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RESUMO

A esporotricose é uma micose subcutanea, causada por fungos do clado patogénico
Sporothrix, de curso subagudo ou crénico, distribuida em todo o mundo,
especialmente em regides tropicais e subtropicais, e que no Brasil tem apresentado
intensa expansao geogréfica ao passo que a transmissao zoondtica se consolidou
como a principal rota responsavel por surtos nas areas endémicas. O trabalho tem
como objetivo descrever as caracteristicas sociodemograficas, clinicas e
epidemioldgicas dos casos de esporotricose humana na Paraiba, Nordeste do Brasil,
diagnosticados no periodo de janeiro a dezembro de 2018, identificar genotipicamente
as espécies e determinar a sensibilidade in vitro aos principais antifingicos
disponiveis para o tratamento. Trata-se de um estudo prospectivo descritivo que
incluiu 148 pacientes com esporotricose atendidos no ambulatério de referéncia em
doencas infecciosas e parasitarias de um hospital universitario do nordeste brasileiro.
A maioria dos pacientes era do sexo feminino (59,4%). A idade dos pacientes variou
de 1 a 85 anos. Declararam renda per capita de até um salario-minimo 46 (31,1%)
pacientes, com 135 (91,2%) relatando algum grau de escolaridade. Eram procedentes
da capital do estado, Jodo Pessoa, 113 (76,3%) pacientes. Relataram contato no
domicilio com gatos doentes 110 (74,3%) pacientes. Metade desses relataram um
contato ndo traumatico com o felino. Foi relatado o contato domiciliar com caes por
quatro (2,7%) dos pacientes. A forma linfocutanea representou 69,6% dos pacientes,
a cutanea fixa 23,6% e oito (5,4%) pacientes apresentaram comprometimento ocular.
Manifestacbes de hipersensibilidade aconteceram apenas em 2,7% dos pacientes.
Itraconazol foi prescrito para 90,5% dos pacientes. Sporothrix brasiliensis foi a espécie
identificada em todos os 17 isolados submetidos a caracterizacdo genética através do
sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Os testes de sensibilidade
antifangica demonstraram excelente eficacia in vitro do itraconazol e terbinafina, com
apenas trés isolados resistentes ao itraconazol e nenhum a terbinafina. A
esporotricose humana na Paraiba apresenta-se com uma concentragéo dos casos na
capital do estado, tem carater zoondtico, pela transmissao felino-homem, afetando
mais mulheres. Ha um predominio da forma linfocutédnea, mas formas extra cutaneas
como a ocular devem ser lembradas no contexto atual da esporotricose no estado, o

qual se tornou endémico. A identificacdo de S. brasiliensis em todos os isolados



avaliados pode justificar a transmisséo n&o traumatica da esporotricose em percentual
semelhante a transmisséo trauméatica por mordedura e/ou arranhadura. A excelente
atividade antifangica in vitro do itraconazol permite manté-lo como primeira escolha

no tratamento da esporotricose.

Palavras-chave: esporotricose; Sporothrix; zoonose; nordeste brasileiro.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis, caused by fungi of the pathogenic clade
Sporothrix, with a subacute or chronic course, distributed all over the world, especially
in tropical and subtropical regions, and which in Brazil has shown intense geographic
expansion while zoonotic transmission has spread. consolidated as the main route
responsible for outbreaks in endemic areas. The objective of this work is to describe
the sociodemographic, clinical and epidemiological characteristics of human
sporotrichosis cases in Paraiba, Northeast Brazil, diagnosed from January to
December 2018, genotypically identify the species and determine the in vitro sensitivity
to the main antifungals available for the treatment. This is a descriptive prospective
study that included 148 patients with sporotrichosis attended at the referral outpatient
clinic for infectious and parasitic diseases of a university hospital in northeastern Brazil.
Most patients were female (59.4%). The age of the patients ranged from 1 to 85 years.
46 (31.1%) patients declared a per capita income of up to one minimum wage, with
135 (91.2%) reporting some level of education. 113 (76.3%) patients came from the
state capital, Jodo Pessoa. One hundred and ten (74.3%) patients reported home
contact with sick cats. Half of those reported non-traumatic contact with the feline.
Home contact with dogs was reported by four (2.7%) patients. The lymphocutaneous
form represented 69.6% of the patients, the fixed cutaneous form 23.6% and eight
(5.4%) patients had ocular involvement. Manifestations of hypersensitivity occurred in
only 2.7%. Itraconazole was prescribed to 90.5% of patients. Sporothrix brasiliensis
was the species identified in all 17 isolates submitted to genetic characterization
through partial sequencing of the calmodulin gene. Antifungal sensitivity tests
demonstrated excellent in vitro efficacy of itraconazole and terbinafine, with only three
isolates resistant to itraconazole and none to terbinafine. Human sporotrichosis in
Paraiba presents a concentration of cases in the state capital, it has a zoonotic
character, by feline-man transmission, affecting more women. There is a
predominance of the lymphocutaneous form, but extracutaneous forms such as the
ocular must be remembered in the current context of sporotrichosis in the state, which
has become endemic. The identification of S. brasiliensis in all isolates evaluated may
justify the non-traumatic transmission of sporotrichosis in a percentage similar to the

traumatic transmission by biting and/or scratching. The excellent in vitro antifungal



activity of itraconazole allows it to remain the first choice in the treatment of
sporotrichosis.

Keywords: sporotrichosis; Sporothrix; zoonosis; brazilian northeast.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é a micose subcutanea mais frequente no mundo (OROFINO-
COSTA; DE MACEDO; BERNARDES-ENGEMANN, 2015) mas a maior prevaléncia é
observada em regides tropicais e subtropicais, especialmente nas Américas e na Asia
(ALZUGUIR et al., 2020). Na América Latina, Brasil, México e Peru séo areas de alta
incidéncia de esporotricose (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017). Comumente
associada a atividades de lazer ou trabalho como jardinagem e agricultura
(REDIGUIERI et al., 2022), nas duas ultimas décadas, a incidéncia da esporotricose
zoonotica vem aumentando, particularmente no Brasil (GREMIAO et al., 2017a).

A entrada do gato na cadeia de transmissdo da esporotricose causando
epizootias ou zoonose tem contribuido para a definicdo de novos paradigmas na
transmissao da esporotricose atingindo niveis epidémicos, tornando a doenca um
grave problema de saude publica (RODRIGUES et al., 2020). No Brasil, a regido
metropolitana do Rio de Janeiro representa o epicentro da epidemia zoondética da
esporotricose (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016). O principal centro de
referéncia para o tratamento da esporotricose no Rio de Janeiro, a Fundacao Oswaldo
Cruz, registrou aproximadamente 5.000 casos em humanos no periodo de 1998 a
2015 (D.F.S. Freitas, dados nao publicados) e aproximadamente 5.113 casos felinos
no periodo de 1998 a 2018 (S.A. Pereira, dados n&o publicados) (GREMIAO et al.,
2020). Sporothrix brasiliensis € a espécie relacionada a epidemia zoonética no Rio de
Janeiro (ALMEIDA-PAES et al., 2014) e nesta situacao hiperendémica, pacientes que
sao infectados por esta espécie apresentam um numero significativo de reacdes de
hipersensibilidade e de doenca disseminada (SCHECHTMAN et al., 2022). Ao tempo
gue no Espirito Santo a transmissdo classica da esporotricose relacionada a
atividades ocupacionais tenha uma alta prevaléncia (CAUS et al., 2019; DE ARAUJO
et al., 2015), epidemias semelhantes a do Rio de Janeiro, com casos felinos e
transmissdo zoonotica, ocorrem também no Rio Grande do Sul e em Sao Paulo e mais
recentemente na cidade de Belo Horizonte, entretanto com nimero de casos muito
menor quando comparado ao Rio de Janeiro (GREMIAO et al., 2017a; PAIVA et al.,
2020).

Durante o periodo de 1998 a 2017, o Brasil experimentou uma expansao

geografica da esporotricose (GREMIAO et al., 2020) e a regido nordeste tornou-se a
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nova fronteira desta micose com o registro de casos felinos e transmissao zoonética
nos estados de Alagoas, Pernambuco e Rio Grande do Norte alterando o perfil
epidemioldgico da esporotricose na regido (DE OLIVEIRA BENTO et al., 2021,
MARQUES-MELO et al., 2014; SILVA et al., 2021). Entre o periodo de 2015 a 2017,
o Servico de Micologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba (HULW/UFPB) constatou um aumento progressivo de casos de
esporotricose humana (DA SILVA, 2017). Até entdo, a ndo obrigatoriedade de
notificacéo dos casos, o0 que viria acontecer apenas com a Resolucéao CIB/SES-PB n°
80/18 de 07/08/2018 que tornou obrigatéria a notificacdo de esporotricose humana
cujos efeitos praticos ainda ndo se tornaram efetivos, levou a um total
desconhecimento sobre as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doenga no
estado da Paraiba.

Diante da expansdo geografia da esporotricose para o nordeste do Brasil
associada a transmissdo zoonoética e a falta de dados consistentes referentes aos
casos humanos no estado da Paraiba, € primordial conhecer as caracteristica
sociodemogréficas, clinicas e epidemioldgicas desta micose, além de determinar
quais as espécies envolvidas e seu perfil de sensibilidade antifingica que ira subsidiar
as autoridades locais de saude na formulagéo de politicas publicas de prevencéo e
controle e na elaboracédo de orientacOes terapéuticas adequadas frente ao atual

cenario da esporotricose na Paraiba.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A esporotricose, causada pelo fungo dimérfico Sporothrix schenckii lato sensu,
esta atualmente distribuida em todo o mundo especialmente em zonas tropicais e
subtropicais (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011) e é considerada a micose
subcutanea mais frequente da América Latina, onde é endémica (OROFINO-COSTA
etal., 2017). E causada pela inoculagéo traumatica de solo, plantas e matéria organica
contaminada pelo fungo no subcutaneo, ou menos comumente pela inalacdo de
esporos através do trato respiratorio superior com possivel subsequente
disseminacdo hematogénica (GREMIAO et al., 2017b; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).
Alternativamente a infeccdo pode acontecer por transmissao zoondtica,
principalmente através de mordeduras ou arranhaduras de gatos infectados
(GREMIAO et al., 2017b).

Por décadas, a esporotricose felina no Brasil apareceu apenas como
aglomerados esporadicos e autolimitados. No entanto, a atual epidemia felina por S.
brasiliensis no Sul e Sudeste do Brasil e, mais recentemente a expansao para o
Nordeste, criou uma emergéncia de saude publica de importancia internacional devido
ao grande potencial de transmissdo zoonética da esporotricose (BRIZENO; SILVA,
BASSOLI, 2020; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016; SILVA et al., 2018).

A suspeita clinica e o isolamento e identificacdo dos fungos a partir de uma
amostra sao as chaves para o diagnostico precoce da esporotricose (MAHAJAN,
2014; RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017). Embora a micose exiba muitas
vezes um quadro clinico dermatolégico exuberante, costuma cursar sem gravidade e
sem acometer outros 6rgaos além da pele, mucosa e subcutaneo (DE LIMA BARROS
et al., 2010) entretanto, a transmissao zoonotica do fungo e sua significativa viruléncia
em um contexto de situacéo hiperendémica mudaram a abordagem da doenca uma
vez que manifestacdes atipicas e reacdes de hipersensibilidade sdo cada vez mais
frequentes, constituindo um novo aspecto da esporotricose, que merece atengao da
comunidade médica, bem como de outros profissionais de saude (SCHECHTMAN et
al., 2022).

A escolha do tratamento para a esporotricose depende essencialmente da forma
clinica da doencga, das caracteristicas imunoldgicas do hospedeiro e das espécies de
Sporothrix envolvidas (OROFINO-COSTA et al.,, 2017). Apesar da esporotricose
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apenas excepcionalmente estar associada a mortalidade (MAHAJAN, 2014), precisa
ser adequadamente tratada para diminuir a morbidade e seu custo social
representado pelo absenteismo ao trabalho, pelo sofrimento durante a doenca ativa e

pelo aspecto desagradavel das lesdes cicatriciais (DE LIMA BARROS et al., 2010).

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

A esporotricose € uma micose subcutanea negligenciada que foi descrita pela
primeira vez por Benjamin Schenck nos Estados Unidos em 1898 (LOPES-BEZERRA
et al., 2018). O segundo caso foi descrito em 1900 por Hektoen e Perkins no mesmo
pais, quando deram ao agente etiolégico da esporotricose a denominacdo de
Sporothrix schenckii (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

O primeiro caso de esporotricose na Europa foi descrito em 1903 (LOPES-
BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006) sendo atualmente raramente relatada com
apenas alguns casos autoctones e importados associados a transmissao classica
registrados nas ultimas décadas (BACHMEYER et al., 2006; BARILE et al., 2009;
VENTIN et al.,, 1987). Importante destacar a existéncia de um nicho de “alta
endemicidade” no sul da Italia, area com caracteristicas ecoldgicas e climaticas que
podem favorecer a transmisséo da doenca (BARILE et al., 2009).

Coube a Lutz e Splendore em 1907, a primeira observacdo em humanos e ratos
no Brasil das formas linfocutaneas e extra cutaneas da esporotricose e, no ano
seguinte, demonstraram a presenca de corpos asterdides nos tecidos, Uteis para o
diagndstico histopatologico desta micose (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Terra e Rabelo em 1912 descreveram o primeiro caso de esporotricose no Rio
de Janeiro e, desde entdo, casos isolados foram relatados em diferentes regides do
pais (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015). Na década de 1950, foram descritos
casos esporadicos de transmissao zoonoética no Brasil (RODRIGUES et al., 2020) e
em 1998, a primeira epidemia de esporotricose em humanos, como resultado de
transmissao zoonotica, € identificada no Rio de Janeiro (BARROS et al., 2008), onde
fica o epicentro do surto de longa duracao da esporotricose transmitida por gatos (DE
ARAUJO et al., 2015). No entanto, a esporotricose tem se expandido rapidamente em
direcdo ao nordeste do Brasil, no periodo entre os anos de 2015 e 2019 (RODRIGUES
et al., 2020).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

A esporotricose ganhou importancia nos ultimos anos devido a sua prevaléncia
mundial, pelo reconhecimento de multiplas espécies dentro das espécies
originalmente descritas e em virtude de sua ecologia, distribuicdo e epidemiologia
distintas em todo o mundo, com incidéncia variando amplamente entre os paises
(CHAKRABARTI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020).

A esporotricose ocorre em todo o mundo mas as especies patogénicas de
Sporothrix ndo estéo distribuidas uniformemente, com vérios estudos mostrando uma
relacdo entre distribuicdo geografica e diferentes espécies (LOPES-BEZERRA et al.,
2018).

Uma vez que a esporotricose ndo € uma doenca de notificagdo compulséria em
todas os locais de ocorréncia, sua exata prevaléncia ndo € conhecida mas ja foi
relatada nos Estados Unidos (BENEDICT; JACKSON, 2020), América do Sul (Brasil,
Colémbia, Peru e mais recentemente na Argentina) (ETCHECOPAZ et al., 2021;
GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; PORRAS; RUBIO; SA, 2010; SOTO, 2015),
Asia (China, india e Jap&o) (LV et al., 2022; VERMA et al., 2012; WATANABE et al.,
2016) e na Australia (MCGUINNESS et al., 2016), com raros casos descritos na
Europa (CHAKRABARTI et al., 2014).

Classicamente a transmissdo da doenca estd associada as atividades de
manipulacéo de plantas e do solo, seja por motivos ocupacionais ou de lazer. Apesar
da transmissdo zoonética da esporotricose ja ser conhecida, a importancia do gato
neste contexto foi verificada, pela primeira vez, quando um surto envolvendo cinco
pessoas expostas a um gato doente foi relatado (OROFINO-COSTA et al., 2017). A
doenca de pele que ha muito era considerada uma doenca ocupacional benigna dos
horticultores, de fato se tornou um problema urbano de carater peridomiciliar (LOPES-
BEZERRA et al., 2018).

Inicialmente, também no Brasil, a ocorréncia desta micose subcuténea estava
associada as areas rurais, mas nas ultimas duas décadas tem se observado uma
mudanca no perfil epidemiolégico da infecgéo, a qual tem sido mais frequente no
ambiente urbano, sendo atualmente uma doencga de notificacdo compulséria em
algumas unidades da federacéo (BIMBI; BRZEZINSKI, 2017; MICHELON et al., 2019).
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As areas urbanas das regifes endémicas do Brasil, sdo caracterizadas por auséncia
de saneamento basico, moradias precérias e pouco ou henhum acesso aos Servigcos
de saude (COSTA et al., 2019).

Desde o final dos anos de 1990, a esporotricose na regido metropolitana do Rio
de Janeiro, tornou-se um fendmeno zoondético endémico/epidémico urbano com
transmissdo de gatos infectados para humanos (GUTIERREZ-GALHARDO et al.,
2015). Mulheres de meia-idade de baixo nivel socioeconémico que se envolvem em
atividades domeésticas sdo frequentemente infectadas devido a sua exposicdo ao
cuidar de animais doentes em casa (BARROS et al., 2008).

O numero de casos vem aumentando continuamente desde o inicio da epidemia,
ultrapassando 5.000 casos registrados no Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (IPEC), uma unidade de referéncia no Rio de Janeiro. Devido ao status
hiperendémico e ao grave problema de salde publica gerado pela esporotricose no
Rio de Janeiro, a doenca passou a ser de notificacdo compulsoria no estado desde
julho de 2013 (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).

A disseminacéo da esporotricose no Rio de Janeiro pode ser explicada pelos

seguintes fatores: o potencial de transmissdo zoondética de gatos para humanos; o
comportamento natural do felino de circular no bairro, muitas vezes se envolvendo em
brigas com outros animais; a proliferacdo de gatos em pracas e terrenos
desocupados, formando inUmeras colénias sem qualquer controle sanitario; a falta de
infraestrutura para seu tratamento; e o destino inadequado dado aos animais mortos
por seus tutores (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).
Neste contexto de hiperendemia zoonotica observada no Rio de Janeiro, pacientes
que sdo infectados com S. brasiliensis apresentam maior nimero de reacfes de
hipersensibilidade e de doenca disseminada, sugerindo uma maior viruléncia dessa
espécie (SCHECHTMAN et al., 2022).

Casos de esporotricose também tém sido relatados nos estados de Sao Paulo,
Espirito Santo e Rio Grande do Sul, com destaque para as cidades de Pelotas e Rio
Grande que concentram casos humanos relacionados a transmissdo zoondética
(GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).

Em Séo Paulo, os primeiros casos suspeitos de esporotricose felina surgiram em
marco de 2011 na regido de Itaquera, area urbana com alta densidade populacional

com posterior expansao entre os felinos para areas mais negligenciadas, que tém
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acesso limitado a servigos de saneamento e saude publica. Sporothrix brasiliensis foi
a espécie identificada e uma andlise de haplétipos baseada na sequéncia de EF1-a
sugere que o haplétipo predominante entre os felinos em Sdo Paulo é o mesmo
observado no Rio de Janeiro o que pode indicar que a doenca esta se espalhando a
partir desse estado (MONTENEGRO et al., 2014).

Estudo retrospectivo recentemente publicado por Bittencourt et al., (2022)
(BITTENCOURT et al., 2022) com 260 casos de esporotricose humana
diagnosticados entre 2010 e 2018 observou um incremento de 700% no namero de
casos humanos no triénio 2016—2018 em comparacao com o triénio 2013-2015. A
identificagdo molecular mostrou que a maioria dos isolados testados eram de
Sporothrix brasiliensis e o principal risco para adquirir esporotricose foi o contato com
gatos, relatado por 250 (96,5%) pacientes.

A esporotricose humana é descrita no Rio Grande do Sul desde 1958, com relato
de 311 casos em 30 anos (1958-1989) na regido central do estado, sendo de 10,3 a
média de diagndsticos por ano, com a maioria dos casos associados a atividades
rurais e outros tipos de ocupacdo diferentemente do que ocorre na regido sul do
estado onde, no periodo de outubro de 2012 a outubro de 2017, foram diagnosticados
100 casos de esporotricose humana com predominio absoluto de transmissao
zoonttica (BRANDOLT et al., 2019).

Ao contrario do que é observado em Sao Paulo e no Rio Grande do Sul, no
Espirito Santo a esporotricose humana parece ser adquirida predominantemente
através de atividades ocupacionais, com maior incidéncia em homens que exercem
atividades no campo em constante contato com as plantas e o solo (CAUS et al.,
2019). Sporothrix schenckii s. str. foi a espécie identificada nos isolados de pacientes
com esporotricose no Espirito Santo, espécie esta que esta intimamente associada
com o padréo classico da transmisséo da doenga no Brasil (DE ARAUJO et al., 2015).

No mapa da esporotricose no Brasil, o0 Nordeste brasileiro pouco contribuia em
namero de casos, representado muitas vezes por esporadicas publicacdes de relatos
de caso em felinos, na Paraiba (NUNES et al., 2011), no Rio Grande do Norte
(FILGUEIRA, 2009), em Pernambuco (ARAUJO; LEAL, 2016) e, no estado de
Alagoas, estabelecendo transmissao zoonotica (MARQUES-MELO et al., 2014). Nos
altimos anos, a descri¢cao de surto de esporotricose felina em Pernambuco (SILVA et
al., 2018) e de série de casos em humanos no Rio Grande do Norte (DE OLIVEIRA
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BENTO et al., 2021) e em Pernambuco (SILVA et al., 2021) revela o estabelecimento
definitivo da esporotricose na regiao.

2.3 O AGENTE ETIOLOGICO

O fungo do género Sporothrix da ordem Ophiostomatales compreende um grupo
de espécies termodimorficas que no ambiente ou quando cultivado em laboratério a
25-30°C, apresenta-se na forma filamentosa e na fase parasitaria ou quando
cultivadas em meios de cultura apropriados a 35-37°C, aparece como células de
levedura ovais em forma de charuto. Sdo encontrados em habitats ricos em matéria
organica e em regides de clima quente e umido. Possui nichos ecolégicos especificos
dentro de areas endémicas, e cresce no solo em uma faixa de temperatura entre 22°C
e 27°C, pH entre 3,5 e 9,4, e 90% de umidade (ARRILLAGA-MONCRIEFF, 2009;
OLIVEIRA et al., 2011; RAMIREZ-SOTO et al., 2018; RODRIGUES; DE HOOG; DE
CAMARGO, 2016).

