista taxonémico mais proximo ao Sporothrix mexicana, uma
espécie rara do solo , ndo patogénico para humanos. Embora S. chilensis ndo seja um patdégeno
primario, a infeccdo acidental pode ter um impacto na popula¢do imunossuprimida
(RODRIGUES et al, 2016).

2.3.7 Perfil de Susceptibilidade Antifungica

Existem resultados variados na literatura - com algumas discordancias - entre os
padr@es de susceptibilidade antifingica das drogas frente aos isolados do Complexo Sporothrix.
Isto provavelmente se deve a diferencas nos genotipos dos isolados, variagcbes nos tempos e
temperaturas na incubacdo, modificacfes dos protocolos dos testes de susceptibilidade, a fonte
dos isolados (ambiental, animal ou humano) e, eventualmente a sua origem geografica
(BORBA-SANTOS et al, 2015; MAHMOUDI et al., 2016; SILVEIRA et al., 2009; CLSl et al.,
2008; GALHARDO et al., 2008; STOPIGLIA et al., 2014). Essa variacdo de susceptibilidade
encontrada destaca a necessidade para a identificacdo detalhada das espécies e sua respectiva
susceptibilidade antifungica a fim de determinar o regime terapéutico mais apropriado para o
individuo afetado. (MARIMON et al., 2008; MAHMOUDI et al., 2016; STOPIGLIA et al.,
2014).

Embora a forma filamentosa seja a forma infectante do complexo Sporothrix sp., a
maioria dos estudos de sensibilidade antifingica tem usado a forma filamentosa do fungo,
provavelmente devido ao aumento do requerimento nutricional associadas a tecnica de
conversdo de fase de crescimento (MARIMON et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009;
ALVARADO-RAMIREZ et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011; MAHMOUDI et al., 2016).
Entretanto, estudos vém mostrando que a concentracdo inibitéria minima para a fase
filamentosa e leveduriforme sdo diferentes (BORBA-SANTOS et al, 2015; MAHMOUDI et
al., 2016). Assim, os testes de sensibilidade devem ser realizados em ambas as fases de
crescimento (MAHMOUDI et al., 2016).
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Os testes de susceptibilidade antifingica seguem protocolos M27-A3 e M38-A2 para
as formas leveduriforme e miceliais respectivamente (CLSI, 2008). Solucdes das drogas séo
preparadas por dissolucdo de quantidade apropriada do p6 dos antifungico (itraconazol,
terbinafina, voriconazol, anfotericina B), em DMSO e o fluconazol, em &gua deionizada. Em
seguida os farmacos séo diluidos de forma dupla, utilizando o meio RPMI 1640 (a um pH 7,0
tamponado com acido morfolinopropanosulfénico a 0,165M). A concentracdo das solugdes das
drogas e a densidade dos indculos e suspensdes conidiais devem ser ajustadas com base nos
valores recomendados do CLSI (CLSI, 2008). Para determinar a viabilidade da levedura e dos
conidios, 100 pl de cada suspensdo é espalhada sobre &gar Sabouaud Dextrose (DAS) e
incubado a 30° C por 5-7 dias. As microplacas devem ficar incubadas durante 46-50h a 35° C
durante as fases micelial e de levedura.(MAHMOUDI, 2016; CSLI, 2008). As concentracdes
inibitérias minimas (CIM) para anfotericina, voriconazol e itraconazol sdo definidos como a
concentracdo minima que inibe 100% do crescimento do fungo; o CIM da terbinafina foi
definido como a concentracdo minima que inibe 80% do crescimento; e o CIM para fluconazol,
que inibe 50% do crescimento, quando comparados aos controles livres de droga.
(MAHMOUDI et al., 2008; STOPIGLIA et al., 2014).

Estudo de susceptibilidade antifingica in vitro com 92 isolados de diferentes espécies
mostrou que a terbinafina foi a droga mais efetiva, mostrando média geométrica (GM) CIM de
0,23 pg/ml para todas as espécies testadas, seguido o cetoconazol com GM CIM de 0,84 pg/ml
(MARIMON et al., 2008). Entretanto o cetoconazol foi menos ativa contra S. mexicana (GM
CIM 4 pg/ml) e S. albicans (GM CIM 3,2 ug/ml) do que contra as demais espécies. Logo, a
atividade antifingica do cetoconazol apresentou uma variabilidade de inibicdo maior que a
terbinafina, a depender das espécies testadas. Itraconazol s6 mostrou boa atividade contra o S.

brasiliensis, ja que para as demais espécies testadas, mostrou altas CIMs.

Outros autores tém mostrado pobre atividade in vitro do itraconazol. Contudo, esta
droga tem demonstrado eficacia em tratamentos clinicos (MARIMON et al., 2008). Fluconazol
e voriconazol mostram pobre atividade inibitoria contra espécies de Sporothrix, com GM CIM
muito altos. Para voriconazol, os GM CIM variaram de 3.88 a 27,2 pug/ml, segundo Marimon
et al. (2008) e McGinnis et al. (2001).

Das drogas usadas para infeccao sistémica, 0 posaconazol parece ser a mais efetiva,
sendo a terceira droga antifingica com maior atividade inibitoria contra o Sporothrix., com GM
CIM de 1,59 pg/ml (MARIMON et al., 2008). Em infec¢des generalizadas graves, constitui um

agente terapéutico promissor, superior a anfotericina B e ao itraconazol, contra espécies de S.
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brasiliensis, S. albicans e S. schenckii. (MARIMON et al., 2008). Estudos in vivo sdo

necessarios para confirmar esta atividade.

Em locais em que a esporotricose é incomum, como no Ird, ja houve a determinacao
do perfil de susceptibilidade in vitro de nove isolados do complexo Sporothrix. A terbinafina
também mostrou a maior atividade anti-Sporothrix com baixos CIMs, seguido pelo itraconazol
e anfotericina. O fluconazol e o voriconazol tiveram altos CIMs (64->64 pg/ml e 8->16 pg/ml
, respectivamente). Houve diferenca estatistica entre os CIMs das fases micelial e leveduriforme
da anfotericina e terbinafina contra o S. schenckii, mas néo contra a S. globosa (MAHMOUDI
et al., 2016), como ja relatado por Kohler et al. (2006) na fase filamentosa com as espécies de
S. schenckii, que mostram CIMs mais altos frente a anfotericina.

Estudo de Oliveira et al, (2001), sobre susceptibilidade antifingica de espécies
identificadas no Rio Grande do Sul, Brasil, de isolados de gatos, cdes e humanos, mostrou maior
eficacia in vitro da terbinafina, cetoconazol e anfotericina, enquanto o fluconazol (CIM 32 a
128 pg/ml) e caspofungina (CIM de 8 a 32 pug/ml) fora menos ativos. O itraconazol foi efetivo
contra espécies de S. brasiliensis e S. albicans, concordando com os achados de Marimon et al
(2008); contudo os isolados de S. schenckii foram mais susceptiveis a esta droga do que
mostrado por outros autores (OLIVEIRA, 2011). Estudo de Kohler et al. (2004) e Marimon et
al.(2010) relataram ainda que isolados de origem animal s&o mais resistentes ao itraconazol que
os de origem humana (KOHLER et al., 2004; MARIMON et al., 2010); dando suporte a esta
observacao, Oliveira et al. encontraram resisténcia ao itraconazol em duas das sete espécies de
origem animal e nenhum dos 31 isolados de origem humana. Neste mesmo estudo, os CIMs
da anfotericina e terbinafina foram similares em espécies isoladas de humanos ou animais e foi

encontrada uma marcada resisténcia a azolicos do S. luriei. (OLIVEIRA et al, 2011).

Stopiglia et al. avaliaram a susceptibilidade antifingica de 85 isolados do Complexo
Sporothrix, provenientes de diferentes estados do Brasil (Minas Gerais n=15; Rio de Janeiro
n=20; Sdo Paulo n=19 e Rio Grande do Sul n=31). Terbinafina, cetoconazol e itraconazol
mostraram baixos CIMs (0,01-0,5 pg/ml; 0,03-1,0 pg/ml e 0,03 -16,0 pg/ml, respectivamente),
enquanto o fluconazol e voriconazol revelaram altos MICs (8-128 pg/ml e 1-16 pg/ml,
respectivamente). Os isolados brasileiros mostraram susceptibilidade semelhante aos agentes
antifungicos testados, com excecdo dos isolados de Minas Gerais e S&o Paulo, que apresentaram
CIMs mais altos para cetoconazol, respectivamente (STOPIGLIA et al., 2014). Conforme ja
evidenciado em outros estudos (Mc GINNIS et al., 2001; ALVARADO-RODRIGUEZ et al.,
2007; SILVEIRA et al., 2009), h4 uma vasta variabilidade da susceptibilidade frente a
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anfotericina indicando que a susceptibilidade antifingica é espécie dependente (STOPIGLIA
et al., 2014). Curiosamente, o estudo de Stopiglia ndo mostrou diferenca estatistica no padréo
de susceptibilidade das espécies do complexo Sporothrix, em desacordo com Marimon et al,
(2008). No entanto, apesar do pouco numero de isolados de S. globosa, estes foram obtidos no
Brasil, enquanto Marimon et al. avaliaram isolados de diferentes paises. Portanto, a diferenca
no perfil de susceptibilidade a agentes antifingicos pode estar também relacionado a diferentes
origens geograficas do fungo. (STOPLIGLIA et al., 2014).

Rodrigues et al., em 2014, avaliaram a diversidade genética e a susceptibilidade
antifungica, através da metodologia publicada pelo CLSI, de 68 agentes causadores de
esporotricose, dos quais 65 eram de fonte humana. Os triazélicos itraconazol e o posaconazol
mostraram melhor atividade contra o S. brasiliensis, com CIMs variando de 0,25 a 4 pg/ml e
0,5 a 2 pg/ml, respectivamente. As CIMs para o itraconazol foi menor na S. brasiliensis que
quando comparado ao S. schenckii e S. mexicana. A CIM para o posaconazol foi discretamente
maior contra o S. schenckii quando comparado o S. brasiliensis. Neste mesmo estudo, foi
detectada moderada atividade da anfotericina B contra os isolados do S. brasiliensis com CIMs
de 1 a 8 pg/ml, enquanto a caspofungina, a 5-fluorcitosina, o fluconazol e o voriconazol
mostraram baixa atividade. Todasas drogas testadas demonstraram pobre eficacia in vitro
contra S. globosa e S. mexicana (RODRIGUES et al., 2014).

O mecanismo molecular existente por tras do recente surgimento de fenétipos de
Sporothrix resistentes a maltiplas drogas € desconhecido (RODRIGUES et al., 2014). No
entanto, por analogia ao que vem sendo observado com infec¢des resistentes de outros fungos
(como Criptococcus sp, Candida spp. e Aspergillus), a resisténcia pode decorrer, em parte, do
uso prolongado e indiscriminado de triazéis (RODRIGUES et al., 2014). Resisténcia a azolicos
pode ocorrer por diversos mecanismos, desde uma regulagéo positiva de genes transportadores
de drogas que levaria a um efluxo de azdis, reduzindo o acimulo da droga, a mdltiplas
alteracdes genéticas da enzima alvo impedindo a ligacdo ao azolico ou até pela alteracdo do
metabolismo e superexpressdo do ergosterol. Mais recentemente, estudos geneticos
correlacionando a resisténcia antifingica e a alteragdo no numero de copias cromossémicas e
arquitetura genémica tém trazido visdo ampliada sobre os mecanismos moleculares que regem
o fenotipo da resisténcia aos azdis. (RODRIGUES et al., 2014). A existéncia de agentes do
Complexo Sporothrix resistentes a multiplos farmacos reforca a necessidade uma triagem de
sensibilidade continua. (RODRIGUES et al, 2014).
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Apesar de haver efetividade no tratamento com a maioria das drogas utilizadas, a longa
duracdo da terapia e sua possivel toxicidade torna necessario explorar novas alternativas para o
tratamento de infec¢des graves (MARIMON et al., 2008).

Os achados da maioria dos estudos reforcam a importancia de identificar as espécies
do Sporothrix, como proposto por Marimon et al. (2007). Avaliar os padrdes de susceptibilidade
antifungica dos isolados de Sporothrix pode trazer implicacfes para a escolha apropriada da
terapia antifangica em diferentes grupos de risco epidemiologico, tendo um substancial impacto
no resultado do tratamento clinico de cada caso de esporotricose. (OLIVEIRA et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2014). E fundamental estabelecer a conex&o entre os dados clinicos e in
vitro de resisténcia entre as diferentes espécies de Sporothrix em novos estudos, assim como
determinar os mecanismos moleculares envolvidos com os diferentes perfis de resisténcia a
drogas as espécies de Sporothrix (RODRIGUES et al., 2014).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

O exato periodo de incubacdo permanece desconhecido, podendo variar de poucos
dias a alguns meses, com média em torno de 3 semanas (MAHAJAN et al., 2014). A pele e 0s
vasos linfaticos locais sdo envolvidos primariamente apés a inoculacdo do fungo, levando ao
desenvolvimento de um pequeno nddulo ou papula, indurada, que cresce progressivamente no
sitio de inoculacdo, podendo ulcerar (cancro esporotricoide), sem provocar sintomas sistémicos.
Este pode permanecer como tal ou progredir para lesdes mdultiplas. (REED, 1993;
KAUFFMAN, 2007; MAHAJAN et al., 2014). A partir dai, a esporotricose pode se apresentar
sob vérias formas clinicas: linfocutanea, cutnea fixa, cutanea disseminada e disseminada

extracutanea.

A esporotricose extracutanea ou sistémica ocorre por disseminacdo hematogénica a
partir de um foco de inocula¢do primario, linfonodo ou mais comumente a partir da doenca

pulmonar em pacientes imunossuprimidos.

Em criangas, a manifestacdo da doenca € similar, mas o envolvimento facial é mais
frequente, desde 40-60% nesta faixa etaria, a até 97% dos casos em algumas séries. (ROSA et
al., 2005; BONIFAZ et al., 2007).

Alguns isolados do Sporothrix spp. no Brasil parecem suscitar quadro clinico distinto,
com mais manifestacfes imunes (eritema multiforme e nodoso), lesdes disseminadas e formas
atipicas (GUTIERRESZ-GALHARDO et al., 2005; SCHUBACH et al. 2005).
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2.4.1 Formas clinicas

A variacédo do espectro clinico da esporotricose tem sido atribuida a fatores como o
modo de inoculacdo, o tamanho e a profundidade do indculo, a imunidade do hospedeiro e
viruléncia e termotolerancia da linhagem. (DIXON et al., 1991; MAHAJAN et al., 2014).

o ESPOROTRICOSE LINFOCUTANEA

E a forma mais comum de esporotricose e representa cerca de 70-80% dos casos de
esporotricose cutdnea (MORRIS-JONES et al., 2002; MAHAJAN et al.,, 2014). As
extremidades sdo afetadas mais frequentemente. Uma lesdo nddulo-ulcerativa (cancro
esporotricdtico) no sitio de inoculacdo e uma série de nddulos similares ao longo do trajeto dos
vasos linfaticos proximais, com ou sem adenopatia satélite, caracteriza esta forma clinica. As
lesBes secundarias que aparecem em trajeto linear variam de morfologia, desde papulas
eritematosas, a nodulos ou placas, com superficie lisa ou irregular, podendo ulcerar
descarregando material seropurulento. Sdo, em geral, assintométicos, mas podem cocar ou
tornarem-se dolorosos, com curso indolente semelhante a lesdo primaria. (MAHAJAN et al.,
2014).

o ESPOROTRICOSE CUTANEA FIXA

Ocorre menos comumente e é caracterizada por lesdes localizadas no sitio de
inoculagéo. Representa cerca de 20% dos casos de esporotricose. Envolvimento facial ocorre
mais frequentemente na esporotricose cutanea fixa que na variante linfocutanea, mas em
algumas regides da India, parece predominar em membros (RAMESH et al., 2011; MAHAJAN
et al., 2014). As lesBes sdo assintomaticas, eritematosas e apresentam-se sob forma de lesGes
papulosas, papulopustulosas, nodulos ou placas verrucosas e ocasionalmente como Ulceras que

ndo cicatrizam ou pequenos abscessos. Lesdes satélites podem ser observadas.

As lesbes podem se assemelhar a ceratoacantomas, celulite facial, pioderma
gangrenoso, prurigo nodular, lapus vulgar, sarcoma de partes moles, carcinomas basocelulares,
erisipeloide ou rosacea (MAHAJAN et al., 2014).

Esta forma clinica ocorre frequentemente em hospedeiros com alta resisténcia em que
lesGes minimas podem involuir espontaneamente ou persistir se ndo for introduzido tratamento.
Tende a responder melhor a intervengdes farmacologicas. (RATHI et al., 2003, MAHAJAN et
al., 2014).
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o ESPOROTRICOSE CUTANEA DISSEMINADA OU MULTIFOCAL

E uma variante raramente descrita, corresponde de 1 a 8% dos casos de esporotricose
(BONIFAZ et al., 2017), caracterizada pele presenca de pelo menos trés lesGes cutineas
envolvendo dois locais anatdmicos diferentes e refletem o acometimento cutdneo apos
implantag6es traumaticas multiplas do fungo ou mais raramente por propagacao hematogeénica,
com ou sem fatores predisponentes para imunossupressdo. (PAPPAS et al., 2000; DE LIMA
BARROS et al., 2003; MAHAJAN et al., 2014).

Alguns autores sugerem que a diversidade clinica da esporotricose possa estar
relacionada a viruléncia das espécies do complexo Sporothrix (BARROS et al., 2011,
RODRIGUES et al.,, 2013; SONG et al., 2013), no entanto outros acreditam que as
manifestacdes clinicas dependam predominantemente do status imune do hospedeiro. Neste
contexto, Zhang et al. isolaram uma cepa de S. schenckii de um paciente com esporotricose
cutanea disseminada e identificaram uma supressdo de 10 pb na regido NTS, sugerindo que
existam alguns isolados com maior viruléncia capazes de gerar casos disseminados. (ZANGH
etal., 2011).

Em estudo retrospectivo de 1990-2015, Bonifaz et al. encontraram 24 casos de casos
de esporotricose cutanea disseminada de um total de 124 casos estudados, sendo o diabetes
descompensado e o alcoolismo crénico os fatores predisponentes mais frequentes para esta
forma clinica de esporotricose. Essas condi¢es justificam a deterioracdo imunolégica
relacionada a resposta celular, especialmente a disfuncdo de macrdéfagos. A associacdo com
HIV/aids foi encontrada em 16,6% dos casos, ocorrendo em pacientes com contagem de células
T CD4 < 200 célulassmm® (BONIFAZ et al., 2017). E importante enfatizar que 7,5% dos
pacientes com HIV/aids e esporotricose desenvolveram a sindrome da reconstituicdo imune

sistémica, associada ao envolvimento do sistema nervoso central (MOREIRA et al., 2015).

Em uma grande série de casos relatada na China, esporotricose cutanea disseminada
representou 1,75% de todos os casos de esporotricose (SONG et al., 2013). As manifestagOes
cutdneas nesta variante podem ndo ser tipicas. Observam-se papulas eritematosas,
vesicopustulas e nddulos subcutaneos, ulceracGes e lesbes crostosas hiperceratoticas (CHANG
et al., 2013). Em relato publicado por Patel et al., as manifesta¢cdes dermatolégicas de quadro
de esporotricose disseminada foram incialmente confundidas com o sarcoma de kaposi, pelo

aspecto de placas purpuricas a enegrecidas no tronco (PATEL et al., 2016).
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Esta forma cutanea também j& foi relatada em pacientes com linfoma de Hodgkin,
leucemia, terapias com corticosteroides e gravidez. (BARROS et al. 2012, SONG et al., 2013,
BONIFAZ et al., 2017).

e ESPOROTRICOSE EXTRACUTANEA E DISSEMINADA SISTEMICA

Esporotricose disseminada € uma forma clinica rara, porém grave da infecgéo e ocorre
quando ha envolvimento visceral de multiplos 6rgaos, mais comumente em pessoas com
imunossupressdo. Embora pacientes infectados pelo HIV tenham risco aumentado de
desenvolvimento potencial de infecgdes fungicas profundas e disseminadas, a esporotricose é
encontrada de forma relativamente incomum. H& poucos dados sobre a coinfeccdo
esporotricose — HIV, contudo, quando ela ocorre, € mais frequentemente disseminada e com
contagem de células T CD4 muito baixa. (MOREIRA et al., 2015).

Em 2012, Freitas descreveu 21 casos de esporotricose em pacientes com HIV no Rio
de Janeiro, dos quais 7 manifestaram doenca disseminada, sendo cinco com disseminacao
exclusivamente cutadnea e um deles com meningoencefalite (FREITAS et al., 2012). Destes,
quase todos os pacientes tinham contagem de CD4 menor que 200 células/mm3 (apenas dois
tinham CD4 de 488 e 212). Em contraste, todos os casos de doencga linfocutanea e fixa tinham
CD4 maior que 200 (FREITAS et al., 2012).

Embora esta forma clinica predomine em doenca imunodeprimidos, a esporotricose
disseminada também tem sido relatada em pacientes imunocompetentes. (SHARON et al.,
2013).

2.4.2 ManifestacOes de hipersensibilidade

Os primeiros relatos de manifestacGes de hipersensibilidade acompanhando episédios
de infeccdo por esporotricose, surgiram apos 0s anos 2.000, no Rio de Janeiro. De Lima
Barros, em coorte, descreveu a presenca de eritema nodoso e polimorfo em alguns pacientes,
mas ainda considerado um fenémeno raro. Outros relatos foram publicados no sudeste do Pais
(PAPAIORDANOU et al.,2015).. Em 2008, episédios de atrite de joelho isolada, sem
deteccdo de invasdo fungica local foi descrito acompanhando caso de esporotricose cutanea
(OROFINO-COSTA et al. 2008).
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Xavier et al., e, 2013, descreveram um caso de eritema nodoso intenso em paciente
jovem com lesdo fixa de esporotricose. Esta paciente foi conduzida com antiflngico

(itraconazol) e antiinflamatorios ndo-hormonais.

O primeiro relato de Sindrome de Sweet associado a esporotricose foi realizado em
2011, quando duas mulheres de 47 anos desenvolveram placas eritematosa e purpdricas
extensas em tronco e ombros durante infeccdo pelo Sporothrix (FREITAS, 2012). Fatores
como a transmissao repetida e intensa do indculo por gatos, a susceptibilidade do hospedeiro
e 0 patdgeno mais virulento poderiam explicar a existéncia de manifestacGes de
hipersensibilidade (FREITAS, 2012).

A associacdo de manifestacdes atipicas, com reacOes de hipersensibilidade ja foram
descritas em associacdo com o S. brasiliensis.(ALMEIDA-PAES et al., 2014).

2.5 DIAGNOSTICO DA ESPOROTRICOSE

Suspeicdo clinica é a base para o diagndstico precoce de esporotricose, ja que as lesdes
cutaneas fazem diagndéstico diferencial com tuberculose cuténea, leishmaniose tegumentar,
nocardiose, cromomicose, blastomicose, paracoccidioidomicose e micobacterioses atipicas.
Lesdes ulceradas podem mimetizar também quadros de pioderma gangrenoso (MAHAJAN et
al., 2014).

Mesmo que as lesBes linfocutdneas tenham uma apresentacdo classica em muitos
casos, algumas doencas como micobacterioses atipicas, nocardiose e leishmaniose, podem
produzir lesdes semelhantes as observadas na esporotricose (SMEGO et al., 1999;
KAUFFMAN et al., 2007). Analogamente, por causa da raridade de ocorréncia e da semelhanca
com infec¢bes por outros fungos ou micobactérias, o diagnostico da infeccdo visceral de
esporotricose muitas vezes ocorre de forma atrasada, (KAUFFMAN et al., 2007). Confirmacéo

diagnostica é fundamental para iniciar tratamento.
2.5.1 Exame Direto

Exame direto do esfregaco de secrecdo purulenta ou de espécime de biopsia cutanea,
na maioria das vezes, nao é diagnostica, devido a escassez de células fangicas. Citologia por
aspiracdo por agulha fina de uma lesdo, particularmente em sitios extracutaneos ou formas
disseminadas, podem ocasionalmente mostrar granulomas epitelioides, estruturas
leveduriforme PAS positivas conhecidas como corpos asteroides, e/ou células leveduriforme

elipticas ou em forma de naveta ou charuto quando clarificadas com hidroxido de potassio ou
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corados pelo &cido periddico de Schiff (PAS) ou pela metnamina de prata (método de Grocott-
Gomori ou GMS) (MAHAJAN et al., 2014).

Civilla et al. demonstraram a presenca de corpos asteroides de S. schenckii em quase
86% dos casos de 36 pacientes com esporotricose linfocutanea e em 6 pacientes com forma
fixa. Aproximadamente 95% desses casos também tiveram culturas positivas para Sporothrix.
(CIVILLA et al., 2004). Entretanto, a sensibilidade e especificidade do exame microscépico
direto de amostras de tecido permanecem pouco estudada porque a maioria dos pesquisadores
o considera uma ferramenta de diagnostico indatil devido a pobreza de células fungicas
(MAHAJAN et al., 2014).

2.5.2  Cultura micolégica

A cultura para S. schenckii em meio artificial permanece como o método gold standard
para estabelecer o diagnostico de esporotricose. Material de lesdo cutanea pode ser aspirada ou
raspada com lamina de bisturi ou uma bidpsia pode ser realizada para obter fragmento tecidual
(KAUFFMAN et al., 2007).

O isolado clinico de Sporothrix pode crescer a partir de fragmento de biopsia de pele
ou outras amostras (escarro, pus, liquido sinovial, material de drenagem 06ssea e liquido
cefalorraquidiano) no meio Agar Sabouraud dextrose (SDA) ou Mycosel a 25° C e o
crescimento em fase filamentosa é visivel ap6s 3-5 dias a 2 semanas do cultivo. Em 89% dos
casos, o isolamento do S. schenckii ocorre dentro de 8 dias, mas em alguns casos pode levar até

4 semanas para que ocorra o crescimento da col6nia (PAPPAS et al., 2000).

A conversdo para a fase de levedura € possivel para identificar o S. schenckii, a
formacdo dos conidios é caracteristica na fase filamentosa (KAUFFMAN et al., 2007).
Incubacdo de culturas a 37°C no &gar sangue cisteina-glicose ou infusdo coracao-cerebro pode
produzir formas leveduriforme. As coldnias cultivadas crescem inicialmente com cor creme em
ASD a 25°C, tém superficie suave e Umida, mas tornam-se marrom-enegrecidas apds algumas
semanas devido a producdo de melanina, que o protege da fagocitose e da morte por mondcitos
e macrdéfagos humanos e proteinases extracelulares (MORRIS-JONES et al., 2002; MAHAJAN
etal., 2014).

Microscopicamente, o Sporothrix spp. apresentam hifas septadas de ramificacGes
delicadas com conidiéforos com extremidades afiladas que suportam conidios piriformes em
arranjo de “flor”, ou como conidios individuais de parede grossa castanha escura anexadas

diretamente a hifa, muitas vezes em padrio denso, em forma de “manga de camisa”. Na pratica,
p g p
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o Sporothrix sp. € geralmente identificado pela morfologia da coldnia, aparéncia microscépica
e dimorfismo de temperatura (capacidade de existir como filamento filamentoso a 25° C e como
levedura a 37 °C) (MORRIS-JONES et al.,, 2002; KAUFMANN et al., 1999). A analise
morfologica do microcultivo ndo é capaz de distinguir as diferentes espécies do complexo
Sporothrix. (RODRIGUES et al., 2015).

2.5.3 Exame histopatoldgico

A histopatologia € usualmente inespecifica e mimetiza outras doencas granulomatosas
(infeccBes fungicas profundas, tuberculose cutanea, hanseniase, sarcoidose e granulomas de
corpo estranho). As caracteristicas histoldgicas variam de inflamacéo aguda ou crénica com
formacao de granulomas de células epitelidides com células gigantes de Langhans ou tipo corpo
estranho em ambos os pdlos, além de inflamacao crénica granulomatosa inespecifica da derme
no meio desse espectro (MAHAJAN et al., 2005). Revelam desde aspecto granulomatoso a
processo inflamatério supurativo. (KAUFFMAN et al., 2007)

As principais caracteristicas histopatologicas da esporotricose cutanea fixa incluem
ulceracdo central da epiderme, hiperqueratose na borda, acantose e hiperplasia epidérmica que
podem variar até uma extensa hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Abscessos neutrofilicos
podem ser vistos na derme e/ou epiderme. Usualmente ha um denso infiltrado celular composto
de linfdcitos, plasmacitos e um nimero variavel de histiocitos epitelidides, células gigantes e
eosinofilos na derme média e superior com ou sem proliferagdo fibrocapilar. (HIRSCH et al.,
1984)

Nodulos de esporotricose classicamente mostram trés zonas concéntricas: uma zona
necrotica central contendo debris amorfos e leucocitos polimorfonucleares (zona de supuragéo
crénica), uma zona intermediaria tuberculdéide composta por células epitelidides, células
gigantes (predominantemente células tipo Langhans) e uma outra zona periférica composta de
numerosos plasmacitos, linfocitos e fibroblastos com hiperplasia capilar proeminente e
proliferacédo (zona sifiloide). Em lesbes antigas, este aspecto de zoneamento torna-se dificil de
ser identificado (HIRSCH et al., 1984; MAHAJAN et al., 2005).

Elementos fungicos sdo dificeis de serem visualizados devido ao pequeno numero
desses organismos no tecido (KAUFFMAN et al., 2007). Quando presentes, séo visualizados
com as coloracdes de PAS e GMS dentro destas zonas, nas secc¢des histoldgicas. Apresentam-
se sob a forma de células leveduriformes globosas, medindo 3-8 um de diametro (em 84% dos

casos), células em formato de cigarro medindo 1-2 x 4-5 um (em 33% dos casos) ou formas
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ovais a redondas ou leveduras em brotagdo simples dentro do citoplasma de células gigantes ou
no centro de corpos asteroides. (MORRIS-JONES et al., 2002; RODRIGUES et al., 1998).

Corpos asteroides, de tamanho de 15-35 um de didametro séo comumente vistos em 40-
85% dos casos de esporotricose crénica como estruturas extracelulares dentro dos abscessos.
Embora observados mais frequentemente na variante linfocutanea, eles ndo diferem
morfologicamente daqueles vistos na forma fixa de esporotricose (MORRIS-JONES et al.,
2002; RODRIGUEZ et al., 1998; DA ROSA et al., 2005). Fenémeno de Splendore-Hoeppli
ocorre quando um dos elementos fungicos é envolvido por material eosinofilico irradiado
centrifugamente em aspecto de “sunburst”, com sua por¢do central reagindo
imunohistoquimicamente com um anticorpo anti-Sporothrix schenckii e talvez represente uma
interacdo imunoldgica entre o hospedeiro e o patogeno (CIVILLA et al., 2004; HIRSH et al.,
1984). Contudo, a presenca de corpos asteroides ou fenédmeno de Splendore-Hoepli ndo séo
patognomonicos e podem ser observados em outras doencas infecciosas e/ou granulomatosas.
(CIVILLA et al., 2004).