Macroscopicamente, as colbnias filamentosas de S. schenckii sdo inicialmente
brancas e gradualmente se tornam marrom a preto e quando cultivadas a 37°C
apresentam coloracdo bege amarelada com aspecto cremoso. Quanto ao padrao de
assimilacdo de carboidratos, € capaz de consumir adonitol, celobiose, frutose,
galactose, glicose, glicerol, maltose, manose, sorbitol, sacarose, trealose e xilose,
enquanto que nenhuma espécie do Sporothrix pode assimilar inositol, lactose e
dulcitol (GHOSH et al., 2002).

As caracteristicas diagnésticas do género sao as seguintes: sao organismos
unicelulares, possuem conidios hialinos que sao dispostos simpodialmente em grupos
organizados de denticulos semelhante a um buqué nas extremidades dos
conidiéforos. Devido as caracteristicas morfoldégicas convergentes dentro do
complexo Sporothrix e a sobreposicdo entre outros géneros da ordem
Ophiostomatales, o reconhecimento de espécies € notoriamente dificil usando apenas
dados morfolégicos (RODRIGUES et al., 2016).

Com base em uma combinacao de fatores fenotipicos e genéticos Marimon et
al. (2007) sugeriram que S. schenckii ndo deve ser considerado a Unica espécie que

causa a esporotricose identificando trés novas espécies, S.globosa de distribuicdo
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mundial, S. brasiliensis e S. mexicana restritas ao Brasil e México respectivamente.
Sporothrix schenckii var. luriei foi promovido a uma nova espécie, S. luriei e S.
albicans, S. pallida e S. nivea por revelaram uma semelhanca significativa por outras
analises filogenéticas baseadas em rDNA e na regido da pB-tubulina foram
denominados como uma unica espécie, S. pallida (OLIVEIRA et al., 2011).Atualmente,
as espécies de Sporothrix que séo clinicamente relevantes incluem S. schenckii
(sensu stricto), S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, S. mexicana e S. pallida
(RAMIREZ-SOTO et al., 2018). Sporothrix chilensis é uma espécie de Sporothrix
isolada de um paciente com onicomicose no Chile (RODRIGUES et al., 2016) e
recentemente foi identificado em pacientes com esporotricose em Pernambuco
indicando que essa micose pode ser causada pelo S. chilensis no Brasil (VALERIANO
et al., 2020a). Sporothrix schenckii s. str.e S. globosa sdo patdégenos cosmopolitas
gue geralmente seguem a via classica de transmissdo da doenca por inoculacéo
traumatica de detritos vegetais contaminados afetando trabalhadores rurais e
jardineiros e por isso conhecida no passado como “doenga do jardineiro” ou “doenca
da roseira”. No outro extremo, o S. brasiliensis, a espécie de maior viruléncia, esta
associado a infeccdes de animais e transmissdo zoondética através de arranhdes
profundos e mordidas de gatos infectados (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO,
2016). Enquanto no Brasil a esporotricose é uma zoonose provocada pelo S.
brasiliensis, na China, € uma sapronose provocada principalmente pelo S. globosa
(LV et al., 2022).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

A esporotricose € uma doenca multifacetada que pode mimetizar outras
dermatoses (SCHECHTMAN et al., 2022) e pode se manifestar de diferentes
maneiras, as quais variam de acordo com a integridade do sistema imunolégico do
hospedeiro, do inéculo fungico, da profundidade e local do inéculo, das caracteristicas
biolégicas e viruléncia do fungo (CORDEIRO et al., 2011)As manifestacdes clinicas
podem ser divididas em cutaneas e extra cutaneas da seguinte forma
respectivamente, linfocutanea, cutanea fixa e cutanea disseminada como formas

cutineas e extra cutdneas a esporotricose ocular, pulmonar, neurolégica e
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osteoarticular (SILVA et al., 2021). Como em outras doencgas infecciosas alguns
pacientes podem desenvolver reacdes de hipersensibilidade devido a uma resposta
imune exacerbada ao fungo como o eritema nodoso, o eritema multiforme, a sindrome
de Sweet e artrite reativa. Formas disseminadas com disseminacdo hematogénica e
comprometimento sistémico podem ocorrer principalmente em pacientes
imunossuprimidos como infectados pelo HIV, alcoolistas crbénicos, usuarios de drogas
ilicitas e pacientes em tratamento com imunossupressores (OROFINO-COSTA et al.,
2017).

2.4.1 Formas cutaneas

2.4.1.1 Linfocutanea

A forma linfocutanea € a apresentacdao clinica mais comum representando 70 a
80% das formas cutaneas de apresentacdo da esporotricose (MAHAJAN, 2014).
Apresenta como caracteristica um quadro clinico denominado linfangite nodular
ascendente, quando a partir do ponto de inoculacao do patégeno ocorre a formacao
de lesdo primaria, geralmente 2 a 3 semanas apos a inoculacdo e, dependendo da
evolucdo da doenca, ocorre ascendéncia de lesdes ao longo dos vasos linfaticos de
aspecto papular, nédulos ou placas eritematosas com superficie lisa ou verrucosa,
podendo amolecer e ulcerar drenando material seropurulento. S&o principalmente
assintomaticos, podem cocar ou tornar-se dolorosos e tém curso clinico semelhante
ao das lesdes primarias (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; MAHAJAN, 2014;
RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

Afeta principalmente as maos e antebragos em adultos, enquanto em criancas,
a face € um sitio anatdbmico comum, respondendo por mais de 92% dos casos
pediatricos. Adenopatia regional leve pode ocorrer, e 0s sintomas sistémicos, quando
presentes, sdo geralmente leves. A doenca bilateral é rara e, quando ocorre, sugere
multiplos focos de inoculacdo (SCHECHTMAN et al., 2022).
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2.4.1.2 Cutanea-fixa

A forma cutanea-fixa ou localizada da esporotricose tem essa denominacao
devido a sua apresentacdo, a qual se caracteriza por ndo haver ascendéncia das
lesGes a partir do ponto de inoculagéo do fungo, ficando esta leséo restrita, podendo
apresentar-se ulcerosa, gomosa, supurativa, ou verrucosa. Ocorre menos comumente
e afeta principalmente a face, o pescoco, o tronco e pernas, sendo a face o local
preferido (MAHAJAN, 2014; SCHECHTMAN et al.,, 2022). Pode ou n&o vir
acompanhada de lesdes satélites. Estas apresentacdes tendem a ser crbnicas e
geralmente ndo curam espontaneamente. As lesbes também podem assemelhar-se a
ceratoacantoma, celulite facial, pioderma gangrenoso, prurigo nodular, lapus vulgar,
sarcoma de tecidos moles e carcinoma basocelular (SCHECHTMAN et al., 2022;
ZHANG et al., 2011).

2.4.1.3 Cutanea disseminada

Alguns autores consideram dividir as formas disseminadas em esporotricose
cutanea disseminada e esporotricose disseminada sistémica quando 0Ssos e
articulagbes, pulmdes e o sistema nervoso central podem ser acometidos. Ambas
estdo relacionadas a inoculacéo, ingestao ou inalacao do fungo e quase sempre estédo
associadas a algum tipo de imunossupressdo apesar de ja haver descricdo na
literatura de formas cutaneo disseminadas em pacientes imunocompetentes sem
comprometimento sistémico (OROFINO-COSTA et al., 2017; SCHECHTMAN et al.,
2022; VALERIANO et al., 2020b).

No paciente imunossuprimido as les6es cutaneas mostram-se heterogéneas e
pleomdrficas associadas a comprometimento sistémico, diferentemente do que ocorre
em alguns pacientes que descrevem multiplos traumas e apresentam varias lesdes
cutaneas disseminadas e de aparéncia pleomoérfica, sem comprometimento sistémico,
todas surgindo ao mesmo tempo (OROFINO-COSTA et al., 2017).
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2.4.2 Formas extra cutaneas

O acometimento extra cutaneo na esporotricose pode estar relacionada a varios
tecidos e 6rgdos como 0s 0ssos e articulagdes, envolvidos por trauma direto, por
contiguidade de uma lesdo cutanea ou por disseminacao hematogénica, os pulmoes
que podem ser atingidos por disseminacdo hematogénica ou por inalacdo de
propagulos infecciosos de Sporothrix sp levando ao surgimento de sintomas
respiratorios como tosse, dispnéia e hemoptoicos, o sistema nervoso central com
desenvolvimento de meningite e 0 acometimento de mucosas principalmente a ocular
podendo causar lesdo nos anexos oculares ou nas estruturas profundas do globo
ocular, causando endoftalmite. (OROFINO-COSTA et al., 2017; RAMIREZ-SOTO;
TIRADO-SANCHEZ; BONIFAZ, 2021; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

2.4.2.1 Esporotricose osteoarticular

LesBes osteoarticulares causadas pela esporotricose sao raras representando
de 3 a 4% dos casos e particularmente acomete pacientes imunossuprimidos como
alcoolistas cronicos e diabéticos podendo também acometer pacientes
imunocompetentes. As manifestacdes iniciais sdo tenossinovite, monoartrite com
derrame articular e limitagdo dos movimentos, bursite e formagao de cisto sinovial. As
maos, punhos, cotovelos, tornozelos e joelhos sdo os locais mais frequentemente
afetados. O diagndstico rapido € primordial para evitar complicacbes como artrite
séptica, sepse e o0 6bito (RAMOS-E-SILVA et al., 2007; SENDRASOA et al., 2021).

2.4.2.2 Esporotricose pulmonar

Tipicamente afeta homens entre 30 e 60 anos de idade com comorbidades
preexistentes. Esporotricose pulmonar primaria € uma condicdo que ocorre apos a

inalagéo de conidios presente no meio ambiente e que se desenvolvem no tecido
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pulmonar. O quadro clinico € semelhante ao da tuberculose pulmonar. O ultimo
estagio da doenca mostra fibrose pulmonar avangcada com cavitacdes e disfuncéo
pulmonar severa (ALVES et al., 2020; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

2.4.2.3 Neuroesporotricose

A infeccdo do sistema nervoso central pelo Sporothrix € um evento raro e
majoritariamente esta associada a infeccdo pelo HIV e ja foi descrita durante a
sindrome de reconstituicdo imune apdés a introducdo da terapia antirretroviral.
Caracteristicamente, o exame do liquido cerebroespinhal mostra pleiocitose com
predominio de linfocitos, hipoglicorraquia e hipoproteinorraquia (GALHARDO et al.,
2010; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

2.4.2.4 Esporotricose ocular

Clinicamente, a esporotricose ocular pode se apresentar como uma infeccao
intraocular ou como uma infec¢cdo dos anexos do olho quando acomete palpebras,
conjuntiva e o sistema lacrimal. (AIDAR et al., 2021; RAMIREZ-SOTO; TIRADO-
SANCHEZ; BONIFAZ, 2021) Na conjuntivite granulomatosa, observam-se nodulos
amarelados e de superficie lisa e brilhante agrupados envolvendo a conjuntiva tarsal
e/ou bulbar associados a hiperemia conjuntival e/ou exsudato purulento (YAMAGATA
et al., 2017). Inicialmente as elevacdes nodulares causadas pela conjuntivite
granulomatosa envolvendo a conjuntiva tarsal e/ou bulbar podem ser confundidos com
hordéolo ou calazio, atrasando o diagnéstico e a instituicdo de terapéutica adequada
(GAMEIRO FILHO et al., 2020; YAMAGATA et al., 2017).

Quando a conjuntivite granulomatosa estd acompanhada de adenomegalia pré-
auricular e submandibular ipsilateral, fica caracterizada a sindrome oculoglabdular de
Parinaud, (DE ABREU RIBEIRO; BISOL; ANA MENEZES, 2010) que embora

classicamente esteja associada a infeccdo pela Bartonella henselae (GALINDO-
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BOCERO et al., 2017), em é&reas endémicas de esporotricose, pode facilitar o
diagndstico de esporotricose ocular (LIBORIO NETO et al., 2021).

Outras formas de acometimento dos anexos oculares sdo a esporotricose
palbebral e a dacriocistite, infeccdo do sistema lacrimal devido a esporotricose
(RAMIREZ-SOTO; TIRADO-SANCHEZ; BONIFAZ, 2021).

A infeccdo intraocular & extremamente rara, com apenas relatos de casos
isolados na literatura. Pode se apresentar como endoftalmite, uveite granulomatosa,
esclerite, retinite, coroidite ou iridociclite e € decorrente da disseminacéo
hematogénica do Sporothrix ou por inoculacdo traumética no olho. Esse tipo de
acometimento € usualmente associado a condi¢bes de imunossupressdo como a

infecgcao pelo HIV (GAMEIRO FILHO et al., 2020).

2.4.3 ReacgOes de hipersensibilidade

Além da infec¢cdo em mucosas, as reacdes de hipersensibilidade como o eritema
nodoso, o eritema multiforme, a sindrome de Sweet e a artrite reativa sdo
manifestacbes incomuns da esporotricose (DE LIMA et al., 2020). Pacientes
infectados pelo S. brasiliensis tém maior chance de desenvolver essas reagdes de
hipersensibilidade (SCHECHTMAN et al., 2022). O contato proximo com gatos com
esporotricose no ambiente doméstico provavelmente leva a exposicao repetida ao
fungo; isto permite reinfec¢cBes subclinicas e hipersensibilizacdo do hospedeiro
humano, levando ao aparecimento das reacdes de hipersensibilidade (DE LIMA et al.,
2020).

A sindrome de Sweet apresenta placas eritematosas ou nédulos e, na
histopatologia um denso infiltrado sem vasculite leucocitoclastica e em uma série de
379 pacientes com esporotricose a incidéncia da sindrome de Sweet foi de 2,9%. O
eritema multiforme € uma doenca vesicobolhosa com manifestacbes variaveis que
afetam predominantemente a pele. O eritema nodoso € caracterizado pelo
aparecimento subito de nodulos eritematosos na regido anterior dos membros

inferiores, acompanhada de febre, artralgia e mialgia (SCHECHTMAN et al., 2022).
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Artrite reativa pode também ocorrer como uma reacdo de hipersensibilidade,
usualmente poliarticular e migratéria, frequentemente desaparecendo com o
tratamento especifico da esporotricose (OROFINO-COSTA et al., 2017).

2.5 DIAGNOSTICO

2.5.1 Diagnéstico micologico

O diagnostico micolégico da esporotricose esta baseado na observacao macro
e microscopica de estruturas do Sporothrix sp mediante o isolamento do fungo em
meio PDA a 25°C, num periodo de incubacéo de 3 a 5 dias (VALERIANO, 2017). A
observacédo do material coletado de paciente com suspeita de esporotricose ao exame
direto ndo apresenta a confiabilidade diagndstica presente no cultivo do fungo em
meio de cultura e posterior observacao de suas estruturas macro e micromorfolégicas,
devido a escassez, de células leveduriformes presentes na amostra (MAHAJAN,
2014).

Em meio de cultura, na sua forma filamentosa, apresenta-se como hifas hialinas,
septadas e ramificadas com conidios unicelulares hialinos, que sédo pequenos,
ovoides e geralmente ocorrem na por¢cao apical dos conidiéforos, e os conidios
marrons, que sao grandes e ovoides, com parede celular espessa, estando presentes
ao longo de todo o comprimento das hifas (OLIVEIRA et al., 2011).

Apesar da metodologia ja bastante consagrada, dados obtidos por Oliveira et
al., 2011b sugerem que a identificacdo de espécies de Sporothrix sp usando apenas
a morfologia dos conidios como parametro de classificacdo deve ser vista com
restricdes e que a aplicacdo de outros testes fenotipicos é obrigatéria, uma vez que
esses isolados podem nao produzir algumas estruturas morfoldgicas ou modifica-las
(MARIMON et al., 2007).

A avaliacéo do crescimento dos isolados em escalas de diferentes temperaturas
e as provas de assimilacdo de carboidratos completam a identificacédo fenotipica das
espécies de Sporothrix sp (MARIMON et al., 2007).
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2.5.2 Histopatologico

Os achados dos exames histopatolégicos na esporotricose ndo séao
caracteristicos. Na maioria dos casos ha formacéo de um granuloma supurativo e, em
apenas alguns pacientes, um granuloma tuberculdide. Em geral observa-se
microabscessos de neutrdfilos, histiocitos e linfocitos. E nesta area onde podemos
encontrar os “corpos asterdides” e algumas leveduras alongadas em forma de
“charuto” (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013).

O corpo asterdide (fendbmeno Splendore-Hoeppli) € a formacdo in vivo de
material intensamente eosinofilico ao redor de microorganismos ou substancias
biologicamente inertes. No corpo asteréide, a levedura basofilica é cercada por
matéria eosinofilica irradiando para fora como os raios de uma roda. Corpos
asterdides sdo mais frequentes em lesdes de pacientes com esporotricose
linfocutanea e frequentemente localizada na zona central de neutrofilos (ZHANG et
al., 2011).

2.5.3 Intradermorreacao

A importancia diagndstica do teste intradérmico para detectar a
hipersensibilidade tardia usando esporotriquina permanece ambigua. Ele é negativo
em casos graves de esporotricose e frequentemente positivo em pessoas saudaveis
vivendo em areas endémicas (MAHAJAN, 2014) e por isso o teste é mais aplicavel
para o levantamento epidemiolégico da esporotricose. No entanto, na auséncia do
antigeno padronizado, a interpretacdo dos resultados pode ser dificil
(RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).



34

2.5.4 Testes soroldgicos

Outras ferramentas Uteis para o diagndstico da esporotricose sdo os testes
sorolégicos para determinar anticorpos especificos, entretanto alguns deles fornecem
resultados falso-positivos ou reacdes cruzadas, especialmente em pacientes com
histoplasmose (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013), entretanto podem auxiliar
no diagnéstico de formas disseminadas, em criancas e em pacientes
imunossuprimidos (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

Diferentes técnicas de imunoeletroforese, aglutinacdo e imunodifusdo usando
fracdo antigénica bruta foram propostas para o sorodiagnostico da esporotricose, mas
a sensibilidade e especificidade foram baixas. Consequentemente, foram substituidos
por testes mais sensiveis, como 0s imunoenziméticos, principalmente o ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e Western Blotting ambos com resultados
mais rapidos (OROFINO-COSTA et al., 2017).

2.5.5 Identificacdo molecular

O trabalho de Marimon et al., (2007; 2008) utilizou como ferramenta molecular o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina (CAL), o qual tem ampla capacidade
discriminatéria entre as espécies do complexo Sporothrix schenckii. O trabalho de
Rodrigues et al., (2016) utilizou, além do gene CAL, os primers ITS e beta-tubulina (B-
tub).

Os primers espécie-especifico utilizados na identificacdo molecular podem ser
aplicados na epidemiologia, no diagnéstico clinico e em estudos experimentais de
esporotricose, facilitando a tomada de decisdo quanto ao melhor tratamento a ser
utilizado (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2015).

Uma grande variedade de técnicas moleculares de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), foram investigados como possiveis alternativas para identificacdo de
rotina de fungos como o PCR de DNA polimorfico amplificado aleatério, o PCR
aninhado, o polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo de reacdo em

cadeia da polimerase (PCR-RFLP), imunoensaio de PCR-enzima, PCR em tempo real
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e tecnologia de “microarrays”, entretanto, ainda ndo foram incorporados a rotina
diagnostica da esporotricose (RODRIGUES; HOOG; DE CAMARGO, 2014).

2.6 TRATAMENTO

A escolha do tratamento para a esporotricose depende essencialmente da forma
clinica, do “status” imunolégico do hospedeiro e da espécie de Sporothrix envolvida
(OROFINO-COSTA et al., 2017).

As opcoes terapéuticas para a esporotricose incluem medidas locais e medidas
farmacoldgicas baseadas no uso de solucédo saturada de iodeto de potassio (SSK)I,
azolicos, em especial o itraconazol (ITC), a terbinafina (TRB) e a anfotericina B (AMB)
(KAUFFMAN et al., 2007). A possibilidade de resolucéo espontanea na esporotricose
€ extremamente rara e por iSso a maioria dos pacientes necessita de tratamento
(MAHAJAN, 2014) que de forma geral € prolongado durando de trés a seis meses
(OROFINO-COSTA et al., 2017).

Medidas locais como a termoterapia e a criocirurgia podem ser utilizadas
principalmente para o tratamento de gestantes que ndo podem utilizar o tratamento
farmacoldgico. A termoterapia € a opcao terapéutica mais relatada neste grupo de
pacientes com semanas de autoaplicacdo diaria de calor nas lesdes requerendo
respeito aos horarios de aplicacdo além de um certo cuidado para evitar queimaduras
na pele. A criocirurgia € um método eficaz e seguro, quando aplicado por equipe bem
treinada, sendo um recurso terapéutico Util para muitas doencas infecciosas da pele

inclusive a esporotricose (FICHMAN et al., 2018).

2.6.1 Solucao saturada de iodeto de potéassio

Administrada por via oral, de baixo custo € a primeira escolha no tratamento das
formas cutaneas, principalmente em um cenario em que o itraconazol ndo esta
disponivel pelo alto custo. Seu mecanismo de acdo contra o Sporothrix ainda néo foi
totalmente elucidado mas acredita-se que ele impeca a formagdo do granuloma

através de mecanismos imunolégicos e nao imunoldgicos, expondo o fungo as
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defesas do hospedeiro ou a outro farmaco utilizado em associagédo. Pode ser utilizado
também para o tratamento das reacdes de hipersensibilidade como o eritema nodoso
e a artrite reativa em virtude de seu efeito imunomodulador. Geralmente o tratamento
se inicia com doses mais baixas aumentando diariamente até alcancar doses entre 1-
2 g/dia em criancas e 2-4 g/dia em adultos. E contra-indicado para pacientes com
disfuncédo tireoidiana, faléncia renal e alérgicos ao iodo. Os principais eventos
adversos sdo o gosto metalico, nduseas e erup¢do acneiforme (MAHAJAN, 2014;
OROFINO-COSTA et al., 2017).