254 Testes intradérmicos

O significado do teste intradérmico para detectar hipersensibilidade retardada a
esporotriquina ou ao antigeno do peptideo rhamnomann (PRM) permanece ambiguo. Eles sdo
negativos nos casos de esporotricose grave ou disseminada e muitas vezes sdo positivos em
pacientes curados ou em pessoas saudaveis vivendo em areas endémicas. (MAHAJAN et al.,
2005). A sua principal utilizacdo é em inquéritos epidemioldgicos para estudos de prevaléncia
em determinadas areas geograficas, Vale destacar que esta técnica estd cada vez mais em
desuso. (RODRIGUES et al., 1996).

2.55 Outros testes
e Deteccdo de anticorpos, Testes moleculares e outros_testes diagnosticos

O método gold standard para diagnostico da esporotricose consiste no isolamento e
identificacdo do fungo a partir do exsudato e/ou espécimes de bidpsia. Entretanto, novas
tecnologias podem oferecer vantagens sobre os metodos tradicionais por serem nao invasivos
e mais sensiveis para o diagnoéstico diferencial de doencas infecciosas (BERNARDES-
ENGEMANN et al., 2015). Apesar da necessidade do desenvolvimento de métodos
moleculares mais especificos para o diagndstico da esporotricose, e também para a identificacdo
das diferentes espécies de Sporothrix, estes tipos de testes s6 vém sendo utilizado em pesquisas

clinicas, mas ndo na rotina assistencial.
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O desenvolvimento de um teste soroldgico, como o ELISA com o antigeno SsCBF é
importante, pois pode ser usado como uma ferramenta complementar para 0s estudos
moleculares, assim como na monitorizacao terapéutica. (BERNARDES-ENGEMANN et al.,
2005; OROFINO-COSTA et al., 2010). Além disso, poderia ser usado na pratica médica, nos
casos em que ha necessidade de identificar a espécie envolvida ou na impossibilidade de isolar
0 agente, como nas formas atipicas e extra cutaneas da doenca. Continuam tendo valor limitado
na pratica clinica por sua indisponibilidade para uso rotineiro. No entanto, podem ser Uteis para
suscitar suspeita de diagndstico para, em seguida, partir para investigacdo mais invasiva e
detalhada (MAHAJAN et al., 2014).

Estudo de Bernardes-Engeman et al. mostraram que o ELISA (enzyme-linked
immunoabsorbent assay) detecta titulos IgG contra o antigeno da fracdo SsCBF - apresenta 90%
de sensibilidade e 80% de especificidade com as diferentes amostras de soro de pacientes com
manifestacdes clinicas de esporotricose ja confirmadas pelo isolamento do agente (gold
standard) (BERNARDES-ENGEMAN et al., 2005).

Analise de anticorpos por imunoblotting ou ELISA, aglutinacao, testes de fixacdo de
complemento, imunohistoquimicos, imunofluorescéncia, imunodifusdo e técnicas de
imunoeletroforese e detecc¢do do Sporothrix por PCR (reagédo da cadeia da polimerase) ou PCR-
RFLP (Reag&o da cadeia da polimerase- analise do polimorfismo do comprimento do fragmento
de restricdo) do gene da calmodulina sdo Uteis no diagnostico de formas mais raras, como a

extracutanea e as formas disseminadas (MAHAJAN et al., 2014).

A presenca de altos titulos de anticorpos do fluido cerebroespinhal maiores que 0s
titulos séricos podem indicar meningite esporotricética. O ELISA tem demonstrado
sensibilidade de 90% e eficacia de 86% quando testada contra soro de pacientes com qualquer
forma de esporotricose (MAHAJAN et al., 2014).

Em 2015, foi realizado estudo de validagdo, analise e aplicabilidade do ELISA para
diagndstico da esporotricose humana. Foram avaliadas 177 amostras de soro de pacientes com
a doenga, coletados no periodo de 1998 a 2008, no Rio de Janeiro. O ELISA mostrou baixa taxa
de reacdo cruzada baseada nos valores de referéncia dos testes diagnosticos, além de alta
acuracia, mesmo em pacientes pediatricos e individuos com HIV. A analise da curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) mostrou area sob a curva de 0,9154. (BERNARDES-
ENGEMANN et al., 2015). Este estudo mostrou uma reprodutibilidade de 98% do teste.
Resultados falsos-negativos podem ocorrer por varias razdes, quer pela reatividade individual,

quer pela combinacdo com uma anergia espécie-especifica.
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Nos dltimos anos, novos métodos de diagndstico tém sido introduzidos a fim de
prescindir a necessidade dos métodos tradicionais de cultivo e acelerar a identificagdo do
agente. Os métodos de deteccdo molecular podem ser mais praticos e mais rapidos. Até o
presente momento, entretanto, foram poucas as propostas de métodos baseados em deteccédo
molecular para o diagndstico da esporotricose e, certamente, ainda ha muito o que fazer para
torna-los mais simples e baratos. Tomando por base o gene da quitina sintetase, foram
desenvolvidos primers de oligonucleotidicos especificos para a deteccdo molecular do S.
schenckii em bidpsias de pacientes (KANO et al., 2001). Tendo como alvo iniciadores
especificos para a sequéncia do gene rRNA 18S, foi possivel, pela técnica de Nested-PCR,
detectar DNA gendmico de S. schenckii em amostras coletadas de pacientes (HU et al., 2003),
tornando mais agil o diagnostico da esporotricose. Além disso, possibilitou o esclarecimento de
casos clinicos em que tanto os testes histoquimicos como a cultura foram negativos (HU et al.,
2003). Conjuntos de primers de oligonucleotideos alvos para o gene da topoisomerase Il foram
utilizados para a identificacdo do S. schenckii por PCR (KAMBE et al., 2005). Sondas
especificas de DNA foram empregadas na identificacdo de fungos dimorficos, incluindo o S.
schenckii, isolados de casos clinicos pela detec¢do de produtos da amplificacdo de PCR por
meio de ensaios imunoenzimaticos (LINDSLEY et al., 2001). PCR-RFLP do DNA
mitocondrial é supostamente Util para identificacdo, determinar a taxonomia e epidemiologia

do Sporothrix, mas disponiveis apenas em contexto de pesquisa. (ARENAS et al., 2005)
2.5.6 Exames de Imagem

Exames de imagem ndo sdo utilizados rotineiramente para o diagnostico de
esporotricose a menos gque o envolvimento sistémico seja suspeitado. Radiografias de térax e
tomografias computadorizadas podem ser Uteis para avaliacao de esporotricose pulmonar ou de
outras areas envolvidas (como osteoarticular). Sdo Uteis para orientar 0 manejo terapéutico por
demonstrar outros sitios de acometimento, mas ndo sdo suficientes para dar diagnostico
especifico de esporotricose. (MAHAJAN et al., 2014)

2.6 TRATAMENTO

2.6.1 Tratamento farmacologico

O progndstico da esporotricose é excelente quando o diagndstico é estabelecido e
tratamento prontamemte instituido. A doenca precisa de tratamento farmacoldgico, apesar de
haver relatos isolados de regresséo espontanea (KAUFFMAN et al., 2007; RAMOS E SILVA
et al., 2007). A terapia de escolha depende da forma clinica, localizacdo da doenca e status
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clinico do individuo. Resolugdo espontanea e extremamente rara (KAUFFMAN et al., 1995;
PAPPAS et al., 2000; MAHAJAN et al., 2014)

N&o hé estudos bem controlados para tratamento de esporotricose e varios consensos
e recomendacdes de tratamento sdo empiricos e baseados em relatos de casos, revisoes
retrospectivas e ensaios ndo randomizados (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN et al.,
2014). Baixo custo, facilidade na administracdo, perfil de seguranca e o local da infeccéo (se
localizada ou disseminada) frequentemente ditam a escolha da terapia. Infeccdes sistémicas e
graves irdo requerer tratamento mais agressivo e, consequentemente, necessitam de uma maior

vigilancia quanto a toxicidade associada a drogas (MAHAJAN et al., 2014).

Resolucdo clinica da infeccdo ativa e a erradicacdo do S.schenckii nos tecidos
continuam sendo os objetivos desejados dos tratamentos. A duracdo do tratamento costuma
variar de 3-6 meses, mas 0 tempo de tratamento da esporotricose permanece arbitrario, devendo
continuar por pelo menos 4-6 semanas apds a remissao clinica completa para o sucesso da cura.
Embora o tratamento seja prolongado e caro, a recupera¢do da pele do sitio acometido muitas
vezes acontece sem cicatriz (MAHAJAN et al, 2014). No entanto, quando ha
comprometimento da funcdo pulmonar (em pacientes com doencgas pulmonares prévias),
incapacidade grave da esporotricose osteoarticular cronica ou em quadros extensos de pele,
pode haver sequelas cicatriciais (SHARMA et al., 2007; SHIMIZU et al., 2017). Pacientes com
imunossupressdo geralmente requerem terapia antifingica supressora ao longo da vida
(MAHAJAN et al., 2014; KAUFFMAN et al., 2007).

Até recentemente, antes da aprovacao do itraconazol para tratamento da esporotricose,
a solucgéo saturada de iodeto de potassio era o tratameto padrdo desde 0 momento em que foi
introduzido no século 19 e até hoje, pode ser considerado como primeira escolhas em paises
com poucos recursos (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN et al., 2014).

Atualmente, os resultados bem-sucedidos do tratamento também podem ser guiados
por um diagnostico rapido e preciso, especialmente quando perfis antifungicos dissimilares sdo

observados entre diferentes espécies de Sporothrix (GREMIAO et al., 2017).
e IODETO DE POTASSIO

O uso do iodeto de potassio para tratamento da esporotricose foi proposta por
Sabouraud e usado em 1903. Em 1907 foi utilizado por de Beurmann como droga de escolha
para esporotricose cutanea por ser efetiva, pouco dispendiosa e relativamente simples de usar
(MAHAJAN et al., 2014)
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E uma medicacdo administrada oralmente, de baixo custo e primeira escolha de
tratamento para esporotricose humana ndo complicada, especialmente quando o alto custo do
itraconazol torna-se impeditivo. Logo, vem sendo utilizado em areas endémicas de paises em
desenvolvimento, por ser uma medicacdo eficaz para as formas cutaneas e de preco mais
acessivel. (MAHAJAN et al., 2014; DE LIMA BARROS et al., 2011). Entretanto, ele ndo é
efetivo para formas extracutaneas de esporotricose (KAUFFMAN, 2007; MAHAJAN et al.,
2014). Apesar dos efeitos adversos associados a este composto, existe uma resposta terapéutica
satisfatoria (DE LIMA BARROS et al., 2011).

Mesmo sendo amplamente utilizado em diversos paises do mundo, ndo hé ensaios
clinicos especificos demonstrando a efetividade do iodeto de potassio. Falha terapéutica é
relatada apenas excepcionalmente e associada a ndo adesdo ao tratamento. (SHARMA et al.,
2003; MAHAJAN et al., 2014). Muitos relatos consideram a prépria resposta terapéutica ao
SSKI (solucdo saturada de iodeto de potéssio) como um dado diagndstico de esporotricose, na
indisponibilidade do exame micolégico (MORRIS-JONES et al., 2002; MAHAJAN et al.,
2005; DA ROSA et al., 2005; PAPPAS et al., 2000; KAUFFMAN et al., 1999; KAUFFMAN
et al., 1995). Também tem sido efetivo em casos ndo respondedores ao itraconazol (SANDHU
et al., 2003; MAHAJAN et al., 2014). Contudo, nenhum guideline ou diretriz especifica inclui
0 SSKI como primeira opg¢éo de tratamento.

Usualmente € administrado em via oral em solucdo saturada de iodeto de potassio
(1g/ml =20 gotas = 1 ml). Inicia-se com 5 gotas trés vezes ao dia, em leite, &gua ou suco (para
mascarar o sabor desagradavel), aumentando-se gradualmente uma gota por dose até alcancar
a mais alta dose bem tolerada, que fica em torno de 20-40 gotas (1,5 a 2g), trés vezes ao dia. A
resposta torna-se evidente apds 2 semanas de uso e a cura ocorre em 4 a 32 semanas
(MAHAJAN et al., 2005; MAHAJAN et al., 2010; SANDHU et al., 2003). Esta recomendacéo
- de tomar a medicacdo com doses gradualmente maiores e 3x/dia - torna a adesdo dificil,

especialmente para aqueles pacientes que trabalham fora por muitas horas.

Para criancas pequenas, recomenda-se iniciar uma gota 3x/dia, até o maximo de
1gota/kg 3x ao dia ou 40-50 gotas 3x /dia (0 que for menor) (KAUFFMAN et al., 2007;
MAHAJAN et al., 2014). Cabezas et al. compararam a seguranca e eficacia do uso do iodeto
de potassio em dose Unica ou em trés tomadas ao dia, em um estudo randomizado nao cego
com 57 pacientes pediatricos com cultura confirmatoria de esporotricose cutanea. Iniciaram

com dose de 150 mg/dia de SSKI em ambos os grupos. Os eventos adversos foram maiores no
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grupo que usou dose Unica diaria (61% x 42%), mas a cura foi comparavel em ambos 0s grupos
(CABEZAS et al., 1996).

O aumento gradual na dosagem do iodeto de potassio € feito para evitar intolerancia
gastrointestinal, que é o principal efeito colateral. Eventos adversos pelo uso de iodeto de
potéssio ndo sdo incomuns. Estudo publicado por Marques et al, 2015, mostrou que 28% dos
pacientes tratados com esta medicacdo apresentaram efeitos como dor abdominal, nduseas e
disfungdes gustatérias (MARQUES et al., 2015). Outros estudos mostram que as reacoes
adversas ocorrem em até 60% dos casos, com sintomas como diarreia, nauseas, vomitos,
ardéncia na boca, sensacdo de gosto metélico, sialorreia, lacrimejamento, expectoracao
abundante, coriza, espirros, edema de glandulas salivares, erupcéo acneiforme e pustular, dor
na lesdo, cefaleia, prurido, gengivite, insbnia, depressdo, edema palpebral, problemas
tireoidianos, cardiacos, iododerma e iodismo. Em geral, estas reacdes ndo sao severas e a
medicacdo pode ser suspensa por alguns dias e reinstituida em doses mais baixas sem efeitos
colaterais subsequentes. Raramente precisa-se interromper definitivamente a droga, mas 0s
diversos efeitos colaterais contribuem para uma ma adesdo ao tratamento (DE ROSAS et al.,
2005; PAPPAS et al., 2000; MAHAJAN et al., 2014). O gosto metélico pode significar um
limiar da dose maxima toleravel pelo paciente, devendo ser ajustada para uma dosagem um
pouco menor. Outros efeitos adversos potenciais decorrentes da droga sdo irritabilidade,
vasculites, psoriase pustulosa, edema pulmonar, urticaria, angioedema, mialgia, linfadenopatia
e eosinofilia (MAHAJAN et al., 2005; STERLING et al., 2000).

O hipotireoidismo associado a terapia com SKII é geralmente precipitado em pacientes
que ja apresentam algum defeito na autorregulacdo da funcdo da tiredide mas que mantém
alguma sintese do hormdnio, como tireoidite de Hashimoto, cirurgias parciais ou terapia com
iodo radioativo para doenca de Graves. A glandula deixa de produzir o horménio tireoidiano
por feedback negativo pelo excesso de iodo (efeito Wolff-Chaikoff). O mecanismo de
autorregulacéo é capaz de manter um pool de iodo organico na glandula tireoidiana que produz
horménio suficiente para manter o paciente eutireoideo (fenémeno de escape). Na auséncia de
um mecanismo de autorregulacdo, como acontece em pacientes de areas com deficiéncia de
iodo de longa data (b6cio) ou devido a presenga de focos de tiredide autbnomas, ha a sintese de
horménio em excesso, podendo evoluir para tireotoxicose (Doenca de Jod-Basedow). No
entanto, a menos que o paciente ja saiba que tem doenca tireoidiana prévia, estudos de funcao

tireoidiana ndo sdo necessarios para iniciar terapia com iodeto de potassio. A descontinuacdo
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do tratamento com iodo tende a restaurar o funcionamento tireoidiano normal nos casos de
hipotireoidismo iatrogénico (MAHAJAN et al., 2014)

Pacientes que usam inibidores da enzima conversora da angiotensina, diuréticos
poupadores de potassio ou com insuficiéncia renal podem desenvolver toxicidade pelo potassio
e precisam de monitorizacdo durante o tratamento. Terapia com SSKI ndo deve ser
reintroduzida em pacientes que desenvolvem “sindrome flu-like” ou hipersensibilidade ao

SSKI, ja que sdo sintomas que ocorrem mesmo em doses baixas. (MAHAJAN et al., 2014).

O exato mecanismo de acdo contra o Sporothrix sp. ainda ndo foi bem elucidado. O
iodeto de potassio ndo é fungicida in vitro e poderia atuar destruindo a parede do fungo por
reacdo tecidual, estimulando a atividade microbicida do sistema leucocitério polimorfonuclear
e aumentando sua acdo proteolitica e movimentacdo celular (DONADEL et al., 1993).
Possivelmente, inibe a formacdo de granulomas por mecanismos imunoldgicos e nao-
imunolégicos, expondo o fungo as defesas do hospedeiro ou facilitando a acdo de outros
antifungicos usados simultaneamente (COSKUN et al., 2004). No entanto, o iodeto de potassio
ndo parece aumentar a morte do S. schenckii induzido por mondcitos e neutrofilos.
Curiosamente, o S. schenckii consegue crescer quando cultivado em placa com SSKI a 10%,
mostrando que isoladamente, in vitro, ndo h4 efeito fungistatico ou fungicida (HIRUMA et al.,
1987). Sugeriu-se que o SSKI se converta em iodo in vivo pela mieloperoxidase das células
polimorfonucleares, e exerceria seu efeito fungicida pela inibicdo sobre a germinagdo das
células fungicas e destruicdo direta da ultraestrutura do Sporothrix sp. exposto ao iodo.
(HIRUMA et al., 1987). Ja Urabe e Nagashima sugeriram que o efeito fungicida exista na forma
leveduriforme do fungo (URABE et al., 1986).

As principais desvantagens ao uso da medicacao estéo a resolucao clinica lenta (de um

a oito meses) e a efetividade limitada na esporotricose sistémica e disseminada.
. ITRACONAZOL

Todos os azoélicos inibem o sistema enzimatico do citocromo P450 e a administracdo
concomitante de drogas metabolizadas por essas enzimas (digoxina, fenitoina, warfarim,
carbamazepina, fenobarbital, rifampicina, cisaprida, astemizol, triazolam, midazolam,
sinvastatina, antagonistas H-2, agentes hipoglicemiantes orais) esta contra-indicada devido a
toxicidade potencialmente grave. Eles sdo também contra-indicados na gestacdo e em casos de
hipersensibilidade aos azélicos. (MAHAJAN et al., 2014).
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O itraconazol é um agente antifingico do grupo dos azélicos, e na dose de 100-
200mg/dia costuma ser efetivo e bem tolerado. Substituiu grande parte das indicagdes do iodeto
de potassio e da anfotericina por sua taxa de eficacia variar de 90-100% nos casos de
esporotricose cutanea e extracutanea (KAUFFMAN et al., 2000; MAHAJAN et al., 2014).
Também ¢é utilizado como droga de primeira linha de tratamento para esporotricose por
promover resposta clinica e trazer menos efeitos colaterais. Esta medicacéo tem se mostrado
efetiva, com baixa toxicidade e boa tolerancia, principalmente em tratamentos de longo prazo
(KAUFFMAN et al., 2007).

Esta droga inibe o citocromo enzimatico P450 lanosterol 14alfa-demetilase, que
converte o lansterol em ergosterol, principal esterol da parede celular fungica. A concentracéo
inibitéria minima (MIC) de 0,1 a 1,0 mg/L para leveduras ¢é alcangado com a dose terapéutica
recomendada, e tem concentracdo no estrato cérneo 10 vezes maior do que 0s niveis
plasméticos. Apesar do alto custo, tornou-se a droga de escolha para tratamento da
esporotricose humana (fixa e linfocutanea) e variedades osteoarticulares, com taxas de cura
variando de 90-100% e 60-80%, respectivamente. (HU et al., 2003; KAUFFMAN et al., 2007).

De acordo com as diretrizes da Sociedade de Doencas Infecciosas Americana (ISDA),
deve ser administrado por via oral na dose de 200-400mg/dia por um periodo de 3-6 meses,
chegando a 1 anos para casos osteoarticulares e formas disseminadas. (KAUFFMAN et al.,
2007). Resposta adequada sem recorréncia ou efeitos adversos tem sido observada na
esporotricose fixa e linfocutanea tratada com doses de até 100mg/dia, com duracdo maxima de
18 semanas, mas doses mais elevadas sdo geralmente mais adequadas (MAHAJAN et al.,
2014). E uma alternativa aceitavel em pacientes intolerantes ao SSK1 ou quando o itraconazol
estd prontamente disponivel, quando ha recaidas ou falha terapéutica. (SANDHU et al., 2003.
MAHAJAN et al., 2014).

Em contraposicdo, estudo brasileiro com 645 pacientes com esporotricose cutanea
tratados com itraconazol oral obtiveram cura de 94,6% dos casos; destes, a grande maioria com
dose de 100mg/dia, com apenas 54 casos necessitando de doses entre 200 a 400mg/dia. A média
de tempo de tratamento foi de 12 semanas (4-64 semanas), com mediana em 10,5 semanas para
pacientes com forma fixa e 12 semanas para forma linfocutanea (DE LIMA BARROS et al.,
2011). Pacientes que tiveram eritema nodoso como manifestagdo de hipersensibilidade
apresentaram cicatrizagdo mais rapida. (DE LIMA BARROS et al., 2011).
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Doses mais elevadas sdo geralmente recomendadas para pacientes respondedores
pobres ou em recaidas, apesar de acompanharem maior frequéncia de efeitos adversos a
medicamentos (DE LIMA BARROS et al., 2011).

Bonifaz et al. usaram terapia de pulso com itraconazol na dose de 400mg/dia por 7
dias a cada més e obtiveram cura clinica e micoldgica em 4 dos seus 5 pacientes com
esporotricose cutanea, ap6s dois a cinco pulsos (BONIFAZ et al., 2008). Song et al. comparou
a terapia diaria oral (200mg) com a terapia de pulso de itraconazol (400mg/dia 7dias/més), em
estudo prospectivo randomizado, com 25 pacientes com diagndstico de esporotricose cutanea
em cada grupo (SONG et al., 2011). Embora os pacientes que receberam terapia continua oral
tenham mostrado maior taxa de cura ap6s 48 semanas (95,8% x 81,8%), os resultados ndo foram
estatisticamente significativos (SONG et al., 2011). No entanto, como poucos estudos avaliando
a pulsoterapia com itraconazol para esporotricose estdo disponiveis, esta modalidade de
tratamento ndo estd inserida nas recomendac6es ou consensos (SONG et al, 2011; BONIFAZ
et al., 2008; MAHAJAN et al, 2014).

O Itraconazol foi moderadamente eficaz na esporotricose osteoarticular com taxa de
cura de 73% em uma pequena série de 11 pacientes que tiveram recaida apds cura inicial
(CABEZAS, 1996). J4 o estudo de Winn et al. mostrou eficacia em todos os seis pacientes com
quadro osteoarticular. No entanto, recaidas ocorreram até 7 meses apds o término de tratamento
(de 6-18 meses). (CABEZAS, 1996; WINN, 1993; MAHAJAN, 2014; KAUFFMAN et al.,
2007).

Nauseas, dor epigastrica, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, alteracGes da
funcdo hepatica (raramente com hepatotoxicidade grave), cefaleia e edema periférico sdo alguns
os efeitos adversos observados, sendo mais frequentes em doses mais altas do azélico. Em
estudo brasileiro com 645 pacientes com esporotricose, eventos adversos estiveram presentes
em 18 a 21,4% dos pacientes que usaram o itraconazol, sendo mais frequentes naqueles que
receberam dose entre 200-400mg/dia. A ndusea foi o sintoma mais comum. Dos 453 pacientes
acompanhados laboratorialmente, 24,1% mostraram efeitos como hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia e hiperglicemia. Outras anormalidades associadas ao tratamento séo o
aumento das enzimas hepaticas, enzimas pancreaticas, uréia, creatinina e anemia (DE LIMA
BARROS et al., 2011).

Nenhum ajuste € necessario em pacientes com disfuncéo hepatorrenal (MAHAJAN et
al., 2014).
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o FLUCONAZOL

E um medicamento antifingico sintético bistriazolico de amplo espectro que inibe
seletivamente o citocromo P450 flngico que € necessario para a demetilagdo do esterol para
ergosterol, componente essencial para a integridade da membrana citoplasmatica fungica. Isto
leva a uma permeabilidade anormal da membrana, atividade enziméatica na membrana e

coordenacao alterada da sintese de quitina.

Usado oralmente sozinha ou em combinag¢do com o iodeto de potéssio, o fluconazol
pode ser uma outra opcao terapéutica. Tem sido usado nos casos de esporotricose cutanea fixa
ou linfocutanea em doses de 150 mg uma vez por semana a 200 mg diarios. (GHODSI et al.,
2000, CASTRO et al., 1993). Entretanto, doses maiores entre 400-600 mg/dia sdo geralmente
recomendadas especialmente para as formas viscerais e osteoarticulares da esporotricose, mas

a resposta é habitualmente pobre.

Terapias prolongadas com doses de 400-800 mg/dia por varios meses tém disso
associadas a alopecia, além de outros efeitos como nauseas, vomitos, diarreias, dor abdominal,

alteracOes das enzimas hepaticas, mas raramente motivam a descontinuacédo do tratamento.

O fluconazol é contra-indicado na gestacdo devido ao seu potencial teratogénico.
Como a experiéncia com fluconazol na terapia da esporotricose € limitada e demonstrar
efetividade moderada, ele é considerado uma opcéo de tratamento de segunda linha naqueles

pacientes intolerantes ao itraconazol (MAHAJAN et al, 2014).

o CETOCONAZOL

O uso do cetoconazol para tratamento da esporotricose € desencorajado. (SHARMA
et al., 2007; MAHAJAN et al., 2014). Ja foi observada falha completa de tratamento mesmo
em doses elevadas de 400-600mg/dia por 7 a 9 meses (SHARKEY-MATHISM et al., 1993).
Além da baixa eficacia, ainda inferior ao fluconazol, a hepatotoxicidade é outra limitacdo para
0 seu uso (MAHAJAN et al., 2014).

o TERBINAFINA

Terbinafina € uma alternativa para tratamento da esporotricose cutanea fixa e
linfocutanea para os casos ndo responsivos ao itraconazol ou quando o itraconazol é nédo
tolerado ou contra-indicado. E bem absorvida por via oral e tem baixa ligagdo ao citocromo
enzimatico microssomal P450 (cerca de 5% de sua capacidade total), ndo interferindo na
biodisponibilidade de outras drogas metabolizadas por esta via (FRANCESCONI et al., 2009)
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E altamente lipofilica e sua atividade antifingica é mantida por algumas semanas apds a
interrupcdo do tratamento pelo depdsito no tecido adiposo da droga. Seu efeito fungicida
decorre se sua atuacao inibitdria sobre a enzima esqualeno epoxidase que resulta na inibicdo da
sintese de ergosterol (MAHAJAN et al., 2014).

Tem demonstrado uma meia-vida longa e boa atividade in vitro contra S. schenckii
(MIC de 0,0007-0,5 pg/ml). Contudo ndo h& consenso de um esquema terapéutico ideal
(dosagem e duracgdo de tratamento) para a terbinafina. Em pequenas séries ou relatos de caso,
tem sido utilizada sozinha ou em combinacdo com o SKII, com doses variando de 125mg a
1000mg/dia, por 4-37 semanas, a fim de obter cura clinica. (FRANCESCONI et al., 2009;
HULL et al., 1992).

Francesconi et al, obtiveram cura de 96% dos 50 pacientes com esporotricose cutanea
tratados com 250 mg/dia de terbinafina, sem recorréncias. Estes pacientes estavam em
tratamento simultaneo para hipertenséo, diabetes mellitus, dislipidemias, arritmias, ndo sendo
elegiveis ao uso de imidazdlicos. Neste estudo, 12% dos pacientes tiveram efeitos adversos
leves a moderados; apenas um paciente precisou suspender a droga por hipersensibilidade
(FRANCESCONI et al., 2009).

A eficécia da doe de 250 mg/dia de terbinafina é supostamente comparavel com a dose
de 100mg/dia de itraconazol, com eficacia no tratamento de 92,7% e 92%, respectivamente, e
duracdo média de uso equivalentes (11,5 e 11,8 semanas, respectivamente) (FRANCESCONI
et al., 2011). Todavia, regimes de tratamento com doses ainda maiores de terbinafina parecem
demonstrar superioridade. Terbinafina na dose de 500 mg 2x/dia por uma média de 13,9+ 6,7
semanas curou 87% dos 35 pacientes quando comparados a 52% de 28 pacientes que receberam
250mg 2x/dia por 17,7+5,8 semanas, em um ensaio clinico multicéntrico, duplo-cego,
randomizado (CHAPMAN et al., 2004). Atualmente é considerada categoria B na gestacao.

. ANFOTERICINA B

A anfotericina B desoxicolato é um antibiético macrolidio lipofilico sintetizado a partir
do Streptomyces nodosus, e esta disponivel em apresentacédo intravenosa. Esta droga se liga ao
ergosterol e a outros esterois da membrana citoplasmatica fangica causando aumento da
permeabilidade da membrana dos fungos para ions monovalentes (s6dio e potassio) e outras
moléculas levando a morte celular; contudo a principal atividade fungicida deve-se a sua
capacidade de provocar auto-oxidagdo da membrana citoplasmatica e liberagéo de radicais livre
letais (MAHAJAN et al, 2014).
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E uma droga segura na gravidez (categoria B), sendo também escolha para tratamento
de pacientes severamente comprometidos, como 0S casos de esporotricose cutanea
disseminada, pulmonar, meningea ou em pacientes imunodeprimidos. Também pode ser
indicado para esporotricose osteoarticular extensa ou que estejam ndo responsivos ao
itraconazol (KAUFFMAN et al., 2007)

E habitualmente usada na dose de 0,7-1,0mg/kg/dia, a depender da gravidade da
doenca e dos efeitos colaterais. A dose alvo cumulativa deve ser de 2 a 3g. (KAUFFMAN et
al., 2007; MAHAJAN et al., 2014).

Sintomas como febre, calafrios, cefaleia, mal-estar e vomitos podem ocorrer durante a
administracdo da anfotericina e podem ser atenuados com medicacBes antipiréticas e
corticosteroides. Hipocalemia, hipomagnesemia e nefrotoxicidade sao efeitos adversos comuns
e requerem monitoramento regular. Toxicidade cardiovascular e de medula 6ssea sdo raras.
(MAHAJAN et al., 2014).

Embora ndo existam diretrizes que determinem a resposta terapéutica a anfotericina,
seu uso costuma ser recomendado numa fase inicial da terapia, até que seja alcancada uma
resposta clinica favoravel, quando a troca para o itraconazol possa ser viavel até o término do
tratamento (KAUFFMAN, 2007).

A formulacdo lipidica da anfotericina B pode ser utilizada na dose de 3-5mg/kg/dia
como terapia inicial para troca subsequente para o itraconazol oral nas formas graves e com
risco de morte como na esporotricose pulmonar, meningea e disseminada. Nao ha dados fortes
para escolher a formulacdo lipidica da anfotericina sobre a desoxicolato, com a possivel exce¢do
de que a formulacéo lipidica possa ser preferida nos casos de meningite. Existem dados em
animais (ndo em humanos) observando que concentragcdes mais elevadas sdo alcangadas no
tecido cerebral com a formulagdo lipidica da anfotericina quando comparada a forma
desoxicolato. No entanto a relevancia desta descoberta para o tratamento da esporotricose
meningea ainda é desconhecido. (KAUFFMAN et al., 2007). Apds a estabilizacéo clinica,
recomenda-se trocar a medicacao para o itraconazol 100mg 2x/dia por um tempo minimo de 12
meses. (MAHAJAN et al., 2014).

. FLUCITOSINA

Esta droga sintética que atua sinergicamente com a anfotericina B com o objetivo de
reduzir sua dose e toxicicidade. A anfotericina B aumenta a permeabilidade da parede celular

dos fungos e facilita a penetracdo da flucitosina. Sua deaminacéo para fluorouracil ocorre dentro
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da célula fungica que interfere no metabolismo do DNA e RNA deste organismo. A dose usual
é de 50-150mg/kg/dia, divididos em quatro tomadas diérias por 6-12 semanas (MAHAJAN,
2014).

Cura tem sido relatada em casos de esporotricose disseminada com acometimento
cuténeo e 6sseo com a combinacdo de anfotericina (4,8g) e 5-fluorcitosina (8mg/dia) em 6
meses. Entretanto, seu uso a longo prazo ndo é recomendado devido a sérias reacfes adversas
(intolerancia gastrointestinal, toxicidade sobre a medula 6ssea e fotossensibilidade), além de ja

existirem outras alternativas medicamentosas disponiveis. (MAHAJAN et al., 2014).
e  NOVOS ANTIFUNGICOS

O uso do posaconazol e do ravuconazol em pacientes com esporotricose ainda é pouco
estudado. Posaconazol mostrou boa atividade contra as cinco espécies do complexo Sporothrix
sp., enquanto a atividade do ravuconazol € limitado apenas a estudos in vitro contra o S.
brasiliensis. Equinocandinas ndo tém mostrado atividade contra o S. schenckii., e o voriconazol
ndo estd recomendado para o tratamento da esporotricose devido a sua limitada atividade in
vitro contra o Sporothrix spp. (KAUFFMAN et al., 2007; MARIMON et al., 2008; PAPPAS et
al., 2011).

2.6.2  Terapéutica ndo farmacoldgica

Tratamentos ndo farmacologicos, como a aplicacdo de termoterapia local, tém sido
descritos com resultados variaveis. (RAMOS E SILVA et al., 2007)

o TERMOTERAPIA

O uso do calor local sobre a lesdo de esporotricose cutéanea foi introduzido por
MacKinnon e Conti-Diaz, em 1962. Os efeitos de cura podem ocorrer devido ao efeito direto
do calor sobre o fungo, que ndo cresce em temperaturas acima de 38,5 °C e/ou ao aumento da
circulacdo sanguinea local, facilitando os mecanismos de defesa como fagocitose e reacoes
antigeno-anticorpo. (DONALD et al., 1993; MAHAJAN et al., 2014; DOHERTY et al., 2010).
A aplicacdo diaria de calor local (42-43 °C) sobre a lesdo de pele durante semanas utilizando
compressas mornas, bolsa térmicas ou dispositivos que irradiam comprimentos de onda
infravermelhos, é recomendada para tratamento de pequenas lesdes , como nas formas cutaneas
fixas e em gestantes (KAUFFMAN et al., 2007; COSTA et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).

De um grupo de 14 pacientes, a taxa de cura deste método relatada foi de 71%, mas

de forma geral, sua eficdcia ainda ndo foi bem avaliada. (KAUFFMAN et al., 2007,
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KAUFFMAN et al., 1995). No entanto, pode-se combinar a termoterapia ao uso de tratamentos
farmacoldgicos, com o itraconazol ou SSKI. Recomenda-se aplicar o calor por 15-60 minutos
varias vezes ao dia, até a completa resolucédo das feridas ou até introduzir tratamento antifingico
medicamentoso (KAUFFMAN et al., 1995).

Durante o periodo epidémico de esporotricose no Rio de Janeiro, Brasil, no periodo de
2005 a 2010, foram acompanhadas doze gestantes com esporotricose cutanea fixa e
linfocutanea. Foram orientadas a fazer termoterapia trés vezes ao dia. Oito pacientes obtiveram
cura apenas com esta intervencdo, duas necessitaram de itraconazol apds o parto e duas

pacientes perderam seguimento (FERREIRA et al., 2012).
e  INTERVENCOES CIRURGICAS

A excisdo cirurgica geralmente ndo € recomendada, no entanto, procedimentos
invasivos sd0 necessarios para obter amostras clinicas, como bidpsias da pele ou 0sso,
artrocenteses para biopsia de tecido sinovial, broncoscopia com lavado broncoalveolar para
cultura e bidpsia transbrénquica para estabelecer diagnéstico laboratorial (MAHAJAN et al.,
2014).

Da mesma forma, a terapia cirtrgica algumas vezes torna-se inevitavel no manejo da
esporotricose osteoarticular, mesmo com terapia antimicrobiana prolongada. O dano ao tecido
0sseo e cartilaginoso pode ser minimizado pela drenagem adequada das articulacdes infectadas
ou pelo debridamento da area afetada, mas a artrodese pode der necessaria em casos avancados
(HOWELL et al., 1997). Combinacdo de resseccdo cirdrgica e anfotericina B nos casos de
esporotricose pulmonar segmentar € considerada a melhor abordagem terapéutica, sendo
superior a estas medidas isoladamente (KAUFFMAN et al., 2007). No entanto, excisdo
cirurgica ou desbridamento de forma isolada nédo é eficaz nem recomendado. (MAHAJAN,
2014).

2.6.3 Situac0es especiais

e Tratamento da esporotricose em gestantes

O iodeto de potassio € classificado como droga categoria D em gestantes e esta contra-
indicado em gravidas e no periodo de lactacdo, pelo risco de desenvolvimeto de hipotireoidismo

neonatal e/ou tireomegalia, a menos que o0s beneficios superem o0s riscos.

N&o hé relatos sobre 0 uso da terbinafina em gestantes com esporotricose. Apesar de
ser considerada categoria B, seus efeitos sobre o feto ainda sdo desconhecidos. Em série de
casos, Costa et al. acompanharam uma paciente que usou terbinafina 500mg/dia para
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esporotricose cutanea e durante o tratamento engravidou, mantendo a terapia inadvertidamente

por mais de 120 dias. Teve gestacdo saudavel e feto normais. (COSTA et al., 2011).

Os azdlicos devem ser totalmente evitados nesse periodo. Hipertermia/termoterapia
pode ser usado nos casos de esporotricose que nao requeiram tratamento urgente. No entanto,
para casos de esporotricose mais extensas que precisem ser tratadas durante a gravidez, pode
ser utilizada a anfotericina B lipossomal. Como n&o hé risco de piora da esporotricose ou
disseminacdo para o feto, pode ser mais prudente adiar o tratamento farmacologico até o
término da gestacdo (KAUFFMAN et al.,, 2007; MAHAJAN et al., 2014). Ha relatos de

resolucéo espontanea de esporotricose em gestantes (ALMEIDA JR et al., 2009).
e Tratamento da esporotricose em criancas

Casos de esporotricose em criangas sdo menos relatados que nos adultos, mas néo séo
incomuns. Pacientes pediatricos podem ser tratados com metade da dose de SSKI, até um
méaximo de 15 gotas 3x/dia ou itraconazol na dose de 6-10mg/kg/dia (maximo de 400mg/dia)
durante 3-4 meses, de forma semelhante aos adultos. (BONIFAZ et al., 2007; MAHAJAN et
al., 2005)

A maioria dos pediatras opta pelo itraconazol como primeira escolha pela comodidade
posologica (KAUFFMAN et al., 2007). Tanto o SSKI, como o itraconazol e a terbinafina ja
foram utilizados com sucesso para tratar esporotricose em lactentes com menos de 10 meses de
vida (SONG et al.,, 2011). Contudo, a indisponibilidade de formulacdes pediatricas de
antifungicos continua sendo uma limitacdo ao tratamento. A terapia local combinada também

é opcdo util para doencgas limitadas em criancas (MAHAJAN et al., 2014).

e Tratamento da esporotricose em imunodeprimidos ou em pacientes que vivem com
HIV/aids

Condicbes predisponentes responsaveis por situacbes de imunossupresdo como
diabetes mellitus, etilismo crénico, disturbios mieloproliferativos, terapia imunossupressora
para transplantes de oOrgdos, distirbios autoimunes, canceres, tratamentos prolongados com
corticosteroides sistémicos e a infeccdo pelo HIV tém sido implicados nos casos de
esporotricose extracutanea. As lesdes cutaneas muitas vezes sdo mdultiplas e generalizadas, e
pode acompanhar-se de envolvimento sisttmico. (ROCHA et al., 2001). Esporotricose
extracutanea pode se manifestar de diversas formas, como sinusite invasiva, lesdes oculares,
pulmonares, osteoartrite e até envolvimento do SNC. Em alguns casos de esporotricose

disseminada em pacientes com aids podem ser necessarias multiplas combinacgdes de drogas
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em diversos cursos de tratamento (PAIXAO et al., 2015). Anfotericina B lipossomal pode ser
0 medicamento de primeira escolha nesses pacientes, e em seguida, manterédo terapia supressiva
com itraconazol 200-400 mg/dia, quando a erradicacdo do patdgeno ou correcdo da
imunossupressao ndo for possivel (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN et al., 2014).

2.7 VACINAS

Nos ultimos anos, novas estratégias foram propostas para controlar a esporotricose
diante da preocupacdo quanto a sua crescente incidéncia em humanos, cdes e gatos,
principalmente no Brasil. A resposta humoral especifica e protetora contra o Sporothrix ja foi
descrita e nesta cadeia pode estar a chave para uma futura investigacdo e producdo de vacinas
(GREMIAO et al., 2017). Considerando que os gatos s&o uma grande fonte de Sporothrix nas
epidemias brasileiras, uma vacina capaz de prevenir sua infec¢do ou controlar a carga fangica

seria uma medida para reduzir a transmisséo da doenga.

A Sporothrix 3-carboximuconatociclase tem emergido como possivel alvo para
estudos de vacinacdo. Desde o reconhecimento de anticorpos conta a Gp70e Gp60 no soro de
gatos com esporotricose, a idéia de produzir uma vacina para estes alvos com o objetivo de
prevenir a infecgdo felina, vem sendo estudada. Pesquisas estdo em curso para identificar o
melhor alvo candidato & vacina e o adjuvante ideal. (GREMIAO et al, 2017; RODRIGUES et
al., 2015; RODRIGUES et al., 2015).

Em recente estudo, avaliou-se a imunogenicidade e as propriedades protetoras de duas
formulacGes de vacinas a base de proteina de parede celular (SSCWP) de S. schenckii adjuvada
com hidrogenados de aluminio (AH) em um modelo murino de esporotricose sistémica.
(PORTUONDO et al., 2016).

Estudos estdo em andamento para identificar o melhor candidato protéico e o adjuvante

ideal para vacinas contra a esporotricose (GREMIAO et al., 2017).

2.8 ESPOROTRICOSE EM ANIMAIS

2.8.1 Esporotricose felina

A imunidade mediada por células desempenha um papel importante no controle da
esporotricose. Percentagens aumentadas de células CD4 estdo relacionadas a lesdes Unicas, com

baixa carga fangica e processo inflamatorio bem definido. Contudo, a maioria dos gatos com
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esporotricose apresentam lesdes acom granulomas mal formados e alta carga fangica, com
tendéncia a resposta inflamatoria Th2. Os mecanismos subjacentes que determinam as
diferentes apresentacdes da esporotricose felina ndo estdo completamente determinadas.
(GREMIAO et al., 2017)

Esporotricose grave felina pode se desenvolver independentemente de coinfecgdes por
retrovirus em gatos. Na maioria das areas endémicas do Rio de Janeiro, os gatos circulam em
areas publicas externas, sendo a maioria deles ndo vacinados, esterilizados e sem as medidas
antiparasitarias de profilaxia. Esta populacdo de gatos errantes contribuem para o contagio e
transmissdo da esporotricose entre estes animais, alem de estarem susceptiveis a outras
infeccBes (GREMIAO et al., 2017). Infeccbes flngicas e parasitarias elicitam vias imunes
conflitantes. Os mecanismos classicos de defesa contra infeccBes por helmintos incluem
aumento da IL-10 e das citocinas Th2, com supressdo da via Thl (ELLIOT et al., 2012). E
possivel que a coinfeccdo parasita- Sporothrix aumente a susceptibilidade a esporotricose.
Hipotetiza-se que o controle da infeccdo de helmintos em gatos com esporotricose levaria a
predominio de resposta inflamatdria tipo Th1 que contribuiria ao clareamento fungico e reducédo
do potencial zoonético da doenca (GREMIAO et al., 2017).

2.8.1  Esporotricose canina

De 1998 a 2014, 244 cachorros foram diagnosticados com a doenga no Rio de Janeiro
(VIANA et al., 2015). Apesar de haver um grande nimero de casos documentados de
esporotricose canina, ndo ha relatos de transmissdo zoondtica envolvendo estes animais na
epidemia do Rio de Janeiro. Cdes, na maioria das vezes, apresentam baixa carga fingica em
suas lesbes, ndo estando diretamente envolvidos na cadeia de transmissdo para humanos
(SCHUBACH et al., 2006; BARROS et al. 2010).

Alguns cuidados devem ser mantidos durante o tratamento, por se tratar de uma
zoonose que pode ser transmitida ao homem pelo contato com as les6es ulceradas dos animais.
E muito importante que o animal seja mantido em isolamento e que se faca uso de luvas todas
as vezes em gue houver contato fisico com o animal. Criancas, idosos, individuos que vivem
com HIV, diabéticos e qualquer outro individuo que seja portador de uma doenga crénica ou
esteja momentaneamente imunossuprimido, deve manter distdncia do animal com
esporotricose. O ambiente em que o animal se encontra e os utensilios utilizados, devem ser
higienizados periodicamente com substancias antissépticas (hipoclorito, por exemplo) (CRUZ
etal., 2013).



64

A esporotricose responde bem ao tratamento oral com solugdes saturadas de iodeto de
potéssio nas dosagens de 40mg/Kg para cées e de 20mg/Kg para gatos a cada 12 a 24 horas e
continuando por 30 dias ap0os o desaparecimento total dos sintomas. Em gatos, este tratamento
tem sido evitado pelos veterinarios porque € comum a ocorréncia de iodismo, caracterizado por
vOmitos, anorexia, depressdo, ictericia, tremores, corrimento nasal e ocular, hipotermia,
insuficiéncia cardiaca. Nestes casos, 0 tratamento deve ser interrompido por uma semana,
reiniciando-o com a mesma dosagem ou com dosagem mais baixa ou o iodeto pode ser
substituido por cetoconazol, itraconazol ou fluocitosina. Em gatos, bons resultados tém sido
obtidos com dosagens de 10mg/kg de peso, comumente 50mg de itraconazol por animal. Em
todos os casos, o tratamento deve ser continuado por 30 dias depois de desaparecidos 0s sinais
(GREMIAO et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos de esporotricose
humana atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE, as espécies do Complexo Sporothrix e 0

perfil de sensibilidade antifungica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever caracteristicas clinicas (forma clinica, sitio da lesdo primaria, tempo de
doenca, condi¢Bes imunossupressoras de base) e epidemioldgicas (procedéncia,
historia de contato com gatos doentes ou com material organico rural) dos pacientes
com esporotricose.

e Descrever achados dos testes diagndsticos: exame direto por escarificacdo e de
fragmento de tecido, cultura micoldgica de exsudato e de fragmento do tecido, e
exame histopatoldgico.

e Comparar a eficiéncia entre os testes diagndsticos para esporotricose (exame direto
do exsudato, exame direto do fragmento, cultura do exsudato, cultura do fragmento,
exame histopatol6gico), avaliando a sensibilidade e especificidades dos métodos.

e Verificar se ha vantagem em utilizar mais de um método (exame direto, cultura e
histopatoldgico) para o diagndstico de esporotricose e mais de um espécime
bioldgico (exsudato ou fragmento) para o exame micoldgico.

e Comparar a tempo de resposta terapéutica entre as diferentes formas clinicas,
presenca de reacao hipersensibilidade e imunossupressao.

e ldentificar as espécies do complexo Sporothrix de isolados de pacientes com
esporotricose, baseado no sequenciamento parcial do gene da calmodulina (CAL).

e Determinar o perfil de sensibilidade antifingica (concentragdo inibitéria minima —
CIM) para cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, terbinafina e
anfotericina B das espécies de Sporothrix envolvidas com os casos de esporotricose

humana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO, LOCAL E PERIODO

Estudo transversal aninhado a coorte prospectiva, envolvendo pacientes atendidos no
ambulatdrio de Dermatologia com diagndstico de esporotricose, no periodo de margo de 2017

a marco de 2018.

O estudo foi realizado na cidade do Recife, capital do estado de Pernambuco, tendo
como local de estudo o setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE. A clinica
dermatoldgica deste hospital realiza cerca de 850 consultas especializadas a cada més, sendo
uma das unidades de referéncia para diagndstico e seguimento de casos de doencas infecciosas
cutaneas no estado de Pernambuco, pela possibilidade assisténcia especializada e acesso a
exames complementares. Esta instituicdo dispde de equipe multiprofissional para assisténcia
ambulatorial, realizacdo de exames diagndsticos e tratamento desses pacientes. Desde marco
de 2017, o setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE iniciou ambulatorio para

acolhimento, confirmac&o do diagndstico e tratamento de casos de pacientes com esporotricose.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes com suspeita de esporotricose encaminhados para o ambulatério de
Esporotricose da clinica dermatoldgica do Hospital das Clinicas da UFPE, no periodo de margo
de 2017 a marco de 2018.

4.2.1 Critérios de Inclusao

Pacientes com diagnostico de esporotricose, maiores de 18 anos, atendidos na clinica
dermatoldgica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

4.2.2 Critérios de Excluséo

Pacientes gestantes ou lactantes.
4.3 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS
4.3.1 Método de coleta

Pacientes com suspeita clinica de esporotricose, encaminhados ao ambulatério
especializado do setor de Dermatologia da UFPE, foram avaliados pela pesquisadora e

convidados a participar do projeto, apds orientacdes e esclarecimentos quanto aos objetivos,
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riscos e beneficios do estudo. Aqueles que concordaram em participar do estudo, assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).

Para coleta de dados, foi aplicada uma ficha com dados pessoais, informacdes
epidemioldgicas e clinicas, mediante entrevista pessoal, de forma privativa e individual,
realizada pela pesquisadora, a fim de minimizar o surgimento de vieses. Nesta ficha constavam
também perguntas que avaliam uma possivel exposicdo ambiental a gatos doentes, bem como
a materiais vegetais, madeira ou solo. Os dados coletados foram arquivados em protocolo
especifico para esta pesquisa. Como a esporotricose atualmente faz parte da lista de notificacdo

compulsoria no estado de Pernambuco, todos 0s pacientes suspeitos foram notificados.

Os pacientes foram examinados pela pesquisadora/dermatologista para caracterizagéo
clinica das lesdes de esporotricose e fotografados. Realizaram exame direto do exsudato das
lesGes, além de duas biopsias com punch de 4mm de lesdo cuténea, que foram enviadas para
processamento histopatologico, exame direto e cultura micoldgica de fragmento de tecido
(Figura 1).

Apds confirmacdo do diagndstico de esporotricose, na auséncia da forma disseminada
da doenca, 0s pacientes iniciaram tratamento padrdo com itraconazol 100 mg/dia (ALMEIDA-
PAES et al., 2014) e foram acompanhados quinzenalmente, a fim de observar resposta clinica
e definir momento de suspender a medica¢do, quando atingiam a cura clinica (Figura 2). Os
pacientes foram reavaliados a cada 15 dias, com o objetivo de evidenciar resposta clinica e
possiveis efeitos colaterais. Quando, apds 4 a 8 semanas, as lesGes cutaneas haviam se agravado
ou estavam inalteradas, a dose do itraconazol foi dobrada para 200 mg/dia. Quando mesmo
apos 8 semanas da modificacdo da posologia nao for observada melhora das les6es, a medicacéo
sera substituida. A definicdo da dose de tratamento com o itraconazol e da forma de
acompanhamento baseou-se em protocolo de coorte de pacientes com esporotricose do Instituto
de Pesquisa Clinicas Evandro Chagas (IPEC) (ALMEIDA-PAES et al. 2014).
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Figura 1 — Fluxograma para diagndstico da esporotricose no Ambulatdrio de
Dermatologia, HC-UFPE.

DIAGNOSTICO DA ESPOROTRICOSE

Suspeita clinica de esporotricose

Questionario

Exsudato Bidpsia de pele + fotografia
Exame direto Cultura micolégica Fr.agmento para
Histopatoldgico
Fragmento (HE e PAS)
Cultura micoldgica Exame direto

- Identificacdo genotipica
Se Cultura micolégica + (sequenciamento parcial do gene da calmodulina)
- Teste de sensibilidade antifungica

Reavaliagdo do paciente com 15 dias

Os pacientes foram avaliados quanto a possiveis interacbes medicamentosas ou outras
contra-indicacfes ao uso do itraconazol: uso de psicolépticos, antidiabéticos, estatinas,
bloqueadores do canal de calcio, anticonvulsivantes (carbamazepina,fenitoina e fenobarbital)
cardiotropicos (digoxina) ou agentes anti-parkinsonianos. Na impossibilidade de usar o
imidazdlico, foram considerados para tratamento com iodeto de potéssio 3g/dia ou terbinafina
250mg/dia. O protocolo da pesquisa incluiu a realizacdo de exames laboratoriais antes do inicio
do tratamento, solicitados no primeiro atendimento: hemograma completo com velocidade de
hemossedimentacdo (VSH), bioquimica hepética, funcéo renal, lipidograma e sorologias para
hepatites B e C e HIV. Exames de bioquimica hepatica, lipidograma e hemograma foram

repetidos apds 8 semanas de tratamento.

Foi considerado curado o paciente que apresentou lesdo(6es) completamente
cicatrizada(s) com epitelizagdo completa e auséncia de crostas, areas infiltradas ou eritema. A
medicacdo antifingica foi suspensa 4 semanas apos a resolucgéo clinica das lesdes. No caso de
lesbes extra-cutaneas, as lesdes pré-existentes precisaram estar totalmente involuidas.
Termimada a medicagdo, o paciente ainda foi acompanhado mensalmente para avaliar possiveis

recidivas por mais 2 meses.
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Figura 2: Fluxograma de seguimento clinico e tratamento dos pacientes com esporotricose

TRACONAZOL 100mg/de | Sepumentoqunienal| | Atéeura.  ResvalagioNersalpor 3m

* Se lesdes piorarem ou mantiverem-se inalteradas apés 4 semanas ITRACONAZOL 200mg/dia

lodeto de Potassio
Se lesdes continuam piorando ou

mantiverem-se inalteradas apés 4 semanas Terbinafina

Anfotericina B

4.3.2 Instrumento de coleta de dados

Foi utilizada uma ficha (Apéndice B) estruturada com dados objetivos. O instrumento de

pesquisa apresentava se¢des para contemplarem as seguintes avaliagdes:

a) Dados epidemiologicos do paciente;
b) InformacGes quanto ao aspecto clinico da doenca e morbidades associadas;
c) InformagBes quanto ao tratamento instituido e seguimento;

d) Secdo reservada para registro de resultado de exames complementares.
4.3.3 Biopsia de pele

A coleta do material de bidpsia ocorreu em ambiente reservado e obedecendo as

seguintes etapas:

a) Preparo do material para a biopsia
e Identificacdo dos frascos com formol e preenchimento de fichas com os dados dos

pacientes.
b) Realizagéo do procedimento

e Assepsia e antissepsia com clorexidina, anestesia local com lidocaina a 2%, duas biopsias

por punch descartavel n.° 4 de lesdo cutanea, hemostasia, sutura e curativo.
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e Orientacdes ap0s os procedimentos quanto a limpeza e cuidados com a ferida operatoria.
¢) Armazenamento do fragmento.

e O fragmento de biopsia obtido da leséo de pele foi fixado em formol a 10% para avaliagdo
anatomopatoldgica no Hospital das Clinicas da UFPE. O segundo fragmento de bidpsia
serd colocado em soro fisioldgico a 0,9% e encaminhado ao laboratério de Micologia
Médica Sylvio Campos da UFPE.

4.3.4 Exame Histopatoldgico

Os fragmentos de biopsia foram enviados para exame histopatoldgico, fixados em
formol a 10% e submetidos aos métodos convencionais de processamento, coloracdo com
hematoxilina-eosina (HE) e éacido periédico de Schiff (PAS), e, em seguida, avaliados por
dermatopatologista. Diante de uma lesdo clinicamente suspeita, com epidemiologia favoravel,
o0 achado de inflamacgdo granulomatosa supurativa foi considerada sugestiva de esporotricose.
O encontro de formas leveduriforme a coloragdo pelo PAS foi considerado diagnostico, neste

contexto.
4.3.5 Exame micoldgico

A andlise e processamento do exame direto e da cultura dos diferentes espécimes foram
realizados no Laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos, Departamento de Micologia do
Centro de Ciéncidas Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco.

a) Exame direto

Foi coletado o exsudato através de punc¢do dos nddulos gomosos ou das bordas de lesdes
ulceradas, além de escarificacdo epidérmica nos casos com lesdes ulcero-crostosas. O exame
direto também foi realizado no fragmento de pele obtido por bidpsia. Foi considerada positiva a
presenca de células leveduriformes em naveta ou elipticas, além de células leveduriformes

globosas.
b) Cultura micologica

Foi realizada tanto a partir dos fragmentos de tecido (por biopsia), quanto do exsudato
das lesbes. Apds a obtencdo, as amostras foram preparadas e semeadas em duplicata na superficie
do meio Brain-Heart Infusion (BHI) e do meio agar Sabouraud adicionado de 50 mg/L de
cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas a temperatura de 30° C e 37° C por até 15 dias.

Concomitantemente, esfregacos teciduais foram confeccionados sobre lamina e corados com
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Giemsa e clarificados com hidroxido de potassio a 20%. Apds o surgimento das col6nias em
meio de cultivo, os isolados clinicos foram purificados e identificados (LACAZ et al., 2002).

4.3.6 Definicdo das espécies
a) Purificacdo e identificacdo dos isolados

Foram colocados fragmentos da coldnia fangica em agua destilada esterilizada adicionada
de 50 mg/L cloranfenicol. Desta suspensdo, 0,2mL foram semeados por esgotamento na
superficie do meio agar Sabouraud suplementado com extrato de levedura e cloranfenicol em
placas de Petri. Posteriormente, as colénias foram repicadas para tubos de ensaio contendo Batata
Dextrose Agar (BDA), para posterior identificagio. Apds serem obtidas culturas puras, estas
foram identificadas genotipicamente através do sequenciamento parcial do gene da calmodulina
(CAL).

e Identificacdo genotipica
Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA genomico do fungo foi obtido a partir de sua fase filamentosa. O processo de
extracdo, se baseou em Woods et al. (1993), onde um fragmento da coldnia foi congelado em
nitrogénio liquido, sofrendo posterior lise mecénica com o auxilio de um “pildo”. Apds a lise
celular, o DNA passou por um processo de lavagem em tampao TES e em cloroféormio alcool
isoamilico, sofrendo sucessivas centrifugagdes e vortexizagdes, € posteriormente suspenso em
acetato de sddio 3M e em etanol 100%, novamente lavado em alcool 70%, e finalmente
ressuspenso em 50 pL de dgua destilada, sendo entdo armazenado a 4°C overnight. O DNA

extraido foi entdo quantificado no Nanovue, e diluido para que se obtenha 25 ng de DNA.
Sequenciamento parcial do gene CAL

Para realizacdo do sequenciamento parcial do gene CAL as seguintes sequéncias
iniciadoras (“primers”) foram utilizadas: “primers” senso CL1 (5’-GA(GA) T(AT) CAA GGA
GGC CTT CTC-3’) e antisenso CL2A (5’-TTT TTG CAT CAT GAG TTG GAC-3’)
(O’DONNELL et al., 2000). As condi¢gdes de PCR utilizadas foram iguais as previamente
descritas para amplificacdo do gene CAL (Oliveiraet al., 2010), 95°C por 10 minutos, 38 ciclos
a 95°C por 1 minuto, 64,5°C por 50s, 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 10
minutos. O sequenciamento foi realizado nas direcdes 5° e 3" em um volume de reacdo de 10
ul contendo 4 pl de “premix terminator”, 100 ng de DNA, 3,2 pMoles de “primer”. O mix da
PCR constitui de Buffer 10x PCR/KCI, 2,0mM de MgCl: (Invitrogen), 0,04mM do mix de
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dNTPs (Invitrogen), 1U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 10 uM do Primer Cal

senso e 10 uM do Primer Cal antisenso.
4.3.7 Teste de susceptibilidade antifingica

Foi realizado no Laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos, Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, em cada espécie de Sporothrix, com 0s
antifungicos de referéncia. A determinacéo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e seguiu o
protocolo M38-A2 (CLSI, 2008). O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
EUA) esterilizado em membranas de 0,22um (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-
glutamina, sem bicarbonato de sodio e pH 7,0£0,1 tamponado com acido morfolino propano
sulfonico (MOPS; 0,165 mol.Lt; Sigma-Aldrich). Os antifiingicos avaliados foram anfotericina
B (Bristol-Myers Squibb) e itraconazol em concentracdes variando de 0,015 a 16 ng.mLe 0,125
a 64pg.mL?, respectivamente. As moléculas foram diluidas em DMSO. Os isolados de
Sporothrix foram mantidos em meio BDA e incubadas a 35°C durante 7 dias. As suspensdes dos
isolados foram preparadas em solucdo salina (0,85g/L), e a densidade foi ajustada de acordo com
a escala 0.5 de MacFarland em 80% a 82% de transmitancia utilizando um espectrofotometro a
530nm. O volume do indculo foi posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma concentracao
de 2-5x10% céls.mLL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagéo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O in6culo foi adicionado aos pogos com os antifungicos e as
placas foram incubadas a 35°C, durante 48h, antes de ler os resultados para determinacédo da

CIM frente a cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, terbinafina e anfotericina B.

4.4 DEFINICAO DE TERMOS E CATEGORIZACAO DE VARIAVEIS
4.4.1 Definigdo dos termos

o Caso de Esporotricose: Paciente com leséo(des) clinica(s) de nodulos, ulceras ou
placas na pele com: pelo menos um exame complementar compativel com esporotricose (exame
histopatoldgico, exame micoldgico direto e/ou cultura micologica) e/ou que obteve cura clinica
com o tratamento antifingico especifico.

. Exame histopatolégico:

o  Oachado de inflamacao granulomatosa supurativa foi considerada sugestiva

de esporotricose, na auséncia de elementos fangicos a coloragdo PAS.
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o  Oachado de inflamacdo granulomatosa supurativa com encontro de formas
leveduriforme ao PAS foi considerado diagndstico.

Exame micoldgico direto:

o Foi considerado positivo a presenca de células leveduriformes em naveta ou
elipticas, além de células leveduriformes globosas.