2.6.2 Itraconazol

O ITC é o principal azdlico disponivel para o tratamento da esporotricose,
administrado por via oral, € fungistético e age impedindo a producéo de ergosterol na
parede celular do fungo. Esté indicado para o tratamento da maioria das formas de
apresentacdo da esporotricose, inclusive extra cutaneas e em imunossuprimidos,
exceto nas formas disseminadas. A dose inicial prescrita deve ser de 100 mg/dia,
sempre junto aos alimentos o que melhora a sua absorcdo, podendo chegar a dose
mais altas de 400 mg/dia. O seu principal evento adverso sé&o desordens
gastrointestinais além de ser potencialmente hepatotéxico. Nao pode ser prescrito
para gestantes e lactantes além da grande possibilidade de interacdo medicamentosa
com outros medicamentos e por isso especial atencdo é necessaria quando da
prescri¢cao de itraconazol para pacientes idosos (MAHAJAN, 2014; OROFINO-COSTA
et al., 2017).

2.6.3 Terbinafina

A TBF é uma alilamina fungicida que age na sintese do ergosterol da parede
celular do fungo. Sua principal vantagem sobre o itraconazol é o fato de ter poucas

interacbes medicamentosas. A dose recomendada € de 250 mg/dia por via oral, mas
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pode ser aumentada para 500 mg/dia. Pode causar cefaléia, nausea, alteragbes do
paladar e neutropania. E contraindicada para portadores de lGpus eritematoso
sistémico, sO deve ser prescrito para o tratamento das formas cutaneas e nao deve
ser administrado para gestantes e lactantes (MAHAJAN, 2014; OROFINO-COSTA et
al., 2017).

2.6.4 Anfotericina B

A AMB é um polieno que age ligando-se ao ergosterol alterando a
permeabilidade da parede celular do fungo. E administrado apenas pela via parenteral
devendo-se priorizar 0 uso das formulaces lipidicas da AMB B em detrimento ao
desoxicolato em virtude do potencial nefrotoxico dessa Ultima formulacdo. Esta
indicada para o tratamento de formas graves inclusive em gestantes com dose
acumulada de 1-3 g. Tao logo o paciente apresente melhora do quadro geral a
substituicdo para o ITCl oral é recomendada (MAHAJAN, 2014; OROFINO-COSTA et
al., 2017).

2.7 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

A diferenca nos perfis de sensibilidade aos antifingicos pode estar relacionada
a origem geografica dos isolados e por isso estudos devem ser realizados para melhor
compreensao da atividade de cada um dos medicamentos frente as cepas locais
(STOPIGLIA et al., 2013).

Isolados de Sporothrix sp. resistentes ao ITC assim como casos refratarios as
outras terapias convencionais, ja foram descritos tanto em humanos quanto em
felinos. A emergéncia de falha no tratamento com ITC é um alerta e reflete um cenario
sombrio para o controle da esporotricose. A verificagdo de que a terbinafina

demonstra, em alguns estudos boa atividade in vitro contra o S. brasiliensis pode
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minimizar as consequencias deste cendrio (BORBA-SANTOS et al., 2015a; WALLER
et al., 2020, 2021).

2.8 ESPOROTRICOSE EM ANIMAIS

Os felinos sdo a principal espécie envolvida na transmissado zoonoética da
esporotricose e nas areas endémicas do Brasil o descontrole sobre a populacdo de
gatos possibilita a transmisséo zoondética sustentada e a expansédo desta doenca para
outras areas antes néo afetadas (GREMIAO et al., 2020; ROSSOW et al., 2020).

A esporotricose nos caes tem pouco potencial zoonético possivelmente devido
a escassez de estruturas flingicas nas suas lesfes na maioria dos casos mas apesar
disto casos de esporotricose canina devem ser adequadamente tratados visto que a
proximidade do homem com o cdo pode favorecer a transmissdo da doenca
(MASCARENHAS et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas clinico-epidemiolégicas e sociodemograficas, as
espécies do clado patogénico Sporothrix schenckii e seu perfil de sensibilidade in vitro
aos antifingicos dos casos de esporotricose humana atendidos no HULW/UFPB no
periodo de janeiro a dezembro de 2018.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas clinico-epidemioldgicas (forma clinica, reacéo
de hipersensibilidade, localizacao da lesao, contato ocupacional e domiciliar

com plantas e/ou solo e contato ocupacional e domiciliar com animais, forma
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de contato com animais, animal de contato) dos casos de esporotricose
humana.

e Descrever as caracteristicas sociodemograficas (sexo, idade, escolaridade,
local de residéncia, renda mensal familiar e ocupacdo) dos casos de
esporotricose humana.

» |dentificar as espécies do clado patogénico Sporothrix isoladas dos casos
de esporotricose humana baseado no sequenciamento parcial do gene da
calmodulina (CAL).

» Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) para cetoconazol
(CETO), fluconazol (FLC), ITC, voriconazol (VRC), TBF e AMB das espécies
do clado patogénico Sporothrix isoladas dos casos de esporotricose

humana.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO, LOCAL E PERIODO

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo, descritivo, envolvendo os
pacientes com diagnéstico de esporotricose atendidos no ambulatério de doencas
infecciosas e parasitarias do HULW/UFPB, na cidade de Jodo Pessoa, capital do
estado da Paraiba, no periodo de janeiro a dezembro de 2018. Também foi realizada
revisdo do prontuario dos pacientes com diagnéstico de esporotricose ocular.
Descreve-se ainda como estudo experimental de base laboratorial, realizado por meio
de testes de identificacdo molecular e susceptibilidade microbioldgica.

O ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias deste hospital universitario
€ referéncia para o diagndéstico e acompanhamento de pacientes com doencas
infecciosas e parasitarias de todo o estado da Paraiba dispondo de equipe
multiprofissional para assisténcia ambulatorial desses pacientes além de contar com
0 apoio das demais unidades do HULW/UFPB para a realizacdo de exames
complementares. Desde janeiro de 2018, o ambulatério de doencas infecciosas e
parasitarias implantou turno de atendimento especifico para acolhimento, confirmacao

do diagndstico e prescricdo do tratamento de pacientes com esporotricose.
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4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes com suspeita de esporotricose, encaminhados ou demandados
espontaneamente para o ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias do
HULW/UFPB, no periodo de janeiro a dezembro de 2018.

4.2.1 Critérios de inclusao

Pacientes com diagnéstico clinico de esporotricose atendidos no ambulatoério de
doencas infecciosas e parasitarias do HULW/UFPB e com cultura micol6gica com
isolamento de Sporothrix sp.

4.2.2 Critérios de excluséo

Pacientes com diagnéstico de esporotricose e cultura micoldgica realizada em

outro servico.

4.3 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS

4.3.1 Método de coleta

Pacientes com suspeita clinica de esporotricose e pacientes com diagnostico
clinico e com cultura micolégica realizada no HULW/UFPB com isolamento de
Sporothrix sp encaminhados ao ambulatério de doengas infecciosas e parasitarias
foram avaliados pelo pesquisador e convidados a participar do projeto, apos
orientacdes e esclarecimentos quanto aos objetivos, beneficios e riscos do estudo. Os
pacientes, ou seus responsaveis quando menores de 18 anos, que concordaram em
participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido ou termo de

assentimento para participante menor de idade, respectivamente (Apéndices A e B).
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Todos os pacientes foram examinados pelo pesquisador/infectologista, mesmo
aqueles cujo diagnéstico micoldgico ja havia sido estabelecido e que j& haviam
iniciado tratamento, para caracterizacdo da forma clinica de apresentacdo da
esporotricose. Os pacientes que ainda nao tinham coletado a cultura micolégica foram
encaminhados para a coleta de material das lesbes no Setor de Micologia do
Laboratorio de Analises Clinicas do HULW/UFPB ou para a urgéncia oftalmolégica do
HULW/UFPB quando tinham comprometimento ocular.

Todos os pacientes foram acompanhados pelo pesquisador, do diagnéstico até
a alta, com o devido registro das consultas no prontuario e eventualmente tiveram
suas lesbes fotografadas quando autorizado. Mesmo nao sendo um estudo
intervencionista, foi oferecido ao paciente a prescricdo do tratamento, ou a avaliagao
do tratamento ja prescrito, baseado em Orofino-Costa et al., (2015). Foi considerada
a prescricdo de SSIK para criancas, quando ndao podiam deglutir capsulas de ITC. A
prescricdo de SSIK para adultos foi realizada na impossibilidade do uso de ITC,
qguando da presenca de interacdes medicamentosas ou outras contraindicacdes ao
seu uso. Exames complementares como hemograma, funcdo hepatica e renal,
lipidograma, proteina C reativa e sorologias para hepatites B e C e HIV, foram
solicitados como parte do acompanhamento médico. Para a alta foi considerada a
seguinte definicdo de cura clinica: lesdo(des) completamente cicatrizada(s), sem
crostas, areas infiltradas ou drenagem de secrecdo. No caso de envolvimento extra
cutaneo, o desaparecimento de lesdes pré-existentes nos sitios previamente
acometidos.

Pacientes com envolvimento ocular foram referenciados para a urgéncia
oftalmolégica do HULW/UFPB para acompanhamento conjunto e receberam alta
apenas quando da avaliacao oftalmolégica evidenciando resolucdo completa da leséo.

A coleta de dados foi realizada através da aplicacdo privativa, individual ou na
presenca do responsavel, quando o participante era menor de idade, de um formulario
contendo dados sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos. Revisdo do prontuario
dos pacientes com esporotricose ocular foi realizada para averiguacdo da dose inicial

do tratamento e a necessidade de mudancas na dose ou do tratamento prescrito.
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4.3.2 Instrumento de coleta de dados

Foi utilizada uma ficha de coleta de dados (Apéndice D) que contemplava as

seguintes informacdes:

a) Dados epidemioldgicos e sociodemograficos do paciente;
b) Informac¢bdes quanto a forma clinica de apresentacdo e localizacao da(s)
lesdo(bes);

c) Tratamento instituido.

4.3.3 Exame micoldgico

As amostras clinicas humanas como fragmentos, exsudatos ou escamas
epidérmicas de lesdes foram coletadas na urgéncia oftalmolégica do HULW/UFPB,
guando o paciente tinha comprometimento ocular, e/ou no servico de micologia do
HULW/UFPB, onde foram manipuladas para o diagndstico laboratorial micoldgico
através da realizacao de cultura.

As amostras clinicas foram semeadas (exsudato) ou inoculadas (fragmento de
lesdo e escamas epidérmicas) em pontos equidistantes, sob Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) adicionado de cloranfenicol (50mg/L) e mantidas a temperatura
ambiente (TA= 28°C+2°) por até 7 dias. ApOs surgimento das coldnias de aspecto
sugestivo, normalmente de superficie enrugada, textura aveludada a membranosa
e coloracdo branca ou acastanhada ou enegrecida, foram preparadas laminas para
observacdo de estruturas fungicas do agente etioldgico e quando necessario foi
utilizada a técnica de microcultivo. A visualizacdo de hifas septadas e hialinas e
ramificagdes com conidios hialinos ou demaceos piriformes e denticulos no apice
em formato semelhantes ao das margaridas caracterizou micromorfologia
compativel com Sporothrix sp. (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).
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4.3.4 Definicdo das espécies

a) ldentificacdo molecular

e Extracdo e quantificacdo de DNA

O protocolo de extracédo foi adaptado de Inacio et al., (2016). Fragmentos de
culturas com 7 dias de crescimento foram transferidos para tubos de extracdo de
DNA contendo matriz de pérolas de vidro e 500uL do tampéo de extracédo (CTAB 2%,
NaCl 1.5 M, 100 mM de Tris-HCI, 20 mM de EDTA, polivinilpirrolidona 1%)
previamente aquecido a 65°C. A amostra foi homogeneizada a 5.5 m/s por 30s em
FastPrep® (BIO 101, Farmingdale, New York, USA) e incubada a 65 °C por 10 min.
Em seguida, foi adicionado a cada tubo 650 pL de cloroférmio alcool-isoamilico (24:1)
e 0 material centrifugado a 13000g por 10 min. Ao fim do processo, o sobrenadante
foi transferido para tubos eppendorf, adicionando isopropanol gelado sendo a
amostra mantida a -20°C por 30 min. Posteriormente, a amostra foi centrifugada
(13000g por 10min), o sobrenadante desprezado e em seguida adicionado etanol a
70% aos tubos eppendorf contendo o DNA. Apds essa etapa, os tubos foram
centrifugados (13000g por 2 min), e mais uma vez desprezado o sobrenadante para
secagem do DNA a 37°C em estufa. Ao final do processo, o DNA foi ressuspendido
em 50 ul de d4gua MiliQ autoclavada e mantido a 4°C até o momento das analises. O
DNA foi quantificado através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% em cuba
contendo o tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e submetidas a uma voltagem de 100
v por 20 min. Para isso, os produtos da extracdo foram montados em parafilme (5 pL
do produto da extragédo, 2 pL GLB e 2 pL GelRed) utilizando o marcador Lambida
DNA para quantificar o DNA extraido. Ao fim do processo, os produtos da extracao

foram lidos em transiluminador e fotografados.
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e Sequenciamento parcial do gene calmodulina

A identificacdo molecular foi baseada na realizacdo do sequenciamento das
regides gendmicas da calmodulina (primers CL1- 5-
GA(AG)T(AT)CAAGGAGGCCTTCTC-3’ e CL2A- 5’-TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-
3’). As reagdes de PCR foram realizadas em volumes finais de 12,5 yL contendo 7,45
puL de ddH20, 1 uL de cada primer (5 pmol), 1,25 pL do tampéo da PCR, 0,5 pL de
MgCI2 (50 mM), 0.25 pL de dNTP (10mM), 0.05 pL de Tag DNA polymerase 5 U
(Invitrogen, Brasil) e 1 pL de DNA molde. As condi¢des de PCR utilizadas consistiram
das etapas de desnaturacéo inicial a 95°C por 10 min com 38 ciclos de desnaturagao
a 95°C por 1 min, anelamento a 55°C por 50 s, extensédo a 72°C por 1 minuto e
extensao final a 72°C por 10 min (MARIMON et al. 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Apoés a obtencdo dos produtos da PCR, os fragmentos de DNA obtidos foram
purificados utilizando o kit GenJET PCR Purification (Fermentas, UK) segundo
recomendacgOes do fabricante. O sequenciamento foi realizado na Plataforma de
Sequenciamento LABCEN/CCB (UFPE) utilizando um sequenciador ABI 3500xL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As reacfes foram preparadas utilizando o kit
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) segundo
recomendagdes do fabricante. As sequéncias obtidas foram editadas pelo programa
Sequencher 4.9 Genes Code Corporation para obtencdo de arquivos fasta contendo
as sequéncias consenso.

Os isolados foram identificados em nivel de espécie através da busca por
sequéncias similares depositadas no GenBank com auxilio da ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Essas analises forneceram dados suficientes para
construcdo de um dendograma que mostrou o grau de similaridade entre os isolados
de Sporothrix sp analisados (OLIVEIRA et al., 2011).

4.3.5 Teste de susceptibilidade antifungica

a) Sensibilidade antifungica in vitro
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Os testes de sensibilidade antifingica in vitro frente aos agentes antifungicos
foram realizados no Laboratério de Diagndstico em Doengas Tropicais da UFPE. A
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) seguiu o protocolo M38-A2
(CLSI, 2008). O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA)
esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-
glutamina, sem bicarbonato de sédio e pH 7,0+0,1 tamponado com &cido morfolino
propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L-1; Sigma-Aldrich).

Foram avaliadas farmacos utilizados para tratamento das diversas formas
clinicas da esporotricose, dentre eles a AMB, ITC e TBF, além do FLC, CETO e VRC,
em concentragdes variando de 0,015 a 16 pg.mL-1 para AMB, ITC e VRC e 0,125 a
64 pg.mL-1 para TBF, FLC e CETO. As moléculas foram diluidas em Dimetil-
Sulfoxido (DMSO). Os isolados de Sporothrix foram mantidos em BDA e incubados
a 35°C durante sete dias. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solugcao
salina (0,85¢g/L), e sua densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de
MacFarland em 80% a 82% da transmitancia utilizando um espectrofotdmetro a
530nm. O volume do inéculo foi posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma
concentracéo de 2-5x10° céls.mL-1.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo
planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O inéculo foi adicionado aos poc¢os
com os antifingicos e as placas foram incubadas a 35°C, durante 48h;
posteriormente foi procedida a leitura visual dos resultados para determinacao da
CIM frente aos antifungicos testados, concomitantemente também foi realizada a

leitura espectrofotométrica das microplacas em leitor de ELISA.

4.4 DEFINICAO DE TERMOS E CATEGORIZAGCAO DE VARIAVEIS

4.4.1 Definicao de termos

a) Caso de esporotricose — Paciente apresentando lesao(6es)
papulonodular(es) ou ulcerada(s) na pele ou comprometimento extra cutaneo

com cultura micologica compativel com esporotricose.
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Cultura micolégica — Foi considerada positiva quando evidenciado hifas

septadas e hialinas e ramificacbes com conidios hialinos ou deméaceos

piriformes e denticulos no apice em formato semelhantes ao das margaridas.

c)

Formas clinicas da esporotricose:

Cutanea fixa — lesdo Unica, papulonodular, geralmente
semelhante ao cancro de inoculagéo, que pode ulcerar, fistulizar
e drenar material purulento, sem disseminacéo linfatica regional.
Linfocutanea — lesdo geralmente nodular, no ponto de inoculagéo
do fungo na pele, e uma série de nédulos que progridem ao longo
do trajeto linfatico, para cima ou para baixo, dependendo da
localizag&o anatomica, que podem ulcerar, fistulizar e cicatrizar.
Cutanea disseminada — lesdes de aparéncia polimorficas
disseminadas na pele todas surgindo ao mesmo tempo e sem
disseminagéao sistémica.

Disseminada, visceral ou extra cutanea — quando houve
envolvimento visceral ou mucoso, acompanhado ou nao de

acometimento cutaneo.

4.4.2 Definicdo de variaveis

Variaveis sociodemogréficas

Variaveis Definicao Categorias

Sexo Variavel qualitativa Masculino
definida pelo sexo Feminino
bioldgico.

Idade Variavel quantitativa < 18 anos
continua definida = 18 e <65 anos
como a idade (em = 65 anos
anos) auto-referida
no momento da




inclusdo no estudo,

categorizadas

Local de residéncia

Variavel qualitativa

definida pelo

Jodo Pessoa

Regido Metropolitana

municipio de de Joao Pessoa
origem. Interior
Bairro Variavel qualitativa
definida pelo bairro
do municipio de
origem
Ocupacao Profissdo exercida Atividades Veterinarias
ou atividade Trabalhadores rurais
principal Donas de casa
Outros
Nivel de escolaridade | Cumprimento de um Analfabeto

determinado ciclo
de estudos

Ensino basico

Ensino superior

Renda mensal familiar

Quantidade, em

salarios-minimos,

Nenhuma renda

Até 1 salario-minimo

recebida pela > 1 e < 2 salarios-minimos

familia > 2 e < 3 salarios-minimos
mensalmente > 3 e < 4 salarios minimos
decorrente de > 4 salarios minimos
trabalho assalariado
ou aposentadoria ou

outra fonte de renda

e Variaveis quanto as caracteristicas clinico-epidemiolégicas

Variaveis Definicao Categorias




Forma clinica da

esporotricose

Classificacao clinica da
esporotricose baseada

no aspecto da leséo

Cutanea fixa
Linfocutanea

Cutanea disseminada

cutanea, no Disseminada ou extra
envolvimento linfatico, cutaneo
de mucosas e de outros
orgaos
Sitio(s) extra Acometimento extra Nasal
cutaneo(s) cutaneo da Ocular

esporotricose, como 0
acometimento de
mucosa ou em outros

orgaos internos

Osteoarticular
Pulmonar
SNC
Outro

Presenca de reacéo de

hipersensibilidade

Presenca de formas
clinicas de

hipersensibilidade

Eritema nodoso
Eritema multiforme
Artrite reativa

Sindrome de Sweet

Sitio anatomico da

lesdo

Localizacdo anatdbmica
da(s) lesao(des),
descrita pelo

pesquisador

Cabeca
Tronco
Membros superiores

Membros inferiores

Tratamento prescrito Medicamento prescrito ITC
ao paciente apos SSIK
diagndstico clinico e/ou AMB
laboratorial TRB

Contato ocupacional Contato no ambiente de Sim

com plantas ou solo trabalho com plantas ou Nao
solo, relatado pelo
préprio paciente

Contato ocupacional Contato no ambiente de Sim

com animais trabalho com animais, Nao
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relatado pelo proprio
paciente
Com qual(is) Animal(is) com o(s)
animal(is) tem contato | qual(is) tem contato no
ocupacional ambiente de trabalho
Contato domiciliar Contato intradomiciliar Sim
com plantas ou solo com plantas ou solo, Nao
relatado pelo préprio
paciente
Contato domiciliar Contato intradomiciliar Sim
com animais com animais, relatado N&o
pelo préprio paciente
Com qual(is) Animal(is) com o(s)
animal(is) tem contato | qual(is) tem contato no
domiciliar domicilio
e Variaveis quanto a identificacdo molecular.
Variavel Definicao Categorias
Definicdo da espécie | Baseado na | S. schenkii stricto senso

do
Sporothrix

Complexo

identificacdo genotipica
pelo  sequenciamento

parcial do gene da CAL

. brasiliensis

. luriei

. mexicana

S
S
S
S. globosa
S
S. pallida
S

. chilensis
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de cada paciente foram revisados e transcritos para Microsoft Excel®.
As analises descritivas foram realizadas com base nas frequéncias relativas e
absolutas para as variaveis categoricas e a variavel quantitativa foi descrita por média,

mediana e desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1 — ESPOROTRICOSE OCULAR TRANSMITIDA POR CAO
(Submetido a Revista Journal of Medical Mycology)

A Sindrome oculoglandular de Parinaud, caracterizada por uma conjuntivite
granulomatosa com linfadenopatia adjacente, € uma doenca ocular incomum
causadas por diferentes patdégenos, incluindo fungos do género Sporothrix sp. [1,2] A
esporotricose é uma micose de implantacdo emergente em varios estados do Brasil,
e sua transmissao a humanos esta associada principalmente através de arranhdes ou
mordidas por gatos contaminados [3]. No entanto, a transmissdo zoonGética por caes
€ rara. Aqui, relatamos esporotricose ocular em um jovem como sindrome
oculoglandular de Parinaud causada por Sporothrix brasiliensis apés mordedura de
um cao contaminado.