Cultura micologica (de fragmento ou exsudato):

o Foi considerado positiva quando observadas no microcultivo a 25°C hifas
septadas de ramificacBes delicadas com conidiéforos com extremidades
afiladas que suportam conidios piriformes em arranjo de “flor”.

Tempo de doenca: tempo (em dias) relatado pelo paciente do inicio dos sintomas

cutaneos até o diagndstico com a introducéo da medicacéo antifungica.

Tempo de tratamento: Tempo (em dias) da introducdo do tratamento antifingico

até a cura clinica.

Formas clinicas da esporotricose

o Cutanea fixa: Presenca de lesdo papulosa, papulopustulosa, nédulo ou
placa verrucosa, Ulcera ou pequenos abscessos no sitio de inoculagédo do
fungo.

o Linfocutanea: presenca de lesdo nodulo-ulcerativa no sitio de
inoculacdo e uma série de nddulos similares ao longo do trajeto dos vasos
linfaticos proximais, com ou sem adenopatia satélite.

o Cuténea disseminada: presenca de pelo menos trés lesbes cutaneas
envolvendo dois locais anatdmicos diferentes.

o Disseminada, visceral ou extracutanea: quando houve envolvimento
visceral ou mucoso, acompanhado ou ndo de acometimento da pele.

Cura clinica: lesdo(des) cutanea(s) cicatrizada(s) definidas como epitelizacdo

completa e auséncia de crostas, areas infiltradas ou eritema e, no caso, de lesbes

extra-cutaneas, o desaparecimento de lesGes pré-existentes nos sitios

previamente acometidos como mucosas e acometimento visceral.
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e Variaveis sociodemograficas e caracterizacdo da amostra
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Variaveis Definicéo Categorias

Sociodemograéficas

Sexo Sexo bioldgico do paciente Masculino e feminino

Idade Idade do paciente (em anos) auto- 18-29 anos
referido no momento da inclusdo 30-59 anos

no estudo, categorizadas. > 60 anos
Fototipo Definida como cor da pele e sua I -1l
reatividade a exposicao solar do - v
individuo conforme os critérios de V- VI
Fitzpatrick (WALKER, 2003).
Procedéncia Recife

Regido Metropolitana do Recife

Interior
Ocupagéo Profissdo exercida ou atividade Trabalhador rural
principal Veterinario

Empregado doméstico

Do lar
Outros
e Variaveis epidemioldgicas
Variaveis Definicéo Categorias

epidemioldgicas

Contato com gatos na Contato intradomiciliar com Sim ou ndo
residéncia gatos, relatado pelo préprio

paciente

Contato recente com Contato com gatos com feridas, Sim ou ndo
gatos com feridas em casa, trabalho ou em situagdo

cutaneas eventual, relatado pelo proprio

paciente




Atividades com Sim ou ndo
jardim ou solo na
residéncia, trabalho

ou lazer

Bairro - Cidade Bairro da cidade em que mora

e Variaveis quanto as caracteristicas clinicas dermatologicas

Definigéo Categorias

Tempo de doenca Tempo (em semanas) do inicio
< 4 semanas
4 a <8 semanas
diagndstcio e introducdo da 8a <12 semanas
> 12 semanas

dos sintomas cutaneos até o

medicacgao antifungica
manifestacdo  dermatologica,

referido pelo préprio paciente

Forma clinica da Referente a classificacdo clinica Fixa
esporotricose dermatolégica do aspecto das Linfocutanea
lesbes cutaneas de Cutanea Disseminada
esporotricose. Disseminada ou Extracutanea
Sitio anatdmico Localizacdo anatémica afetada Cabeca
acometido pela dermatose, descrita pelo Pescogo
pesquisador. Tronco

Membros superiores

Membros inferiores

Acometimento extracutaneo da Sim ou Ndo
Sitios extracutaneos esporotricose, como 0
envolvimento mucoso nasal,

ocular ou em drgéo internos.

Condicdo Pacientes vivendo com Sim ou N&o
imunossupressora HIV/aids, etilistas, em
Associada quimioterapia ou em uso de

imunossupressores.




e Variaveis quanto as caracteristicas do exame micoldgico e identificacdo molecular

Variaveis Definigéo Categorias

Exame direto Encontro de células leveduriformes em Sim
naveta ou elipticas, além de células Né&o
leveduriformes globosas.

Cultura micolégica Foi considerada positiva 0 encontro de Positivo
hifas septadas de ramificacfes delicadas Negatico

com conidiéforos com extremidades
afiladas que suportam conidios piriformes
em arranjo de “flor” no microcultivo a

25°C

Exame

histopatoldgico

Compativel com esporotricose: o achado
de inflamagdo granulomatosa supurativa
de

esporotricose, na auséncia de elementos

foi considerada sugestiva

fangicos a coloragdo PAS.

Diagnostico de esporotricose: Inflamagéo
granulomatosa supurativa com encontro

de formas leveduriforme ao PAS.

Compativel com

esporotricose

Diagnéstico de

esporotricose

Né&o compativel

Definicdo da espécie
do
Sporothrix

Complexo

Baseado na identificacdo genotipica pelo

sequenciamento parcial do gene da CAL.

S.  schenkii
senso

S. brasiliensis
S. luriae

S. globosa

S. mexicana
S. pallida

S. chilensis

stricto
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esporotricose

dermatolégica do aspecto das lesbes
cuténeas de esporotricose.

Definicdo Categorias
Tempo de doenca Tempo (em semanas) do inicio dos
sintomas cutaneos até a introducdo da <4 sem
medicacdo antifingica manifestacdo 5-8 sem
dermatoldgica, referido pelo proprio >8 sem
paciente.
Forma clinica da Referente &  classificagdo  clinica Fixa

Linfocutanea

Cutanea Disseminada

Disseminada ou
Extracutanea

Sitio anatdmico Localizacdo anatdbmica afetada pela Cabeca

acometido dermatose, descrita pelo pesquisador. Pescogo
Tronco

Membros superiores

Membros inferiores

Acometimento extracutaneo da Simou Néo
Sitios extracutaneos esporotricose, como o0 envolvimento

mucoso nasal, ocular ou em 6érgdo

internos.
Condicdo Pacientes vivendo com HIV/aids, etilistas, Sim ou N&o
imunossupressora em quimioterapia ou em uso de
Associada IMunNOoSSuUpressores.

4.5 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncias absolutas e

percentuais para as variaveis categoricas; e para variaveis numericas, média aritmeética e desvio

padrdo (DP). Para verificar associagio entre variaveis categoricas foi utilizado o teste X2 de

Pearson. Para comparacao entre categorias em relacdo a varidvel numérica, foi utilizado o teste

t-Student (no caso de duas categorias) ou F-ANOVA (se mais de duas categorias). Para a

verificar concordancia de testes diagnosticos, foi utilizado o indice Kappa. Para a comparagéo

da atividade de drogas antifungicas entre as espécies foi utilizada a média geométrica, a

amplitude e o teste de Kruskal-Wallis.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da UFPE, pelo parecer nimero 2.199.609 (ANEXO A).

Todos os pacientes foram devidamente informados sobre a finalidade e riscos do estudo,
assim como do desconforto e dos beneficios que a pesquisa poderia trazer. Aqueles que
aceitaram o convite para participar, receberam o termo de consentimento livre e esclarecido
(APENDICE A) para assinatura em duas vias, ficando uma com o pesquisador e outra com 0
paciente (sujeito pesquisado). Os pacientes que assinaram o referido termo, responderam
perguntas em local reservado para preenchimento da ficha de coleta de dados (APENDICE
B).

Os pacientes foram expostos a constrangimentos na entrevista e registro fotografico e a
riscos durante realizacdo de bidpsia de pele. Para minimiza-los, foi realizado um adequado
esclarecimento dos pacientes em local reservado, onde foram informados do direito de se
recusar de participar da pesquisa ou desistir da sua participacao a qualquer momento, sem que
houvesse prejuizo ao seu tratamento ou a sua relagdo com a pesquisadora ou com 0s
profissionais do HC-UFPE. Foi assegurado também que os dados pessoais e resultados dos
exames dos pacientes fossem confidenciais e utilizados apenas para fins cientificos, de forma
que ndo permitisse a identificacdo dos participantes da pesquisa. A bidpsia foi realizada nas
lesBes cutaneas, procedimento que ja faz parte da rotina de investigacdo de doencas
infecciosas de pele. Foi garantido aos participantes da pesquisa que a pesquisadora
responsavel pelo estudo ficaria disponivel para esclarecer davidas e para dar informacdes
sobre 0 andamento da pesquisa.  Os esclarecimentos sobre o estudo, o procedimento de
biopsia de pele e orientagcdes sobre cuidados apds o procedimento foram realizados sob

orientagédo da pesquisadora. Este estudo ndo apresentou conflitos de interesse.

Os dados coletados nesta pesquisa referentes a questionarios e fotografias ficardo
armazenados em computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora no enderecgo
AV. Prof. Moraes Rego, S/N, Cidade Universitaria, HC-UFPE, Setor de Dermatologia, pelo

periodo minimo de 5 anos.

A participacdo no estudo beneficiou diretamente os pacientes, j& que estes obtiveram a
confirmacéo diagnostica dos casos de esporotricose humana, fizeram tratamento antifingico e
mantiveram o acompanhamento clinico até alta dos pacientes. A defini¢do das espécies do

Complexo Sporothrix envolvidas com os casos locais de esporotricose humana trouxe dados



valiosos sobre o surto local, assim como o perfil de sensibilidade antifingica dos isolados
podera sugerir as melhores medicagdes a serem instituidas nos casos da infec¢cdo na nossa

regido, apds ampla divulgacao.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO 1 — SURTO DE ESPOROTRICOSE HUMANA EM PERNAMBUCO,
NORDESTE DO BRASIL: EPIDEMIOLOGIA, MANIFESTACOES CLINICAS E
RESPOSTA TERAPEUTICA

INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca infecciosa granulomatosa subaguda ou crénica causada
por fungos termodimorficos do complexo Sporothrix 2. Apresenta notada endemicidade na
América Latina, principalmente no Sudeste do Brasil. A doenga esta intimamente ligada a
diferentes formas de atividade humana, habitats, estilos de vida e apresenta interagcdo tanto
ambiental como zoonética®>. Nas Ultimas duas décadas, observou-se mudangas na
epidemiologia, distribuicio e taxonomia da esporotricose *°, sendo considerada atualmente
uma doenca emergente, em varias regides do Brasil, principalmente sob a forma de epidemias

e surtos zoonéticos °.

Apesar da infeccdo classica estar associada a inoculacdo traumatica do solo, plantas ou
materiais contaminados pelo fungo, existem areas geograficas em que predominam a
transmissdo a partir de gatos infectados, como observado no Rio de Janeiro, considerado
hiperendémico para a esporotricose, com mais de 5.000 casos humanos diagnosticados desde
1998. Casos de esporotricose felina e transmissao zoonética também foram relatados em outros
estados, especialmente no Rio Grande do Sul e em S&o Paulo ®’. O agente etioldgico
responsavel por esses surtos é o Sporothrix brasiliensis, um ramo clonal altamente patogénico

das espécies cléssicas Sporothrix schenckii sensu stricto (s. Str.) *7.

A heterogeneidade morfoldgica das lesdes frequentemente torna o diagnostico dificil,
particularmente em regides ndo endémicas, levando a um atraso na definicdo diagnostica e
curso clinico protraido, com impacto na sadde publica®. Formas clinicas disseminadas ou
atipicas com manifestacGes de hipersensibilidade tém sido descritas em algumas regides e
parecem estar associadas com alguns isolados do Sporothrix 1. Embora associada & baixa
letalidade, causa morbidade consideravel e requer tratamento especifico para sua resolugio *2.
lodeto de potassio foi o tratamento padrdo durante muitos anos mas, recentemente, o

itraconazol, a terbinafina e a anfotericina B tém sido utilizados com alta eficacia 3318,

No Nordeste do Brasil, casos esporadicos de esporotricose ja foram relatados, em sua
maioria, de forma ocupacional acometendo individuos de area rural. Nos ultimos quatro anos,

constatou-se 0 aumento da detecgédo de casos de esporotricose felina, o que coincidiu com a
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percepcdo de um maior ndmero de casos humanos de esporotricose nos servigos de salde.
Diante deste cenério, com indicios de mudanca do perfil epidemiolégico e a falta de dados sobre
a doenca na regido, este estudo teve o proposito de avaliar os casos de esporotricose humana
em Pernambuco, sendo o primeiro estado do Nordeste do Brasil a caracterizar seus casos do

ponto de vista epidemioldgico, clinico e terapéutico.
MATERIAIS E METODO

Local e desenho do estudo

Estudo transversal aninhado a coorte prospectiva, realizado no ambulatorio
especializado da Clinica Dermatoldgica de Hospital Universitario puablico na cidade do Recife,
Pernambuco, Nordeste do Brasil, no periodo de marco de 2017 a marco de 2018. O setor de
Dermatologia atende pacientes de todo o estado, com fluxo de atendimento de 850 pacientes ao
més. O estado de Pernambuco tem uma populagéo estimada de 9.473.266 habitantes em 2017,
dos quais 80,2% vivem em &rea urbana. ** A regifo tem clima tropical imido no litoral e

predominantemente semiarido no interior.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (CAAE: 71105617.7.0000.5208).

Pacientes e seguimento

Todos os pacientes acima de 18 anos com suspeita de esporotricose e referenciados ao
ambulatdrio foram incluidos no estudo e examinados para caracterizagdo clinica das lesGes de
esporotricose, fotografados e submetidos ao exame direto do exsudato das lesdes, além de duas
biopsias com punch de 4mm, uma enviada para processamento histopatologico e outra, para
exame direto e cultura micoldgica. Alem disso, responderam questionario com dados pessoais
e informagdes demogréficas, epidemiologicas e clinicas. Foi considerado caso de esporotricose
0 paciente com lesdo(des) clinica(s) de nddulos, Ulceras ou placas na pele com pelo menos um
dos exames complementares abaixo: a. exame histopatoldgico com inflamacéo granulomatosa
supurativa mista com ou sem estruturas leveduriformes visiveis, sugestivas de infecgédo fungica;
b. exame micoldgico direto com evidéncia de células leveduriformes hialinas, globosas ou
elipticas; c. cultura micolégica com desenvolvimento de Sporothrix sp.; e/ou que obteve cura

clinica com o tratamento antifiingico®. Foram excluidas gestantes e lactantes.

Apods confirmacdo do diagndstico de esporotricose, na auséncia de doenca

disseminada, os pacientes iniciaram tratamento padrdo com itraconazol 100 mg/dia e foram
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acompanhados quinzenalmente, para observar resposta clinica, possiveis efeitos colaterais,
além de definir o momento de suspender a medicagdo ap6s cura. Quando, apds 4 a 8 semanas,
as lesdes cutdneas apresentavam agravamento ou continuavam inalteradas, a dose do
itraconazol foi dobrada para 200 mg/dia. Quando mesmo apds 8 semanas da modificacdo da
posologia ndo se observou melhora das lesdes, a medicagdo foi substituida. A definicdo da dose
de tratamento com o itraconazol e da forma de acompanhamento baseou-se em protocolo de
coorte de pacientes com esporotricose do Instituto de Pesquisa Clinicas Evandro Chagas
(IPEC)3. Na impossibilidade de pacientes usarem o imidazélico, foram considerados para
tratamento com iodeto de potassio 3g/dia ou terbinafina 250 mg/dia. A medicacdo antifungica
foi suspensa apds 4 semanas da cura clinica. Foi considerado clinicamente curado o paciente
com lesdo(Bes) completamente cicatrizada(s), reepitelizacdo completa e auséncia de crostas,
areas infiltradas ou eritema. No caso de lesdes extra-cutaneas, as lesdes pré-existentes

precisaram estar totalmente involuidas.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados descritivamente através de frequéncias absolutas e
percentuais para as variaveis categéricas e as medidas: média, desvio padrdo, mediana e
percentis para as variaveis numéricas. Para avaliar associacao entre duas variaveis categoéricas
foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson ou o teste Exato de Fisher nas situacdes em que
a condicdo para utilizacdo do teste Qui-quadrado ndo foi verificada. Na comparacéo entre as
categorias das variaveis independentes, em relacdo ao tempo de tratamento foi utilizado teste
de Mann-Whitney no caso de duas categorias e o teste de Kruskal-Wallis no caso de mais de
duas categorias. A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5% e 0s
intervalos foram obtidos com confianca de 95%. Os dados foram digitados na planilha EXCEL

e 0 programa utilizado para obtencdo dos célculos estatisticos foi o IMB SPSS na verséo 23.

RESULTADOS

No periodo pesquisado, foram atendidos no ambulatério de referéncia 131 pacientes
com suspeita clinica de esporotricose. Obtivemos confirmagdo diagnostica em 111 pacientes,
dos quais 98 foram incluidos no estudo. A analise de distribuicdo quanto ao sexo mostrou maior
ocorréncia no sexo feminino (73,5%) quando comparada ao masculino (26,5%). A idade dos

pacientes variou de 19 a 91 anos, com média de 47,7 anos (DP 16,7) e mediana de 48 anos. A
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maioria dos casos (91,8%) tinha procedéncia da Regido Metropolitana do Recife, &rea urbana
do estado de Pernambuco. Ndo houve uma predilecdo absoluta por determinada ocupacao;
individuos que realizavam atividades predominantes em domicilio, desde aposentados, donas-
de-casa e empregados domeésticos somaram 38,7% dos casos (38/98). Historia de contato com
gatos em domicilio esteve presente em 77,6% (76/98) dos casos, enquanto 81,6% (81/98)
descreveram contato com gatos com feridas na pele, por meio de arranhaduras ou mordeduras.
Apenas 27,6% (21/98) dos pacientes relataram alguma atividade com manipulacdo de solo ou

vegetal ou plantas, a maioria de forma eventual e por lazer (Tabela 1).

A duracdo dos sintomas antes do atendimento médico variou de 5 a 280 dias, com média
de 41,8 dias (DP= 42,43 dias) e mediana de 30 dias. A forma clinica predominante foi a
linfocutanea acometendo 66 (67,3%) pacientes, seguido da cutanea fixa em 27 (27,6%) (Figura
1). A forma cuténea disseminada ocorreu em cinco casos, mas nenhum paciente apresentou
envolvimento visceral (Figura 2). As lesdes foram mais comumente encontradas nos membros
superiores em 79 (80,6%) casos (Tabela 2). Mudltiplos sitios anatdmicos foram afetados por

diferentes focos de inoculagdo num mesmo paciente em 15 (15,3%) casos.
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Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas dos 98 pacientes diagnosticados com
esporotricose no ambulatdrio especializado do Setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco, entre marco de 2017 a margo de 2018.

Variavel n %
TOTAL 98 100,0
Faixa etaria (anos)
19a29 18 18,4
30a59 57 58,2
60a 91 23 23,5
Sexo
Masculino 26 26,5
Feminino 72 73,5
Regido
Recife 34 34,7
Outros municipios da RMR 56 57,1
Interior do estado 8 8,2
Ocupacéo
Do lar / Aposentado 34 34,7
Atividade veterinaria 3 31
Trabalhador rural 2 2,0
Estudante 4 4,1
Empregada domestica 5 51
Outros 45 459
Desempregado 4 4,1
Pedreiro 1 1,0
Possui gatos em domicilio
Sim 76 77,6
Né&o 22 22,4
Contato com gatos doentes
Sim 80 81,6
Néo 18 18,4
Atividade com solo e plantas
Sim 27 27,6
Nao 71 72,4

Sintomas sistémicos inespecificos como febre, artralgia e cefaleia foram relatados por
37,8% dos pacientes, estando presentes em todos 0s casos que apresentaram manifestacoes de
hipersensibilidade. Observou-se uma alta frequéncia (25,5%, n=25) de manifestacGes de
hipersensibilidade, com 13 casos de eritema nodoso, oito casos de eritema multiforme e um de
sindrome de Sweet (Figura 3). Trés pacientes apresentaram concomitantemente mais de um

padrdo de reatividade. Condig¢Oes de imunossupresséo subjacentes como HIV/aids (1), uso de
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medicagdes imunossupressoras (5), tratamento quimioterdpico (1), etilismo (2) estiveram

presentes em 9 pacientes.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos 98 pacientes com esporotricose.

Variavel n %
TOTAL 98 100,0
Forma clinica
Fixa 27 27,6
Linfocutanea 66 67,3
Cutanea disseminada 5 51
Duracéo dos sintomas (semanas)
<4 37 37,8
4a<8 43 43,9
8a<12 12 12,2
>12 6 6,1
Sitios anatdmicos acometidos @
Cabega 5 51
Pescogo 6 6,1
Tronco 11 11,2
Membros superiores 79 80,6
Membros inferiores 9 9,2
Sintomas sistémicos associados
Sim 37 37,8
Nao 61 62,2
IIil/l";z:lg|festau;oes de hipersensibilidade 73 745
. 25 25,5
Sim
Eritema nodoso 13 13,3
Eritema multiforme 8 8,2
Sindrome de Sweet 1 1,0
Eritema nodoso + multiforme 2 2,0
Eritema nodoso + eritema multiforme + sindrome de Sweet 1 1,0
Imunossupressao
Sim 9 9,2
Nao 89 90,8

(1) Os percentuais foram obtidos com base nos 98 pacientes. Considerando que 0 mesmo paciente pode apresentar
mais de um sitio anatémico acometido, a soma das frequéncias pode ser superior ao total de pesquisados
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Figura 2: Lesbes em dorso, face e membro superior em uma mesma paciente com esporotricose cutanea
disseminada.

Figura 3: Pacientes com esporotricose e manifestagdes de hipersensibilidade. A. Eritema nodoso, artrite em joelho
esquerdo em paciente com lesao fixa de esporotricose em coxa; B: Eritema multiforme; C: Sindrome de Sweet.
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Tabela 3 — Avaliacdo da presenca de manifestagdes de hipersensibilidade segundo a forma
clinica, duracéo dos sintomas e imunossupressao.

Hipersensibilidade

Variavel Sim N&o Total Valor p
n % n % n %

Total 25 100,0 73 100,0 98 100,0

Forma clinica 0,251 @

Fixa 10 40,0 17 23,3 27 27,6

Linfocutanea 14 56,0 52 71,2 66 67,3

Cuténea disseminada 1 4,0 4 55 5 51

Durac&o dos sintomas (dias) 0,006* @

5a15 9 36,0 9 12,3 18 18,4

16 a 30 9 36,0 23 31,5 32 32,7

31a60 7 28,0 25 34,2 32 32,7

61 dias ou mais 0 0,0 16 21,9 16 16,3

Imunossupressao 0,227 W

Sim 4 16,0 5 6,8 9 9,2

Néo 21 84,0 68 93,2 89 90,8

(*) Associacdo significativaa5 %
(1) Através do teste Exato de Fisher.

Quanto ao tratamento, 91 (92,9%) pacientes foram tratados com itraconazol 100mg/dia;
destes, dezenove (20,8%) necessitaram de doses maiores para obter cura clinica. Por motivos
de interacdo medicamentosa, seis receberam outros tratamentos antifungicos com iodeto de
potéssio (n=3), terbinafina (n=3). Apenas um caso de esporotricose disseminada necessitou de
anfotericina B desoxicolato endovenosa e manutengdo com o imidazélico ap6s controle inicial
da infeccdo. Sete pacientes perderam seguimento antes da alta por cura. O tempo médio de
tratamento foi de 18 semanas (DP=8,53), variando de 0 a 65,14 semanas, com mediana de 17,29
semanas. Cerca de 16,3% (16/98) pacientes apresentaram algum efeito colateral com o uso do
itraconazol, como cefaleia, epigastralgia, cefaleia e hipertrigliceridemia, contudo ndo foi
necessario suspender a medicacdo em nenhum caso. Os pacientes que apresentaram
manifestacdes de hipersensibilidade que chegaram a consulta muito sintomaéticos, usaram, além
do antifangico, prednisona 0,5mg/kg/dia por 7-14 dias e orientados a fazer repouso, com
resolucéo do quadro.
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Tabela 4 —-Tempo de tratamento (em semanas) segundo a forma clinica, presenca de
manifestacdes de hipersensibilidade e imunossupressao.

Estatisticas

Variavel Media Desvio padrdo  Mediana P25 P75 Valor de p
Forma clinica p ¥=0,066
Fixa 15,02 6,31 15,00 11,0 19,0

Linfocutanea 19,01 9,20 18,14 14,29 22,14

Cut. Disseminada 21,14 6,24 21,29 15,29 26,93

ManifestacGes de p @ =0,046*
Hipersensibilidade

Sim 16,91 11,25 14,43 11,14 20,71

Né&o 18,40 7,43 18,00 14,71 21,64
Imunossupressao

Sim 18,24 6,80 18,00 12,00 22,21 p@=0911
N&o 18,00 8,72 17,14 13,57 21,14

(*) Associacdo significativa a 5%
(1) Através do teste Kruskal Wallis
(2) Através do teste Mann-Whitney.

Né&o se observou diferenca no tempo médio de tratamento quando categorizamos 0s
casos por forma clinica e imunossupressdao; ja a presenca de manifestacbes de
hipersensibilidade esteve associada a um menor tempo de tratamento até a cura (p=0,046)
(tabela 4).

DISCUSSAO

A regido Nordeste do Brasil ainda ndo havia documentado um grande nimero de
pacientes com esporotricose humana, como o verificado em 2017 e 2018. A percepcdo de
aumento dos casos da doenca, em diversos servi¢os de satde, motivou a criagcdo do ambulatério
de referéncia no Hospital universitario. Apesar de ndo haver dados publicados em relacdo aos
anos anteriores, observou-se, em um ano de estudo, elevacdo de mais de 50 vezes no numero
de casos de esporotricose, de acordo com registros internos da instituicdo. Outros estados do
Nordeste do Brasil, como Rio Grande do Norte?!, Paraiba?® e Alagoas 2 ja registraram casos
de esporotricose em animais, com raros casos de transmissdo zoondtica. No Brasil, casos
humanos e animais da doenca também foram publicados no Amazonas e Pard, entretanto, a

maioria dos casos procede das regides Sul e Sudeste 3,
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Embora animais ndo sejam a principal fonte de infeccdo para os humanos na maioria
dos lugares do mundo, a transmissdo zoondtica tem sido relatada a partir de mordidas e
arranhaduras de gatos, picadas de insetos, manipulacéo de peixes, mordidas de cées, ratos, aves,
répteis e cavalos %', Indubitavelmente, gatos tém sido o grande veiculo de disseminagdo dos
casos de esporotricose humana que se iniciaram na regido do Rio de Janeiro 22830 com
expansdo gradual para outras regides do Brasil 2332, Os estados do Rio Grande do Sul e S&o
Paulo registraram surtos de esporotricose em pequeno grupo de gatos e humanos, mas com
controle epidemioldgico local efetivo ®733, O estado de Pernambuco encontra-se a 2300 Km ao
norte do Rio de Janeiro, ndcleo onde se iniciou a zoonose transmitida por gatos causada pelo
Sporothrix brasiliensis. Com o presente estudo, ficou demonstrada a alta frequéncia de
transmissédo a partir do contato com gatos, denotando carater zoono6tico da infeccao na regido.
Apesar do nosso estudo ter sido realizado em servico de referéncia para tratamento da
esporotricose no nosso estado, acreditamos que o nimero de casos pode estar subestimado, ja
que alguns pacientes sdo atendidos em outras instituicdes de salde, podem estar sendo tratados
empiricamente e até se automedicando, principalmente quando ha contexto de contato bem

definido com felinos com esporotricose.

Cerca de 77,6% dos casos documentados no presente estudo relataram ter gatos em
domicilio e 80,6% recordavam ter sofrido pequeno trauma com felinos doentes. A transmissdo
gato-humano esta principalmente associada a arranhaduras e/ou mordidas de animais infectados
com alta carga fangica, contudo, o Sporothrix ja foi isolado em unhas, cavidades oral e nasal
de felinos aparentemente saudaveis 3¢, Em muitas ocasides, 0 modo de transmiss&o nio é
identificado®. Cerca de 10-62% dos pacientes ndo relatam qualquer historia de trauma, pois
este geralmente é discreto ou de pequena significancia e ocorre algumas semanas antes do
desenvolvimento da doenca, podendo ser esquecido®. Adicionalmente, a transmissdo inter-

humana néo é descrita 3.

Encontramos um maior acometimento do sexo feminino (73,5%) e com média de idade
de 47,7 anos, refletindo o mesmo perfil epidemioldgico urbano da epidemia iniciada no Rio de
Janeiro. Neste estado, hd predominancia em mulheres maiores de 40 anos, de baixo nivel socio
econbmico e que participam de atividades domésticas e do cuidado de animais doentes em casa
3940 Em 4reas rurais do sudeste e sul do Brasil e em diversas regides do mundo, hd uma maior
prevaléncia em homens acima de 50 anos que trabalham em atividades agricolas, revelando um
carater ocupacional da doenca 2%3741  Aparentemente, o risco de contrair a infeccdo é

determinada, principalmente, pela chance de contato com o Sporothrix, independentemente de
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idade, raca ou sexo, mas particularmente relacionado a atividades cotidianas domesticas, de

lazer ou de trabalho #4>%3,

A apresentacao clinica da esporotricose é altamente polimérfica. Em conformidade
com varios registros da literatura, também encontramos a predominancia da esporotricose
linfocutanea (67,3%). Publicacbes do México, Peru, Africa, india, Uruguai e Guatemala,
Venezuela, Italia e em Santa Maria, sul do Brasil documentaram a forma linfocutanea como a
responsavel por mais de 70% dos casos 3"#445_ Por outro lado, relatos do Japdo, Costa Rica e
de outras regides do Brasil ndo observaram diferencas no nimero de pacientes entre a forma
fixa e linfocutanea 2044’ Varios fatores como o modo e a profundidade de inoculagio, a
imunidade do hospedeiro e a viruléncia da espécie podem influenciar as diferentes formas de
apresentacio. 83848 Sugere-se que pacientes com certa imunidade contra o fungo desenvolvam
doenca fixa ou localizada, enquanto a doenga linfangitica afete aqueles que néo tiveram contato
anterior com o patdgeno 2°4%-°1, Dos pacientes que evoluiram com formas disseminadas da
esporotricose, quatro ndo tinham condi¢do imunossupressora conhecida e apenas um era
etilista. Formas disseminadas sdo raras em todo o mundo, estando mais associadas a estados de
imunossupressdo como a presenca do HIV/aids, quimioterapia, uso de drogas
imunossupressoras, etilismo e diabetes 131520,

O intervalo de tempo entre o inicio das lesbes e o diagndstico foi de 41,8 dias,
semelhante ao descrito em outros estudos %22, A literatura descreve uma grande variabilidade
no tempo de duracgdo dos sintomas até o diagnostico. Em estudo do RS, o tempo médio entre o
surgimento das lesdes e o diagndstico foi de 150 dias (5 meses) 2°. Verificamos que pacientes
que apresentaram manifestacdes de hipersensibilidade tinham um menor tempo de doenca;
acreditamos que o surgimento de lesdes reativas na pele, acompanhada de sintomas sistémicos,
tenha motivado os pacientes a buscarem atendimento médico de forma mais precoce. As
extremidades superiores foram os sitios mais comumente afetados (n=79, 80,6%), convergindo
com a idéia de que as &reas expostas a traumas sio mais acometidas pela esporotricose 1204

No presente estudo, encontramos uma frequéncia de 25,5% de manifestacdes de
hipersensibilidade como eritema nodoso, eritema multiforme e sindrome de Sweet. As reagdes
de hipersensibilidade tém sido descritas na esporotricose endémica transmitidas por gatos no
Rio de Janeiro, desde o ano de 2001, e consideradas raras >!8°3-%°_ Apesar de alguns casos de
eritema nodoso responderem a antinflamatdrios ndo hormonais °*°¢, os pacientes do nosso
estudo apresentaram quadros intensos e até incapacitantes, pela dor local e por se

acompanharem de artrite de grandes articulacdes em alguns casos, com rapida resolucéo apds
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7-14 dias de prednisona 0,5mg/kg/dia.  Quadros mais intensos de eritema multiforme se
resolveram com a mesma abordagem. Os primeiros relatos de Sindrome de Sweet associada a
esporotricose foram descritos em 2012, quando duas mulheres com a forma localizada fixa
desenvolveram placas eritematosas disseminadas, com clinica e histopatologia tipicas da
reacdo, apos a infecgéo transmitida por felinos também no Rio de Janeiro *'. Tivemos dois casos
de sindrome de Sweet em mulheres, associados a lesdes cutanea fixa e linfocutanea da micose

e com antecedente de contato animal.