O paciente era um homem, imunocompetente, de 25 anos natural da capital do
estado da Paraiba, municipio de Jodo Pessoa, que foi encaminhado em 19 de marco
de 2018, da Atengdo Priméria a Saude para atendimento no ambulatério de
infectologia de um hospital universitario publico com historia de mordida de cao no
antebraco esquerdo ha 03 meses. Setenta dias depois, 0 paciente apresentou nédulos
no antebraco esquerdo (fig. 1A) com drenagem de secrecdo no local da mordedura,
além do aparecimento de lesé@o ocular a direita (Fig. 1B e 1C). Ao exame, apresentava
adenomegalia pré-auricular e submandibular direitas. N6dulo medial ao cotovelo
esquerdo e lesdo com drenagem de secrecdo purulenta no antebraco esquerdo. Na
mesma data, foi avaliado no pronto-socorro oftalmoldgico, onde constatou-se por
biomicroscopia hiperemia e presenca de granulomas nas regides inferior e superior
da conjuntiva tarsal associada a secrecao purulenta. Coletadas secre¢des da leséo
do antebragco esquerdo e da lesdo ocular para cultura para fungos e iniciado
Itraconazol (ITZ) 200 mg/dia. As secrecdes foram semeadas em placas de 4gar com
sabouraud dextrose mais cloranfenicol, incubadas a 25°C, e os isoladas das
secrecbes do antebraco e do olho foram obtidas apds sete dias. As laminas das
culturas foram coradas com lactofenol azul de algodao e observadas ao microscopio

de luz. O paciente retornou ao ambulatério de infectologia dez dias depois (29/03/18)
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com resultado das culturas positivo para Sporothrix sp. (Fig. 1D), e o ITZ foi mantido.
O isolado clinico foi cultivado em &gar batata dextrose (PDA; Oxoid, Hampshire, Reino
Unido) e incubado a 25°C, para identificacdo por abordagem polifasica, que combinou
caracterizacdo morfolégica e sequenciamento. O DNA foi extraido da fase micelial
apos sete dias das culturas cultivadas em PDA usando o kit de isolamento de DNA
Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) de acordo com as instrugbes do
fabricante.

Os genes da Calmodulina foram amplificados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), conforme descrito por [4]. Em seguida, a andlise BLAST foi
realizada procurando sequéncias semelhantes depositadas no GenBank e o fungo foi
identificado como Sporothrix brasiliensis e nomeado como 15PB. A relacao
filogenética entre nosso isolado foi avaliada por topologia de arvore com sequéncias
de outras espécies de Sporothrix sp. depositadas no GenBank (AM116899;
HQ426962; GU456632; AM747302; 47KP711816; JF970258; AM398396; KX590808).
Nossa sequéncia foi depositada no banco de dados GenBank sob o nimero de acesso
OP157197. O isolado clinico foi armazenado na colecdo URM Cultura ISO 9001:2015
na Universidade Federal de Pernambuco. O teste de suscetibilidade antifingica foi
realizado por microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo CLSI M38-A2 [5] e
mostrou que o agente etioldgico em questao foi sensivel a anfotericina B, itraconazol,
cetoconazol e terbinafina, e altas concentracdes inibitérias minimas contra fluconazol
e voriconazol. O paciente recebeu alta em boas condicdes clinicas.

No Brasil, a maioria dos pacientes diagnosticados com esporotricose teve
contato prévio com gatos doentes por cocar ou morder. A transmissao por cées para
humanos é rara por ser uma doenca incomum neste animal doméstico, e por
apresentar pequenas guantidades de células semelhantes a leveduras em tecidos ou
secre¢des animais [6]. Casos de esporotricose em cées ja foi relatada no Brasil, mas
os profissionais de saude e autoridades publicas ainda desconhecem sua importancia
para a cadeia de transmissdo da esporotricose. Até onde sabemos, este € o primeiro
caso relatado de sindrome oculoglandular de Parinaud associada a esporotricose

transmitida por céo.
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Figura 1 Paciente imunocompetente com esporotricose ocular como sindrome
oculoglandular Parinaud transmitida por mordida de céo. Leséo ulcerada na pele do
antebraco esquerdo no local da mordida (1A). Edema periorbitario a direita (1B).
Lesdo granulomatosa na palpebra inferior do olho direito (1C). Fotomicografia de
Sporothrix brasiliensis isolado de secrecdo ocular e corado com lactofenol azul

algodéo (1D; ampliacdo 400x).
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Figura 2: Arvore filogenética mostrando a relacdo do isolado clinico de 15PB com
outras espécies de Sporothrix sp. O método estatistico de maxima verossimilhanca,
que expressa percentualmente a similaridade do isolado clinico com demais cepas,
foi obtido através da andlise de Bootstrap, replicada 1.000x, e mostrada nos
ramos. Havia 214 posi¢cdes no conjunto de dados final. A barra de escala indica

substituicBes de nucleotideos por sitio.
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5.2 ARTIGO 2 — ESPOROTRICOSE OCULAR: UMA SERIE DE 7 CASOS
(Submetido a Revista The American Journal of Tropical Medicine & Hygiene)

Introducéo

A esporotricose € uma micose subaguda a crénica de humanos e animais,
emergente em varios estados do Brasil, e sua transmisséo para humanos associada
principalmente a gatos contaminados através de arranhdes ou mordidas.! O potencial
zoonotico da esporotricose tem sido um problema de saude publica com varios surtos
ocorrendo no Brasil, e Sporothrix brasiliensis como o agente mais prevalente isolado
de humanos e gatos.>3#4

As apresentacdes clinicas da esporotricose podem ser divididas em cutaneas
e extra cutaneas. A apresentacao cutanea é a apresentacdo mais comum e tem trés
variantes: cuténea fixa, cutdnea linfatica e cutdnea disseminada. As formas
extracutaneas sao incomuns e envolvem na maioria dos casos 0ssos e articulagbes
causando periostite, ostedlise e tenossinovite como extenséo da doenga cutanea. O
envolvimento pulmonar pode ser agudo ou cronico. ®

Casos de esporotricose ocular sdo raros, mas relatos tém sido relacionados as
areas hiperendemicas desta infec¢éo fungica. No entanto, sua classificacdo depende
de critérios anatdmicos. E notavel que a forma cutanea seja a forma mais frequente,
mas a apresentacdo ocular tem sido cada vez mais diagnosticada em areas
epidémicas.®’

A primeira escolha para o tratamento da esporotricose cutanea € o itraconazol,
e a terbinafina € uma alternativa segura e eficaz quando o itraconazol é
contraindicado. Solucdo saturada de iodeto de potassio (SSKI) foi o primeiro
tratamento para esporotricose através de sua acdo imunoldgica, atuando na quebra
de granulomas, quimiotaxia de neutréfilos, além da fagocitose e inibicdo do
Sporothrix.2

Até o0 momento, ndo temos conhecimento sobre a epidemiologia, achados
clinicos e desfechos da esporotricose ocular no nordeste do Brasil, a mais nova area
epidémica. Com isto, nés apresentamos uma seérie de sete casos de esporotricose
ocular com envolvimento de anexos oculares sem trauma com tratamento antifingico
bem sucedido, acompanhados em um Hospital Universitario Publico da Paraiba,

Nordeste do Brasil.
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Métodos
Local e desenho do estudo

Este foi um estudo observacional, prospectivo e descritivo baseado em
consultas médicas e no acompanhamento de 148 pacientes encaminhados ao
ambulatério de doencas infecciosas de um hospital publico terciario de janeiro a
dezembro de 2018 (12 meses). O estudo foi realizado em Jodo Pessoa, capital do
estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Este estudo recebeu aprovacdo ética da
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas, Universidade Federal
da Paraiba, Brasil, sob o cédigo CAAE 74157817.0.0000.8069.

Populacao do estudo

De 182 pacientes, a esporotricose foi confirmada por exames clinicos e
microbiolégicos em 148. Destes, sete apresentavam conjuntivite granulomatosa
unilateral associada a secrecdo purulenta, e em trés, linfadenopatia adjacente (pré-
auricular e/ou submandibular) compativel com sindrome oculoglandular de Parinaud.
Além disso, todos os pacientes tiveram contato com gatos doentes. Coletaram-se
dados referentes a idade, sexo, apresentacdo clinica da esporotricose, distribuicao

das lesfes, tratamento instituido e achados laboratoriais.
Diagnostico laboratorial micologico

Amostras bioldgicas foram coletadas das regides afetadas por meio de swab
de secrecfes. Foi realizada microscopia direta com hidroxido de potassio a 20% e
coloracdo panoptica das secrecdes. As secrec¢des oculares foram semeadas em
placas de agar Sabouraud dextrose e incubadas por 84 até 15 dias a 25-28 °C para
obter o isolado clinico em cultura. As culturas de laminas foram coradas com lactofenol

azul de algod&o e observado ao microscoépio de luz.®
Andlises laboratoriais complementares

O teste de suscetibilidade antifungica foi realizado por microdiluigdo em caldo
de acordo com CLSI M38-A2,'%e a identificacdo genémica foi alcancada por extracédo

de DNA da fase micelial, como descrito anteriormente. O sequenciamento parcial do
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gene da calmodulina foi realizado e a andlise BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
foi realizada procurando por sequéncias semelhantes depositadas no GenBank.*

Resultados

Paciente 1 - Paciente de 15 anos, do sexo feminino, estudante, procedente da cidade
de Jodo Pessoa, capital do estado da Paraiba (PB), que procurou atendimento de
saude na emergéncia oftalmologica em 24/07/2018 com historia de nodulacdo em
palpebra inferior e conjuntiva bulbar do olho direito ha mais de 25 dias sem historia de
trauma, mas contato direto com gato doméstico. A biomicroscopia mostrou hordéolos
externos e internos, com secrecao e colecao inflamatoéria em conjuntiva bulbar. Foram
prescritos colirios de cefalexina e ciprofloxacina. A paciente retornou em 26/07/2018
com a lesdo apresentando aspecto granulomatoso. Um fragmento da conjuntiva
bulbar foi coletado e enviadas para cultura com isolamento de Sporothrix sp. Foi
iniciado Itraconazol (ITZ) 200 mg/dia no ambulatério de oftalmologia em 10/08/2018 e
a paciente foi encaminha ao ambulatério de doencas infecciosas para
acompanhamento. Evoluiu com melhora da lesdo ocular apés trés meses de

tratamento, e recebeu alta sem intercorréncias e resolucdo completa da lesao.

Paciente 2 - Paciente de 13 anos, do sexo masculino, estudante, procedente de Jodo
Pessoa-PB, que relatou histéria de contato com exsudato de ferimento de pele de
gato, e posterior aparecimento de leséo no olho direito ha 02 meses quando procurou
atendimento na emergéncia oftalmolégica. Foi realizada cultura de swab da lesdo
ocular em 14/08/2018, que foi positiva para Sporothrix sp. quando iniciou ITZ, 100
mg/dia. Posteriormente, foi encaminhado para o ambulatério de doencas infecciosas
em 02/10/2018, e a dose de 100 mg/dia foi mantida apés até a alta.

Paciente 3 - Paciente de 28 anos, do sexo feminino, dona de casa, procedente de
Santa Rita-PB (regido metropolitana de Jodo Pessoa), foi atendida no ambulatério de
infectologia em 04/12/2018 com histérico de contato com feridas de gato e posterior
aparecimento de lesdo na mao esquerda (Figura 1A) acompanhada de ndédulos
subcutéaneos no antebraco esquerdo (Figura 1B), e seguidos pelo aparecimento de
lesdo na conjuntiva tarsal e bulbar do olho direito por cerca de 4 meses (Figuras 1C e
1D). Avaliada na emergéncia oftalmolégica quando foram coletadas para cultura

secrecédo da lesdo na méo esquerda e olho direito, que revelou o crescimento de
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Sporothrix sp. em ambos. Nesta ocasiao, iniciou o tratamento com ITZ aos 200 mg/dia,

que foi mantido até a alta.

Paciente 4 - Paciente de 24 anos, do sexo masculino, funcionario publico admitido na
enfermaria da clinica de doencas infecciosas em 18/04/18 com lesdo ulcerada no
antebraco esquerdo, que surgiu ha um més atras apds arranhdo por um gato
domeéstico e nodulos dolorosos no trajeto linfatico do mesmo lado (Figura 1E)
associado a linfadenopatia submandibular e cervical esquerda (Figura 1F),
lacrimejamento e lesdes nodulares no olho esquerdo (Figura 1G). Apresentava ainda
artralgia nos cotovelos, joelhos e tornozelos, além de dores no calcanhar. A
biomicroscopia do olho esquerdo apresentava um nédulo na regido do saco lacrimal,
dolorosa a palpacgéo e inflamag&o. Cultura de secre¢do ocular do olho esquerdo
revelou crescimento de Sporothrix sp. Recebeu alta do internamento hospitalar com
melhora clinica em 24/04/18 com ITZ 400 mg/dia, que foi reduzido para 200 mg/dia
na primeira consulta no ambulatério de doencas infecciosas em 14/05/18. Em
21/07/18, ele recebeu alta do ambulatorio apos trés meses de tratamento com ITZ e
resolucdo completa da infeccao fungica.

Paciente 5 - Paciente de 8 anos de idade, do sexo feminino, estudante, procedente
de Jodo Pessoa-PB foi atendida na emergéncia oftalmolégica em 19/07/18 com
hiperemia e secrecdo em olho direito associada a adenomegalia pré-auricular que
surgiu ha cerca de 30 dias, sem associacdo com trauma. No entanto, a crianca tinha
histérico de contato direto com o gato da familia. Biomicroscopia do olho direito
revelou hiperemia e granulomas na regiao superior e inferior da conjuntiva tarsal. No
atendimento médico, foi coletada cultura de secrecao conjuntival do olho direito que
isolou Sporothrix sp. Foi avaliada no ambulatorio de doencas infecciosas em 08/07/18
quando foi iniciada solucao saturada de iodeto de potassio (SSKI; 1 g/ml) em doses
fracionadas crescentes de 8/8 h até atingir 3 g/dia. Evoluiu com queixas dispépticas
ao tentar manter a dose em 3 g/dia, sendo entdo reduzida para 1,5 g/dia e depois
aumentada para 2,25 g/dia com boa tolerabilidade. Apds 03 meses de tratamento,

teve alta em 20/11/18 com resolucdo completa das lesdes.

Paciente 6 - Paciente de 50 anos, do sexo feminino, dona de casa, procedente de
Jodo Pessoa/PB que foi atendida na emergéncia oftalmolégica em 01/11/18 com
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queixa de ardéncia e lacrimejamento no olho direito por aproximadamente 90 dias. A
paciente ndo relatou trauma, mas historia de contato direto com um gato domeéstico.
O exame oftalmolégico do olho direito mostrou hiperemia conjuntival e secrecdo em
conjuntiva tarsal e granuloma em conjuntiva palpebral inferior. Cultura de raspagem
da lesdo em conjuntiva palpebral do olho direito de 05/11/18 foi positiva para
Sporothrix sp. e em 08/11/18 foi prescrito ITZ 200 mg/dia. Completou 06 meses de
tratamento em 08/05/19 com resolugdo completa da leséo ocular e recebeu alta do

ambulatdrio de doencas infecciosas em 07/08/19.

Paciente 7 - Paciente de 27 anos, do sexo feminino, desempregada, procedente de
Joéo Pessoa-PB sem histérico de contato com animais ou trauma. Foi avaliada em
11/12/18 no ambulatério de idoencas infecciosas com relato de lesdo granulomatosa
em olho direito associada a hiperemia conjuntival e linfonodomegalia pré-auricular e
cervical por cerca de 60 dias, sem relacdo com trauma ou contato com animais (Figura
H e I). Ao exame, apresentava lesdo granulomatosa em conjuntiva palpebral inferior
do olho direito associada a linfonodo aumentado em regido pré-auricular direita. Nesta
consulta médica, a paciente apresentou cultura de swab de lesdo ocular de 06/12/18
positiva para Sporothrix sp. Foi iniciado ITZ 200 mg/dia. Apresentou melhora
significativa da lesao ocular, e apés 10 semanas a dose do ITZ foi reduzida para 100
mg/dia e mantida até completar 4 meses. Recebeu alta em 10/06/19 apés avaliacéo

oftalmolégica que confirmou resolucdo completa da lesdo ocular na biomicroscopia.
Discusséo

Descrevemos uma série de sete casos de esporotricose ocular com
comprometimento de anexos, e em trés destes casos, a presenca da sindrome
oculoglandular de Parinaud.'?1314 Importante ressaltar que nossa observacdo
corrobora os dados da literatura com a esporotricose ocular predominando em
pacientes do sexo feminino, com cinco pacientes do sexo feminino.>1617 O
acometimento nesta série de casos de pacientes com meédia de idade de 23,6 anos,
reforca a importancia da esporotricose ocular entre criancas e adultos jovens, mais
expostos ao fungo devido ao maior contato “face a face” com o animal doente.®'8

A expansdo geografica da esporotricose zoonética por S. brasiliensis,

principalmente através do gato, vem acontecendo no Sul e Sudeste do Brasil nas
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Ultimas décadas.'® Atualmente, o deslocamento da epidemia para o Nordeste
brasileiro,*?° tornou possivel identificar casos de esporotricose extra cutanea
considerados raros, como a esporotricose ocular.”® Embora a transmissdo zoonética
da esporotricose esteja relacionada a mordida e arranhadura por gatos infectados,32!
nenhum dos pacientes deste estudo tinha historia prévia de trauma, favorecendo a
hipotese de que pode ocorrer autoinoculagéo, pelo manuseio de lesdes de pele em
outras areas do corpo. A presenca da forma linfocutdnea nos pacientes 3 e 4 pode
favorecer a infecgé@o ocular. Além disso, a identificacdo de S. brasiliensis nos casos
com caracterizacdo gendmica enfatiza a possibilidade de inoculacdo néo traumatica
do fungo.??

A esporotricose ocular pode se apresentar como uma infeccéo intraocular ou
uma infeccdo dos anexos olho quando acomete palpebras, conjuntiva e sistema
lacrimal.”?® Na conjuntivite granulomatosa, observam-se nédulos amarelados e de
superficie lisa e brilhante agrupados envolvendo a conjuntiva tarsal e/ou bulbar
associados a hiperemia conjuntival e/ou exsudato purulento 1’ encontrada em seis dos
sete pacientes. Inicialmente, as lesdes nodulares causadas pela conjuntivite
granulomatosa pode ser confundida com hordéolo ou calazio, conforme apresentado
pelo paciente 1, podendo atrasar o diagnostico e a terapia apropriada.t’->* Quando a
conjuntivite granulomatosa € acompanhada de adenomegalia pré-auricular e
submandibular ipsilateral, como observado nos pacientes 4, 5 e 7, fica caracterizada
a sindrome oculoglandular de Parinaud.’? Embora a sindrome oculoglandular de
Parinaud seja classicamente associada a infeccdo por Bartonella henselae?®, o
diagndstico de esporotricose ocular pode ser facilitado em areas endémicas de
esporotricose.

A dacriocistite € uma infeccdo do sistema lacrimal infrequente devido a
esporotricose.” Em um estudo retrospectivo recente de 120 casos de esporotricose
ocular de 2007 a 2017, no estado do Rio de Janeiro, Brasil, a dacriocistite foi
identificada em 7,5% dos 203 casos.'® Pode apresentar outras manifestacdes clinicas,
como conjuntivite e formas linfocutaneas 2426 e evoluir com sequelas.?’” Apesar do
paciente 4 ter apresentado leséo nodular em regido do saco lacrimal, n&o evoluiu para
quadro classico de dacriocistite caracterizado por eritema, edema e uma area
dolorosa de endurecimento que cobre o saco nasolacrimal logo abaixo do limite

anatdmico do ligamento cantal medial.?®
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As reacBes de hipersensibilidade na esporotricose estdo associadas a
transmissao zoonotica de S. brasiliensis e pode se manifestar como eritema nodoso,
eritema multiforme, sindrome de Sweet e artrite reativa.2?® A artrite reativa geralmente
desaparece com o tratamento especifico para esporotricose, mas 0 uso de
corticosteréides pode ser necessario nas outras reacoes de hipersensibilidade.8282°
Observamos provavel artrite reativa no paciente 4, que apresentava poliartralgia e
entesites do calcaneo esquerdo, que logo desapareceram com o uso de Itraconazol.

O diagnéstico laboratorial da esporotricose inclui o exame direto, 0 exame
histopatoldgico, a cultura micolégica e a identificacdo molecular das espécies.*° Como
outras apresentacdes clinicas, na esporotricose ocular o padréo ouro para diagnéstico
€ a cultura de espécimes clinicos, como fragmentos de tecidos e secrec¢des de lesdes,
das quais é possivel observar conidiéforos delicados e conidios com arranjo simpodial
com aparéncia floral (Figura 1J). Embora os exames histopatolégicas sejam utilizadas,
a bidpsia é um procedimento invasivo propenso a complicacdes, e os achados
histopatolégicos podem ser inespecificos imitando outras condi¢des
granulomatosas.'>?43031 Em nosso estudo, os pacientes 2, 3, 4, 5 e 7 foram
submetidos a coleta de swab de secrec¢éo ou de lesédo ocular, enquanto os pacientes
1 e 6 foram submetidos a coleta de fragmento de lesé&o da conjuntiva bulbar e tarsal,
respectivamente, para realizacdo de cultura e em todas foi identificado Sporothrix sp.

Apesar da identificacdo molecular das espécies de Sporothrix ter importantes
implicacdes para a escolha da terapia antifingica,®? essa abordagem ganhou atencéo
especial na atual disseminacdo da esporotricose para a regido Nordeste do
Brasil.12%32 No entanto, nédo é disponivel na maioria dos hospitais.?* A identificacéo
molecular de S. brasiliensis em 3 de nossos pacientes (pacientes 1, 2 e 3) corrobora
dados recentes da literatura que apontam esta espécie como principal causadora de
esporotricose nos estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte, vizinhos ao estado
da Paraiba, local de residéncia de todos os pacientes desta série de casos.

Assim como a esporotricose cutanea, o tratamento da esporotricose ocular é
realizado por via oral, e nas mesmas doses com ITZ, terbinafina ou com SSKI. ITZ é
o tratamento de escolha em uma dose de 100 a 400 mg/dia, geralmente por 3 a 6
meses, apesar de seu alto custo.'®3* SSKI mostra bons resultados, mas suas
principais desvantagens sdo os efeitos adversos e baixa tolerabilidade.®2?* Quando

ha envolvimento intraocular, anfotericina B administrada por via parenteral isolada ou
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em combinacdo com agentes antifingicos orais € o0 tratamento mais comumente
usado’ Em nossa série de casos, seis pacientes foram tratados com ITZ e apenas uma
crianca de 8 anos foi tratada com SSKI. Ao contrario do estudo de Ramirez-Soto,
quando 20 de 21 pacientes foram tratados com SSKI. Nossa paciente teve a dose de
SSKI reduzida apds o aparecimento de eventos adversos, o que nao prejudicou o
tratamento, e promoveu a cura clinica da lesé@o ocular. A dose de ITZ variou de 100 a
200 mg/dia e apenas um dos pacientes iniciou tratamento com 400 mg/dia, que foi
reduzido para 200 mg/dia durante o acompanhamento ambulatorial.

Apesar do numero limitado de pacientes, a cicatrizacdo sem sequelas oculares
em todos é bastante encorajador. Por outro lado, Arinelle e cols.® identificaram
sequelas em 22,5% dos pacientes em uma série de 120 casos de esporotricose
ocular.

Embora os testes de suscetibilidade antifiungica ainda sejam limitados, esse
conhecimento torna-se cada vez mais necessarios devido as cepas clinicas de
Sporothrix que tém demonstrado a capacidade de desenvolver resisténcia aos
antifingicos convencionais.®® As altas concentracdes inibitérias contra FLZ e VRZ
entre as trés cepas geneticamente identificadas enfatiza a orientacdo de ndo as usar
no tratamento da esporotricose. No entanto, a suscetibilidade a ITZ e TBF das
mesmas cepas aponta a manutencao desses antifingicos como agentes terapéuticos
de primeira linha para o tratamento da esporotricose ocular, de acordo com a
literatura.* Embora as cepas clinicas de Sporothrix tenham apresentado baixas
concentracdes inibitérias minimas para CETO (Tabela 1), sua biodisponibilidade é
menor do que a do ITZ. Além disso, destaca-se a deteccdo de resisténcia ao Amph B
em uma dessas cepas. No entanto, o significado dessa resisténcia in vitro precisa ser

melhor compreendido.

Conclusao

A esporotricose € uma infeccdo fungica de amplo espectro clinico que apresenta
um comportamento de polimorfismo. Manifesta¢gées incomuns da doenca podem ser
um desafio na area médica assistencial. Portanto, este estudo recomenda que a
esporotricose deve ser considerada como hipétese diagndstica na conjuntivite

granulomatosa. Embora geralmente ndo haja sequelas oculares a longo prazo se a
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esporotricose ocular for tratada em tempo habil, pode causar comodidades e requerer

varias consultas médicas.

Figura 1. (A) lesdes ulceradas na méo esquerda acompanhadas de (B) nédulos no
antebraco esquerdo: (C) Les&o na conjuntiva tarsal e (D) na palpebra superior do olho
direito; (E) nédulos linfaticos dolorosos a esquerda e (F) linfadenopatia submandibular
do mesmo lado; (G) olhos lacrimejantes e lesdes nodulares no olho esquerdo; (H e 1)
lesdo granulomatosa em palpebra inferior do olho direito; (J) micromorfologia da
colénia cultivada em agar batata dextrose por 15 dias a 25°C mostrando filamentos
miceliais septados, conidiéforos delicados e conidios dispostos simpodialmente com
arranjos florais (lactofenol azul de algod&o 1.000x).
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Tabela 1. Concentracéo inibitéria minima em pg/mL de trés isolados de Sporothrix
brasiliensis relacionado a esporotricose ocular, e identificado pelo sequenciamento

parcial da calmodulina, contra drogas antifingicas.

Caso Nimerode AnfoB ITZ FLZ VRZ CTz TBF
) adesao no
(isolado)

GenBank
Paciente 1 OP094679 4 1 > 64 4 0,125 0,125
Paciente 2 OP094680 0,5 0,06 32 2 0,125 0,125
Paciente 3 OP094681 0,06 025 =64 4 0,25 0,125

Anfo B, anfotericina B; ITZ, itraconazol; FLZ, fluconazol; VRZ, voriconazol, CTZ,

cetoconazol e TBF, terbinafina.
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5.3 ARTIGO 3 — ESPOROTRICOSE HUMANA EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO
DO NORDESTE BRASILEIRO

(Proposta de submisséo para o periédico: Medical Mycology)

Resumo A esporotricose € uma micose subcutanea, causada por fungos do clado
patogénico Sporothrix distribuida em todo o mundo, especialmente em regibes
tropicais e subtropicais, e que no Brasil tem apresentado intensa expansao geografica
ao passo que a transmissdo zoonotica se consolidou como a principal rota
responsavel por surtos nas areas endémicas. O trabalho tem como objetivo descrever
as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e epidemiolégicas dos casos de
esporotricose humana na Paraiba, Nordeste do Brasil, diagnosticados no periodo de
janeiro a dezembro de 2018, identificar genotipicamente as espécies e determinar a
sensibilidade in vitro aos principais antifangicos disponiveis para o tratamento. Trata-
se de um estudo prospectivo descritivo que incluiu 148 pacientes com esporotricose
acompanhados no ambulatério de referéncia em doencas infecciosas e parasitarias
de um hospital universitario do nordeste brasileiro. A maioria dos pacientes era do
sexo feminino (59,4%). A idade dos pacientes variou de 1 a 85 anos. Declararam
renda familiar mensal de até um salario-minimo 46 (31,1%) pacientes, com 135
(91,2%) relatando algum grau de escolaridade. Eram procedentes da capital do
estado, Jodo Pessoa, 113 (76,3%) pacientes. Relataram contato no domicilio com
gatos doentes 110 (74,3%) pacientes. Metade desses relataram um contato nao
traumatico com o felino. Foi relatado o contato domiciliar com caes por quatro (2,7%)
dos pacientes. A forma linfocutanea representou 69,6% dos pacientes, a cutanea fixa
23,6% e oito (5,4%) pacientes apresentaram comprometimento ocular. Manifestacées
de hipersensibilidade aconteceram apenas em 2,7% dos pacientes. Itraconazol foi
prescrito para 90,5% dos pacientes. Sporothrix brasiliensis foi a espécie identificada
em todos os 17 isolados submetidos a caracterizacdo genética através do
sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Os testes de sensibilidade
antifingica demonstraram excelente eficacia in vitro do itraconazol e terbinafina, com
apenas trés isolados resistentes ao itraconazol e nenhum a terbinafina. A
esporotricose humana na Paraiba apresenta-se com uma concentracao dos casos na
capital do estado, tem carater zoondtico, pela transmissao felino-homem, afetando
mais mulheres. H4A um predominio da forma linfocutanea, mas formas extra cutaneas

como a ocular devem ser lembradas no contexto atual da esporotricose no estado, 0
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qual se tornou endémico. A identificacdo de S. brasiliensis em todos os isolados
avaliados pode justificar a transmisséo nao traumatica da esporotricose em percentual
semelhante a transmissao traumatica por mordedura e/ou arranhadura. A excelente
atividade antifangica in vitro do itraconazol permite manté-lo como primeira escolha

no tratamento da esporotricose.

Palavras-chave: Esporotricose. Sporothrix. Transmissdo zoonotica. Nordeste
brasileiro.

Introducgao

A esporotricose é a micose subcutanea mais frequente no mundo! mas a maior
prevaléncia é observada em regifes tropicais e subtropicais, especialmente nas
Ameéricas e na Asia2. Pode se manifestar pelo acometimento cutaneo (linfocutanea,
fixa e cutaneo disseminada) e extracutaneo (ocular, pulmonar e osteoarticular) além
das reacgOes de hipersensibilidade e da doencga disseminada com comprometimento
sistémico do paciente imunossuprimido?.

Ao longo da ultima década, a filogenia molecular revolucionou a taxonomia das
espécies patogénicas do Sporothrix, alterando nossas percepcbes sobre
epidemiologia, interacdo fungo-hospedeiro, viruléncia e suscetibilidade a drogas.
Sporothrix shenckii (senso stricto), S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei compondo,
entdo, o clado patogénico do género Sporothrix.4.

Comumente associada a atividades de lazer ou trabalho como jardinagem e
agricultura®, nas duas ultimas décadas, a incidéncia da esporotricose zoonética vem
aumentando, particularmente no Brasil®. A entrada do gato na cadeia de transmissé&o
da esporotricose causando epizootias ou zoonose tem contribuido para a definicdo de
novos paradigmas na transmissado da esporotricose atingindo niveis epidémicos,
tornando a doenca um grave problema de salde publica’. No Brasil, a regido
metropolitana do Rio de Janeiro representa o epicentro da epidemia zoonoética da
esporotricose “.

Durante o periodo de 1998 a 2017, o Brasil experimentou uma expansao
geografica da esporotricose® e a regido nordeste tornou-se a nova fronteira desta

micose com o registro de casos felinos e transmissdo zoonotica nos estados de
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Alagoas, Pernambuco e Rio Grande do Norte alterando o perfil epidemiolégico da
esporotricose na regiéo **1.

Diante da expansdo geografia da esporotricose para o nordeste do Brasil,
associada a transmissao zoongdtica e a falta de dados consistentes referentes aos
casos humanos no estado da Paraiba, € primordial conhecer as caracteristica
sociodemogréficas, clinicas e epidemioldgicas desta micose, além de determinar
quais as espécies envolvidas e seu perfil de sensibilidade antifangica que ira subsidiar
as autoridades locais de saude na formulacdo de politicas publicas de prevencéo e
controle e na elaboracdo de orientagdes terapéuticas adequadas frente ao atual

cenario da esporotricose na Paraiba.

Materiais e Métodos

Local e Desenho do Estudo

Este foi um estudo prospectivo e descritivo baseado no atendimento médico de
148 pacientes com esporotricose encaminhados ao ambulatério de doencas
infecciosas e parasitarias de um hospital publico terciario de janeiro a dezembro de
2018 (12 meses). Também foi realizada revisdo do prontuério dos pacientes com
diagnéstico de esporotricose ocular. O estudo foi realizado em Jodo Pessoa, capital
do estado da Paraiba, Nordeste do Brasil. Este estudo recebeu aprovacédo ética do
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas da Universidade Federal
da Paraiba, Brasil, sob o codigo CAAE 74157817.0.0000.8069.

Populacao do estudo

Dos 182 pacientes, a esporotricose foi confirmada por exame clinico e
microbiolégico em 148. Foram coletados dados referentes ao sexo, idade,
procedéncia, ocupacao, escolaridade, renda mensal familiar, contato com animais,
forma clinica da esporotricose, distribuicdo das lesdes, presenca de reacdes de
hipersensibilidade e tratamento instituido.

Diagnostico laboratorial micolégico

Amostras biologicas foram retiradas das regides afetadas por meio de swab de

secrecOes. As secrecOes foram semeadas em placas de agar Sabouraud dextrose e



73

incubadas por até 15 dias a 25-28°C para obtenc¢do do isolado clinico em cultura. As
culturas de laminas foram coradas com lactofenol azul de algodao e observadas ao

microscopio de luz!? (Figura 1 H).
Andlise laboratorial complementar

O teste de suscetibilidade antifingica foi realizado por microdiluicdo em caldo de
acordo com CLSI M38-A213, e a identificacdo gendmica foi alcangada por extracéo de
DNA da fase micelial. Foi realizado o sequenciamento parcial do gene da calmodulina
e a analise do BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) foi realizada pela busca de
sequéncias semelhantes depositadas no GenBank?4,

Resultados

Um total de 148 pacientes diagnosticados com esporotricose no periodo de
janeiro a dezembro de 2018 foram incluidos no presente estudo sendo 88 (59,4%) do
sexo feminino, representando a maioria dos casos. O paciente mais novo tinha 01 ano
de idade, enquanto o mais velho tinha 85 anos com idade média de 41,33 + 19,1 anos,
mediana de 42 anos e moda de 44 anos de idade.

A maioria dos pacientes residiam em Jodo Pessoa com um total de 113
pacientes (76,3%). Os pacientes tinham diferentes ocupacdes mas donas de casa
representaram 11,5% dos pacientes enquanto trabalhadores rurais apenas 1,3% dos
pacientes. A maioria dos pacientes, 106 (71,6%) tinha algum grau de educacéo béasica
e 46 (31%) declararam receber até um salario-minimo de renda mensal familiar.

Dos 148 pacientes, 110 (74,4%) relataram contato prévio com gatos doentes
com a metade destes relatando contato trauméatico por arranhadura e/ou mordedura.
Contato com caes foi observado em quatro (2,7%) pacientes mas apenas um (0,67%)
relatou mordedura.

Em relacdo as formas clinicas da esporotricose, 103 (69,6%) apresentaram a
forma linfocutanea (Figuras 1A, 1B, 1C e 1D), e 35 (23,6%) a forma cutanea fixa
(Figura 1F) e oito (5,4%) apresentaram comprometimento ocular (Figura 1 E). A
maioria das lesées acometeram os membros superiores em 83 (56,1%), seguido pelo
acometimento dos membros inferiores em 36 (24,3%) pacientes. Um paciente

apresentou a forma cutaneo disseminada decorrente de multiplos arranhdes de um
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gato e outro paciente, infectado pelo HIV, apresentou lesGes disseminadas por todo o
tegumento.

Foi observada reacdo de hipersensibilidade em quatro (2,7%) pacientes sendo
um com a forma cutanea fixa apresentando eritema nodoso (Figura 1 G) e um paciente
com esporotricose ocular que desenvolveu artrite reativa. Nos dois outros pacientes
nao foi possivel identificar clinicamente a reacdo de hipersensibilidade

Cento e trinta e quatro pacientes (90,5%) foram tratados com itraconazol.
Solucéo saturada de iodeto de potassio foi prescrita para 12 (8,1%) pacientes, sendo
nove criancas. Uma paciente gestante foi apenas acompanhada e orientada a usar
termoterapia local. Revisados os prontuarios dos pacientes com diagndstico de
esporotricose ocular, verificou-se que a dose do itraconazol variou de 100 a 200
mg/dia e apenas um dos pacientes iniciou o tratamento com 400 mg/dia que logo foi
reduzida para 200 mg/dia durante o acompanhamento ambulatorial e uma paciente
que usou solugdo saturada de iodeto de potassio teve a medicagdo ajustada devido a
apresentacao de queixas dispépticas durante o tratamento.

A tabela 1 resume as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes avaliados.

Dos 148 isolados encaminhados para a realizacdo de teste de sensibilidade
através da determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM), foi possivel realiza-
lo em 80 (54,05%) (Tabela 2) além da caracterizacdo genética através do
sequenciamento parcial do gene da calmodulina em 17 (11,5%) isolados. (Figura 2)
Os testes de sensibilidade antifingica demonstraram excelente eficacia in vitro do
itraconazol e terbinafina, com apenas trés isolados resistentes ao itraconazol e

nenhum a terbinafina e a Unica espécie identificada foi o S. brasiliensis.

Discussao

A esporotricose humana tem sido estudada em diversos paises devido a sua
distribuicdo cosmopolita, com destaque para o paises da América Latina como o
Brasil, Peru e México'>16, Em algumas partes do Brasil estima-se que a esporotricose
seja responsavel por 0,5% de todas as dermatoses!’. Os estudos concentram-se no

estado do Rio de Janeiro onde observou-se um aumento no nimero de casos de
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esporotricose de forma constante tornando-se um problema de salude publica'® .
Outros estados das regifes sul e sudeste do Brasil como Sao Paulo, Espirito Santo,
Minas Gerais e Rio Grande do Sul também relatam casos de esporotricose felina e
humana?®-23, Recentemente, algumas publicacdes tém apontado para a expansio
desta epidemia aos estados da regido Nordeste do Brasil como Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Alagoas®*.

Neste cenario de expansdo geografica da esporotricose para 0 nordeste
brasileiro devido sobretudo a transmissdo zoonéticall?4, apresentamos uma série de
148 casos de esporotricose humana, todos com cultura micologica positiva para
Sporothrix sp. considerada como o método padrao ouro para o diagnostico definitivo
da esporotricose 25, em pacientes acompanhados em um hospital universitario da
Paraiba, estado do Nordeste brasileiro.

A identificac@o genética de S. brasiliensis como vem ocorrendo em Pernambuco
e no Rio Grande do Norte!!?4, estados vizinhos a Paraiba, em 17 isolados clinicos de
nossa amostra, apesar de representar apenas 11,5% dos nossos isolados, os demais
identificados apenas como Sporothrix sp., tem importancia do ponto de vista
epidemiologico em virtude do S. brasiliensis, anteriormente restrito as regides sul e
sudeste do Brasil’, passar a ser encontrado em areas muito distantes do epicentro da
epidemia. Além disso, o fato do S. brasiliensis ser uma espécie mais virulenta que o
Sporothrix sensu stricto?® parece favorecer a transmisséo zoonética do gato para o
homem?#, e a consequente expansdo geografica em nosso pais continental®’.

Assim como mostram outros estudos a relacéo entre gato doente e transmissao
zoondtica?, em nosso trabalho verificamos que o contato com gatos doentes foi
relatado por 74,4% dos paciente. E interessante a observacdo que metade destes
pacientes, ou seja, 55 pacientes tenham negado algum contato traumatico, como
mordeduras e arranhaduras, com seus animais o que pode estar relacionado a maior
transmissibilidade do S. brasiliensis até mesmo quando ndo ha dano aparente na pele
do homem?°, ou tenham ocorrido lesGes ndo percebidas, especialmente durante o
manejo dos animais favorecendo, assim a infeccdo?’.

A esporotricose em cdes € uma doenca pouco frequente e tem um potencial
zoonotico minimo, no entanto nos Ultimos anos, um numero crescente de casos foi
registrado no Brasil, especialmente no Rio de Janeiro?®2°, Apesar disto observamos

em nossa casuistica quatro pacientes que relataram o contato com cédes sendo um
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deles vitima de uma mordida no antebraco esquerdo e desenvolvimento de
esporotricose  linfocutdnea no membro superior esquerdo seguida do
comprometimento ocular a direita com sindrome de Parinaud.

A mudanca do perfil de aquisicdo ocupacional relacionada a manipulagéo do solo
e de plantas!® para a aquisicdo intra-domiciliar, também esta relacionada a
transmissdo zoonGtica, especialmente relacionada ao ato de cuidar dos gatos
doentes, e a identificacédo do S. brasiliensis 2°. Apesar desta relacdo entre a ocorréncia
da esporotricose e a realizacao de atividades domésticas ja ter sido bem estabelecida
em outros trabalhos!®1® em nosso estudo apenas 17 mulheres declararam ser donas
de casa o0 que representou 21,2% das pacientes do sexo feminino avaliadas, talvez
justificado pelo fato de algumas mulheres se sentirem envergonhadas em dizer que
séo donas de casa.

Diferentemente do que ocorre no Espirito Santo?3°, estado da regido sudeste
do Brasil, a identificacdo em nosso trabalho de apenas dois pacientes com ocupagao
relacionada a agricultura corrobora os dados da literatura que mostra o predominio da
transmissao zoonotica sobre a transmissao classica da esporotricose no nordeste do
Brasil, no Rio de Janeiro e em Sdo Paulo01%.20

Em relagcdo a faixa etéria de acometimento, corroborando outros dados da
literatura®?” nosso trabalho mostra uma faixa de idade extremamente ampla entre os
pacientes diagnosticados com esporotricose com predominio entre pacientes adultos.
Trabalho recente publicado por Queiroz-Telles et all., (2022)3! comparou duas séries
de casos de esporotricose em pacientes pediatricos, no México e no Brasil, com 20
criancas no primeiro e 21 criangas no segundo e neste representou 12% do total de
pacientes, muito proximo a frequéncia encontrada no nosso trabalho de 11,5% de
pacientes menores de 18 anos.

A ocorréncia da esporotricose varia com 0 género!®. Em nosso estudo o
predominio de pacientes do sexo feminino corrobora com outras pesquisas realizadas
no Brasil, em destague no Rio de Janeiro, cujos pacientes sdo principalmente
mulheres®?7.3233 e mais recentemente nos estados vizinhos, Pernambuco e Rio
Grande do Norte'®1!, Entretanto, se distingue do observado no Espirito Santo onde a
maioria dos pacientes com esporotricose sdo homens?..

A distribuicdo espacial da esporotricose predominantemente na regido

metropolitana de Jodo Pessoa reflete a tendéncia de urbanizagdo da micose como
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observado no Rio de Janeiro34. Além disto, maior frequéncia de pacientes de baixa
renda e menores niveis de escolaridade, caracterizam o atual cenario da
esporotricose humana na Paraiba como observado em areas do estado de Rio de
Janeiro, Pernambuco e Rio Grande do Norte?1%1119 contudo, destaca-se que no
presente estudo a amostra foi avaliada por conveniéncia, visto que nao houve busca
ativa dos pacientes, mas sim a procura destes pelo servico publico oferecido no
HULW, atendendo uma demanda de pacientes com condi¢cdes socioecondmicas mais
precarias.