Ap0s a demonstracdo de que gendtipos distintos podem estar relacionados a diferentes
formas clinicas da doenca em cobaias, as publicacdes de casos em humanos parecem reforcar
esta hipotese 3°8. Almeida-Paes, em estudo transversal, foi o primeiro a explorar e demonstrar
a associacdo entre a identificacdo genotipica de espécies de Sporothrix e 0s varios aspectos
clinicos da esporotricose humana, mostrando associacdo direta entre a infeccdo pelo S.
brasiliensis e 10 casos de eritema nodoso ou multiforme, aléem de outras 6/7 formas
disseminadas®. Fatores como a transmiss3o felina (com tendéncia a apresentar indculo flingico
repetitivo e intenso), a susceptibilidade do hospedeiro e a viruléncia do patégeno poderiam
explicar a associacio da esporotricose com manifestaces de hipersensibilidade *°7. E possivel
que a maior viruléncia do S. brasiliensis seja um fator que contribua com quadros atipicos de
esporotricose no Brasil®, ja tendo sido demonstrado em modelos experimentais que a infec¢éo
por esta espécie geralmente apresenta maior carga fungica, invasividade e dano tecidual,
quando comparado aos demais agentes do Complexo Sporothrix *°. Diante deste contexto,
torna-se provavel a participacdo desta espécie nos casos em Pernambuco. Mais estudos sdo

necessarios para comprovar esta identificacdo do S. brasiliensis na regiao.

Embora a infeccdo pelo Sporothrix raramente seja ameacadora para vida, todas as
formas clinicas trazem morbidade considerdvel e requerem tratamento especifico!?>%,
Tratamento com itraconazol foi implementado para a maioria dos pacientes, exceto para aqueles
que usavam medicac¢des com potencial de interagdo medicamentosa, como anticonvulsivantes,
estatinas e drogas psiquiatricas. Em concordancia com o estudo de Lima Barros et al., 0 uso de
100mg/dia de itraconazol foi eficaz em 79,1% (72/91) dos pacientes, apenas 20,9% (19/91)

necessitando de doses entre 200 a 400mg/dia 8.

Resolucdo clinica da infeccdo e a erradicacdo do Sporothrix nos tecidos continuam
sendo os objetivos do tratamento. O tempo médio de tratamento no nosso estudo foi de 18
semanas. A literatura relata que a duragdo do tratamento costuma variar entre 3-6meses, mas o

tempo de tratamento permanece arbitrario, devendo ser continuado por pelo menos 4 semanas
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ap6s a remissdo clinica completa para se obter a cura®!®. Observamos um menor tempo para
cura nos pacientes que apresentaram manifestacdes de hipersensibilidade, como ja evidenciado
em estudo do Rio de Janeiro 8. Barros et al. estudaram o efeito do itraconazol na esporotricose
cutanea em 645 pacientes do Rio de Janeiro, incluindo 87 pacientes com eritema nodoso ou
multiforme e verificaram que pacientes com reacdes de hipersensibilidade resolveram suas
doencas mais rapidamente quando comparados ao que nio apresentaram essas reagoess. Ja
Almeida-Paes et al., em 2014 ndo encontraram associacdo entre o tempo até a cura e essas
caracteristicas, contudo verificaram que pacientes com reacdes de hipersensibilidade
apresentavam predominantemente formas fixas de esporotricose cutanea *. Acredita-se que as
reacOes possam indicar uma resposta robusta do hospedeiro contra as células leveduriformes

do Sporothrix e teriam um papel protetor na esporotricose °.

Néauseas, desconforto epigastrico, hipertrigliceridemia, cefaleia foram alguns dos efeitos
colaterais observados, mas que ndo motivaram a substituicdo da medicagdo. A baixa dose
utilizada do itraconazol provavelmente explica a baixa incidéncia de efeitos colaterais 8. Em
estudo brasileiro na qual pacientes usaram este antifingico para esporotricose, 18 a 21,4% dos
pacientes relataram eventos adversos, sendo estes mais frequentes naqueles que receberam
doses entre 200-400mg/dia 8. Interessante perceber que tanto o itraconazol como o uso da
terbinafina e do iodeto de potassio se mostraram eficientes em conter a infeccdo. Custo,
facilidade de administracdo, perfil de seguranca sao fatores que devem serem considerados na

escolha do tratamento 8.

Concluimos que a esporotricose é um problema de salde publica na area de estudo. A
identificacdo da natureza zoonotica da esporotricose em diversos estados brasileiros, alerta para
a necessidade de politicas pablicas, com estratégias para contencdo da epidemia. As medidas
de controle incluem castracdo de animais de rua e o tratamento adequado de gatos doentes,
cremacédo dos animais mortos para evitar que o fungo se perpetue na natureza, bem como a
educacao de proprietarios sobre a posse responsavel e 0s principais aspectos da transmissao do
Sporothrix 13, Os médicos que atendem pacientes suspeitos de esporotricose precisam ficar
atentos a alta frequéncia de manifestacbes de hipersensibilidade, que ndo devem ser
confundidas com quadros disseminados da doenca, e estar cientes de podem tratar os individuos
com baixa dose do itraconazol com alta eficacia, na maioria dos casos. Mais estudos sdo
necessarios para esclarecer sobre a ecologia local, seus reservatérios, a identificacdo das
espeécies na regido, seu perfil de sensibilidade antifungica e fatores de risco para o adoecimento

ainda ndo totalmente identificados.
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6.2 ARTIGO 2 - COMPARAQAO DIAGNOSTICA ENTRE EXAME MICROSCOPICO
DIRETO E CULTURA MICOLOGICA A PARTIR DE DIFERENTES AMOSTRAS
BIOLOGICAS NA ESPOROTRICOSE HUMANA.

INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose de implantacdo provocada por espécies patogénicas
termodimorficas do Complexo Sporothrix, presente em todos os continentes 13, Esta doenca
tornou-se um problema de satde pablica nas ultimas décadas devido ao nimero crescente de
casos em humanos, mudancas epidemioldgicas e de distribuicdo geografica, assim como
tendéncia a transmissdo zoondtica e surtos >°. No Brasil, uma epidemia de esporotricose
humana vem ocorrendo no Rio de Janeiro a partir da transmissao felina, desde o final dos anos
1990, com expansdo gradual do ndmero de casos a alguns estados do Sul, Sudeste e Nordeste

do pais &,

Caracteristicamente, a esporotricose manifesta-se por lesées ulceradas e ndédulos que
progridem de forma ascendente por trajeto linfatico, algumas vezes por lesbes fixas e raros
casos disseminados *%. A suspeicdo clinica, a partir das informagces epidemioldgicas e aspecto
morfolégico das lesGes, € a base para o diagnostico precoce da esporotricose, que deve ser
confirmado por exames complementares 88°, Recomenda-se, de forma geral, que em lesdes
abertas e/ou flutuantes seja coletada a secrecdo, enquanto em lesdes fechadas e sem exsudacéo,

obtenha-se fragmento de tecido para cultura micoldgica °.

O exame diagnostico padrdo-ouro da esporotricose é o isolamento do Sporothrix em
meios de cultura obtidos a partir de espécimes bioldgicos, como exsudato ou fragmento de pele,
e nos casos disseminados, escarro, liquor, sangue, urina, a depender dos 6rgdos afetados 8.
Contudo, 0 tempo necessario para se obter o resultado desse exame pode levar até quatro
semanas e, ainda eventualmente, demonstrar resultados falso negativos 12, Devido aos relatos
repetitivos de escassez de celulas leveduriformes na infecgdo humana, o exame microscopico
direto tem sido pouco utilizado na préatica clinica e laboratorial 534, Por este motivo, a
sensibilidade e especificidade do exame direto permanecem pouco estudadas 3. Além disso,
ndo ha estudos que verifiqguem se ha vantagem em se obter mais de um espécime clinico para

exame micologico na abordagem dos casos suspeitos de esporotricose cutanea.

Outros exames podem ser aplicados nos casos suspeitos de esporotricose humana, como
a histopatologia, sorologias e estudos moleculares, sendo estes ultimos ainda restritos para fins

de pesquisa®®1°. O exame histopatoldgico da lesdo de esporotricose costuma revelar, na
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maioria dos casos, uma reacdo granulomatosa mista supurativa, sendo o fungo raramente
encontrado®2%-22, Esta avaliagdo anatomopatoldgica do fragmento contribui sobremaneira para

possiveis diagndsticos diferenciais e corrobora o diagndstico de uma infecgdo fangica °1%%,

A proposta deste estudo foi avaliar os métodos diagnosticos da esporotricose humana,
verificando a concordancia entre os métodos diagnosticos e sua eficiéncia (sensibilidade e
especificidade do exame micoldgico direto e cultura), além de verificar se ha vantagem em
utilizar mais de um método complementar e mais de um espécime bioldgico para 0 exame

micoldgico.

MATERIAL E METODO

Foi realizado estudo transversal a partir de pacientes com suspeita clinica de
esporotricose, encaminhados ao Ambulatério de Esporotricose da Clinica Dermatoldgica do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, entre margo de 2017 e marco
de 2018. Os pacientes responderam questionario clinico-epidemiolégico e foram submetidos
tanto a coleta de exsudato de lesdo ulcerada, quanto a bidpsia por punch de 4 mm para coleta
de dois fragmentos de tecido de lesdo. Ambos espécimes foram analisados por exame
microscopico direto e cultivados em meio sélido. Um dos fragmentos de tecido foi enviado para

anatomopatoldgico.

Os esfregacos de secrecdo colhidos com swab estéril e fragmentos teciduais foram
confeccionados sobre lamina, clarificados com hidréxido de potassio a 20% e corados com
Giemsa. Todas as laminas do exame direto foram analisadas com microscépio éptico com
ampliacdo de 1000x. A leitura microscopica direta foi considerada positiva quando pelo menos
uma estrutura leveduriforme sugestiva de Sporothrix sp. foi verificada. Concomitantemente,
amostras de exsudato de lesio de pele ulcerada e fragmento de tecido foram semeados em Agar
Sabouraud Dextrose (Difco) suplementado com cloranfenicol (2g/L), incubados a 25° C e
observado por até 15 dias. Uma vez que o crescimento do fungo na cultura foi detectado, a
analise da micromorfologia era efetuada.  Os fragmentos de biopsia enviados para exame
anatomopatologico, foram fixados em formol a 10% e submetidos aos métodos convencionais
de processamento, coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS),
e em seguida, avaliados por dermatopatologista. Diante de um paciente com les6es suspeitas e

epidemiologia favoravel, o achado de inflamacdo granulomatosa supurativa foi considerado
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compativel com esporotricose; o encontro de formas leveduriformes sugestivas de Sporothrix

a coloracéo pelo PAS foi considerado diagnostico 2°.

Foram considerados casos de esporotricose pacientes com lesdes clinicas de nédulos,
Ulceras ou placas na pele com pelo menos um exame complementar compativel com
esporotricose (exame histopatoldgico, exame micoldgico direto e/ou cultura micolégica) e que
obtiveram cura clinica com o tratamento antifungico especifico. Os pacientes elegiveis para o
estudo foram aqueles que confirmaram o diagndstico de esporotricose e que realizaram
simultaneamente os trés exames complementares (exame micoldgico direto e cultura obtidos

tanto da secrecdo quanto do fragmento de pele e histopatoldgico).

Os dados foram armazenados em EXCEL e o programa utilizado para obtencdo dos
calculos estatisticos foi o IBM SPSS versdo 23. A cultura micoldgica foi considerada exame
diagnostico padrdo-ouro. Os resultados foram expressos através de frequéncias absolutas e
percentuais e calculadas sensibilidade, especificidade, Valor preditivo positivo (VPP), Valor
preditivo negativo (VPN) e acuracia. Para avaliar associacdo entre duas variaveis foi utilizado
o0 teste Exato de Fisher, considerando nivel de significancia de 5%. A concordancia entre o
exame direto e cultura micoldgica nos diferentes espécimes biol6gicos foi determinado pelo
indice Kappa, com respectivos intervalos com 95% de confiabilidade. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil (CAAE: 71105617.7.0000.5208).

RESULTADOS

Dos 103 pacientes diagnosticados com esporotricose no periodo de margo de 2017 a
marc¢o de 2018, 85 submeteram-se aos trés exames simultaneamente (exame micoldgico direto
e cultura - de exsudato e de fragmento - e o histopatologico) e foram incluidos no estudo. As
mulheres representaram 71,8% dos casos. A idade dos pacientes pesquisados variou entre 19 e
91 anos, com média de 47,78 anos (DP=17,24 anos) e mediana 48,00 anos. O tempo de doenga
variou de 5 a 280 dias, teve media de 41,79 dias (DP = 45,10 dias) e mediana = 29 dias (Tabela
1).
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Tabela 1- Caracterizagdo da amostra dos casos de esporotricose humana atendidos no Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife- Brasil, de mar¢o de 2017 a margo
de 2018.

Variavel n %

TOTAL 85 100,0
Faixa etaria (anos)

19a39 29 34,1
30 a59 36 42,4
60 a 91 20 23,5
Sexo

Masculino 24 28,2
Feminino 61 71,8
Regido

Recife 31 36,5
RME 45 52,9
Outro estado 9 10,6
Tempo de doenca (dias)

5a15 18 21,2
16a30 28 32,9
31a60 26 30,6
61 dias ou mais 13 15,3

Forma clinica

Fixa 23 27,1
Linfocutanea 57 67,1
Cutanea disseminada 5 59

A cultura micoldgica demonstrou col6nias inicialmente hialinas que ap6s 5-7 dias de
cultivo adquiriram coloracdo marrom escura e superficie de aspecto rugoso apresentando dobras.
A micromorfologia revelou a presenca de hifas hialinas septadas, delicadas e bastante
ramificadas apresentando conidiéforos tipo sinémio com conidios simpodiais fusiformes ou
piriformes, em disposicdo floral lembrando arranjo de margarida (Figura 1). Houve maior
positividade da cultura a partir dos fragmentos de bidpsia do que dos exsudatos (61% X 24%,
respectivamente) (tabela 2). O exame microscopico direto revelou a presenga de pequenas
leveduras hialinas elipticas, arredondadas ou alongadas em 40% das amostras de secrecdo e
67,1% dos fragmentos. Em apenas 4 casos, foram visualizadas estruturas fungicas ao PAS no
exame histopatoldgico, sendo o encontro de inflamacdo granulomatosa supurativa a regra na

maioria dos pacientes (83,5%).
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Figura 1 — A. Exame microscopico direto clarificado com KOH demonstrando estruturas
leveduriformes hialinas e ovais; B. Colonia de Sporothrix sp. em Agar Sabouraud a 30°C por
10 dias apresentando superficie velutinea e escurecimento periférico; C. Micromorfologia com
hifas hialinas septadas e delicadas com conidiéforos originando-se de conidios hialinos
priméarios em arranjo de buqué.

Tabela 2 — Resultado dos testes diagndsticos dos casos de esporotricose humana atendidos no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, Recife- Brasil, de marco de
2017 a marco de 2018.

Exame n %

TOTAL 85 100,0
CULTURA 55 64,7
Cultura de secrecdo

Positiva 21 24,7
Negativa 64 75,3
Cultura de fragmento

Positiva 51 60,0
Negativo 34 40,0
EXAME DIRETO 62 72,9
Exame direto de secrecéo

Presenca de Células leveduriformes 34 40,0
Auséncia 51 60,0
Exame direto de fragmento

Presenca de Células leveduriformes 57 67,1
Auséncia 28 32,9
HISTOPATOLOGICO

Inflamacéo granulomatosa supurativa 71 83,5
Inflamacédo granulomatosa supurativa com leveduras PAS+ 4 4,7

Outros achados 10 11,8
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N&o encontramos diferencas entre a positividade dos diferentes exames e a forma clinica
da doenca. Os parametros de acurécia estdo descritos na tabela 3. A sensibilidade do exame
microscopico direto do fragmento foi de 62,7%. A concordancia entre os resultados das culturas
e exames diretos dos diferentes espécimes esta descrita na tabela 4.

Tabela 3 —Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia da cultura de secrecdo e exame

direto da secrecéo e do fragmento em relacdo a cultura de fragmento - considerado padrao-ouro
neste estudo - para diagnostico de esporotricose.

Exame Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acurécia

Cultura de secrecéo 33,3 (17/51) 88,2 (30/34) 81,0 (17/21) 46,9 (30/64) 55,3 (47/85)
Exame direto secrecéo 47,1 (24/51) 70,6 (24/34) 70,6 (24/34) 47,1 (24/51) 56,5 (48/85)
Exame direto fragmento 62,7 (32/51) 26,5 (9/34) 56,1 (32/57) 32,1 (9/28) 48,2 (41/85)

Nota: VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

Tabela 4 — Concordancia entre o exame micoldgico direto e cultura micoldgica nos diferentes
espéecimes bioldgicos. (n=85)

Cultura de secrecdo Concordancia

Fragmento Positiva Negativa Total Valorp Observada  Kappa (IC 95%)

n % n % n % n (%)
Cultura 0,024*
Positiva 17 20,0 34 40,0 51 60,0 47 (55,3) 0,19 (0,04 2 0,34)
Negativa 4 47 30 35,3 34 400
Total 21 247 64 75,3 85 100,0

Exame direto da secrecio
Positivo Negativo

N % n % n %
Exame direto 0,003*
Positivo 29 34,1 28 32,9 57 671 52 (61,2) 0,27 (0,10 a 0,44)
Negativo 5 5,9 23 27,1 28 329
Total 34 41,2 51 60,0 85 100,0

*Teste exato de Fischer

Quando comparamos a concordancia entre os exames micoldgicos considerando-se 0s
espéecimes, foi observada baixa concordancia na analise da cultura, com indice Kappa entre as
culturas foi de 0,19 (IC 95% 0,04 a 0,34) e razoavel concordancia do exame direto de 0,27 (IC
95% de 0,10 a 0,44).

O gréfico 1 mostra a avaliagdo da positividade do exame micoldgico direto e da cultura
entre espécimes (secrecdo e fragmento de pele lesional) e a combinagdo da sensibilidade dos
métodos. Observou-se que o exame direto e cultura de fragmento juntos resultam em 89,4% de

positividade nos casos de esporotricose.
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Grafico 1 — Avaliacdo da positividade do exame micoldgico direto e cultura a partir de
diferentes espécimes (secrecdo e fragmento de pele), para diagnéstico na esporotricose humana,
isolados ou agrupados (N=85).
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Nota: EDS: exame direto da secrecdo; CS: cultura da secrecdo; EDF: exame direto do fragmento; CF:
cultura de fragmento.

DISCUSSAO

A esporotricose pode ser diagnosticada a partir da correlacdo entre os aspectos clinicos,
epidemioldgicos e exames laboratoriais. Encontramos uma sensibilidade geral de 64,7% da
cultura micologica, valor inferior aos descritos na literatura, que variam de 78% a 95% de
positividade 14?3, Esses dados mostram que o método, apesar de ser considerado padrdo-ouro
24825 apresenta limitacdes, ndo sendo 100% sensivel ™. Resultados falso-negativos geralmente
ocorrem devido a coleta ou transporte inadequados, contaminacdo por microrganismos
saprofiticos, infec¢bes bacterianas secundarias, além de uso inadvertido de antifingicos antes
da coleta do material 2°. Estes fatores também estiveram presentes neste estudo e refletem as

dificuldades reais da assisténcia em saude.

No presente estudo, a positividade da cultura a partir do fragmento foi maior que da

secrecdo das lesbes (60% x 24,7%, respectivamente), por isso foi adotado como padréo-ouro.
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Estes resultados possivelmente se deram por uma maior contaminagao bacteriana da secrecéo

da superficie das lesbes quando comparada ao tecido.

O exame microscoépico direto, quando realizado a partir do exsudato ou secrecdo, trata-
se de exame nio invasivo, rapido e de baixo custo 2. Curiosamente, em 40% dos exames diretos
da secrecéo de lesbes dos pacientes estudados com esporotricose foram visualizadas estruturas
leveduriformes hialinas elipticas sugestivas de Sporothrix, e 67,1% a partir do fragmento de
pele lesional, valores maiores que os descritos na literatura. Ha autores que consideram o exame
micoldgico direto uma ferramenta indtil para o diagndstico da esporotricose humana devido a
paucidade de células fangicas na lesdo cutanea, tendo pouco valor pratico como instrumento
diagndstico 27, com a observacéo de leveduras em apenas 5% -10% dos casos de esporotricose
cuténea fixa e cutaneo -linfatica 1828, Sabe-se que esfregacos corados pelo Giemsa obtidos do
pus ou de imprint baseando-se em bidpsias das lesdes podem aumentar a sensibilidade do teste
22O exame direto do pus, sem hidroxido de potéassio, também permite a detecgdo de corpos
asteroides em 43,75% a 93,75% dos casos, com maior sensibilidade se coletada secre¢do mais
profundamente 232230 No encontramos corpos asteroides nos exames diretos ja que foi adotada

metodologia de clarificacdo com o uso do KOH.

Os achados ao exame direto de células leveduriformes hialinas ou de corpos asterdides
podem auxiliar o inicio de tratamento especifico enquanto os resultados dos exames de cultura
ou histopatoldgico ainda n&o estéo disponiveis 8%°. Vale salientar que a observagao de estruturas
leveduriformes ao exame direto, no entanto, ndo confere diagndstico conclusivo para
esporotricose. As células caracteristicas em forma de charuto (2 x3 ou 3x10 pm) nem sempre
sdo facilmente observadas. Além disso, as leveduras do Histoplasma capsulatum e da Candida
glabrata podem ser erroneamente identificadas como do Sporothrix 3. Portanto, correlagio
clinica e epidemiologica é fundamental, assim como a exclusdo de outras possibilidades

diagnosticas.

A esporotricose pode ndo ser a primeira hipotese de diagndstico em regides néo-
endémicas e os procedimentos gerais de coleta e processamento microbiologico para o
isolamento do fungo podem néo estar apropriadamente implementados fora dos servigos de
referéncia. Nesses casos, outros métodos diagndsticos sdo necessarios para estabelecer o
diagnostico diferencial entre a esporotricose e outras doencas com morfologia clinica
semelhante, sejam doencgas infecciosas (fiingicas ou ndo) e até lesdes neoplasicas %1193,

Mesmo que as formas linfocutaneas tenham uma apresentacéo classica, outras doencgas

como leishmaniose, nocardiose e micobacterioses atipicas, podem produzir lesdes
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morfologicamente semelhantes °*33°  Logo, quando diante de pacientes suspeitos de
esporotricose, em formas tipicas ou ndo, a realizacdo de bidpsia para a analise histopatoldgica
pode contribuir sobremaneira para a defini¢io diagnostica °. Encontramos no nosso estudo 81%
de infiltrado granulomatoso supurativo, achado sugestivo de infeccéo fungica, compativeis com
os da literatura que também mostram que o fungo é raramente encontrado %, Quando
presente, apresenta-se como pequenas leveduras arredondadas ou em forma de charuto, melhor
visualizadas & coloragdo pelo PAS ou prata metenamina %122, Apesar disso, dos achados
inespecificos, o histopatolégico tem grande importancia no diagnostico diferencial, ao excluir
outras possibilidades diagnosticas ° e tem papel de nortear a abordagem dos pacientes que néo
obtiveram confirmagdo da doenca com o exame micoldgico, mas que apresentam aspectos

clinico-epidemioldgicos sugestivos de esporotricose.

O presente estudo é o primeiro, no Nordeste do Brasil, a descrever a acuracia dos
métodos diagndsticos comparando a eficiéncia dos testes na esporotricose cutdnea em humanos
ao se obter mais de um espécime bioldgico para exame micoldgico. A sensibilidade do exame
direto do fragmento foi de 62,7% quando comparada a cultura do fragmento A obtencédo de
mais de um material bioldgico agregou sensibilidade ao diagnostico, ja que os espécimes ndo
foram mutuamente positivos num mesmo paciente, como demonstrado pela baixa concordancia
dos resultados da cultura com indice Kappa de 0,19 (IC95% 0,04 a 0,34, p=0,024) e
concordancia razoavel do exame direto (K=0,27, 1C95% 0,10 a 0,44, p=0,003). Os exames
micoldgicos, quando realizados em conjunto e a partir tanto da secre¢do como do fragmento,
atingiu uma positividade de 92,9%, ratificando a importancia da combinacdo de métodos

diagnosticos.

Nossos achados podem contribuir para um melhor delineamento diagnostico em regides
endémicas ou com maior numero de casos para esporotricose. Sugere-se que a abordagem dos
casos suspeitos, realize-se o0 exame micologico de mais de um espécime bioldgico, estando
indicada a analise direta e cultivo tanto da secrecdo quanto do fragmento de pele lesional, a fim

de aumentar a probabilidade de definicdo da infec¢do dos pacientes assistidos.
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6.3 ARTIGO 3 - SURTO DE ESPOROTRICOSE HUMANA NO NORDESTE DO BRASIL:
IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS ESPECIES E PERFIL DE
SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

INTRODUCAO

A esporotricose é uma infeccdo fungica subcutéanea provocada por fungos dimorficos
do género Sporothrix sp., que afeta humanos e animais em todo o mundo, de forma esporadica
ou em surtos.! Nas ultimas duas décadas, a esporotricose vem mudando seu perfil
epidemiologico de uma infecdo ocasional, por inoculagéo do fungo de origem ambiental, para
um problema de satde publica epidémico por transmissdo zoonética, na regido Sudeste do
Brasil, com aparente extensdo para outras regides do pais.>

A maioria das espécies incluida no género Sporothrix sdo fungos saproéfitas
ambientais, ndo patogénicos, que estdo intimamente relacionados com madeira em
decomposicéo, plantas e solo.® Atualmente sdo reconhecidos como membros do complexo
Sporothrix schenckii as espécies S. schenckii sensu strictu, S. globosa, S. luriei e S.
brasiliensis.’* O complexo Sporothrix pallida, apresenta baixa patogenicidade e inclui o S.
mexicana, S. pallida e o S. chilensis com relatos apenas esporadicos de esporotricose
ocasionada por estas espécies™>’.  Sporothrix brasiliensis e Sporothrix mexicana so
conhecidos por terem focos regionais na América do Sul, Sporothrix globosa na Europa e na
Asia e Sporothrix luriei tem sido raramente isolado na Africa do Sul.®

As manifestacdes clinicas da esporotricose dependem da imunidade do hospedeiro, do
tamanho e profundidade do indculo e do gendtipo do Sporothrix.®® Recentemente, tem
aumentado o nimero de evidéncias sugerindo que diferentes especies de Sporothrix podem
apresentar diferentes graus de viruléncia, com base na sua capacidade de se evadir do
reconhecimento imunoldgico®, ser reconhecido por células mononuclears humanas e induzir
resposta imune.'®!! Dessa forma, quadros mais atipicos e disseminados poderiam estar
associados a cepas mais virulentas.*?

O Sporothrix, além de apresentar uma alta diversidade genética, acompanha-se de
respostas in vitro variaveis aos principais agentes antifangicos utilizados no tratamento da
esporotricose.'** Embora a anfotericina B (AMB) e o itraconazol (ITC) sejam considerados
primeira ou segunda linha de tratamento para varias apresentacdes clinicas de esporotricose?®
tém sido relatados isolados resistentes a estas drogas e outros agentes antifiingicos.®41¢ As
diferengas nos padrdes de sensibilidade a partir de diferentes espécies, fontes (humano, animal
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ou ambiental) e regiGes geograficas destacam a necessidade de se realizar a identificacdo das
espécies e testar a susceptibilidade antifingica para ajustar o regime terapéutico e evitar
recal'das.13'14'17*19

Até o momento, ndo existem publicacbes quanto a identificagdo genémica ou
susceptibilidade antifingica dos seus agentes etiologicos envolvidos no recente surto de
esporotricose em Pernambuco, Nordeste do Brasil. Diante deste cenario, o objetivo deste estudo
foi identificar as espécies do complexo Sporothrix baseado no sequenciamento do gene da
calmodulina (CAL), a partir de isolados humanos. Adicionalmente, as concentracdes inibitorias
minimas (CIM) para anfotericina (AMB), ITC, voriconazol (VRC), fluconazol (FLC) e
terbinafina (TRB) contra os isolados foi determinada.

MATERIAIS E METODOS
Isolados fungicos

Amostras clinicas foram coletadas durante o periodo de marco de 2017 a margo de 2018
de pacientes referenciados ao Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE) em Recife, Pernambuco, Brasil, com esporotricose fixa, linfocutanea ou
disseminada. Todos os 26 isolados haviam sido previamente identificados como Sporothrix sp.
pelo cultivo no diagnostico laboratorial micol6gico de rotina. Os isolados foram mantidos em
agar Sabouraud com glicerol a 20% a -80 °C.

Analise gendémica
Extracéo de DNA

O DNA gendémico foi extraido segundo Inécio et al. (2016) com modifica¢bes quanto
as demandas dos fungos: isolados de Sporothrix sp. cresceram a 35 °C por 7 dias em placas de
Petri contendo Potato Dextrose Agar (PDA-Difco™ Becton, Dickinson and Company/Sparks,
MD, USA). A massa de células foi entdo transferida para um tubo de microcentrifuga contend
matriz de esferas de vidro, onde foram adicionados 1,5 ml de base de brometo de
cetiltrimetilamonio a 4% (CTAB) aquecido a 65 °C. Os tubos foram agitados no FastPrep®
(BIO 101, Farmingdale, New York, USA) por 1 min a uma velocidade de 5.5 m/s (metros por
Segundo) e incubado a 65 °C por 1 h. Alcool cloroférmio isoamilico (24:1) foi usado para
desproteinizar o fragmento myecelial, seguido por precipitagdéo do DNA com isopropanolol,
lavagem com etanol a 70% e ressuspenscai em agua ultrapura estéril. A extracdo do DNA do

Sporothrix sp. foi realizada com o fungo em sua fase filamentosa.
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Reac0es de PCR e sequenciamento do gene da Calmodulina

O DNA extraido foi amplificado por PCR usando os primers CL1 (5-GA (GA) T (AT)
CAAGGAGGCCTTCTC-3) e CL2A (5-TTTTTGCAT CATGAGTTGGAC-3)?!. Regides
CAL foram amplificadas de acordo com o0s seguintes pardmetros do ciclo: desnaturacdo
priméaria a 95 °C por 10 min, seguido por 35 ciclos de desnatura¢do a 95 °C por 1min,
anelamento a 56 °C por 1min, com uma extenséo final a 72 °C por 10 min. Os amplicons foram
purificados usando o illustra™ Alkaline Phosphatase and Exonuclease. Um kit (illustra™
ExoProStar™, GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) de acordo com as instrucoes
do fabricante e o sequenciamente foi realizado na Plataforma de Sequenciamento -
LABCEN/CCB (UFPE).