Corroborando com varios estudos ja publicados?%?735 em nosso trabalho a
forma clinica mais frequente foi a linfocutdnea e os membros superiores o principal
sitio anatémico de comprometimento. A forma cutanea fixa representa entre 10 a 20%
das formas clinicas de apresentagdo da esporotricosel. Em nossa série de casos,
observamos uma frequéncia de 23,6% entre os 148 casos estudados, diferentemente
do observado no Rio Grande do Norte com frequéncia de 39,9% entre 122 casos de
esporotricose e no Rio Grande do Sul com 38,6% de 101 casos, neste ultimo
superando a forma linfocutaneat*36,

Foram observados em nosso trabalho apenas dois casos de lesbes
disseminadas. Um dos pacientes, do sexo feminino, foi arranhada por seu gato em
varias partes do corpo onde surgiram varias lesdes ao mesmo tempo, sem invasao
sisttmica como observado em dois pacientes por Valeriano et al., (2020)?4. Outro
paciente, do sexo masculino, infectado pelo HIV, em provavel falha terapéutica aos
antirretrovirais, apresentou lesGes cutaneas heterogéneas e polimorficas com
comprometimento sistémico associado, como descrito por Tshisevhe et al., (2021)3’
em paciente infectado pelo HIV. Desta forma foram classificados a primeira paciente
como apresentando esporotricose cutaneo disseminada e o segundo, esporotricose
disseminada. Importante lembrar que ndo existe consenso sobre essa divisao das
formas disseminadas uma vez que o envolvimento de 6rgaos internos pode ocorrer
na maioria dos casos®.

Esporotricose extra cutanea é rara e de dificil diagnostico quando da auséncia
de lesdes cutaneas. Muitas vezes desenvolve acometimento pulmonar, do sistema
nervoso central, do sistema osteoarticular e ocular®®3°. Esporotricose ocular
consequente a infec¢do pelo Sporothrix é relatada em areas hiperendémicas e apesar

de poder ocorrer por inoculagéo traumatica do fungo no olho, muitos casos acontecem
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sem a identificacéo de fatores predisponentes®® Em recente publicacdo Arinelle et al.,
(2022)4° relataram 120 casos de esporotricose ocular no periodo de 2007 a 2017 no
Rio de Janeiro. Em Pernambuco, Lacerda Filho et al., (2019)*? relataram um caso de
esporotricose ocular transmitida por gato assim como no Rio Grande do Norte por
Oliveira Bento et al., (2021)''. Em um periodo de apenas um ano observamos em
nossa pesquisa oito casos de esporotricose ocular com conjuntivite granulomatosa.
Em nenhum deles foi identificado trauma direto no olho acometido, em trés deles o
comprometimento ocular aconteceu como sindrome de Parinaud e em um dos
pacientes a transmissao se deu ap6s a mordedura de um cdo em seu antebraco.

A infeccéo pelo S. brasiliensis estd também associada ao surgimento de maior
namero de reacdes de hipersensibilidade como o eritema nodoso, o eritema
multiforme e a sindrome de Sweet®. Em nosso trabalho apenas quatro (2,7%)
pacientes apresentaram reacdo de hipersensibilidade em um deles pudemos
identificar o eritema nodoso e em outro artrite reativa. Nos demais nao foi possivel
estabelecer o diagndstico da reacao de hipersensibilidade. Esse percentual é inferior
ao observado em outros trabalhos'!'4 e pode dever-se ao fato dos pacientes que além
da esporotricose apresentavam a reacdo de hipersensibilidade procuraram
atendimento no ambulatério da dermatologia ao invés do ambulatério de doencas
infecciosas e parasitarias.

Mesmo que os testes de sensibilidade aos antifiUngicos estejam, ainda, limitados,
esse conhecimento se torna cada vez mais necessario visto que as espécies do
complexo Sporothrix mostraram capacidade de desenvolver resisténcia aos
antifangicos convencionais, sendo o S. brasiliensis, a espécie fungica com alta
capacidade de adquirir mecanismo mutacional ou de resisténcia*!.

A despeito do alto custo, nesta série de casos 0s pacientes foram
majoritariamente tratados com lItraconazol por via oral em conformidade com os
trabalhos publicados recentemente?®1119, No foi prescrito terbinafina para nenhum
dos pacientes enquanto anfotericina B desoxicolato foi prescrito apenas para o
paciente infectado pelo HIV que apresentava doenca disseminada mas tdo logo
recebeu alta a terapéutica foi trocada para itraconazol. A solucdo saturada de iodeto
de potassio foi utilizada para 12 pacientes, dentre eles nove criancas em virtude da
facilidade de administracdo da solugdo em gotas e nos demais pela ocorréncia de

contraindicagdes ao uso do itraconazol.
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De 2005 a 2010, cerca de 1.000 pacientes foram diagnosticados com
esporotricose no IPEC—Fiocruz, incluindo 12 gestantes*? e em virtude dos efeitos que
podem causar no feto o tratamento da esporotricose em gestantes € um grande
desafio sendo possivel o uso de Anfotericina B nos casos graves*. Uma Unica
paciente de nossa série de caso estava gravida e optou-se por manté-la sem
tratamento medicamentoso e com orientacdo de realizar termoterapia, uma das
opc¢Oes para esta situacéo, resultando na alta da paciente sem a necessidade de
tratamento medicamentoso apds o parto.

Quanto ao tratamento o uso de Itraconazol na maioria dos pacientes esta de
acordo com os dados da literatura®#* assim como a alta dos pacientes acompanhados
com resolucdo completa das lesdes, independentemente da medicacéo prescrital®?,

Os testes de sensibilidade antifungica dos 80 isolados avaliados, demonstraram
excelente eficicia in vitro do itraconazol e terbinafina. Apesar de trés isolados terem
sido resistentes ao itraconazol este antifiingico continua mantendo excelente atividade
antifangica in vitro o que permite manté-lo como primeira escolha para o tratamento
da esporotricose. O fato de néo ter sido detectada nenhuma resisténcia in vitro
terbinafina, reforca o ja observado por Waller et al.,(2021) fazendo da terbinafina uma

alternativa terapéutica em um cenario de emergéncia de resisténcia ao Itraconazol*4.

Conclusao

A esporotricose humana na Paraiba apresenta-se com uma concentracdo dos
casos na capital do estado, tem carater zoon6tico, pela transmisséo felino-homem,
afetando mais mulheres. Ha um predominio da forma linfocutanea, mas formas extra
cutdneas como a ocular devem ser lembradas no contexto atual da esporotricose no
estado, o qual se tornou endémico. A identificacdo de S. brasiliensis em todos os
isolados avaliados pode justificar a transmissédo nao traumatica da esporotricose em
percentual semelhante a transmissao traumatica por mordedura e/ou arranhadura. A
excelente atividade antifungica in vitro do itraconazol permite manté-lo como primeira
escolha no tratamento da esporotricose. Em adicdo, a organizagéo dos servigos para
a correta identificacdo do paciente com esporotricose, a descentralizacdo do
diagndéstico micologico, a acessibilidade ao tratamento prescrito e a elaboracéo de
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medidas eficazes para o controle da populacéo felina associado a medidas ambientais
para evitar a contaminagao do solo sao primordiais para controlar a expansao desta

micose.

Tabela 1 Dados sociodemograficos, clinicos e epidemiolégicos de casos de
esporotricose humana atendidos no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias
do HULW/UFPB, Paraiba, Brasil. (2018)

Pacientes (n) %
Sexo
- Feminino 88 59,4
- Masculino 60 40,6
Faixa etéaria
- <18 anos 17 11,5
- 18-65 anos 114 77,0
- > 65 anos 17 11,5
Procedéncia
- Joao Pessoa 113 76,3
- Area metropolitana 31 21,0
- Interior do estado 4 2,7
Ocupacéao
- Atividades veterinarias 1 0,7
- Donas de casa 17 11,5
- Trabalhador rural 2 1,3
- Outras 110 74,3
- Desempregado 12 8,1
- Nao se aplica/lgnorado 6 4,1

Escolaridade

- Analfabeto 11 7.4



- Educacéo basica

- Ensino superior

Renda Mensal Familiar”
-Ate 1

->1até?2

->2até3

->3até 4

->4

- N&o declarou

Contato com gatos doentes
- Contato traumatico por arranhadura e/ou mordedura
- Contato nao traumatico
Forma clinica

- Cutanea Fixa

- Linfocutanea

- Cutanea disseminada

- Extracutanea

- Disseminada

Sitio anatémico da leséo
- Cabeca

- Membros superiores

- Membros inferiores

- Tronco

- Olho

- 2 oU mais sitios anatbmicos

106
31

46
39
32
13

14

55

55

35

103

83
36

10

71,6

21,0

31,0

26,4

21,6
8,8
9,5

2,7

37,2

37,2

23,6
69,6
0,7
54

0,7

6,1
56,1
24,3

6,7

5,4

1,4
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Presenca de reacéo de hipersensibilidade
- Sim 4 2,7
- Nao 144 97,3

Tratamento prescrito

- Itraconazol 134 90,5
- Solucao saturada de iodeto de potassio 12 8,1
- Anfotericina B desoxicolato 1 0,7
- Expectante 1 0,7

*Em salarios-minimos brasileiro vigente em 2018

Tabela 2 Valores de CIM em pg/mL de seis farmacos antifingicos frente a 16 isolados clinicos de
S. brasiliensis e 64 de Sporothrix spp de casos de esporotricose humana atendidos no Ambulatério
de Doencas Infecciosas e Parasitarias do HULW/UFPB, Paraiba, Brasil. (2018)

Drogas antifungicas

AMB CETO FLC ITC TBF VRC

Isolados (n) CIM CIM CIM CIM CIM CIM

S. brasiliensis (16) Variacao 0,015-4 0,06-4 32-64 0,03-4 0,125-0,125 0,5-16
MG 0,25 0,25 47,25 0,36 0,125 2,48
Sporothrix spp.(64)  Variacdo 0,007-8 0,06-8 8-64 0,031-16 0,125-0,125 0,25-16

MG 0,13 0,33 52,66 0,42 0,125 2,35

AMB: Anfotericina B; CETO: Cetoconazol; FLC: Fluconazol; ITC: Itraconazol; TBF: Terbinafina;
VRC: Voriconazol; CIM: Concentracéo inibitéria minima; MG: Média geométrica.

Obs.: a levedura Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada em todos os testes de sensibilidade
antifangica como linhagem de referéncia, e as CIM foram de acordo com o protocolo M27-S4
publicado pelo CLSI.



Figura 1. (A) leséo ulcerada de bordos elevados sobre o punho esquerdo com
comprometimento linfatico ascendente (B e C) les6es nodulares em face com
comprometimento linfatico descendente (D) lesdo ulcerada extensa em regido
intercostal direita e nddulos ao longo da cadeia linfatica da parede lateral do
tronco (E) lesdo nodular em palpebra superior do olho esquerdo (F e G) leséo
nodular Unica no 5° quirodactilo direito e placa extensa eritematosa com
nodulos compativel com eritema nodoso (H) micromorfologia da colénia
cultivada em agar batata dextrose por 15 dias a 25°C mostrando filamentos
miceliais septados, conididforos delicados e conidios dispostos
simpodialmente com arranjos florais (lactofenol azul de algodéo 1.000x)
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Figura 2 Arvore filogenética mostrando a relagdo de 17 isolados clinicos PB com
outras espécies de Sporothrix sp. O método estatistico de maxima verossimilhanca,
gue expressa percentualmente a similaridade dos isolados clinicos com as demais
cepas, foi obtido através da analise de Bootstrap, replicada 1.000x, e mostrada nos
ramos. Havia 269 posi¢cdes no conjunto de dados final. A barra de escala indica
substituicBes de nucleotideos por sitio.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados confirmam que a Paraiba, assim como seus vizinhos,
Pernambuco e Rio Grande do Norte, vive um surto de esporotricose de transmissao
zoonGtica que se concentra em sua capital, Jodo Pessoa e cuja peca-chave sdo os
felinos infectados. O carater zoonético da esporotricose como se apresenta no estado
exige que as autoridades de saude tomem medidas rapidas para evitar novas
contaminacgdes, a medida que o surto vem ocorrendo em populacdes de baixa renda,
historicamente desprovidas do suporte governamental para a assisténcia a saude.

Predominantemente a esporotricose vem acometendo mulheres com média de
idade de 42,2 anos. Destaca-se a forma linfocutanea e o acometimento dos membros
superiores

Chama atencdo o registro de formas extra cutdneas como a esporotricose
ocular e de algumas reacfGes de hipersensibilidade sabidamente associado ao S.
brasiliensis, espécie mais virulenta e associada a transmissédo zoondtica, identificada
nos isolados clinicos testados por meio do sequenciamento do gene da calmodulina

A verificacdo da alta eficcia in vitro do itraconazol e terbinafina permite aos
profissionais de salde e gestores locais um melhor planejamento para aquisicédo de
medicamentos e a disponibilizagcdo dos mesmos para a populacao.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa € sobre Esporotricose no Hospital Universitario Lauro Wanderley
e estd sendo desenvolvida por Camila de Lima Gadelha, do Curso de Medicina da
Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do Prof. Francisco Bernardino da
Silva Neto. O objetivo do estudo é descrever as caracteristicas clinicas e
sociodemogréaficas dos casos de esporotricose atendidos nos Servicos de
Dermatologia e Doencas Infecciosas e Parasitarias do HULW, no periodo janeiro a
dezembro de 2018, e desta forma alertar os profissionais da existéncia desta micose
em nosso meio, possibilitando assim o diagndstico precoce, e consequentemente, 0
tratamento adequado aos pacientes acometidos.

Solicitamos a sua colaboracédo para permitir seu exame fisico e responder ao
guestionario padronizado ter acesso ao seu prontuario, como também sua autorizacao
para eventualmente fotografar sua(s) lesdo(6es) e para apresentar os resultados
deste estudo em eventos da area de saude e publicar em revista cientifica nacional
e/ou internacional. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome serda mantido
em sigilo absoluto. Informamos que essa pesquisa todos os dados coletados serao
manejados e analisados confidencialmente, e os resultados serdo apresentados de
forma agregada nao permitindo a identificagao individual dos participantes, trata-se de
um estudo sem intervengbes clinicas e sem alteracdes/influéncias na
rotina/tratamento do participante de pesquisa. O projeto sera previamente submetido
a Plataforma Brasil e avaliado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias
Médicas da Universidade Federal da Paraiba (CEP-CCM).

Esclarecemos que sua participacdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informagdes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida n&o participar do estudo, ou
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem
haverd modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicédo (se for o caso).
Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo
proposto, de como sera minha participacéo, dos procedimentos e riscos decorrentes
deste estudo, declaro 0 meu consentimento em participar da pesquisa, como também
concordo que os dados obtidos na investigacao sejam utilizados para fins cientificos
(divulgacéo em eventos e publicagcbes). Estou ciente que receberei uma via desse
documento.
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Joao Pessoa, de de Impressao dactiloscopica

Assinatura do participante ou responsavel legal

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informacfes sobre o presente estudo, favor ligar para o
pesquisador Francisco Bernardino. Telefone: (83) 988330703 ou para o Comité de
Etica do Centro de Ciéncias Médicas - Endereco: Centro de Ciéncias Médicas, 3°
andar, sala 14. Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco — Jodo Pessoa - PB. CEP:
58051-900. E-mail:comitedeetica@ccm.ufpb.br Campus | — Fone: (83) 32167619.
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APENDICE B — TERMO DE ASSENTIMENTO PARA PARTICIPANTE MENOR DE
IDADE

Prezado(a) Participante,

Esta pesquisa é sobre Esporotricose no Hospital Universitario Lauro Wanderley
e estd sendo desenvolvida por Camila de Lima Gadelha, do Curso de Medicina da
Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do Prof. Francisco Bernardino da
Silva Neto. O objetivo do estudo é descrever as caracteristicas clinicas e
sociodemogréficas dos casos de esporotricose atendidos nos Servicos de
Dermatologia e Doencas Infecciosas e Parasitarias do HULW, no periodo de janeiro
a dezembro de 2018, e desta forma alertar os profissionais da existéncia desta micose
em nosso meio, possibilitando assim o diagnéstico precoce, e consequentemente, 0
tratamento adequado aos pacientes acometidos.

Solicitamos a sua colaboracdo para permitir seu exame fisico, responder ao
formulario padronizado e ter acesso ao seu prontuario, como também sua autorizacao
para eventualmente fotografar sua(s) lesdo(des) e apresentar os resultados deste
estudo em eventos da area de saude e publicar em revista cientifica nacional e/ou
internacional. Por ocasido da publicacdo dos resultados, seu home serd mantido em
sigilo absoluto. Informamos que essa pesquisa todos os dados coletados serdo
manejados e analisados confidencialmente, e os resultados serdo apresentados de
forma agregada nao permitindo a identificagao individual dos participantes, trata-se de
um estudo sem intervencbes clinicas e sem alteragdes/influéncias na
rotina/tratamento do participante de pesquisa. O projeto sera previamente submetido
a Plataforma Brasil e avaliado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias
Médicas da Universidade Federal da Paraiba (CEP-CCM).

Esclarecemos que sua participagdo no estudo é voluntaria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar com as
atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Caso decida n&o participar do estudo, ou
resolver a qualquer momento desistir do mesmo, ndo sofrerd nenhum dano, nem
havera modificacdo na assisténcia que vem recebendo na Instituicao (se for o caso).
Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel

Eu aceito participar da pesquisa, que tem o objetivo estudar o perfil que a
esporotricose se apresenta no ambiente e na sociedade. Entendi as coisas ruins e as
coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas
que, a qualquer momento, posso dizer “n&o” e desistir sem que nada me aconteca.
Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus pais e/ou
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responsaveis.Li e concordo em participar como voluntério da pesquisa descrita acima.
Estou ciente que meu pai e/ou responsavel recebera uma via deste documento.

Joao Pessoa, de de Impressédo dactiloscopica

Assinatura do participante (menor de idade)

Contato com o Pesquisador (a) Responsavel:

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para o
pesquisador Francisco Bernardino. Telefone: (83) 993020701 ou para o Comité de
Etica do Centro de Ciéncias Médicas - Endereco: Centro de Ciéncias Médicas, 3°
andar, sala 14. Cidade Universitaria. Bairro: Castelo Branco — Jodo Pessoa - PB. CEP:
58051-900. E-mail:comitedeetica@ccm.ufpb.br Campus | — Fone: (83) 32167619
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APENDICE C - PEDIDO DE ISENCAO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE

E ESCLARECIDO PARA A EMENDA 1

Nome do Projeto de Pesquisa: “Esporotricose em pacientes atendidos no

Hospital Universitario Lauro Wanderley no ano de 2018”

Instituicdo: Hospital Universitario Lauro Wanderley

Sr.(a) Coordenador(a),

Solicitamos ao Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Centro de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal da Paraiba, a isencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) desta emenda ao projeto de pesquisa
encaminhada para vossa apreciacao.

A emenda ao projeto de pesquisa intitulado “Esporotricose em pacientes
atendidos no Hospital Universitario Lauro Wanderley no ano de 2018” ¢ um estudo
descritivo, transversal e de carater experimental que utilizard cepas de fungos do
género Sporothrix spp isoladas de pacientes atendidos no HULW por ocasidao do
diagnostico da doenca esporotricose como parte do procedimento médico e que,
portanto, dispensa a coleta de informacgao direta com o paciente.

As razdes para solicitagédo de isencéo do TCLE sdo enumeradas abaixo:

1.

N&o vai interferir no cuidado recebido pelo paciente pois 0s mesmos ja
foram diagnosticados e receberam o devido tratamento;

N&o vai haver riscos fisicos e/ou bioldgicos para o paciente uma vez que
0 estudo apesar de experimental, vai utilizar amostras ja coletadas e que
foram necesséarias para o devido diagndstico do paciente;

A confidencialidade da identificacdo pessoal dos pacientes é garantida
pelo pesquisador principal e pelas técnicas de levantamento e guarda
dos dados;

As informacdes serdo destinadas exclusivamente para a pesquisa;

As amostras (cepas de Sporothrix spp) que seréo utilizadas séo oriundas
dos pacientes incluidos no Projeto de Pesquisa intitulado “Esporotricose
em pacientes atendidos no Hospital Universitario Lauro Wanderley no
ano de 2018” ja aprovado pelo CEP/CCM/UFPB sob CAAE
74157817.0.0000.8069, no qual ja consta TCLE.

Por esses motivos e como o uso e destinacao dos dados coletados durante este
projeto de pesquisa estao descritos no mesmo, solicitamos a dispensa do referido

documento.

Atenciosamente,

Francisco Bernardino da Silva Neto



APENDICE D - FICHA DE COLETA DE DADOS

N° PRONTUARIO:

1. Forma clinica da doenca:

Cutaneo-localizada ()
Linfocutanea ()
Disseminada ()
Ignorada ()

2. Localizacao da lesdo:

Membros superiores ()
Mao ()
Antebraco ( )
Braco ()

Membros inferiores ()
Pés ()
Perna ( )
Coxa ( )

Tronco ()

Cabeca ( )

Ignorada( )

3. Tratamento prescrito:
Itraconazol ()

lodeto de potassio ()
Terbinafina ()
Anfotericina B ()
Ignorado ()

4. Sexo:
Masculino ()

Feminino ()

5. Faixa etaria:
Idade (em anos)

6. Ocupacao profissional:

Empregado de empresa publica ()
Empregado de empresa privada ()

Donade casa ( )
Estudante ()
Aposentado ()
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Atividade veterinaria ()
Trabalhador rural ()
Auténomo ()
Desempregado ()
Ignorado ()

N&o se aplica ( )

A atividade envolve o contato com plantas, solo ou animais?
Plantas Sim ( ) Nao ( ) Ignorado ( ) Nao se aplica ( )

Animais Sim ( ) Nao ( ) Ignorado ( ) N&o se aplica( )

Qual animal?

7. Escolaridade:
Analfabeto ()
Nivel fundamental ( )
Nivel médio ( )
Nivel superior ()
N&o se aplica ( )
Ignorado ()

8. Renda mensal:

Nenhuma renda ()

Até 1 salario minimo ()

> 1 e < 2 salarios minimos ()
> 2 e < 3 salérios minimos ()
> 3 e < 4 salérios minimos ()
> 4 salarios minimos ()
Ignorada ()

9. Procedéncia:

Jodo Pessoa ( )

Regido metropolitana () Qual cidade?
Interior () Qual cidade?
Ignorada ()

Bairro de Joao Pessoa?
Ignorado ()

10. Contato com animal doméstico:
Sim( )
Nao ( )
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Ignorado ()

Qual?
Gato ()
Céo ( )
Outro(s)?

11. Contato domiciliar com plantas e/ou solo?
Sim( )

Néo ()

Ignorado ()
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Dog-transmitted ocular sporotrichosis
Dear Editor,

Parinaud's oculoglandular syndrome, characterized by a unilateral
granulomatous conjunctivitis with lymphadenopathy adjacent, is a uncommon eye
disease caused by different pathogens, including fungi of the Sporothrix sp. genus
[1,2]. Sporotrichosis is a mycosis of implantation emerging in several states of Brazil,
and its transmission is mainly associated with contaminated cats to human through

scratching or biting [3]. However, zoonotic transmission by dogs is rare. Herein, we
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report ocular sporotrichosis in a young man as Parinaud's oculoglandular syndrome

caused by Sporothrix brasiliensis after bite of contaminated dog.

The patient was a 25-year-old man born in the capital of the state of Paraiba, city
of Jodo Pessoa, who was referred on March, 19th, 2018, from primary health care to
the infectious diseases outpatient clinic of a public university hospital with a history of
dog bite on the left forearm 03 months ago. Seventy days after, the patient presented
nodules on the left forearm (Fig. 1A) with drainage of purulent secretion at the bite site,
in addition to the appearance of an eye lesion on the right (Fig. 1B and 1C). On
examination, he had preauricular and right submandibular adenomegaly. Nodule
medial to the left elbow and lesion with drainage of purulent secretion in the left
forearm. On the same date, he was evaluated at the ophthalmological emergency
department, where it was found on biomicroscopy hyperemia and the presence of
granulomas in the lower and upper tarsal conjunctiva associated with purulent
secretion. Secretions from the left forearm lesion and eye lesion were collected for
fungal culture and itraconazole (ITZ) at 200 mg/day was started. Secretions were
seeded on sabouraud dextrose agar plates plus cloramphenicol, incubated at 25 [1C,
and isolate cultures from forearm and eye secretions were obtained after seven days.
Slide cultures were stained with lactophenol cotton blue, and observed under light

microscope.

The patient returned to the infectious diseases outpatient clinic ten days
(03/29/18) after with a positive culture result for Sporothrix sp. (Fig. 1D), and the ITZ
was maintained. The clinical isolate was cultured on potato dextrose agar (PDA; Oxoid,
Hampshire, UK) and incubated at 25 °C, for identification by a polyphasic approach,
which combined morphological characterization and gene sequencing. DNA was
extracted from mycelial phase after seven days old cultures grown on PDA using the
Promega DNA isolation kit (Wizard Genomic DNA Purification Kit) according to the
manufacturer's instructions. Calmodulin genes were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) as described by [4] Afterwards, BLAST analysis was carried out by
searching for similar sequences deposited in GenBank and fungus was identified as
Sporothrix brasiliensis and named as 15PB. The phylogenetic relationship among our
isolate were evaluated from tree topologies with sequences from others species of
Sporothrix sp. deposited in GenBank (AM116899; HQ426962; GU456632; AM747302;
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KP711816; JF970258; AM398396; KX590808). Our sequence was deposited in the
GenBank database under accession number OP157197. The clinical isolate was
stored in URM Culture collection ISSO 9001:2015 at the Federal University of
Pernambuco. Antifungal susceptibility testing was performed by broth microdilution
according to CLSI M38-A2 protocol [5] and showed that the etiologic agent was
sensitive to amphotericin B, itraconazole, ketoconazole, and terbinafine, and high
minimum inhibitory concentrations against fluconazole and voriconazole. The patient

was discharged in good clinical condition.

In Brazil, most patients diagnosed with sporotrichosis had previous contact with
sick cats through scratching or biting. Transmission to humans from dogs is rare due
to be an uncommon disease in this domestic animal, and present small amounts of the
yeast-like cells in animal tissues or secretions [6]. Cases of sporotrichosis in dogs has
been already reported in Brazil, but health professionals and public authorities are still
unaware its importance to transmission chain of sporotrichosis. To the best our
knowledge, this a first case reported of Parinaud's oculoglandular syndrome
associated with sporotrichosis transmitted by dog.
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Figure 1: Immunocompetent patient with ocular sporotrichosis as Parinaud's

oculoglandular syndrome transmitted by bite of dog. Ulcerated skin lesion on the left
forearm at the bite site (1A). Periorbital edema on the right side (1B). Granulomatous
lesion on the lower eyelid on the right eye (1C). Photomicograph of Sporothrix
brasiliensis isolated from eye secretion and stained with lactophenol cotton blue (1D;

magnification x400).
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Figure 2: Neighbor-joining tree showing relatedness of 15PB isolate with other species
of the S. porothrix sp. The percentage of replicate trees in which the associated taxon
clustered in the bootstrap test (1,000 replicates) is shown next to the branches. All
positions containing gaps and missing data were eliminated from the dataset (complete
deletion option). There were 214 positions in the final dataset. Scale bar indicates

nucleotide substitutions per site.
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Abstract: Ocular infections associated with sporotrichosis can present four clinical
manifestations: granulomatous conjunctivitis, dacryocystitis, Parinaud
oculoglandular syndrome, and bulbar conjunctivitis. Ocular sporotrichosis related to
zoonotic transmission has the incidence significantly increased in endemic regions,

and is a frequently misdiagnosed cause of granulomatous conjuntivitis. Therefore, we
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present a series of seven cases of eye injury by the Sporothrix strains, including clinical
forms, therapeutic approaches, and laboratory 33 procedures to alert health

professionals that provide care to these patients.

Keywords: Fungal infection, Spororichosis, Atypical manifestation, Sporothrix

brasiliensis.
INTRODUCTION

Sporotrichosis is a subacute to chronic mycosis of humans and animals,
emerging in several states of Brazil, and its transmission is mainly associated with
contaminated cats to human through scratching or biting.* The zoonotic potential of
sporotrichosis has been a major public health issue with several outbreaks occurring
in Brazil, and Sporothrix brasiliensis as the most prevalent agent isolated from humans
and cats.234

Clinical features of sporotrichosis can be divided in cutaneous and
extracutaneous disease. Cutaneous presentation is the more common presentation
and has three variants: fixed, superficial form and cutaneous lymphangitic.
Extracutaneous forms are uncommon and they involve in the majority of cases bones
and joints causing periostitis, osteolysis and tenosynovitis as an extension of the
disease. Pulmonary involvement could be acute or chronic.®

Cases of ocular sporotrichosis are rare, but reports have been related to
hyperendemic areas of this fungal infection. Nevertheless, its classification depends
on anatomic criteria. It is noteworthy that the cutaneous form is the most frequent form,
but ocular presentation has been increasingly diagnosed in epidemic areas.%’

The first choice for the treatment of cutaneous sporotrichosis is itraconazole, and
terbinafine is a safe and effective alternative when itraconazole is contraindicated.
Saturated >3 solution of potassium iodide (SSKI) was the first treatment for
sporotrichosis through its immunological action, acting on the breakdown of
granulomas, neutrophil chemotaxis, in addition to Sporothrix phagocytosis and
inhibition.8

Hitherto, we have no knowledge about the epidemiology, clinical findings, and
outcomes of ocular sporotrichosis in northeastern Brazil, the newest epidemic area.

Herein, we present a series of seven cases of ocular sporotrichosis with the
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involvement of the ocular adnexa without trauma with successful antifungal treatment,

followed at a Public Universitary Hospital of Paraiba, Northeast Brazil.

METHODS

Local and Design of Study

This was a prospective cohort study based on medical appointments and their
follow66 up in 148 patients referred to the infectious disease outpatient clinic at the
tertiary public hospital from January to December, 2018 (12 months). The study was
conducted in Jodo Pessoa, capital of the state of Paraiba, Northeast Brazil. This study
received ethics approval from the Ethical Review Board of the Center for Medical
Sciences, Federal University of Paraiba, Brazil, under code CAAE
74157817.0.0000.8069.

Study population

Of the 182 patients, sporotrichosis was confirmed by clinical and microbiological
examination in 148. Of these, seven had unilateral granulomatous conjunctivitis
associated with purulent secretion, and in three of these, lymphadenopathy adjacente
(preauricular and/or submandibular) consistent with Parinaud's oculoglandular
syndrome. Moreover, all patients had contact with sick cats. Data were collected
regarding the age of presentation, gender, clinical 78 form of sporotrichosis,
distribution of lesions, treatment instituted, and laboratorial findings.

Mycological laboratory diagnosis

Biological samples were taken from affected regions by swabbing secretions. We
performed direct microscopy using 20% potassium hydroxide and panoptic staining of
the secretions. Eye secretions were seeded on Sabouraud dextrose agar plates, and
incubated for up to 15 days at 25-28 °C to obtain the clinical isolate on culture. Slide
cultures were stained 85 with lactophenol cotton blue and observed under a light
microscope.®

Complementary laboratory analysis
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Antifungal susceptibility testing was carried out by broth microdilution according
to CLSI M38-A2,'°% and genomic identification was reached by DNA extraction from the
mycelial phase, as previously described. Partial sequencing of the calmodulin gene
was performed, and BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) analysis was carried out

by searching for similar sequences deposited in GenBank.!

RESULTS

Patient 1 is a 15-year-old female student from the city of Jodo Pessoa, capital of
Paraiba state (PB), who sought health assistance in the ophthalmological emergency
on 07/24/2018 with a history of nodulation in the lower eyelid and bulbar conjunctiva
of the right eye over 25 days without history of trauma, but direct contact with a
domestic cat. Biomicroscopy showed external and internal hordeolum, with secretion
and inflammatory collection in bulbar conjunctiva. Cephalexin and ciprofloxacin eye
drops were prescribed. The patient returned on 07/26/2018 with the lesion presenting
a granulomatous appearance. A fragment of the bulbar conjunctiva was collected and
sent for culture with isolation of Sporothrix spp. Itraconazole (ITZ) at 200 mg/day was
started at the ophthalmology outpatient clinic on 08/10/2018 and the patient was
referred to the infectious disease outpatient clinic for follow-up. Evolved with
improvement of the eye lesion after three months of treatment, and was discharged
without intercurrences and complete resolution of the lesion.

Patient 2 is a 13-year-old male student from Jo&do Pessoa-PB, who reported a
history of contact with exudate from a cat skin lesion, and subsequent appearance of
a lesion in the right eye 02 months ago when he sought care at the ophthalmological
emergency department. He performed swab culture of the eye lesion on 08/14/2018,
which was positive for Sporothrix spp when started ITZ at 100 mg/day. Afterwards, he
was referred to the infectious disease outpatient clinic on 10/02/2018, and ITZ at 100
mg/day was maintained after medical consultation until discharged.

Patient 3 is a 28-year-old housewife from Santa Rita-PB (Jodo Pessoa
metropolitan region), was attended at the infectious disease outpatient clinic on
12/04/2018 with a history of contact with cat wounds and subsequent appearance of a
lesion on the left hand (Figure 1A) accompanied by subcutaneous nodules on the left

forearm (Figure 1B), and followed by the appearance of a lesion in the tarsal and bulbar
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conjunctiva of the right eye for about 4 months (Figures 1C and 1D). Evaluated by the
ophthalmological emergency department when cultured secretions from the lesion in
the left hand and right eye were performed, which revealed the growth of Sporothrix
spp in both. On this occasion, she started treatment with ITZ at 200 123 mg/day, which
was maintained until discharged.

Patient 4 is a 24-year-old male public employee was admitted at the infectious
disease infirmary on 04/18/18 with an ulcerated lesion on the left forearm, which
appeared one month ago after scratching by a domestic cat, and painful lymphatic
nodules (Figure 1E) on the same side associated with submandibular and left cervical
lymphadenopathy (Figure 1F), watery eyes and nodular lesions in the left eye (Figure
1G). He also had arthralgia in the elbows, knees and ankles, in addition to pain in the
heel. Biomicroscopy of the left eye showed a nodule in the region of the lacrimal gland,
painful on palpation, and inflammation. Culture of ocular secretions from the left eye
revealed growth of Sporothrix sp. He was discharged with clinical improvement on
04/24/18 with ITZ 400 mg/day, which was reduced to 200 mg/day in the first visit at the
infectious disease outpatient clinic on 05/14/18. On 7/21/18, he was discharged from
the outpatient clinic after three months of treatment with ITZ and complete resolution
of the fungal infection.

Patient 5 is a 8-year-old female student from Jodo Pessoa-PB was attended at
the ophthalmological emergency on 07/19/18 with hyperemia and secretion in the right
eye associated with preauricular adenomegaly that appeared about 30 days ago,
without association with trauma. However, the child had a history of direct contact with
a cat family. Biomicroscopy of the right eye revealed hyperemia and granulomas in the
superior and inferior tarsal conjunctiva. At the medical assistance, a culture of
conjunctival secretion from the right eye was collected, which isolated Sporothrix sp.
She was evaluated at the infectious disease outpatient clinic on 07/08/18 when
saturated solution of potassium iodide (SSKI; 1 g/ml) in increasing divided doses of 8/8
hs was started up to reaching 3 g/day. She evolved with dyspeptic complaints when
trying to maintain the dose at 3 g/day, being then reduced to 1.5 g/day and then
increased to 2.25 g/day with good tolerability. After 03 months of treatment, 147 she
was discharged on 11/20/18 with complete resolution of the lesions.

Patient 6 is a 50-year-old housewife from Jodo Pessoa who was attended by the

ophthalmological emergency on 11/01/18 with a complaint of burning and tearing in
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the right eye for approximately 90 days. The patient did not report trauma, but a history
of direct contact with a domestic cat. Ophthalmic examination showed hyperemia with
tarsal conjunctival 152 secretion and granuloma in the lower eyelid. Scraping culture
of the lesion in the palpebral conjunctiva of the right eye from 11/05/18 was positive
for Sporothrix sp. and on 11/08/18 ITZ 200 mg/day was prescribed. She completed 06
months of treatment on 05/08/19 with complete resolution of the eye injury and was
discharged from the infectious disease outpatient clinic on 07/08/19.

Patient 7 is a 27-year-old unemployed from Jodo Pessoa-PB with no history of
contact with animals or trauma. The patient was evaluated on 12/11/18 at the infectious
disease outpatient clinic with a report of a granulomatous lesion in the right eye
associated with  conjunctival hyperemia, and preauricular and cervical
lymphadenomegaly for about 60 days, unrelated to trauma or contact with animals
(Figure H and I). On examination, a granulomatous lesion in the lower eyelid of the
right eye was observed. In this medical appointment, the patient presented an eye
lesion swab culture of 12/06/18 positive for Sporothrix sp. ITZ was started at 200
mg/day. She showed significant improvement of the eye injury, and after 10 weeks the
ITZ dose was reduced to 100 mg/day and maintained until completing 4 months. She
was discharged on 06/10/19 after an ophthalmology evaluation that confirmed the
complete resolution of the eye lesion on biomicroscopy.

DISCUSSION

A series of seven cases of ocular sporotrichosis with involvement of the adnexa,
and in three of these cases, the presence of Parinaud's oculoglandular syndrome were
described.'?1314 According to the literature, our findings corroborate the predominance
of female cases, with five cases.'>'617 The involvement in this case series of patients
with a mean age of 23.6 years emphasizes the importance of ocular sporotrichosis
among children and young adults, who are more exposed to the fungus due to greater
“face-to-face” contact with the sick animal associated with affection and jokes.®18

The geographic expansion of zoonotic sporotrichosis by S. brasiliensis, mainly
through the cat, has been experienced in South and Southeast Brazil in the last
decades.’® Nowadays, the emergence of the epidemic has occurred in the Brazilian

Northeast,*?° and it has made possible to identify cases of extracutaneous
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sporotrichosis considered rare, such as ocular sporotrichosis.7,9 Although zoonotic
transmission of sporotrichosis is related to biting and scratching by infected cats,32?
none of the patients in this study had a previous history of ocular trauma, leading us to
hypothesize that autoinoculation may occurs, in addition to handling skin lesions in
other areas of the body. The presence of the lymphocutaneous form in the Patients 3
and 4 may favor ocular infection. Moreover, the identification of S. brasiliensis in the
cases with genomic characterization emphasizes the possibility of non-traumatic
inoculation of the fungus.??

Ocular sporotrichosis can present as an intraocular infection or an infection of the
eye adnexa when it affects the eyelids, conjunctiva and the lacrimal system.”23 In
granulomatous conjunctivitis, yellowish nodules with a smooth and shiny surface are
clustered, involving the tarsal and/or bulbar conjunctiva, associated with conjunctival
hyperemia and/or purulent exudate,!” which was found in six of the seven patients.
Initially, the nodular lesions caused by granulomatous conjunctivitis may be confused
with hordeolum or chalazion, as presented in Patient 1, delaying diagnosis and
appropriate therapy.'’?* When granulomatous conjunctivitis is accompanied by
ipsilateral preauricular and submandibular adenomegaly, as observed in Patients 4, 5
and 7, Parinaud's oculoglandular syndrome is characterized.*? Although Parinaud's
oculoglandular syndrome is classically associated with infection by Bartonella
henselae,?®® the 199 diagnosis of ocular sporotrichosis may be facilitated in
sporotrichosis endemic areas.

Dacryocystitis is an infection of the lacrimal system. However, this infection due
to sporotrichosis is infrequent.” In a recent retrospective study of 120 cases of ocular
sporotrichosis 202 from 2007 to 2017, in the state of Rio de Janeiro, Brazil,
dacryocystitis was identified in 7.5% of cases.!® It may present with other clinical
manifestations, such as conjunctivitis and lymphocutaneous form24,26 and evolve with
sequelae.27 Even though, Patient 4 had a nodular lesion in the lacrimal region, he did
not progress to the classic picture of dacryocystitis characterized by erythema, edema
and pain in a hardened area over the nasolacrimal sac just below the anatomical limit
of the medial canthal ligament.?6

Hypersensitivity reactions in the sporotrichosis is associated with zoonotic
transmission of S. brasiliensis and can manifest as erythema nodosum, erythema

multiforme, Sweet's syndrome and reactive arthritis.>?® Reactive arthritis often
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disappears with specific treatment for sporotrichosis, but the use of corticosteroids may
be necessary in other hypersensitivity reactions.18282° We noted probable reactive
arthritis in Patient 4, who polyarthralgia and enthesitis of the left calcaneus were
evident, which soon disappeared with the use of itraconazole.

Laboratory  diagnosis  of sporotrichosis includes direct and
histopathological examination, mycological culture, and molecular identification of the
species.® Like other clinical presentations, in ocular sporotrichosis the gold standard
for diagnosis is the conventional culture of clinical specimens, such as tissue fragments
and secretion from lesions, from which it is possible to observe delicate conidiophores
and conidia arranger sympodially with floral appearance (Figure 1J). Although, the
histopathological slides are used, biopsy is an invasive procedure that is prone to
complications, and the histopathological findings may be nonspecific and mimic other
granulomatous conditions.'>2430.31 |n our study, patients 2245 and 7 underwent swab
collection of secretion or ocular lesion, while patients 1 and 6 underwent collection of
a fragment of lesion of the bulbar and tarsal conjunctiva, respectively, to seed on
culture and in all Sporothrix sp. were isolated.

Despite the molecular identification of the Sporothrix species having important
implications for the choice of antifungal therapy,®? this approach has gained special
attention in the current spread of sporotrichosis to the northeast region of Brazil.1:20-33
Nevertheless, it is not available in most hospitals.?* The identification of S. brasiliensis
in 3 of our patients (Patients 1, 2 and 3) corroborates recent literature data that
implicate this species as a main cause of human sporotrichosis in the states of
Pernambuco and Rio Grande do Norte, neighboring the state of Paraiba, homeland of
all patients in this series of cases.

Like cutaneous sporotrichosis, the treatment of ocular sporotrichosis is performed
orally, and in the same doses with ITZ, terbinafine or with SSKI. ITZ is the treatment
of choice at a dose of 100 to 400 mg/day, usually for 3 to 6 months, despite its high
cost.®34 SSKI shows good results, but its main disadvantages are adverse effects and
low tolerability.1®24 When there is intraocular involvement, amphotericin B
administered parenterally alone or in combination with oral antifungal agents is the
most commonly used treatment.7. In our case series, six 239 patients were treated
with ITZ and only one 8-year-old child was treated with SSKI. Unlike the study by

Ramirez-Soto®®, where 20 out of 21 patients were treated with SSKI. Our patient had
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the dose of SSKI reduced after the appearance of adverse events, which did not impair
the treatment, and promoted clinical cure of the eye lesion. The ITZ dose ranged from
100 to 200 mg/day and only one of the patients started treatment with 400 mg/day,
which was reduced to 200 mg/day during outpatient follow-up.

Despite the limited number of patients, healing without ocular sequelae in all the
patients is quite encouraging. On the other hand, Arinelle et al'® identified sequelae in
22.5% in 247a series of 120 cases of ocular sporotrichosis.

Even though antifungal susceptibility tests are still limited, this knowledge
becomes increasingly necessary due to Sporothrix clinical strains have shown the
ability to develop resistance to conventional antifungals.3® The high inhibitory
concentrations against FLZ and VRZ among the three genetically identified strains
emphasizes the guidance not to use them in the treatment of sporotrichosis. However,
the susceptibility to ITZ and TBF of the same strains points to the maintenance of these
antifungals as first-line therapeutic agents for the treatment of ocular sporotrichosis, in
agreement with the literature.!* Although Sporothrix clinical strains showed low
minimal inhibitory concentrations to CTZ (Table 1), its bioavailability is lower than ITZ.

Furthermore, the detection of resistance to Amph B in one of these strains is
noteworthy. Nevertheless, the play of this resistance in vitro needs to be better
understood.

CONCLUSION

Sporotrichosis is a broad-clinical spectrum fungal infection that displays a
behavioral polymorphism. Uncommon manifestations of the disease may be
challenging in the medical assistance. Therefore, this study recommends that
sporotrichosis should be considered as diagnostic hypothesis in granulomatous
conjunctivitis. Although there are usually no long-term ocular sequelae if ocular
sporotrichosis is treated in a timely manner, it can cause prolonged eye discommodity

and require several medical appointments.
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Figure 1. (A) ulcerated lesions on the left hand accompained by (B) nodules on the left
forearm (C); Lesion in the tarsal conjunctiva, and (D) upper eyelid of the right eye; (E)
painful lymphatic nodules on the left, and (F) submandibular lymphadenopathy on the
same side; (G) watery eyes and nodular lesions in the left eye; (H and I) granulomatous
lesion in the lower eyelid of the right eye; (J) micromorphology from the colony grown
on potato dextrose agar for 15 days at 25°C showing septate mycelial filaments,
delicate conidiophores, and conidia arranged sympodially 290 with floral arrangements

(Lactophenol cotton blue staining x1,000).
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Table 1. Minimal inhibitory concentration in pg/mL of three Sporothrix brasiliensis

related to ocular sporotrichosis, and identified by calmodulin partial sequencing,
against antifungals drugs.