Analise filogenética

As sequéncias foram editadas no software BioEdit versdo 7.2.6.1 e os isolados clinicos
tiveram aus espécies identificadas por meio de uma busca de sequéncias similares (> 99% de
similaridade) no GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O alinhamento foi
realizado no software Molecular Evolutionary Genetics Analysis software versao 7.0
(Mega7), onde também a arvore filognética foi construida pelo método estatistico de maxima
verossimilhanca. A distancia entre as sequéncias foi calculada utilizando o parametro Kimura-
2 P plus Gamma (K2P+G). Este modelo de substituicio foi selecionado usando a ferramenta
FindModel (https://www.hiv.lanl.gov/cgi-bin/findmodel/findmodel.cgi). Um bootstrap com
1.000 replicacdes foi realizado. Espécies do Complexo Sporothrix pallida foram escolhidas

como um grupo externo para melhor compreensao das relacdes evolutivas do filograma?*
Testes de susceptibilidade antifungica

Os antifingicos padrdo usados atualmente no tratamento da esporotricose foram
testados contra isolados Sporothrix sp.: AMB (Bristol-Myers Squibb, USA), ITC (Janssen
Pharmaceutica, Belgium), TRB (EMS, Brazil) e FLC (Pfizer, USA) com concentrag¢ds variando
entre 0,03 ¢ 0,016 pg.mL-1 para AMB e ITC, e entre 0,0125 e 64 pg.mL-1 para TRB e FLC
nas placas de microtitulacdo de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). VRC (Pfizer, USA) e
KTC (Medley, Brazil) também foram testados embora ndo sejam comumente utilizados no
tratamento da esporotricose, com concentragdes variando entre 0,03 e 16 pg.mL-1. A
determinacdo da CIM seguiu protocolo CLSI M38-A2, com algumas modifica¢fes nos critérios
de leitura, que foi feita considerando-se 100% de inibicdo em comparagdo ao crescimento no

poco controle para todos os farmacos. Candida parapsilosis ATCC 22019 foi a cepa de controle
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de qualidade para o teste. RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), esterilizado em membranas de
22mm (Millipore, Darmstadt, Germany), com L-glutamina, sem bicarbonate de sédio e pH 7,0
+0,1 ml tamponado com 3-[N-morfolina] propano -acido sulfénico (MOPS; 0,165 mol. L™;
Sigma-Aldrich) foi o meio utilizado para diluicdo de farmacos e para a adicdo de 100 pL de
inéculo padronizado em cada poco. Os isolados de Sporothrix sp. foram incubados a 35 °C
dutante 7 dias em meio PDA. A suspensdo do indculo foi preparade em solugéo salina (0,85¢/L)
e a densidade ajustada de acordo com a escala de MacFarland de 80% a 82% de transmitancia
do espectofotdbmetro a 530 nm. A suspensdo de inoculos foi diluida em RPMI 1640 para uma
concentragdo de 2-5x10° células. mL™. As placas foram incubadas 35°C durante 48h antes da
leitura do teste.

RESULTADOS

Os pacientes tinham de 18 a 71 anos de idade, e razéo entre mulheres e homens foi de
4:1. Informacdes sobre as cepas estdo sumarizadas na Tabela 1. A andlise genotipica mostrou
que 92,3% (24/26) dos isolados foram identificados como Sporothrix brasiliensis e 7,7% (2/26)
como S. schenckii, de acordo com a Tabela 1. A Figure 1 mostra a arvore filogenética dos
isolados baseada na reacdo de PCR do gene CAL. Os altos valores de bootstrap suportam a
identificacdo genotipica das cepas clinicas. As faixas do CIM dos seis antifingicos testados
contra S.brasiliensis and S. schenckii s&o mostradas na Tabela 2. Os CIM da AMB, KTC, ITC,
FLC, TRB e VRC variaram entre 0,125-8, 0,03->16, 0,03->16, 2->64, 0,125-8 e 1->16 pg/mL,
respectivamente. Os CIMs das drogas testadas para Candida parapsilosis ATCC 22019
mostram faixas dentro dos padrdes preconizados pelo CLSI. A TRB apresentou a melhor
atividade contra as cepas de Sporothrix sp., seguidas de ITC, KTC e AMB sequencialmente.
VRC e FLC foram as drogas com menor atividade contra Sporothrix sp. ocorrendo atividade

inibitéria em altas concentragdes na maioria das vezes ou sem inibicao.
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Tabela 1. Resultados da analise genotipica pelo sequenciamento parcial do gene CAL de 26
isolados de Sporothrix spp.

ISOLADOS FONTE HUMANA IDENTIFICACAO GENOTIPICA
HCPE 48 Cuténea fixa S. brasiliensis
HCPE 53 Cuténea fixa S.brasiliensis
HCPE 54 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 63 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 103 Cutanea fixa S.brasiliensis
HCPE 111 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 112 Disseminated S.brasiliensis
HCPE 113 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 148 Disseminated S.brasiliensis
HCPE 170 Linfocutanea S. schenckii
HCPE 178 Cutanea fixa S.brasiliensis
HCPE 180 Cuténea fixa S.brasiliensis
HCPE 195 Cuténea fixa S.brasiliensis
HCPE 227 Disseminated S.brasiliensis
HCPE 289 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 313 Linfocutdnea S.brasiliensis
HCPE 314 Linfocutanea S. schenckii
HCPE 340 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 355 Linfocutanea S.brasiliensis
HCPE 356 Cutanea fixa S.brasiliensis
HCPE 358 Cutanea fixa S.brasiliensis
HCPE 360 Cutanea fixa S.brasiliensis

HCPE 1027 Linfocutanea S.brasiliensis

HCPE 1028 Linfocutanea S.brasiliensis

HCPE 1030 Disseminated S.brasiliensis

HCPE 1035 Linfocutdnea S.brasiliensis

Tabela 2. Valores de MIC de seis drogas anti-fungicas contra 26 isolados do Complexo
Sporothrix schenckii (24 de S. brasiliensis e 2 de S. schenckii).

Antifungal Drugs

AMB KTC ITC FLC TRB VRC

Species (n) MIC MIC MIC MIC MIC MIC

Sporothrix brasiliensis Range 0,125-8 ug/mL 0,03->16 ug/mL~ 0,03->16 pg/mL. ~ 2->64 pg/mL  0,125-8 ug/mL  0,5->16 pg/mL

(24) GM 1,091 0,576 0,838 33,903 0,297 5,339
S. schenckii Range 0,25-2 pg/mL 0,06-1 pg/mL 0,03-0,06 pg/mL  1->64 pg/mL 0,125 pg/mL 0,5->16 pg/mL
) GM 0,707 0,245 0,043 8 0,125 2,828

AMB: amphotericin B, KTC: ketoconazole, ITC: itraconazole, FLC: fluconazole, TRB: terbinafine, VRC: voriconazole,
MIC: minimal inhibitory concentration; GM: geometric mean



115

Figura 1: Relacdes filogenéticas do gene codificador da calmodulina entre amostras clinicas
de Sporothrix. Os altos valores de bootstrap suportam o0s clades formados.
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DISCUSSAO

A regido Nordeste do Brasil tem demonstrado numero de casos crescente de
esporotricose. No presente estudo, identificamos as espécies de 26 isolados de lesbes cutaneas
em pacientes com esporotricose, identificando o S. brasiliensis como o prevalente no recente
surto do estado de Pernambuco. O Estado de Pernambuco encontra-se a 2300 Km ao norte da
Regiao Metropolitana do Rio de Janeiro, nicleo onde se iniciou a zoonose causada por

Sporothrix brasiliensis, e vem vivenciando surto de esporotricose transmitida por gatos. No Sul
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e Sudeste do Brasil, a transmissdo zoon6tica da esporotricose estd bem documentada, com
predominancia absoluta do S. brasiliensis como agente etioldgico.>%?? E digno de nota que 0 S.
schenckii s. str. pode também afetar gatos, entretanto, numa frequéncia significativamente

menor 2324

A andlise genotipica revelou S. brasiliensis como a espécie patdgena prevalente na
ocorréncia da esporotricose no Estado, semelhante ao caso do surto no Rio de Janeiro. A analise
filogenética mostrada na Figura 1 fornece um suporte robusto & identificagdo genotipica. E
importante destacar que 0s casos de esporotricose estiveram concentrados a area urbana da
Regido Metropolitana do Recife, onde o clima é quente e imido, semelhante & cidade do Rio
de Janeiro. Embora ndo ser possivel afirmar que o universo de pacientes com esporotricose
neste servico seja a realidade do estado, podemos supor que a amostra € representative da
situacdo atual da doenca j& que este hospital tem o Unico centro qualificado e especializados
para diagnostico e tratamento da esporotricose humana na regido.

Nosso estudo apresentou perfis de susceptibilidade antifingica, com dados de MIC para
diversos antifingicos., o que é particularmemte relevante diante das recentes mudangas
taxondbmicas das espécies de Sporothrix. Em concordancia com diversos estudos,
demonstramos que a TRB é o antifungico mais efetivo contra isolados de Sporothrix,
apresentando baixos MICs (GM de 0,297ug/ml e 0,125 pg/ml para S.brasiliensis e S. schenckii,
respectivamente).!3172526 Estudos in vivo ddo suporte a esses achados.?”?8, Chapman et al.
(2004) relataram alta eficacia da TRB no tratamento da esporotricose cutanea e linfocutanea.?’
Em contraste, Almeida-Paes et al. (2016) observaram um isolado de S. schenckii resistente a

terbinafina e atribuiu essa resisténcia a prote¢do da melanina da parede do fungo.?

O ITC é outra droga de escolha para tratar esporotricose, embora sua eficacia contra
cepas de Sporothrix spp ainda seja incerta. No estudo atual, o ITR mostrou boa atividade
antifangica in vitro de forma semelhante ao exposto em outros relatos #°°, Por outro lado,
parece haver uma variacdo na atividade antifingica de acordo entre as espécies. Estudos
relataram altos valores de MIC para ITC contra o S. schenckii *3! mas com boa atividade contra
0 isolados de S. brasiliensis. Até agora, ndo existem breakpoints para este fungo, contudo o
documento M38-A2 propde, para fins analiticos, que os fungos filamentosos com MIC > 4pug /

ml para ITC sejam considerados resistentes.

AMB é uma das drogas de escolha no tratamento de algumas formas clinicas da

esporotricose ** No presente estudo, AMB teve variabilidade MIC de 0,125 a 8,00 pg/ml, como
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ja relatado anteriormente.”1932 34 foi descrita resisténcia primaria de alguns isolados do
Sporothrix ao AMB, levando a falha terapéutica em pacientes infectados com estas cepas

resistentes 3.

Encontramos uma baixa atividade antifungica do VRC contra Sporothrix (GM > 16
ug/ml) para a fase micelial dos isolados, conforme ja demonstrado na literatura 1318252634 Q
VRC mostram fraca atividade inibitoria contra espécies de Sporothrix, com MICs muito altos.
Para voriconazol, as GM variaram de 3,88 a 27,2 pg/ml, segundo Marimon et al. (2008) e
McGinnis et al. (2001)1

Em comum com nossos achados (GM = 30,34 pug/ml), o FLC tem demonstrado pouca
ou nenhuma atividade contra Sporothrix sp. in vitro.'®3132 Apesar destes resultados, o
fluconazol ainda é considerado uma alternativa de tratamento para esporotricose linfocutanea,
com relatos de boa resposta clinica contra as formas fixas da infeccdo em alguns pacientes

iranianos 6.

Os resultados variados na literatura e a discordancia de alguns resultados entre os
estudos decorrem, provavelmente, devido a diferencas nos gendtipos dos isolados *°, variacoes
no tempo de incubacdo e temperatura, modificacdes dos protocolos de testagem de
sensibilidade antifingica do complexo S. schenckii 1?37, a fonte (no presente estudo,
exclusivamente humano)® ou mesmo a origem geografica dos isolados*®. E importante ressaltar
que antes do S. Schenckii ser reconhecido como um complexo, todos os isolados estudados
foram considerados uma unica especie. Isso também pode explicar o desacordo entre os

resultados de diferentes estudos *°.

Ainda que as leveduras sejam as formas parasitarias do complexo Sporothrix schenckii
em humanos e animais, a maioria dos estudos tém usado a forma filamentosa do fungo,
provavelmente devido ao aumento do requerimento nutricional e desafios associados a

conversdo da fase de crescimento.'317:39

Para 0 nosso conhecimento, o presente estudo foi o primeiro a identificar
genotipicamente as espécies do complexo Sporothrix no Nordeste do Brasil. A baixa eficacia
do VRC e FLC e a ampla variabilidade dos MIC para AMB apontam para um provavel papel
fungistatico desta droga. A existéncia de cepas ou espéecies dentro do complexo Sporothrix com
resisténcia a maltiplas drogas corroboram para a necessidade de monitorar os valores de MIC

durante o tratamento.*°.
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Em conclusdo, a identificagdo molecular dos agentes de esporotricose em Pernambuco
mostraram uma ocorréncia predominante do S. brasiliensis. Torna-se evidente o aumento na
eficiéncia de transmissdo da esporotricose a partir de felinos, resultado da prevaléncia
irrefutavel desta espécie na regido. Conhecer a alta eficacia in vitro da TRB e ITC e auséncia
de isolados multirresistentes, no surto local, podem ajudar na escolha da terapia antifungica em
diferentes grupos de risco epidemioldgico, com potencial impacto no desfecho clinico.
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7 CONCLUSOES

Os dados apresentados demonstram que a esporotricose humana em Pernambuco
apresenta-se em surto, no qual os gatos parecem ter um papel fundamental na cadeia de
transmissdo. O carater zoondético da doenca na regido alerta para a necessidade urgente de
politicas publicas para contencdo da epidemia da esporotricose em felinos.

A esporotricose afetou predominantemente mulheres, com média de idade de 47,7 anos,
com lesdes em membros superiores sob a forma linfocutanea, refletindo o mesmo perfil
epidemioldgico urbano da epidemia iniciada no Rio de Janeiro. Destaca-se a alta frequéncia
(25,5%) de manifestacGes de hipersensibilidade, como eritema nodoso, polimorfo e Sindrome

de Sweet, como possivel consequéncia da maior viruléncia da espécie responsavel pelo surto.

A positividade da cultura micoldgica a partir do fragmento foi maior que a da secrecéo,
sendo adotada como padrao-ouro, neste estudo. A concordancia entre os resultados dos exames
micoldgicos, considerando-se os diferentes espécimes, foi baixa na analise da cultura, e
razodvel na do exame direto, sugerindo que ha vantagem em se obter mais um espécime
bioldgico para exame micoldgico, na abordagem de casos suspeitos de esporotricose. Quando

realizados em conjunto, atingiu-se uma positividade de 92,9%.

O tratamento com itraconazol em baixas doses mostrou-se eficaz na maioria dos casos.
O tempo médio de tratamento foi de 18,7 semanas, sendo menor nos pacientes com
manifestacdes de hipersensibilidade. Ndo se observou diferenca no tempo médio de tratamento

quando categorizamos os casos de esporotricose por forma clinica e imunossupressao.

A ocorréncia predominante do S. brasiliensis como agente do surto de esporotricose
humana em Pernambuco foi verificada, por meio analise genotipica dos isolados baseada no
sequenciamento do gene da calmodulina. A ocorréncia de epidemia de esporotricose em gatos,
a tendéncia a surtos e a observagdo de quadros atipicos sugeriam a presenca desta espécie na

regido, mas que sO agora foi comprovada neste contexto epidemiolégico relevante.

A alta eficacia in vitro da terbinafina e do itraconazol contra os isolados humanos de
Sporothrix, no estado, podem ajudar na escolha da terapia antifungica em diferentes grupos de

risco epidemioldgico, com potencial impacto no desfecho clinico.
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APENDICES
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos vocé a participar como voluntario da pesquisa “ ESPOROTRICOSE
HUMANA EM PERNAMBUCO: CARACTERIZACAO CLINICA E EPIDEMIOLOGICA,
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DO COMPLEXO SPOROTHRIX E SUSCEPTIBILIDADE
ANTIFUNGICA”, que esté sob a responsabilidade da pesquisadora CLAUDIA ELISE FERRAZ
SILVA (Médica Dermatologista do Hospital das Clinicas da UFPE, Clinica Dermatolégica -
Hospital das Clinicas —Térreo do Hospital. Av. Prof. Moraes Rego, s/n. Cidade Universitaria.
Recife-PE, CEP: 50670-901 celular (81) 991031512, e-mail: claudiaelise@yahoo.com.br), sob
orientagdo da Professora Dra. Vera Magalhées da Silveira, telefone (81) 999737421 e coorientacéo
do Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, telefone (81) 99147-9644.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa tem como objetivo estudar os casos de esporotricose (micose que afeta a pele
e a gordura da pele) que ocorrem em Pernambuco, avaliando suas formas de manifestacédo na pele,
situacOes que aumentam o risco para o adoecimento, determinando as espécies de fungo envolvidas
e as medicacOes que combatem esta doenca.

Ao participar da pesquisa, Vocé seguira as seguintes etapas: 1) Respondera de questionario
com dados pessoais, comportamentais e clinicos; 2)Sera examinado (a) pela dermatologista
pesquisadora; 3) Tera suas feridas de pele fotografadas, mantendo sigilo quanto a sua identificacéo;
4) Ir4 coletar material da ferida cutanea, através de biopsia da pele e coleta da secrecdo, usando
anestesia local, materiais estéreis e pequeno curativo. Estes materiais serdo enviados para
laboratério de patologia e para o laboratério de micologia médica. Esta etapa é necessaria para
confirmar o diagnostico e orientar tratamento adequado para sua doenca.

Quanto aos riscos e desconfortos, vocé podera se sentir constrangido(a) em prestar
informacdes quanto a sua doenca e em ser fotografado. Como forma de reduzir o possivel
constrangimento, este atendimento sera realizado de forma individual e em ambiente reservado. Os
seus dados pessoais e de identificacdo serdo conhecidos apenas pela equipe de estudo e guardados
em sigilo. As feridas de pele de esporotricose serdo fotografadas de forma que ndo possibilitem a
sua identificacdo. Estas imagens serdo arquivadas em computador pessoal, sob responsabilidade da
pesquisadora. Caso vocé venha a sentir algo fora desses padrfes, comunique ao pesquisador para
que sejam tomadas as devidas providéncias.

A realizacdo da bidpsia de pele é necessaria para o diagnostico desta doenga, mesmo em
condicdes de consulta habitual, ndo inseridas em pesquisa. A bidpsia para a realizacdo do estudo
histoldgico e cultura micolégica sera feita em lesGes ativas de esporotricose. A técnica de bidpsia
pode provocar dor transitria no momento da anestesia e pode deixar uma cicatriz, geralmente
discreta, na &rea acometida.

Dentre os beneficios diretos da pesquisa estdo 0 acesso a investigacao diagnostica das lesées
cutaneas suspeitas de esporotricose, contribuindo para a confirmacdo da doenca envolvida e
tratamento especifico de cada paciente. Todos o0s pacientes serdo acompanhados no ambulatério até
a concluséo do tratamento de suas doencas dermatoldgicas, incluindo aqueles que ndo confirmarem
o diagndstico de esporotricose. Quanto aos beneficios indiretos, salientamos que os resultados desta
pesquisa fornecerdo informacdes valiosas sobre o padrao epidemiolégico local da doenca, sobre os
tipos de fungo envolvidos e suas manifestac@es clinicas. Esses dados poderao contribuir para acoes
adequadas de prevencéo e tratamento da esporotricose no Estado de Pernambuco.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicacBes cientificas, ndo havendo identificagdo dos participantes, a ndo ser entre o0s
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responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados
nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo e computador pessoal, sob a
responsabilidade do pesquisador, no endereco acima informado, pelo periodo minimo de cinco
anos.

Apos leitura e informagdes, caso aceite fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma. Garantimos que
vocé tem o direito de retirar o consentimento da sua participagédo em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer penalidade. Ressaltamos que a possivel recusa em participar deste estudo, no inicio ou em
qualquer momento da realizacdo do mesmo, ndo trara nenhum prejuizo ou interferéncia em seu
atendimento e tratamento no setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE. Em caso de
davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos na UFPE, no endereco: Av. da Engenharia, S/N, 1° andar, sala
4, Cidade Universitaria, Recife/PE, CEP 50740-600, telefone (81)2126-8588, e-mail:
cepccs@ufpe.br

Claudia Elise Ferraz Silva

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , fui
informado (a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como serd minha participacéo,
dos procedimentos, riscos e beneficios decorrentes desta pesquisa “ESPOROTRICOSE HUMANA
EM  PERNAMBUCO: CARACTERIZACAO CLINICA E EPIDEMIOLOGICA,
IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DO COMPLEXO SPOROTHRIX E SUSCEPTIBILIDADE
ANTIFUNGICA”, declaro meu consentimento em participar da pesquisa, como também concordo
que os dados obtidos na investigacdo sejam utilizados para fins cientificos , apés a leitura (ou a
escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecidas as
minhas dlvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo como
voluntario(a).

Recife, de de

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do
voluntario em participar.

Nome: Nome:
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APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS

PROJETO “ ESPOROTRICOSE” — DERMATOLOGIA — HC -UFPE

DATA: /] FICHA N.O
NOME:
N.° DO PRONTUARIO: IDADE: SEXO: DATA DE NASCIM / /___

SERVIGCO DE PROCEDENCIA:

NATURALIDADE: CIDADE: ESTADO:
ENDERECO:

FONES:

PROFISSAO: ESTADO CIVIL: FOTOTIPO:

FICHA DE COLETA DE DADOS
FOTOS ( )SIM () NAO
DADOS EPIDEMIOLOGICOS

1) IDADE: ANOS
2) DATADE NASCIMENTO: __ / [/
3) SEXO MASC( ) FEM ( )
4) FOTOTIPO (1A VI)
5) ESCOLARIDADE
6) PROCEDENCIA - (NOME DA CIDADE — ESTADO)
() AREA RURAL () AREA URBANA

7) OCUPACAO

() TRABALHADOR RURAL () EMPREGADA DOMESTICA

() VETERINARIO ()

8) POSSUI GATOS NA RESIDENCIA ( )SIM ( )NAO
9) TEVE CONTATO COM GATOS DOENTES (COM FERIDAS) ( )SIM ( )NAO
10) ATIVIDADES COM JARDIM OU TERRA NA RESIDENCIA, TRABALHO OU LAZER

( )SIM ( )NAO

Descrever

DADOS CLINICOS

1) TEMPO DE LESAO CUTANEA (ATE O DIAGNOSTICO) SEMANAS

Data de inicio dos sintomas: __/ /
2) FORMACLINICA( )Fixa ( )Linfocutinea ( )CutineaDisseminada ( ) Disseminada
3) SITIO DA LESAO PRIMARIA

( )Face ( )Pescoco ( )MMSS ( )Abdome ( )MMII

Especificar



4)

5)

6)

7)

8)

9)

TOPOGRAFIA DAS LESOES CUTANEAS

HA PADRAO DE DISSEMINACAO ESPOROTRICOIDE
()SIM ( )NAO

SITIOS EXTRACUTANEOS
a. SIM
b. NAO
c. QUAIS

MANIFESTAC@ES DE HIPERSENSIBILIDADE
a. Eritema nodoso
b. Eritema multiforme

SINTOMAS SISTEMICOS
a. SIM b.NAO

DOENCAS ASSOCIADAS
a. HIv
b. HEPATITEB
c. HEPATITEC
d. ETILISMO
e. OUTRA CONDIGAO IMUNOSSUPRESSORA

10) COMORBIDADES

11) MEDICACOES GERAIS EM USO

DADOS QUANTO AO TRATAMENTO

Itraconazol 100mg/dia ( ) lodeto de Potassio( )

Data de inicio da medicagao:

Terbinafina (

)

Anfotericina ( )
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EXAMES COMPLEMENTARES

DATA DESCRICAO

EXAME DIRETO
Exsudato

Fragmento

CULTURA MICOLOGICA
Exsudato

Fragmento

HISTOPATOLOGICO

SERICOS




142

APENDICE C - VERSAO DO ARTIGO 1 EM INGLES

Proposta de submissao para o periodico: Mycoses

ORIGINAL ARTICLE

Surto de esporotricose humana em Pernambuco, Nordeste do Brasil: epidemiologia,

manifestacdes clinicas e resposta terapéutica

Short title: Surto de esporotricose em Pernambuco, Nordeste do Brasil

Authors: Claudia Elise Ferraz*? , Carlos Alberto Tiburcio Valeriano® Reginaldo Gongalves de

Lima Neto* Vera Magalh&es*

Affiliation:

! Tropical Medicine Post- Graduation Program, Federal University of Pernambuco (UFPE).
2Department of Department, Clinical Hospital of Federal University of Pernambuco (UFPE)
3Department of Mycology, Center of Bioscience, Federal University of Pernambuco (UFPE).

“Department of Tropical Medicine, Center of Health Science, Federal University of Pernambuco
(UFPE).

Corresponding author:

CLAUDIA ELISE FERRAZ, Rua Bardo de Itamarac4, n.° 355, apto 1701, Espinheiro, Recife
— PE. CEP: 52020-070. Phone: 55-81-991031512, e-mail: claudiaelise@yahoo.com.br.

Keywords: Sporotrichosis, Sporothrix, outbreak, epidemiology, Brasil


mailto:claudiaelise@yahoo.com.br

143

SUMMARY

Background: Sporotrichosis is an infectious granulomatous disease caused by fungi of the
Sporothrix Complex, with notable endemicity in Latin America, mainly in southeastern Brazil
and considered to be emerging in other regions of the country. Objectives: To evaluate the cases
of human sporotrichosis in Pernambuco, Northeastern Brazil, from an epidemiological, clinical
and therapeutic aspects. Patients/Methods: Cross - sectional study nested to the prospective
cohort, with 98 patients diagnosed with sporotrichosis from March 2017 to March 2018, treated
at a university hospital in Pernambuco, Northeastern Brazil. Results: We found a higher
prevalence of female sex (73.5%), mean age 47.7 years. History of scratches or bites of diseased
cats were present in 81.6% of the cases. There was a predominance of lymphocutaneous form
(67.3%) and a high frequency (25.5%) of hypersensitivity manifestations (erythema nodosum,
erythema multiforme and Sweet's syndrome). These reactions were associated with a shorter
treatment time until healing. Itraconazole 100mg / day was the treatment adopted in 92.9%
patients; of these, 20.8% required higher doses for healing. Conclusions: The identification of
the zoonotic nature of sporotrichosis in several Brazilian states, alerts to the need for public
policies to contain the epidemic in cats and humans. We highlight the high frequency of

hypersensitivity reactions and the efficacy of treatment with itraconazole.

INTRODUCTION
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Sporotrichosis is a subacute or chronic granulomatous infectious disease caused by
thermodymorphic fungi of the Sporothrix Complex 2. It has a notable endemicity in Latin
America, mainly in southeastern Brazil. The disease is closely linked to different forms of
human activities, habitats, lifestyles and presents both environmental and zoonotic interaction®.
In the last two decades, changes in the epidemiology, distribution and taxonomy of
sporotrichosis have been observed *° and are currently considered an emerging disease in

several regions of Brazil, mainly in the form of zoonotic epidemics and outbreaks .

Although classical infection is associated with traumatic inoculation of the soil, plants
or materials contaminated by the fungus, there are geographical areas where transmission from
infected cats predominates, as observed in Rio de Janeiro, considered hyperendemic for
sporotrichosis, with more than 5,000 human cases diagnosed since 1998. Cases of feline
sporotrichosis and zoonotic transmission have also been reported in other states, especially in
Rio Grande do Sul and Sdo Paulo ®’. The etiological agent responsible for these outbreaks is
Sporothrix brasiliensis, a highly pathogenic clonal branch of the classical S. schenckii sensu

stricto (Str.) Species ®.

The morphological heterogeneity of lesions often makes the diagnosis difficult,
particularly in non-endemic regions, leading to a delay in the diagnostic definition and a
protracted clinical course with an impact on public health®. Disseminated or atypical clinical
forms with manifestations of hypersensitivity have been described in some regions and appear
to be associated with some isolates of Sporothrix °1. Although associated with low lethality, it
causes considerable morbidity and requires specific treatment for its resolution 2. Potassium
iodide has been the standard treatment for many years, but itraconazole, terbinafine and
amphotericin B have recently been used with high efficacy 31318,

In the Northeast of Brazil, sporadic cases of sporotrichosis have been reported,
mostly, in an occupational way affecting individuals from rural areas. In the last four years,
there was an increase in the detection of cases of feline sporotrichosis, which coincided with
the perception of a greater number of human cases of sporotrichosis in the health services.
Considering this scenario, with indications of a change in the epidemiological profile and the
lack of data on the disease in the region, this study aimed to evaluate the cases of human
sporotrichosis in Pernambuco, being the first state in the Northeast of Brazil to characterize its

cases epidemiological, clinical and therapeutic point of view.
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MATERIALS AND METHODS

Local and Study design

A cross-sectional study nested with the prospective cohort, performed at the
specialized outpatient clinic of the Dermatological Clinic of the Public University Hospital in
the city of Recife (capital of Pernambuco, Northeastern Brazil), from March 2017 to March
2018. The Dermatology sector serves patients from throughout the state, with a flow of care of
900 patients per month. The state of Pernambuco has an estimated population of 9,473,266
inhabitants in 2017, of which 80.2% live in urban areas. 19 The region has a humid tropical

climate on the coast and is predominantly semi-arid in the interior.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Health Sciences
Center of the Federal University of Pernambuco, Brazil (CAAE: 71105617.7.0000.5208).

Patients and follow up

All patients over 18 years of age with suspected sporotrichosis and referred to the
outpatient clinic were included in the study and examined for clinical characterization of
sporotrichosis lesions, photographed and submitted to direct exudate exams, in addition to two
4mm punch biopsies, one sent for histopathological processing and another, for direct
examination and mycological culture. In addition, they answered a questionnaire with personal
data and demographic, epidemiological and clinical information. A sporotrichosis patient was
considered to have clinical lesion (s) of nodules, ulcers or plagues on the skin with at least one
of the following complementary tests: a. histopathological examination with mixed suppurative
granulomatous inflammation with or without visible yeast structures, suggestive of fungal
infection; B. direct mycological examination with evidence of hyaline, globose or elliptic
leveduriform cells; w. mycological culture with development of Sporothrix sp.; and / or clinical

cure with antifungal treatment20. Pregnant and lactating women were excluded.

After confirming the diagnosis of sporotrichosis, in the absence of disseminated
disease, patients started standard treatment with itraconazole 100mg/day and were followed
biweekly, to observe clinical response, possible side effects, and to define the time to stop the
medication after cure. When, after 4 to 8 weeks, the skin lesions were aggravated or remained
unchanged, the dose of itraconazole was doubled to 200mg / day. When even after 8 weeks of
modification of the dosage no improvement of the lesions was observed, the medication was
replaced. The definition of the treatment dose with itraconazole and the follow-up form was

based on a cohort protocol of patients with sporotrichosis of the Evandro Chagas Clinical
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Research Institute (IPEC) 3. In the impossibility of patients to use imidazole, they were
considered for treatment with potassium iodide 3g / day or terbinafine 250mg / day. The
antifungal medication was discontinued after 4 weeks of clinical cure. Patients with fully healed
lesion (s), complete reepithelialization and absence of crusts, infiltrated areas or erythema were
considered clinically cured. In the case of extra-cutaneous lesions, the pre-existing lesions had

to be completely involuted.
Statistical analysis

Data were analyzed descriptively through absolute and percentage frequencies for the
categorical variables and the measures: mean, standard deviation, median and percentiles for
the numerical variables. To evaluate the association between two categorical variables,
Pearson's Chi-square test or the Fisher's exact test were used in situations where the condition
for use of the Chi-square test was not verified. In the comparison of the categories of
independent variables, the Mann-Whitney test in the case of two categories and the Kruskal-
Wallis test in the case of more than one category were used. The margin of error used in the
statistical test decision was 5% and the intervals were obtained with 95% confidence. The data
was entered in the EXCEL worksheet and the program used to obtain the statistical calculations
was the SPSS IMB in version 23.

RESULTS
During the study period, 131 patients with clinical suspicion of sporotrichosis were
treated at the referral clinic. We obtained diagnostic confirmation in 111 patients, of whom 98
were included in the study. The analysis of sex distribution showed a high occurrence in females
(73.5%) when compared to males (26.5%). The patients' ages ranged from 19 to 91 years, with
an average of 47.7 years (SD 16.7) and a median of 48 years. Most of the cases (91.8%) came
from the Metropolitan Region of Recife, urban area of the state of Pernambuco. There was no
absolute predilection for a particular occupation; individuals who performed predominant
activities at home, from retirees, housewives and domestic employees accounted for 38.7% of
the cases (38/98). History of contact with cats at home was present in 77.6% (76/98) of the
cases, while 81.6% (81/98) reported contact with cats with skin wounds, through scratches or
bites. Only 27.6% (21/98) of the patients reported some activity with soil or plant manipulation
or plants, most of them occasional and leisurely (Table 1).
The duration of symptoms before medical treatment ranged from 5 to 280 days, with

an average of 41.8 days (SD = 42.43 days) and a median of 30 days. The predominant clinical
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form was lymphocutanous affecting 66 (67.3%) patients, followed by fixed cutaneous in 27
(27.6%) (Figure 1). Five cases presented the disseminated cutaneous form and no patient
presented visceral involvement (Figure 2). Lesions were more commonly found in the upper
limbs in 79 (80.6%) cases (Table 2). Multiple anatomic sites were affected by different

inoculation foci in the same patient in 15 cases (15.3%).

Nonspecific systemic symptoms such as fever, arthralgia and headache were reported
by 37.8% of the patients, being present in all cases that presented manifestations of
hypersensitivity. A high frequency (25.5%, n=25) of manifestations of hypersensitivity was
observed, with 13 cases of erythema nodosum, eight cases of erythema multiforme and one of
Sweet syndrome (Figure 3). Three patients presented concomitantly more than one reactivity
pattern. Underlying immunosuppressive conditions such as HIV / AIDS (1), use of
immunosuppressive medications (5), chemotherapy (1), and alcoholism (2) were present in 9

patients.

Regarding the treatment, 91 (92.9%) patients were treated with itraconazole 100mg /
day; of these, nineteen (20.8%) required higher doses for clinical cure. For reasons of drug
interaction, six received other antifungal treatments with potassium iodide (n = 3), terbinafine
(n = 3). Only one case of disseminated sporotrichosis required amphotericin B deoxycholate
intravenously and maintenance with imidazole after initial infection control. Seven patients lost
follow-up before discharge because of cure. The mean treatment time was 18 weeks (SD =
8.53), ranging from 0 to 65.14 weeks, with a median of 17.29 weeks. About 16.3% (16/98)
patients had some side effect with itraconazole, such as headache, abdominal pain, and
hypertriglyceridemia, but it was not necessary to discontinue the medication in any case.
Patients who presented symptoms of hypersensitivity who came to the clinic very
symptomatically used, in addition to the antifungal, prednisone 0.5mg / kg / day for 7-14 days

and oriented to rest, with resolution of the condition.

There was no difference in mean treatment time when we categorized the cases by
clinical form and immunosuppression; the presence of hypersensitivity manifestations was

associated with a shorter treatment time until cure (p = 0.046) (Table 4).
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DISCUSSION

The Northeastern region of Brazil had not yet documented a large number of patients
with human sporotrichosis, such as the one observed in 2017 and 2018. The perception of
increased cases of the disease in several health services motivated the creation of the referral
clinic in the Hospital university education. Although there were no published data in relation to
previous years, a one-year increase in the number of cases of sporotrichosis was observed,
according to the institution's internal records. Other states in the Northeast of Brazil, such as
Rio Grande do Norte?, Paraiba?? and Alagoas® have already reported cases of sporotrichosis
in animals, with rare cases of zoonotic transmission. In Brazil, human and animal cases of the
disease were also published in Amazonas and Pard, however, most cases come from the South
and Southeast 3.

Although animals are not the main source of infection for humans in most places in
the world, zoonotic transmission has been reported from biting and scratching cats, insect bites,
fish handling, dog bites, rats, birds, reptiles and horses 242", Undoubtedly, cats have been the
great vehicle for the dissemination of cases of human sporotrichosis that began in the region of
Rio de Janeiro, 2>?32% with gradual expansion to other regions of Brazil 232, The states of Rio
Grande do Sul and S&o Paulo reported outbreaks of sporotrichosis in a small group of cats and
humans, but with effective local epidemiological control %73, The state of Pernambuco is
located 2300 km north of Rio de Janeiro, where the zoonosis transmitted by cats caused by
Sporothrix brasiliensis began. With the present study, it was demonstrated the high frequency
of transmission from the contact with cats, denoting the zoonotic character of the infection in
the region. Although our study was conducted as a referral service for the treatment of
sporotrichosis in our state, we believe that the number of cases may be underestimated, since
some patients are seen in other health institutions, they may be treated empirically and even
self-medicated , especially when there is a well defined context of contact with felines with

sporotrichosis.

About 77.6% of the cases documented in the present study reported having cats in the
home and 80.6% reported having suffered minor trauma with sick cats. Cat-human transmission
is mainly associated with scratches and / or bites of infected animals with high fungal load,
however, Sporothrix has already been isolated in nails, oral and nasal cavities of apparently
healthy felines *#3¢. In many instances, the mode of transmission is not identified®’. About 10-
62% of the patients do not report any history of trauma, since it is usually discrete or of small
significance and occurs a few weeks before the onset of the disease and may be forgotten8. In
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addition, inter-human transmission is not described®®

We found a greater involvement of the female sex (73.5%) and a mean age of 47.7
years, reflecting the same urban epidemiological profile of the epidemic started in Rio de
Janeiro. In this state, there is a predominance of women over 40 years of age, of low
socioeconomic status and who participate in domestic activities and the care of sick animals at
home 3%4%_In rural areas of southeastern and southern Brazil and in several regions of the world,
there is a higher prevalence in men over 50 years who work in agricultural activities, revealing
an occupational character of the disease 2%3"4l, It appears that the risk of contracting the
infection is mainly determined by the likelihood of contact with Sporothrix, regardless of age,
race or sex, but is particularly related to daily household, leisure or work activities #4243,

The clinical presentation of sporotrichosis is highly polymorphic. According to several
records in the literature, we also found the predominance of lymphocutaneous sporotrichosis
(67.3%). Publications from Mexico, Peru, Africa, India, Uruguay and Guatemala, Venezuela,
Italy, and in Santa Maria, southern Brazil, documented the lymphobuttal form as responsible
for more than 70% of the cases 3"4445. On the other hand, reports from Japan, Costa Rica and
other regions of Brazil did not observe differences in the number of patients between the fixed
and lymphocutaneous form 2%4647- vvarious factors such as mode and depth of inoculation, host
immunity and virulence of the species may influence the different forms of presentation. 83848,
It is suggested that patients with certain immunity against the fungus develop fixed or localized
disease, while the lymphatic disease affects those who did not have previous contact with the
pathogen 204%-51 Of the patients who evolved with disseminated forms of sporotrichosis, four
had no known immunosuppressive condition and only one was an alcoholic. Disseminated
forms are rare worldwide, being more associated with states of immunosuppression such as the

presence of HIV / AIDS, chemotherapy, immunosuppressive drug use, alcoholism and diabetes
13,15,20

The time interval between onset of lesions and the diagnosis was 41.8 days, similar to
that described in other studies *°2, The literature describes a great variability in the duration of
symptoms until diagnosis. In a study from RS, the mean time between the onset of the lesions
and the diagnosis was 150 days (5 months). 2 We verified that patients who presented
hypersensitivity manifestations had a shorter disease time; we believe that the appearance of
reactive lesions on the skin, accompanied by systemic symptoms, has motivated the patients to

seek medical attention at an earlier stage. The upper extremities were the sites most commonly
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affected (n = 79, 80.6%), converging with the idea that areas exposed to trauma are more
affected by sporotrichosis®2%4

In the present study, we found a frequency of 24.8% of manifestations of
hypersensitivity such as erythema nodosum, erythema multiforme and Sweet's syndrome.
Hypersensitivity reactions have been described in endemic sporotrichosis transmitted by cats
in Rio de Janeiro since 2001 and are considered rare 185355 Although some cases of erythema
nodosum respond to non-hormonal anti-inflammatory drugs >+, the patients in our study
presented intense and even incapacitating pictures due to local pain and the accompanying
arthritis of large joints in some cases with rapid resolution after 7- 14 days of prednisone 0.5mg
/ kg / day. More intense pictures of erythema multiforme were solved with the same approach.
The first reports of Sweet Syndrome associated with sporotrichosis were described in 2012,
when two women with the fixed localized form developed disseminated erythematous plaques,
with clinical and histopathology typical of the reaction, after the infection transmitted by felines
also in Rio de Janeiro °’. We had two cases of Sweet syndrome in women associated with fixed

cutaneous and lymphobuccal mycosis lesions and with a history of animal contact.

After demonstrating that distinct genotypes may be related to different clinical forms
of the disease in guinea pigs, the case reports in humans seem to reinforce this hypothesis 3%,
Almeida-Paes, in a cross-sectional study, was the first to explore and demonstrate the
association between the genotypic identification of Sporothrix species and the various clinical
aspects of human sporotrichosis, showing a direct association between S. brasiliensis infection
and 10 cases of erythema nodosum or multiforme, in addition to other 6/7 disseminated forms3.
Factors such as feline transmission (with a tendency to present repetitive and intense fungal
inoculum), host susceptibility and virulence of the pathogen could explain the association of
sporotrichosis with manifestations of hypersensitivity 3. It is possible that the greater
virulence of S. brasiliensis is a factor that contributes to atypical sporotrichosis in Brazil ® and
it has been demonstrated in experimental models that the infection by this species generally
presents greater fungal load, invasiveness and tissue damage, when compared to other agents
of the Sporothrix Complex °°. Given this context, it is probable that this species will participate
in the cases in Pernambuco. More studies are needed to prove this identification of S.
brasiliensis in the region.

Although Sporothrix infection is rarely life-threatening, all clinical forms present

considerable morbidity and require specific treatment 12152°, Treatment with itraconazole was
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implemented for the majority of patients, except for those who used medications with potential
for drug interaction, such as anticonvulsants, statins and psychiatric drugs. In agreement with
the study by Lima Barros et al., The use of 100 mg/day of itraconazole was effective in 79.1%
(72/91) of the patients, only 20.9% (19/91) requiring doses between 200 to 400mg / day 8.

Clinical resolution of infection and eradication of Sporothrix in tissues remain the
goals of treatment. The mean treatment time in our study was 18 weeks. The literature reports
that treatment duration usually ranges from 3-6 months, but treatment time remains arbitrary
and should be continued for at least 4 weeks after complete clinical remission to achieve cure
815 We observed a shorter time to cure in patients who presented hypersensitivity
manifestations, as already evidenced in a study in Rio de Janeiro. Barros et al. studied the effect
of itraconazole on cutaneous sporotrichosis in 645 patients in Rio de Janeiro, including 87
patients with erythema nodosum or multiforme and found that patients with hypersensitivity
reactions resolved their illnesses more quickly when compared to those who did not present
these reactions'®. Almeida-Paes et al., In 2014 found no association between time to cure and
these characteristics, but found that patients with hypersensitivity reactions had predominantly
fixed forms of cutaneous sporotrichosis . It is believed that the reactions may indicate a
response host cells against Sporothrix yeast cells and would play a protective role in
sporotrichosis >.

Nausea, epigastric discomfort, hypertriglyceridemia, headache were some of the
observed side effects but did not motivate medication replacement. The low dose of
itraconazole probably explains the low incidence of side effects.'® In a Brazilian study in which
patients used this antifungal for sporotrichosis, 18 to 21.4% of the patients reported adverse
events, which were more frequent in those receiving doses of 200 -400mg/day 8. It is
interesting to note that both itraconazole and the use of terbinafine and potassium iodide have
been shown to be effective in containing the infection. Cost, ease of administration, safety

profile are factors that should be considered when choosing treatment 8.

We conclude that sporotrichosis is a public health problem in the study area. The
identification of the zoonotic nature of sporotrichosis in several Brazilian states, alerts to the
need for public policies, with strategies to contain the epidemic. Control measures include
castration of street animals and proper treatment of sick cats, cremation of dead animals to
prevent the fungus from perpetuating itself in nature, as well as the education of owners about
responsible ownership and the main aspects of Sporothrix transmission 3. Physicians treating
patients suspected of sporotrichosis need to be aware of the high frequency of hypersensitivity
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manifestations, which should not be confused with disseminated disease, and be aware that they
can treat low-dose itraconazole with high efficacy in the in most cases. More studies are needed
to clarify the local ecology, its reservoirs, species identification in the region, its antifungal

sensitivity profile and risk factors for disease not yet fully identified.
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TABLE 1: Sociodemographic characteristics of 98 patients diagnosed with sporotrichosis in the
specialized outpatient clinico of the Dermatology Sector of the Hospital das Clinicas of the Federal

University of Pernambuco, between March 2017 and March 2018.

Variavel n %
TOTAL 98 100,0
Age (years)
19a29 18 18,4
30a59 57 58,2
60 a91 23 23,5
Sex
Male 26 26,5
Female 72 73,5
Region
Recife 34 34,7
Metropolitan Region of Recife 56 57,1
State interior 8 8,2
Ocupaction
Housewife / Retirement 34 34,7
Veterinarian Activities 3 3,1
Rural worker 2 2,0
Student 4 41
Housekeeper 5 51
Others 45 45,9
Unnployed 4 4,1
Bricklayer 1 1,0
Cats in your house
Yes 76 77,6
No 22 22,4
Contact with sick cats
Yes 80 81,6
No 18 18,4
Activity with soik and plants
Yes 27 27,6
No 71 72,4




Table 2: Clinical characteristics of 98 patients with sporotrichosis.
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Variable

n %
TOTAL 98 100,0
Clinical forma
Fixed 27 27,6
Lymphocutanous 66 67,3
Disseminated cutaneous 5 51
Duration of symptoms (weeks)
4 37 37,8
4a<8 43 43,9
8a<12 12 12,2
212 6 6,1
Anatomical sites affected @
Head 5 51
Neck 6 6,1
Trunk 11 11,2
Upper limbs 79 80,6
Lower membere 9 9,2
Associated Systemic symptoms
Sim 37 37,8
Nao 61 62,2
Egactlons of Hipersensitivity 73 745
25 25,5
Yes
Erythema nodosum 13 13,3
Erythema multiforme 8 8,2
Sweet syndrome 1 1,0
Erythema nodosum + multiforme 2 2,0
Erythema nodosum + erythema multiforme + Sweet syndrome 1 1,0
Imunossupression
Yes 9 9,2
No 89 90,8

1) The percentages were obtained based on the 98 patients. Considering that the same patient may present more than one

anatomical site affected, the sum of the frequencies may be higher than the total of surveyed
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Figure 1: Clinical forms of sporotrichosis. A and B: Fixed form: C and D: lymphocutaneous
form.

Figure 2: Dorsal, face and upper limb injuries in the same patient with disseminated
cutaneous sporotrichosis.

Figure 3: Patients with sporotrichosis and manifestations of hypersensitivity. A. Erythema nodosum,
left knee arthritis in a patient with fixed sporotrichosis lesion in the thigh; B: Erythema multiforme; C:
Sweet's syndrome.
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Table 3 — Assessment of the presence of hypersensitivity manifestations according to clinical
form, duration of symptoms and immunosuppression.

Hypersensitivity

Variable Yes No Total p-Value
n % n % n %

Total 25 100,0 73 100,0 98 100,0

Clinical form 0,251 M

Fixed 10 40,0 17 23,3 27 27,6

Lymphocutaneous 14 56,0 52 71,2 66 67,3

Disseminated cutaneous 1 4,0 4 55 5 51

Duration of the symptoms 0,006* W

(days)

5-15 9 36,0 9 12,3 18 18,4

16 - 30 9 36,0 23 315 32 32,7

31-60 7 28,0 25 34,2 32 32,7

>60 0 0,0 16 21,9 16 16,3

Imunossupression 0,227 @

Yes 4 16,0 5 6,8 9 9,2

No 21 84,0 68 93,2 89 90,8

(*) Significant association a5 %
(1) Through Fisher’s exact Test.

Table 4 — Statistics of the treatment time (in weeks) according to the clinical forms, presence

of manifestations of hypersensitivity and immunosuppression.

Estatisticas

Variavel Media Standar deviation Median P25 P75 p-Valuep
Clinical Form p ®=0,066
Fixed 15,02 6,31 15,00 11,0 19,0

Lymphocutaneous 19,01 9,20 18,14 14,29 22,14

Disseminated 21,14 6,24 21,29 15,29 26,93

cutaneous

Hipersensitivit p @ =0,046*
reactions

Yes 16,91 11,25 14,43 11,14 20,71

No 18,40 7,43 18,00 14,71 21,64
Imunossupression

Yes 18,24 6,80 18,00 12,00 22,21 p@=0911
No 18,00 8,72 17,14 13,57 21,14

(*) Significant association a 5%
(1) Kruskal Wallis Test
(2) Mann-Whitney Test
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ABSTRACT

Sporotrichosis is an implantation mycosis caused by pathogenic species of the
Sporothrix Complex. An epidemic of human sporotrichosis has been occurring in Rio de Janeiro
from feline transmission since the late 1990s, with a gradual expansion of the number of cases
to other states in Brazil. The gold standard diagnostic test of sporotrichosis is the isolation of
Sporothrix in culture media. Direct microscopic examination has not been used in clinical and
laboratory practice often, and it remains little studied. There are no studies that investigate if
there is an advantage in obtaining more than one clinical specimen (skin fragment and secretion)
for mycological examination. This study aims to evaluate the diagnostic methods in 85 cases
of human sporotrichosis in the Northeast of Brazil, verifying their concordance and efficiency,
as well as investigate if there is an advantage in using more than one complementary method,
and more than one biological specimen for the myological examination. Culture positivity in
the fragment was greater than in the secretion (60% x 24.7%, respectively), which was adopted
as the gold standard. Obtaining more than one biological material added sensitivity to the
diagnosis, since the specimens were not mutually positive in one patient, with a Kappa index
(K) of 0.19 for culture and K=0.27 for direct examination. When performed together and based
on secretion and fragment, mycological examinations reached a positive rate of 92.9%, ratifying
the importance of the combination of diagnostic methods.
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INTRODUCTION

Sporotrichosis is an implantation mycosis caused by thermodimorphic pathogenic
species of the Sporothrix Complex, present in all continents (1-3). This disease has become a
public health problem in the last few decades due to the increasing number of cases in humans,
epidemiological changes, and geographical distribution, as well as a trend to zoonotic
transmission and outbreaks (3-5). In Brazil, an epidemic of human sporotrichosis has been
occurring in Rio de Janeiro from feline transmission since the late 1990s, with a gradual
expansion of the number of cases to other states in the South, Southeast and Northeast of the

country (6,7).

Characteristically, sporotrichosis manifests by ulcerated lesions and nodules that
progress in ascending fashion through a lymphatic path, sometimes by fixed and rare
disseminated cases (3,8). Clinical suspicion, based on epidemiological and morphological
information of the lesions, is the basis for early diagnosis of sporotrichosis, which should be
confirmed by complementary examinations(6,8,9).. In general, it is recommended that in open
and/or floating lesions, secretion is collected, whereas in closed lesions without exudation,

tissue fragment is obtained for mycological culture (10).

The standard gold diagnostic examination of sporotrichosis is isolation of Sporothrix in
culture media obtained from biological specimens, such as skin exudate or fragment; in
disseminated cases, they are sputum, liquor, blood, urine, depending on the affected organs (8).
However, the time needed to obtain the result of this examination may take up to four weeks,
and it may occasionally present false-negative results (11,12). Due to repetitive reports of
shortage of yeast-like cells in human infection, the direct microscopic examination has been
little used in clinical and laboratory practice (6,13,14). For this reason, the sensitivity and
specificity of the direct examination remain little studied (13). Moreover, there are no studies
investigating if there is an advantage in obtaining more than one clinical specimen for

mycological examination to approach suspected cases of cutaneous sporotrichosis.

Other examinations may be applied in suspicious cases of human sporotrichosis, such
as histopathology, serologies and molecular studies. The latter are still restricted to research
purposes (6,15-19). The histopathological examination of the sporotrichosis lesion usually

reveals a mixed granulomatous, suppurative reaction in most cases, but the fungus is rarely
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found (6,20-22). This anatomopathological assessment of the fragment notably contributes to

possible differential diagnoses, corroborating the diagnosis of fungal infection (9,19,20).

This study aimed to evaluate the diagnostic methods of human sporotrichosis, verifying
the agreement between diagnostic methods and their efficiency (sensitivity and specificity of
mycological examination), as well as verify if it is advantageous to use more than one
complementary method and more than one biological specimen for the myological

examination.
MATERIALS AND METHODS

A cross-sectional study was carried out with patients with clinical suspicion of
sporotrichosis, who that referred to outpatient clinic in the Dermatology Clinic of the
universitary hospital in Pernambuco, Northeast of Brazil, between March 2017 and March
2018. The patients answered a clinical-epidemiological questionnaire, and they were submitted
to collection of ulcerated lesion exudate, as well as the biopsy by a 4-mm puncture to collect
two fragments of lesion tissue. Both specimens were analysed by direct microscopic
examination and cultivated in solid medium. One of the tissue fragments was sent to

anatomopathological examination.

The secretion swabs collected with sterile swab and the tissue fragments were made on
blades, clarified with potassium hydroxide at 20% and co-administered with Giemsa. All the
direct examination blades were analysed with a 1000-x optical microscope. The direct
microscopic reading was considered positive when at least one yeast-like structure suggestive
of Sporothrix sp. was found. Simultaneously, samples of ulcerated skin lesion and tissue
fragment were cultivated in Sabouraud Dextrose Agar (Difco) supplemented with
cloranphenicol (2g/L), incubated at 25°C, and observed for up to 15 days. Since the growth of
the fungus in culture was detected, the micromorphology analysis was performed. The biopsy
fragments sent for anatomopathological examination were fixed in in a 10% formaldehyde and
submitted to conventional methods of processing, colouring with hematoxylin-eosin (HE) and
periodic acid Schiff (PAS), and then evaluated by a dermatologist. After analysing a
patient with suspicious lesions and favourable epidemiology, it was concluded that the finding
of granulomatous, suppurative inflammation was compatible with sporotrichosis; the encounter
of yeast-like suggestive forms of Sporothrix to the coloration using PAS led to establishing the

diagnosis.
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Cases of sporotrichosis were associated to patients with clinical lesions presenting
nodules, ulcers or plaques on the skin. At least one complementary examination compatible
with sporotrichosis (histopathological examination, direct mycological examination, and/or
mycological culture) were performed. These cases were clinically cured with specific antifungal
treatment. The patients eligible for this study confirmed the diagnosis of sporotrichosis, and
simultaneously performed three complementary examinations (the direct mycological and
culture examinations, obtained from the secretion and the skin fragment, as well as the

histopathological examination).

The data were stored in EXCEL, and the programme used to obtain statistical
calculations was the IBM SPS, version 23. The mycological culture led to establishing the
standard diagnostic examination. The results were expressed through absolute and percentage
frequencies; also, sensitivity, specificity, Positive Predictive Value (PPV), Negative Preditive
Value (NPV), and acuity were calculated. To evaluate an association between two variables,
the Fisher's Exact test was used, considering a 5%-significance level. The concordance between
the direct examination and mycological culture in the different biological specimens was

determined by the Kappa index.

This study was approved by the Ethics Committee in Research of the Centre for Health
Sciences at the Federal University of Pernambuco, Brazil (CAAE: 71105617.0000.5208).

RESULTS

One hundred and three patients were diagnosed with sporotrichosis in the period from
March 2017 to March 2018. Of these, 85 were submitted to the three tests simultaneously (direct
mycological examination, examination of exudates and fragments, and histopathological
examination), and they were included in the study. Women amounted for 71.8% of the cases.
The age of the patients investigated ranged between 19 and 91 years, with an average of 47.78
years (SD+- 17.24 years), and a median of 48.00 years. The disease time ranged from 5 to 280
days, with an average of 41.79 days (SD = 45.10 days), and median time equal to 29 days
(TABLE 1).

The mycological culture presented initially hyaline colonies that acquired a dark brown
coloration and a wrinkled, folded surface after 5-7 days of cultivation. The micromorphology
revealed the presence of septated, delicate hyaline hyphae, and rather ramified conidiophores.
They presented synemma-type conidiophores with either fusiform or pyriform sympodial

conidia in floral dispositon, similar to a daisy-like arrangement (Figure 1). There was greater
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culture positivity from the biopsy fragments than among the exudates (61% x 24%,
respectively) (table 2). The direct microscopic examination revealed the presence of small,
round and elliptic hyalline yeast, as well as elongated ones in 40% of the secretion samples and
67.1 % of the fragments. In only four cases, fungal structures were visualized through PAS in
the histopathological examination. The granulomatous, suppurative inflammation was found in

most patients as a rule (83.5%).

No differences were found between the positivity of the different examinations and the
clinical form of the disease. The acuity parameters are described in table 3. The direct
microscopic examination sensitivity of the fragment was 62.7%. The concordance between the
results of the cultures and direct examinations of the different specimens is described in table
4,

When the concordance between mycological examinations was compared considering
the specimens, a low concordance was found in the culture analysis, with a Kappa index
between the cultures equal to 0.19 (95% CI from 0.04 to 0.34), and reasonable concordance of
the direct examination was found equal to 0.27 (95% CI from 0.10 to 0.44).

Graph 1 shows the assessment of the positivity of the direct mycological examination
and culture between specimens (secretion and lesion skin fragment), and a combination of the
method sensitivities. Altogether, it was found that the direct examination and fragment culture
resulted in 89.4% of positivity in the sporotrichosis cases.

DISCUSSION

Sporotrichosis may be diagnosed after establishing a correlation between clinical,
epidemiological and laboratory examination aspects. A general sensitivity of 64.7% of
mycological culture was found. This value was lower than what was described in the literature,
ranging from 78% to 95% of positivity (14,23).. These data show that despite being considered
a gold standard (8,24,25), the method presents limitations. It is not 100% sensitive (11).. False-
negative results usually occur due to inadequate collection or transport, contamination by
saprotical micro-organisms, secondary bacterial infections, as well as inadvertent use of
antifungal agents before the material was collected (26). These factors were also present in this

study, reflecting the real difficulties of health care.

In this study, the culture positivity based on the fragment was greater than in the lesion

secretion (60% x 24.7%, respectively), so it was adopted as a gold standard. It is likely that
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these results were found because of greater bacterial contamination of the lesion surface
secretion compared to the tissue one.

The direct microscopic examination, when carried out using exudate or secretion, is a
non-invasive, fast and low-cost examination (23). Interestingly, in 40% of the direct
examinations of the lesion secretion of the patients studied with sporotrichosis, hyaline,
elliptical yeast-like structures suggestive of Sporothrix were visualized, as well as 67.1% of the
examinations considering the lesioned skin fragment. These values were greater than the ones
described in the literature. There are authors who believe that the direct mycological
examination is a useless tool to diagnose human sporotrichosis due to the paucity of fungal cells
in the skin lesion, having little practical value as a diagnostic instrument (13,27). Yeast was
found in only 5% -10% of the cases of fixed cutaneous and cutaneous lymphatic types of
sporotrichosis (8,18,28). It is known that the swabs coloured by Giemsa obtained from the pus
or imprint based on lesion biopsies may increase test sensitivity (22). The direct examination
of the pus without potassium hydroxide also enables to detect asteroid bodies in 43.75% a
93.75% of the cases, with greater sensitivity if secretion is collected more profoundly
(23,29,30). No asteroid bodies were found in the direct examinations since a clarification

methodology was adopted using KOH.

The findings of the direct examination of hyaline yeast-like cultures or asteroid bodies
may assist the start of a specific treatment, whereas the culture or histopathological examination
results are not available yet (8,29). It is worth pointing out that the observation of yeast-like
structures at direct examination, however, does not provide a conclusive diagnosis of
sporotrichosis. The characteristic cigar-shaped cells (2 x 3 or 3 x 10 um) are not always
observed easily. Furthermore, H. capsulatum and Candida glabrata yeast may be mistakenly
identified as Sporothrix yeast (31). Thus, clinical and epidemiological correlation is

fundamental, as well as excluding other diagnostic possibilities.

Sporotrichosis may not be the first diagnostic hypothesis in non-endemic regions, and
general procedures for collection and microbiological processing in order to isolate the fungus
may not be properly implemented outside the reference services. In such cases, other diagnostic
methods are necessary to establish the differential diagnosis between sporotrichosis and other
diseases with similar clinical morphology, whether they are infectious diseases (fungal or non-
fungal ones) or even neoplastic lesions(9,11,19,32). Even if the lymphocyte forms have a

classical presentation, other diseases such as leishmaniasis, nocardiosis, and atypical
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mycobacterial forms may produce morphologically similar lesions (9,33-35). Therefore, when
dealing with patients with suspected sporotrichosis, in typical or non-standard forms,
conducting a biopsy to perform a histopathological analysis may notably contribute to a
diagnostic definition (9). In our study, 81% of granulomatous, suppurative infiltrate were found.
This was suggestive of fungal infection, which was compatible with literature findings that also
indicate that the fungus is rarely found (18,20). When present, it is presented as small round-
wounded yeast or cigar-shaped small yeast, better visualized using PAS coloration or
methenamine silver (6,21,22). Nonetheless, of the non-specific findings, the histopathological
one is especially important for the differential diagnosis, since it excludes other diagnostic
possibilities (9) . Furthermore, and it plays the role of guiding the approach of patients who did
not receive confirmation of the disease after the mycological examination, but present clinical-
epidemiological aspects suggestive of sporotrichosis.

This study is the first one in the Northeast of Brazil to describe the accuracy of the
diagnostic methods, comparing the test efficiency in cutaneous sporotrichosis in humans when
more than one biological specimen is obtained for mycological examination. The direct
examination of the fragment sensitivity was 62.7% compared to the fragment culture. Obtaining
more than one biological material added sensitivity to the diagnosis, since the specimens were
not mutually positive in the same patient, as demonstrated by the low concordance of culture
results with a Kappa index equal to 0.19 (95% CI 0.04 a 0.04 to 0.34, p=0.024), and reasonable
concordance of direct examination (K=0.27, 95% CI 0.10 a 0.44, p=0.003). When performed
together and based on secretion and fragment, the mycological examinations reached a positive

rate equal to 92.9%, emphasising the importance of combining diagnostic methods.

Our findings may contribute to better delineate diagnoses in regions that are either
endemic or have a greater number of cases of sporotrichosis. Finally, it is suggested that the
mycological examination of more than one biological specimen is performed when approaching
suspected cases. The direct analysis and cultivation of secretion and the lesioned skin fragment

is advised in order to increase the probability of defining the infection in the assisted patients.
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Table 1: Characterization of the sample of cases of human sporotrichosis treated at the Clinical
Hospital of the Federal University of Pernambuco, Recife- Brazil, from March 2017 to March
2018.

Variable n %

TOTAL 85 100.0
Age group (years)

19to 39 29 34.1
30 to 59 36 424
60 to 91 20 23.5
Sex

Male 24 28.2
Female 61 71.8
Region

Recife 31 36.5
RME 45 52.9
Another state 9 10.6
Disease time (days)

5to0 15 18 21.2
16 a30 28 32,9
31a60 26 30.6
61 days or more 13 15.3
Clinical form

Fixed 23 27,1
Lymphocutaneous 57 67.1
Disseminated culture 5 5.9

Figure 1 - A. Direct microscopic examination clarified with KOH demonstrating yeast-like
structures; B. A Sporothrix sp. Colony in Agar Sabouraud a 30°C; C. Micromorphology with
hyaline hyphae septated with conidiophores, originating in primary hyaline conidia in a
bouquet-like arrangement.
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Table 2: Characterization of the sample of cases of human sporotrichosis treated at the Clinical
Hospital of the Federal University of Pernambuco, Recife- Brazil, from March 2017 to March

2018.
Examination n %
TOTAL 85 100.0
CULTURE 55 64.7
Secretion culture
Positive 21 24.7
Negative 64 75.3
Fragment culture
Positive 51 60.0
Negative 34 40.0
DIRECT EXAMINATION 62 72.9
Direct examination of secretion
Presence of yeast-like cells 34 40.0
Absence 51 60.0
Direct examination of fragment
Presence of yeast-like cells 57 67.1
Absence 28 32.9
HISTOPATHOLOGICAL
Granulomatous, suppurative inflammation 71 835
Granulomatous, suppurative inflammation with PAS+ yeast 4 4.7
Other findings 10 11.8

Table 3 - Sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy of the direct examinations in relation

to the fragment culture, considered a gold standard in this study.

Examination Sensitivity Specificity PPV NPV Accuracy
Secretion culture 33.3(17/51) 88.2 (30/34) 81.0 (17/21) 46.9 (30/64) 55.3 (47/85)
Eeicrfgttion examination  of 474 24/51) 70.6 (24/34) 706 (24/34) 471 (24/51) 56.5 (48/85)
Direct —examination  of ¢, 7 3557 26.5 (9/34) 56.1 (32/57) 32.1(9/28) 48.2 (41/85)

fragment

Note: PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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Table 4 - Concordance between direct examination and mycological culture in the different
biological specimens (n=85).

Secretion culture Concordance
Fragment Positive Negative Total p-value Observed Kappa (95% CI)
n % n % n % n (%)
Culture 0.024*
Positive 17 20.0 34 40.0 51 60.0 47 (55.3) 0.19 (0.04 t0 0.34)
Negative 4 4.7 30 35.3 34 400
Total 21 24.7 64 75.3 85 100.0
Direct examination of secretion
Positive Negative
N % n % n %
Direct 0.003*
examination
Positive 29 34.1 28 32.9 57 671 52 (61.2) 0.27 (0.10 a 0.44)
Negative 5 5.9 23 27.1 28 329
Total 34 41.2 51 60.0 85 100.0

Graph 1 - Assessment of direct mycological examination and culture positivity in different
specimens (secretion and skin fragment) in order to diagnose human sporotrichosis, either
isolated or grouped (N=85).
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Note: DES: direct examination of secretion; SC: secretion culture; DEF: direct examination of the fragment;

FC: fragment culture.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous fungal infection caused by dimorphic fungi of the
genus Sporothrix, which affects humans and animals worldwide, sporadically or in outbreaks.
This mycosis is an epidemic public health problem due to zoonotic transmission in the
Southeast region of Brazil, with an apparent extension to other regions of the country. The
objective of this study was to identify the species of the Sporothrix complex based on
sequencing of the calmodulin gene (CAL), from 26 human isolates from Pernambuco,
Northeast Brazil. In addition, minimal inhibitory concentrations (MICs) for amphotericin
(AMB), itraconazole (ITC), ketoconazole (KTC), voriconazole (VRC), fluconazole (FLC) and
terbinafine (TRB) against isolates were determined following M38-A2 protocol . Genotypic
analysis based on the PCR reaction of the calmodulin gene showed that 92.3% of the isolates
were Sporothrix brasiliensis and 7.7%, S. schenckii. TRB showed better activity against
Sporothrix sp., Followed by ITC, CTC and AMB. VRC and FLC were the least active drugs
against Sporothrix sp. We did not observe strains multiresistant to the tested antifungals. The
predominant occurrence of S. brasiliensis as an agent of human sporotrichosis in Pernambuco
is evident. Knowing the high in vitro efficacy of TRB and ITC and the absence of multiresistant
isolates in the local outbreak can help in the choice of antifungal therapy and contribute to the

favorable clinical outcome.
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INTRODUCTION

Sporotrichosis is a subcutaneous fungal infection caused by dimorphic fungi of the
genus Sporothrix, which affects humans and animals worldwide, sporadically or in outbreaks.*
In the last two decades, sporotrichosis has been changing its epidemiological profile from an
occasional infection, by inoculation of the fungus of environmental origin, to an epidemic
public health problem by zoonotic transmission, in the Southeast region of Brazil, with apparent

extension to other regions of the country.?

Most species included in the genus Sporothrix are environmental, non-pathogenic
saprophytic fungi, which are closely related to decomposing wood, plants and soil® The species
S. schenckii sensu strictu, S. globosa are currently recognized as members of the Sporothrix
schenckii complex , S. luriei and S. brasiliensis.!* The Sporothrix pallida complex presents low
pathogenicity and includes S. mexicana, S. pallida and S. chilensis with only sporadic reports
of sporotrichosis caused by these species 1>, Sporothrix brasiliensis and Sporothrix mexicana
are known to have regional outbreaks in South America, Sporothrix globosa in Europe and Asia

and Sporothrix luriei has been rarely isolated in South Africa.®

The clinical manifestations of sporotrichosis depend on the host's immunity, on the
size and depth of the inoculum and on the genotype of Sporothrix.>® Recently there has been a
growing body of evidence suggesting that different species of Sporothrix may have different
degrees of virulence, based on their ability to evade immunological recognition®, be recognized
by human mononuclear cells and induce an immune response.'®!! In this way, more atypical

and disseminated pictures could be associated with more virulent strains.?

Sporothrix, in addition to its high genetic diversity, is accompanied by variable in
vitro responses to the main antifungal agents used in the treatment of sporotrichosis.'*
Although amphotericin B (AMB) and itraconazole (ITC) are considered first or second
treatment line for various clinical presentations of sporotrichosis!® have been reported isolated
isolates resistant to these drugs and other antifungal agents.®'4® Differences in sensitivity
patterns from different species, sources (human, animal or environmental) and geographic
regions emphasize the need to perform the identification of the species and to test antifungal

susceptibility to adjust the therapeutic regimen and avoid relapses.t31417-19
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Up to now, there are no publications regarding the genomic identification or
antifungal susceptibility of its etiological agents involved in the recent outbreak of
sporotrichosis in Pernambuco, Northeast Brazil. In view of this scenario, the objective of this
study was to identify the species of the Sporothrix complex based on the sequencing of the
calmodulin gene (CAL), from human isolates. In addition, minimal inhibitory concentrations
(MIC) for amphotericin (AMB), ITC, voriconazole (VRC), fluconazole (FLC) and terbinafine

(TRB) against the isolates were determined.

MATERIAL AND METHODS

Fungal strains

Clinical samples were collected from March 2017 to March 2018 of patients referred to Hospital
das Clinicas of the Federal University of Pernambuco (HC-UFPE) in Recife, Pernambuco,
Brazil, with fixed sporotrichosis, lymphobutanus or disseminated. All 26 isolates had
previously been identified as Sporothrix sp. by culture in routine laboratory mycological
diagnosis. Patients were 18 to 71 years of age, and the ratio between women and men was 4: 1.
Information on the strains are summarized in Table 1. The isolates were maintained on

Sabouraud agar with 20% glycerol at -80 ° C.

Genomic Analysys

DNA extraction

The genomic DNA was extracted according Inécio et al. (2016) with modifications, regarding
the fungi biological demands: Sporothrix sp. strains were grown at 35 °C for seven days in Petri
plates containing Potato Dextrose Agar (PDA-Difco™ Becton, Dickinson and
Company/Sparks, MD, USA). The mass of cells was then transferred to a microcentrifuge tube
containing glass bead matrix where 1.5 mL of 4% Cetyltrimethylammonium bromide base
(CTAB) warmed to 65 °C was added. The tubes were then agitated in a FastPrep® (BIO 101,
Farmingdale, New York, USA) for 1 min at a speed of 5.5 m/s (Meters per second) and
incubated at 65 °C for 1 h. Chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was used to deproteinize the
mycelial fragment, followed by DNA precipitation with isopropanol, a wash with 70% ethanol,
and resuspension in sterile ultrapure water. The Sporothrix sp. DNA extraction was performed
with the fungal in your filamentous phase.
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PCR reactions and sequencing of Calmodulin gene

The extracted DNA was amplified by PCR using the primers CL1 (5-GA (GA) T (AT)
CAAGGAGGCCTTCTC-3) and CL2A (5-TTTTTGCAT CATGAGTTGGAC-3) (Marimon et
al. 2007, Suzuki, 2016). CAL regions were amplified according the following cycle
parameters: primary denaturation at 95 °C for 10 min, followed by 35 cycles of denaturation at
95 °C for 1min, annealing at 56 °C for 1min, with a final extension at 72 °C for 10 min. The
amplicons were purified using the illustra™ Alkaline Phosphatase and Exonuclease A kit
(illustra™ ExoProStar™, GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK) according to the
manufacturer’s instructions, and sequencing was performed at the Platform of Sequencing-
LABCEN/CCB (UFPE).

Phylogenetic analysys

The sequences were edited in the BioEdit software version 7.2.6.1 and the clinical strains were
identified at the species level through a search for similar sequences (>99% similarity) in
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The alignment was performed in the
Molecular Evolutionary Genetics Analysis software version 7.0 (Mega7), where also the
phylogenetic tree was constructed by the Maximum likelihood statistical method. The distance
between the sequences was calculated using the Kimura 2-parameter % plus Gamma (K2P+G).
This substitution model was selected using the FindModel tool (https://www.hiv.lanl.gov/cgi-
bin/findmodel/findmodel.cgi). A bootstrap with 1.000 replications was conducted. Species of
the Sporothrix pallida Complex was chosen as an out group in order to provide a better

understanding of the evolutionary relationships within the phylogram 2
Antifungal susceptibility tests

Standard antifungals currently used in the sporotrichosis treatment were tested against the
Sporothrix sp. isolates: AMB (Bristol-Myers Squibb, USA), ITC (Janssen Pharmaceutica,
Belgium), TRB (EMS, Brazil) and FLC (Pfizer, USA) (Orofino-Costa, 2017) with
concentrations varying between 0,03 and 0,016 pg.mL-1 for AMB and ITC, and between
0,0125 and 64 pg.mL-1 for TRB and FLC in the 96 wells microtitulation plane plates (TPP;
Trasadingen, Suica). VRC (Pfizer, USA) and KTC (Medley, Brazil) were also tested, though
not be commonly used in the sporotrichosis treatment, with concentrations varying between
0,03 and 16 ug.mL-1. The determination of the MIC followed the CLSI M38-A2 protocol, with
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some modifications in the reading criteria, that was made considering 100% of inhibition
compared to the growth in the control well for all drugs. Candida parapsilosis ATCC 22019
was the quality control strain for the test. RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), sterilized in
22mm (Millipore, Darmstadt, Germany) membranes, with L-glutamine, without sodium
bicarbonate and pH 7,0+0,1, buffered with 3-[N-morpholine] propano-acid sulfonic (MOPS;
0,165 mol.L?; Sigma-Aldrich) was the medium used for dilution of the drugs and for the
addition of 100uL of standardized inocula in each well. Sporothrix sp. isolates was incubated
at 35 °C during 7 days in PDA medium. The inocula suspension was prepared in saline solution
(0,85¢/L), and the density adjusted according the MacFarland scale at 80% to 82% of the
transmittance in spectrophotometer at 530nm. The inocula suspension were diluted in RPMI
1640 to concentration of 2-5x10° cells.mL™. The plates were incubated at 35 °C during 48h

before the test reading.
RESULTS

The genotypic analysis shows that 92,3% (24/26) of the isolates were identified as Sporothrix
brasiliensis and 7,7% (2/26) wo as S. schenckii, according it’s displayed in the Table 1. The
Figure 1 shows the phylogenetic tree of the isolates based in the CAL gene PCR reaction. The
high bootstrap values support the genotypic identification of the clinical strains. The MIC
ranges of the six antifungal agents tested against S.brasiliensis and S. schenckii its shown in the
Table 2. The MICs of AMB, KTC, ITC, FLC, TRB and VRC vary between 0,125-8, 0,03->16,
0,03->16, 2->64, 0,125-8 and 1->16 pg/mL respectively. The tested drugs MICs for Candida
parapsilosis ATCC 22019 shows ranges within the standards preconized in the CLSI. TRB
showed the best activity against Sporothrix sp. strains, followed by ITC, KTC and AMB
sequentially. VRC and FLC was the drugs with less activity against Sporothrix sp., with most
part of the inhibition occurring in the higher concentration well or with no inhibition. Né&o

observamos cepas multirresistentes aos antifungicos testados.

DISCUSSION

The Northeastern region of Brazil has demonstrated a growing number of cases of
sporotrichosis. In the present study, we identified the species of 26 isolates of skin lesions in
patients with sporotrichosis, identifying S. brasiliensis as prevalent in the recent outbreak in the
state of Pernambuco. The State of Pernambuco is located 2300 km north of the Metropolitan

Region of Rio de Janeiro, the nucleus where the zoonosis caused by Sporothrix brasiliensis has
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started, and has been experiencing an outbreak of sporotrichosis transmitted by cats. In South
and Southeastern Brazil, the zoonotic transmission of sporotrichosis is well documented, with
absolute prevalence of S. brasiliensis as an etiological agent.>>?? It is noteworthy that S.

schenckii s. str. may also affect cats, however, at a significantly lower frequency 224

Genotypic analysis revealed Sporothrix brasiliensis as the pathogenic species
prevalent in the occurrence of sporotrichosis in the State, similar to the case of the outbreak in
Rio de Janeiro. The phylogenetic analysis shown in Figure 1 provides robust support for
genotypic identification. It is important to note that cases of sporotrichosis were concentrated
in the urban area of the Metropolitan Region of Recife, where the climate is hot and humid,
similar to the city of Rio de Janeiro. Although it is not possible to affirm that the universe of
patients with sporotrichosis in this service is the reality of the state, we can assume that the
sample is representative of the current situation of the disease since this hospital has the only
qualified and specialized center for diagnosis and treatment of human sporotrichosis in the

region.

Our study showed profiles of antifungal susceptibility with MIC data for several
antifungal agents, which is particularly relevant in view of the recent taxonomic changes of the
species of Sporothrix. In agreement with several studies, we demonstrated that TRB is the most
effective antifungal against isolates of Sporothrix, presenting low MICs (GM of 0.279 pg / ml
and 0.125 pg / ml for S. brasiliensis and S. schenckii, respectively) .13,17 , 25.26. In vivo
studies support these findings.?”?® Chapman et al. (2004) reported a high efficacy of BTR in
the treatment of cutaneous and lymphobutan sporotrichosis.?” In contrast, Almeida-Paes et al.
(2016) observed a terbinafine resistant S. schenckii isolate and attributed this resistance to

melanin protection of the fungus wall.?®

ITC is another drug of choice for treating sporotrichosis, although its efficacy against
strains of Sporothrix spp is still uncertain. In the current study, the ITR showed good in vitro
antifungal activity similar to that reported in other reports %3 On the other hand, there
appears to be a variation in antifungal activity according to species. Studies have reported high
MIC values for ITC against 55"k 13 31 but with good activity against S. brasiliensis isolates.
So far, there are no breakpoints for this fungus, however, document M38-A2 proposes, for
analytical purposes, that filamentous fungi with MIC > 4ug / ml for ITC are considered

resistant.

AMB is one of the drugs of choice in the treatment of some clinical forms of
sporotrichosis. *° In the present study, AMB had MIC variability from 0.125 to 8.00 pg / ml, as



184

previously reported.”1%32 Primary resistance of some isolates from Sporothrix to AMB, leading
to therapeutic failure in patients infected with these resistant strains .

We found a low antifungal activity of VRC against Sporothrix (GM> 16 pg / ml) for
the mycelial phase of the isolates, as already demonstrated in the literature 1318252634 The VRC
show weak inhibitory activity against species of Sporothrix, with very high MICs. For
voriconazole, GM ranged from 3.88 to 27.2 pug / ml, according to Marimon et al. (2008) and
McGinnis et al. (2001) 133>

In common with our findings (GM = 30.34 ng / ml), FLC has shown little or no
activity against Sporothrix sp. in vitro.!®831%2 Despite these results, fluconazole is still
considered as an alternative treatment for lymphocutaneous sporotrichosis, with reports of good

clinical response against fixed forms of infection in some Iranian patients 3¢

The varied results in the literature and the disagreement of some results among the
studies are probably due to differences in the genotypes of isolates 1* variations in incubation
time and temperature, modifications of the antifungal sensitivity testing protocols of the S.
schenckii complex 172537 the source (in the present study, exclusively human) * or even the
geographical origin of the isolates®®. It is important to note that before S. Schenckii was
recognized as a complex, all the isolates studied were considered as a single species. This may
also explain the disagreement between the results of different studies °.

Although yeasts are the infective forms of the Sporothrix schenckii complex in
humans and animals, most studies have used the filamentous form of the fungus, probably due
to increased nutritional requirements and challenges associated with the conversion of the

growth phase. 131739,

To our knowledge, the present study was the first to genotypically identify the species
of the Sporothrix complex in Northeast Brazil. The low efficacy of VRC and FLC and the wide
variability of MICs for AMB point to a probable fungistatic role of this drug. The existence of
strains or species within the Sporothrix complex with multiple drug resistance corroborates the

need to monitor MIC values during treatment °.

In conclusion, the molecular identification of sporotrichosis agents in Pernambuco
showed a predominant occurrence of S. brasiliensis. The increase in the efficiency of
sporotrichosis transmission from felines is evident, as a result of the irrefutable prevalence of

this species in the region. Knowing the high in vitro efficacy of TRB and ITC and the absence
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of multiresistant isolates in the local outbreak can help in the choice of antifungal therapy in
different groups of epidemiological risk, with potential impact on the clinical outcome.
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Table 1. Results of Genotypic analysis by the partial sequencing of the CAL gene of 26 Sporothrix

spp. Strains

STRAIN
HCPE 48
HCPE 53
HCPE 54
HCPE 63
HCPE 103
HCPE 111
HCPE 112
HCPE 113
HCPE 148
HCPE 170
HCPE 178
HCPE 180
HCPE 195
HCPE 227
HCPE 289
HCPE 313
HCPE 314
HCPE 340
HCPE 355
HCPE 356
HCPE 358
HCPE 360
HCPE 1027
HCPE 1028
HCPE 1030
HCPE 1035

HUMAN SOURCE
Fixed cutaneous
Fixed cutaneous

Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Fixed cutaneous
Lymphocutaneous
Disseminated
Lymphocutaneous
Disseminated
Lymphocutaneous
Fixed cutaneous
Fixed cutaneous
Fixed cutaneous
Disseminated
Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Fixed cutaneous
Fixed cutaneous
Fixed cutaneous
Lymphocutaneous
Lymphocutaneous
Disseminated
Lymphocutaneous

S. brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S. schenckii
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S. schenckii
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis
S.brasiliensis

GENOTYPIC IDENTIFICATION

Table 2. MIC values of six antifungal drugs against 26 strains of the Sporothrix schenckii
Complex (24 of S. brasiliensis and two of S. schenckii).

Species (n)

Sporothrix brasiliensis Range

(24) GM
S. schenckii Range
)] GM

Antifungal Drugs

AMB KTC ITC FLC TRB VRC
MIC MIC MIC MIC MIC MIC
0,125-8 ug/mL  0,03->16 pg/mL 0,03->16 pg/mL  2->64 pg/mL  0,125-8 pg/mL  0,5->16 pg/mL
1,001 0,576 0,838 33,903 0,297 5,339
0,25-2 pg/mL 0,06-1 pg/mL 0,03-0,06 pg/mL 1->64 pg/mL 0,125 pg/mL 0,5->16 pg/mL
0,707 0,245 0,043 8 0,125 2,828

190

AMB: amphotericin B, KTC: ketoconazole, ITC: itraconazole, FLC: fluconazole, TRB: terbinafine, VRC: voriconazole, MIC: minimal inhibitory concentration;

GM: geometric mean
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Figure 1: Phylogenetic relationships of calmoduline-encoding gene among clinical samples of
Sporothrix. The high bootstrap values supports the formed clades

HCPE1030 ¢

HCPE1035 ¢

HCPE1028 ¢

HCPE1027

HCPE360 ¢

HCPE358 4

HCPE356 4

HCPE355 ¢

HCPE340 ¢

HCPE313 4

HCPE289 4

HCPE227 4

o6 |HCPE195 #
HCPE180 4

HCPE178 4

HCPE143 ¢

HCPE113 ¢

HCPE112 4

HCPE111 ¢

HCPE103 ¢

201 |HePEs3 #

HCPES4 4

HCPES3 4

HCPE43 ¢

Sporothrix brasiliensis KC693331.1/CBS 132986 *

99 Sporothrix brasiliensis Ss54/JQ041903.1 *
Sporothrix schenckii JQ041905 173514 %
Sporothrix schenckii JQ041900.1/Ss40 *

99 |[HCPE170 ¢
HCPE314 ¢

Sporothrix globosa isolate KY350085.1/FHJU10041302 %

Eis;:ormhrix globosa KY350086.1/FHJU10122904 %

Sporothrix pallida KX590809.1/CBS 150.87 %

Sporothrix pallida KX590811.1/CBS 131.56 * ¢ Brazilian clinical strains
g6 | Sporothrix chilensis KP711816.1/5s470 % Out group * GenBank sequences
Sporothrix chilensis KP711815.1/3s469 % | (Sporothrix pallida Complex)

Sporothrix mexicana JF811341.1/Ss 133%

98 | Sporothrix mexicana JF811339.1/Ss 131%

0,02
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER COSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
L PERNAMBUCO CENTRO DE W
[ &S CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Esporotricose humana em Pernambuco: Caracterizagdo clinica & epidemiolagica,
identificacdo das espécies do complexo Sporothrix & Susceptibilidade antiflingica in
vitre

Pesquisador: CLAUDIA ELISE FERRAZ SILVA

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 71105617.7.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SALUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 2.199.609

Apresentagao do Projeto:

O projeto se refere a uma pesquisa de doutorado vinculada ac Programa de Pos Graduagdo em Medicina
Tropical. Tem como pesguisador principal a doutoranda Claudia Elise Ferraz Silva orientada pela Profa.
Vera Magalhdes da Silveira & Co-orientada pele Prof. Reginalde Gongalves de Lima Meto. Sera
desenvolvida na Clinica Dermatologica do Hospital das Clinicas com pacientes gue apresentarem clinica
sugestiva da doenga em estude e desse modo, responder a questdes epidemicldgicas ainda

desconhecidas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e de sensibilidade antifingica entre as espécies do
complexo 5. schenckii isoladas de casoshumanos de esporotricose em Pernambuco, no periodo de
setembro de 2017 a margo de 2018.

- Descrever caracteristicas clinicas (forma clinica, sitio da lesdo primdria, tempo de doenga, condigdes
imunossupressoras de base) eepidemiologicas (procedéncia, historia de contato com gatos doentes ou com
material orgénico rural) dos pacientes com esporotricose.

- Descrever as caracteristicas histopatologicas das lesdes de esporotricoze.

- Descrever achados dos testes diagnosticos: exame direto por escarificagdo e cultura micologica

Enderego:  Av. da Engenharia 5/n® - 1° andar, sala 4. Prédio do Centro de Cidncias da Salds

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
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Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepecs@ufpebr
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de exsudato e de fragmento do tecido.

- |dentificar as espécies do complexo Sporothrixschenckii isolados de pacientes com esporotricose, baseado
nas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e por PCR

- sequenciamento do gene da calmodulina (CAL). Determinar o perfil de sensibilidade antifingica
(concentragdo inibitdria minima — MIC) para cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posocenazol,
iodeto de potassio, terbinafina e anfotericina B nas fases leveduriforme e filamentosa das espécies de
Sporothrix envolvidas com os casos de esporotricose humana.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O paciente podera se sentir constrangide em prestar informacfes quanto A sua doenca e ao ser
fotografado.Como forma de minimizar o possivel constrangimento, o atendimento sera realizado de forma
individual & em ambiente reservado. Os dados pessoais e de identificacdo do paciente serdo conhecidos
apenas pela equipe de estudo e guardados em sigilo. As lesies ser3o fotografadas de forma que nao
possibilite a sua identificacdo. Estas serdo arquivadas em computador pessoal, sob a responsabilidadeda
pesquisadora. Quanto & da bidpsia de pele que sera realizacdo, esta é necessana para o diagnéstico desta
doenca, mesmo em circunstancias assistenciais. A técnica de bidpsia pode deixar uma cicatriz, geralmente
discreta, na area acometida.

Beneficios:

Beneficios diretos:incluem o acesso a investigacdo diagnodstica da doenca, contribuindopara a definicdo e o
tratamento especifico de cada paciente. Todos os pacientes serSo acompanhados em ambulatdrio até
aconclus3o do fratamento de suas doencas dermatoldgicas, incluindo agueles que ndo confirmarem o
diagnostico de esporotricose.

Beneficios indiretos, os resultados desta pesquisa fornecer3o informacgdes valiosas sobre o padrio
epidemiolégice local da doenca,sobre agentes etioldgicos envolvidos e suas manifestacBes clinicas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata de estudo transversal de abordagem quantitativa envolvendo pacientes comsuspeita de esporotricose
atendidos no ambulatério especializado de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE.Os dados
obtidos serdo processados para comparar caracteristicas epidemioldgicas (sexo, idade,ocupagdo, exposicio
a gatos, contato com terrafjardinagem) e clinicas (tempo de doenca,
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sitio anatdmico acometido, forma clinica, reacdo de hipersensibilidade, condigdes de imunossupressio)
entre as espécies isoladas dos pacientes com esporofricose humana através de analise multivariada. Serdo
descritas caracteristicas gerais da amostra, padries de susceptibilidade antifingica entre as espécies e
formas clinicas.0s pacientes serdo examinados, fotografados e responderdo questionario clinico-
epidemioldgico, o qual contém o registro do paciente, dados epidemioldgicos, dados clinicos, tratamento e
exames complementares (conforme ficha anexada em anexo no projeto apresentado). Apenas serdo
incluidos na pesquisa, pacientes com diagnostico de esporotricose, maiores de 18 anos. Contudo, pacientes
gestantes ou lactantes serdo excluidos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os termos obrigatdrios foram apresentados, contudo o TCLE deve ser cormrigido indicando que a
amostra clinica, além de enviada para o laboratdrio de patologia, também sera enviada para laboratorio de
micologia médica. Ainda, alterar a ordem da orientagdo colocando o nome da orientadora antes do co-
orientador.

Recomendagoes:

Mo TCLE, alterar a ordem da orientacdo colocando o nome da orientadora antes do co-orientador e indicar
que a amostra clinica, além de enviada para o laboratério de patologia, tamhém serd enviada para
laboratorio de micologia médica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mao ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunifo do CEP e estd APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a AF'FEDVA{;ED DEFINITIVA do projeto sd serd dada apds o envio da Notificagdo com o Relatorio Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatario Final para envia-lo via
“Motificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrucfes do link “Para enviar Relatdrio Final®, disponivel no
site do CEF/UFPE. Apods apreciagdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamaos, ainda, gue o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacbes nesta pesquisa devem ser solicitadas afravés de EMENDA ao projefo, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
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Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo

Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatorios parciais das afividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacgao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/IMS N® 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alierem o curso

normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N 466/12). E papel dofa pesquisadorfa assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido

em outro centro) e ainda, enviar notificaco 3 ANVISA — Agéncia Macicnal de Vigilincia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 916453 pdf 02:38:13
Projeto Detalhado / |PROJETOESPOROTRICOSECEP docx | 12/07/2017 |CLAUDIA ELISE Aceito
Brochura 023314 |FERRAZ SILVA
Investigadar
Outros Declaracaomatriculadoutorado pdf 110772017 [CLAUDIA ELISE Aceito
23:50:32 |FERRAZ SILVA

Qutros Termodecompromissoeconfidencialidad 11072017 | CLAUDIA ELISE Aceito

e.pdf 23:40:58 |FERRAZ SILVA

Outros CurriculoCoorientadorReginaldo. pdf 110772017 [CLAUDIA ELISE Aceito
234917 |FERRAZ SILVA

Outros Curriculolattes OrientadoraVERA pdf 110772017 [CLAUDIA ELISE Aceito
234841 |FERRAZ SILVA

Qutros CurriculoClaudia.pdf 11072017 | CLAUDIA ELISE Aceito
2348112 |FERRAZ SILVA

Folha de Rosto Folhaderosto. pdf 110772017 [CLAUDIA ELISE Aceito
2346141 |FERRAZ SILVA

Outros AnuenciaDermato. pdf 19/06/2017 [CLAUDIA ELISE Aceito
23:31:02 |FERRAZ SILVA

Outros AnuenciaMicologia pdf 19/06/2017 |CLAUDIA ELISE Aceito
23:30:37 |FERRAZ SILVA

TCLE !/ Termos de | TCLEEsporotricose.docx 19/06/2017 [CLAUDIA ELISE Aceito

Assentimento / 23:03:19 |FERRAZ SILVA

Justificativa de

Auséncia

Situacdo do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nio

RECIFE, 03 de Agosto de 2017

Assinado por:
LUCIAND TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
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