Case GenBank m B ITZ FLZ WRZ CTZ TEF
lisolate] accession

number
Patient1 OPO394675 4 1 264 4 0.125 0.125
Patient 2  OPO54680 0.5 0.06 32 2 0.125 0.125
Patient 3 OPDS46E1 0.08 0.25 Z 64 4 0.25 0.125

Amgh B, amphokericin B; ITZ, itracanazele; FLZ, fluconazals; VRZ, voriconazels, CTZ, cetoconazale, and

TBF, terhinafing
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by fungi of the pathogenic clade
Sporothrix distributed throughout the world, especially in tropical and subtropical
regions, and which in Brazil has shown intense geographic expansion while zoonotic
transmission has established itself as the main route responsible for outbreaks in
endemic areas. The objective of this work is to describe the sociodemographic, clinical
and epidemiological characteristics of human sporotrichosis cases in Paraiba,
Northeast Brazil, diagnosed from January to December 2018, genotypically identify the
species and determine in vitro sensitivity to the main antifungals available for the
treatment. This is a descriptive prospective study that included 148 patients with
sporotrichosis followed up at the referral outpatient clinic for infectious and parasitic
diseases of a university hospital in northeastern Brazil. Most patients were female
(59.4%). The age of the patients ranged from 1 to 85 years. 46 (31.1%) patients
declared a monthly family income of up to one minimum wage, with 135 (91.2%)
reporting some level of education. 113 (76.3%) patients came from the state capital,
Jodo Pessoa. 110 (74.3%) patients reported home contact with sick cats. Half of those
reported non-traumatic contact with the feline. Home contact with dogs was reported
by four (2.7%) patients. The lymphocutaneous form represented 69.6% of the patients,
the fixed cutaneous form 23.6% and eight (5.4%) patients had ocular involvement.
Manifestations of hypersensitivity occurred in only 2.7% of patients. Itraconazole was
prescribed to 90.5% of patients. Sporothrix brasiliensis was the species identified in all
17 isolates submitted to genetic characterization through partial sequencing of the
calmodulin gene. Antifungal sensitivity tests demonstrated excellent in vitro efficacy of
itraconazole and terbinafine, with only three isolates resistant to itraconazole and none
to terbinafine. Human sporotrichosis in Paraiba presents a concentration of cases in
the state capital, it has a zoonotic character, by feline-man transmission, affecting more
women. There is a predominance of the lymphocutaneous form, but extracutaneous
forms such as the ocular must be remembered in the current context of sporotrichosis
in the state, which has become endemic. The identification of S. brasiliensis in all
isolates evaluated may justify the non-traumatic transmission of sporotrichosis in a

percentage similar to the traumatic transmission by biting and/or scratching. The
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excellent in vitro antifungal activity of itraconazole allows it to remain the first choice in

the treatment of sporotrichosis.

Keywords: Sporotrichosis. Sporothrix. Zoonotic transmission. Brazilian Northeast.

INTRODUCTION

Sporotrichosis is the most frequent subcutaneous mycosis in the world? but the
highest prevalence is observed in tropical and subtropical regions, especially in the
Americas and Asia®. It can be manifested by cutaneous (lymphocutaneous, fixed and
disseminated cutaneous) and extracutaneous (ocular, pulmonary and osteoarticular)
involvement, in addition to hypersensitivity reactions and disseminated disease with
systemic involvement in the immunosuppressed patient?.

Over the past decade, molecular phylogeny has revolutionized the taxonomy of
Sporothrix pathogenic species, changing our perceptions of epidemiology, fungus-host
interaction, virulence, and drug susceptibility. Sporothrix shenckii (senso stricto), S.
brasiliensis, S. globosa and S. luriei composing, then, the pathogenic clade of the
genus Sporothrix.*

Commonly associated with leisure or work activities such as gardening and
agriculture®, in the last two decades, the incidence of zoonotic sporotrichosis has been
increasing, particularly in Brazil®. The entry of the cat in the sporotrichosis transmission
chain causing epizootics or zoonosis has contributed to the definition of new paradigms
in the transmission of sporotrichosis reaching epidemic levels, making the disease a
serious public health problem’. In Brazil, the metropolitan region of Rio de Janeiro
represents the epicenter of the zoonotic epidemic of sporotrichosis?.

During the period from 1998 to 2017, Brazil experienced a geographic expansion
of sporotrichosis® and the northeast region became the new frontier of this mycosis
with the registration of feline cases and zoonotic transmission in the states of Alagoas,
Pernambuco and Rio Grande do Norte altering the epidemiological profile of
sporotrichosis in region®11,

Given the geographic expansion of sporotrichosis to the northeast of Brazil,
associated with zoonotic transmission and the lack of consistent data regarding human

cases in the state of Paraiba, it is essential to know the sociodemographic, clinical and
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epidemiological characteristics of this mycosis, in addition to determining which
species involved and their antifungal sensitivity profile that will support local health
authorities in the formulation of public policies for prevention and control and in the
elaboration of appropriate therapeutic guidelines in the face of the current scenario of

sporotrichosis in Paraiba.

MATERIALS AND METHOD
Study Location and Design

This was a prospective and descriptive study based on the medical follow-up of
148 patients with sporotrichosis referred to the infectious and parasitic diseases
outpatient clinic of a tertiary public hospital from January to December 2018 (12
months). A review of the medical records of patients diagnosed with ocular
sporotrichosis was also performed. The study was carried out in Jodo Pessoa, capital
of the state of Paraiba, Northeastern Brazil. This study received ethical approval from
the Research Ethics Committee of the Centro de Ciéncias Médicas, Universidade
Federal da Paraiba, Brazil, under code CAAE 74157817.0.0000.8069.

Study population

Of the 182 patients, sporotrichosis was confirmed by clinical and microbiological
examination in 148. Data were collected regarding sex, age, origin, occupation,
schooling, monthly family income, contact with animals, clinical form of sporotrichosis,

distribution of lesions, presence of hypersensitivity reactions and treatment instituted.
Mycological laboratory diagnosis

Biological samples were taken from the affected regions by means of secretion
swabs. The secretions were seeded on Sabouraud dextrose agar plates and incubated
for up to 15 days at 25-28°C to obtain the clinical isolate in culture. Slide cultures were
stained with lactophenol blue cotton and observed under a light microscope'? (Figure
1H).
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Complementary laboratory analysis

The antifungal susceptibility test was performed by broth microdilution according
to CLSI M38-A213, and genomic identification was achieved by DNA extraction from
the mycelial phase. Partial sequencing of the calmodulin gene was performed and
BLAST analysis (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) was performed by searching for

similar sequences deposited in GenBank!4.

RESULTS

A total of 148 patients diagnosed with sporotrichosis from January to December
2018 were included in the present study, 88 (59.4%) were female, representing the
majority of cases. The youngest patient was 1 year old, while the oldest was 85 years
old, with a mean age of 41.33 + 19.1 years, median of 42 years and mode of 44 years
of age.

Most patients lived in Jodo Pessoa, with a total of 113 patients (76.3%). Patients
had different occupations but housewives represented 11.5% of patients while rural
workers only 1.3% of patients. Most patients, 106 (71.6%) had some degree of basic
education and 46 (31%) reported receiving up to a minimum wage of monthly family
income.

Of the 148 patients, 110 (74.4%) reported previous contact with sick cats with
half of these reporting traumatic contact by scratching and/or biting. Contact with dogs
was observed in four (2.7%) patients but only one (0.67%) reported biting.

Regarding the clinical forms of sporotrichosis, 103 (69.6%) had the
lymphocutaneous form (Figures 1A, 1B, 1C and 1D), and 35 (23.6%) had the fixed
cutaneous form (Figure 1F) and eight (5 .4%) had ocular involvement (Figure 1 E).
Most injuries affected the upper limbs in 83 (56.1%), followed by involvement of the
lower limbs in 36 (24.3%) patients. One patient presented the disseminated cutaneous
form resulting from multiple scratches from a cat and another patient, infected by HIV,
presented disseminated lesions throughout the integument.

A hypersensitivity reaction was observed in four (2.7%) patients, one with the

fixed cutaneous form presenting erythema multiforme (Figure 1 G) and one patient with
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ocular sporotrichosis who developed reactive arthritis. In the other two patients, it was
not possible to clinically identify the hypersensitivity reaction.

One hundred and thirty-four patients (90.5%) were treated with ITC. SSIK was
prescribed to 12 (8.1%) patients, nine of whom were children. One pregnant patient
was only monitored and instructed to use local thermotherapy. After reviewing the
medical records of patients diagnosed with ocular sporotrichosis, it was found that the
dose of itraconazole ranged from 100 to 200 mg/day and only one of the patients
started treatment with 400 mg/day, which was then reduced to 200 mg/day during
outpatient follow-up and one patient who used saturated potassium iodide solution had
her medication adjusted due to dyspeptic complaints during treatment.

Table 1 summarizes the sociodemographic, clinical and epidemiological
characteristics of the patients evaluated.

Of the 148 isolates sent for sensitivity testing by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC), it was possible to perform it in 80 (54.05%) (Table 2) in
addition to genetic characterization through partial sequencing of the calmodulin in 17
(11.5%) isolates. (Figure 2) Antifungal sensitivity tests showed excellent in vitro
efficacy of itraconazole and terbinafine, with only three isolates resistant to
itraconazole and none to terbinafine, and the only species identified was S.

brasiliensis.

DISCUSSION

Human sporotrichosis has been studied in several countries due to its
cosmopolitan distribution, especially in Latin American countries such as Brazil, Peru
and Mexico'>16, In some parts of Brazil, it is estimated that sporotrichosis is
responsible for 0.5% of all dermatoses'’. The studies focus on the state of Rio de
Janeiro, where there has been a constant increase in the number of cases of
sporotrichosis, becoming a public health problem!8° Other states in southern and
southeastern Brazil, such as Sado Paulo, Espirito Santo, Minas Gerais and Rio Grande
do Sul, also report cases of feline and human sporotrichosis?°-23. Recently, some
publications have pointed to the expansion of this epidemic to states in the Northeast

region of Brazil, such as Pernambuco, Rio Grande do Norte and Alagoas®.
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In this scenario of geographic expansion of sporotrichosis to northeastern Brazil,
mainly due to zoonotic transmission!!?4, we present a series of 148 cases of human
sporotrichosis, all with a positive mycological culture for Sporothrix sp. considered as
the gold standard method for the definitive diagnosis of sporotrichosis 25 in patients
followed up at a university hospital in Paraiba, a state in Northeastern Brazil.

The genetic identification of S. brasiliensis as has been occurring in Pernambuco
and Rio Grande do Norte!!?4, states neighboring Paraiba, in 17 clinical isolates from
our sample, despite representing only 11.5% of our isolates, the others identified only
like Sporothrix sp., is important from an epidemiological point of view because S.
brasiliensis, previously restricted to southern and southeastern Brazil7, is now found
in areas far from the epicenter of the epidemic. Furthermore, the fact that S. brasiliensis
is a more virulent species than Sporothrix sensu stricto?® seems to favor zoonotic
transmission from cats to humans4, and the consequent geographic expansion in our
continental country!?,

As other studies show the relationship between sick cats and zoonotic
transmission2, in our study we found that contact with sick cats was reported by 74.4%
of patients. It is interesting to observe that half of these patients, that is, 55 patients
have denied any traumatic contact, such as bites and scratches, with their animals,
which may be related to greater transmissibility of S. brasiliensis even when there is
no apparent damage to the skin of the animal. humans?°, or unnoticed injuries have
occurred, especially during animal handling, thus favoring infection?’.

Sporotrichosis in dogs is a rare disease and has minimal zoonotic potential,
however in recent years an increasing number of cases have been recorded in Brazil,
especially in Rio de Janeiro?®2°, Despite this, we observed in our series four patients
who reported contact with dogs, one of them being a victim of a bite on the left forearm
and development of lymphocutaneous sporotrichosis in the left upper limb followed by
ocular involvement on the right with Parinaud's syndrome.

The change from the occupational acquisition profile related to soil and plant
manipulation'® to intra-domestic acquisition is also related to zoonotic transmission,
especially related to the act of caring for sick cats, and the identification of S.
brasiliensis 2°. Despite this The relationship between the occurrence of sporotrichosis
and the performance of domestic activities has already been well established in other

studies?®® in our study only 17 women declared they were housewives, which
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represented 21.2% of the female patients evaluated, perhaps justified by the the fact
that some women feel ashamed to say they are housewives.

Differently from what occurs in Espirito Santo?'%0, a state in the southeastern
region of Brazil, the identification in our study of only two patients with occupation
related to agriculture corroborates the data in the literature that shows the
predominance of zoonotic transmission over classical transmission of sporotrichosis in
the northeast of Brazil, in Rio de Janeiro and S&o Paulo0:11.20

In relation to the age range of involvement, corroborating other data in the
literature?2” our study shows an extremely wide age range among patients diagnosed
with sporotrichosis, predominantly among adult patients. A recent study published by
Queiroz-Telles et al., (2022)3! compared two series of cases of sporotrichosis in
pediatric patients, in Mexico and Brazil, with 20 children in the first and 21 children in
the second, and in this case it represented 12% of the total humber of patients.
patients, very close to the frequency found in our study of 11.5% of patients under 18
years of age.

The occurrence of sporotrichosis varies with gender'®. In our study, the
predominance of female patients corroborates other studies carried out in Brazil,
especially in Rio de Janeiro, whose patients are mainly women1%27:32.33 and more
recently in neighboring states, Pernambuco and Rio Grande do Norte? 1. However,
it differs from that observed in Espirito Santo, where most patients with sporotrichosis
are men?,

The spatial distribution of sporotrichosis predominantly in the metropolitan region
of Jodo Pessoa reflects the urbanization trend of mycosis as observed in Rio de
Janeiro®*. In addition, a higher frequency of low-income patients and lower levels of
education characterize the current scenario of human sporotrichosis in Paraiba, as
observed in areas of the state of Rio de Janeiro, Pernambuco and Rio Grande do
Norte210.11.19 “however , it is noteworthy that in the present study, the sample was
evaluated by convenience, since there was no active search for patients, but rather
their search for the public service offered at the HULW, meeting a demand from
patients with more precarious socioeconomic conditions.

Corroborating with several studies already published?%2735 in our study the most
frequent clinical form was the lymphocutaneous form and the upper limbs were the

main anatomical site of involvement. The fixed cutaneous form represents between 10
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and 20% of the clinical presentations of sporotrichosis. In our case series, we
observed a frequency of 23.6% among the 148 cases studied, unlike what was
observed in Rio Grande do Norte, with a frequency of 39.9% among 122 cases of
sporotrichosis, and in Rio Grande do Sul, with 38.6 % of 101 cases, in the latter
surpassing the lymphocutaneous form?1%.3¢,

In our study, only two cases of disseminated lesions were observed. One of the
patients, a female, was scratched by her cat in several parts of the body where several
lesions appeared at the same time, without systemic invasion as observed in two
patients by Valeriano et al., (2020)?*. Another HIV-infected male patient, in probable
therapeutic failure to antiretroviral drugs, presented heterogeneous and polymorphic
skin lesions with associated systemic involvement, as described by Tshisevhe et al.,
(2021)%" in an HIV-infected patient. Thus, the first patient was classified as having
disseminated cutaneous sporotrichosis and the second as having disseminated
sporotrichosis. It is important to remember that there is no consensus on this division
of disseminated forms since the involvement of internal organs can occur in most
cases®.

Extracutaneous sporotrichosis is rare and difficult to diagnose in the absence of
cutaneous lesions. It often develops pulmonary, central nervous system, osteoarticular
and ocular system involvement383%, Ocular sporotrichosis resulting from Sporothrix
infection is reported in hyperendemic areas and although it may occur due to traumatic
inoculation of the fungus into the eye, many cases occur without the identification of
predisposing factors®® In a recent publication Arinelle et al., (2022)*° reported 120
cases of ocular sporotrichosis from 2007 to 2017 in Rio de Janeiro. In Pernambuco,
Lacerda Filho et al., (2019) 12 reported a case of ocular sporotrichosis transmitted by
cats as well as in Rio Grande do Norte by Oliveira Bento et al., (2021) **. In a period
of just one year, we observed eight cases of ocular sporotrichosis with granulomatous
conjunctivitis in our research. In none of them was direct trauma to the affected eye
identified, in three of them the ocular involvement occurred as Parinaud's syndrome
and in one of the patients the transmission occurred after a dog bit his forearm.

Sporothrix brasiliensis infection is also associated with the emergence of a
greater number of hypersensitivity reactions such as erythema nodosum, erythema
multiforme and Sweet's syndrome 32, In our study, only four (2.7%) patients had a

hypersensitivity reaction in one of them we could identify erythema nodosum and in
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another reactive arthritis. In the others, it was not possible to establish the diagnosis
of hypersensitivity reaction. This percentage is lower than that observed in other
studies>'4 and may be due to the fact that patients who, in addition to sporotrichosis,
had a hypersensitivity reaction sought care at the dermatology outpatient clinic instead
of the infectious and parasitic disease outpatient clinic.

Even though antifungal susceptibility tests are still limited, this knowledge
becomes increasingly necessary since the species of the Sporothrix complex showed
the ability to develop resistance to conventional antifungals, with S. brasiliensis being
the fungal species with high capacity. to acquire a mutational or resistance
mechanism*L.

Despite the high cost, in this case series the patients were mostly treated with
oral Itraconazole, in accordance with recently published studies?1%19, Terbinafine was
not prescribed for any of the patients while amphotericin B deoxycholate was
prescribed only for the HIV-infected patient who had disseminated disease but as soon
as he was discharged the therapy was switched to itraconazole. The saturated solution
of potassium iodide was used for 12 patients, including nine children due to the ease
of administration of the solution in drops and in the others due to the occurrence of
contraindications to the use of itraconazole.

From 2005 to 2010, about 1,000 patients were diagnosed with sporotrichosis at
IPEC—Fiocruz, including 12 pregnant women#? and due to the effects it can have on
the fetus, the treatment of sporotrichosis in pregnant women is a great challenge,
making it possible to use Amphotericin B in cases serious*. Only one patient in our
case series was pregnant and it was decided to keep her without drug treatment and
with guidance to perform thermotherapy, one of the options for this situation, resulting
in the patient's discharge without the need for drug treatment after delivery.

Regarding treatment, the use of Itraconazole in most patients is in accordance
with literature data®#4, as is the discharge of patients followed up with complete
resolution of the lesions, regardless of the medication prescribed!®32,

The antifungal susceptibility tests of the 8 isolates, excellent with in vitro tooling
of itraphine and terbinafine. Although three remain resistant to itraconazole,
maintaining excellent in vitro activity, which allows for continuous treatment of

sporotrichosis. The fact that no terbinfine resistance has been manufactured in vitro
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reinforces what has already been observed by Waller et al., (2021) an alternative in an

emergency scenario of resistance to Itraconazole.

CONCLUSION

Human sporotrichosis in Paraiba presents a concentration of cases in the state
capital, it has a zoonotic character, by feline-man transmission, affecting more women.
There is a predominance of the lymphocutaneous form, but extracutaneous forms such
as the ocular must be remembered in the current context of sporotrichosis in the state,
which has become endemic. The identification of S. brasiliensis in all isolates
evaluated may justify the non-traumatic transmission of sporotrichosis in a percentage
similar to the traumatic transmission by biting and/or scratching. The excellent in vitro
antifungal activity of itraconazole allows it to remain the first choice in the treatment of
sporotrichosis. In addition, the organization of services for the correct identification of
the patient with sporotrichosis, the decentralization of the mycological diagnosis, the
accessibility to the prescribed treatment and the elaboration of effective measures to
control the feline population associated with environmental measures to avoid soil

contamination are essential to control the expansion of this mycosis.

Table 1 Sociodemographic, clinical and epidemiological data of human sporotrichosis
cases treated at the Outpatient Clinic for Infectious and Parasitic Diseases of the
HULW/UFPB, Paraiba, Brazil. (2018)

Patients (n) %

Sex
- Feminine 88 59,4

- Male 60 40,6



Age group

- <18 years

- 18-65 years

- > 65 years
Provenance

- Jodo Pessoa

- Metropolitan area

- State interior

Occupation

- Veterinary activities
- Housewives

- Rural worker

- Others

- Unemployed

- Not applicable/Ignored

Education
- illiterate
- Basic education

- University education

Family monthly income*

-upto1l
->1to?2

->2to3

17
114

17

113

31

17

110

12

11
106

31

46
39

32

11,5
77,0

11,5

76,3
21,0

2,7

0,7
11,5
1,3
74,3
8,1

4,1

7,4
71,6

21,0

31,0
26,4

21,6
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->3to4
->4

- Did not declare

Contact with sick cats

- Traumatic contact by scratching and/or biting

- Non-traumatic contact

Clinical form

- Fixed cutaneous

- Lymphocutaneous

- Disseminated cutaneous
- Extracutaneous

- Widespread

Anatomical site of the lesion
- Head

- Upper limbs

- Lower members

- Trunk

- Eye

- 2 or more anatomical sites

Presence of hypersensitivity reactions

- Yea

13
14

55

55

35
103

83
36
10

8,8
9,5

2,7

37,2

37,2

23,6

69,6
0,7
5,4

0,7

6,1
56,1
24,3

6,7

5,4

1,4

2,7
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- No 144 97,3

Prescribed treatment

- Itraconazole 134 90,5
- Saturated potassium iodide solution 12 8,1
- Amphotericin B deoxycholate 1 0,7
- Expectant 1 0,7

*In minimum wage in force in 2018

Table 2 MIC values in pg/mL of six antifungal drugs against 16 clinical isolates of S. brasiliensis and
64 of Sporothrix spp from cases of human sporotrichosis treated at the Outpatient Clinic for Infectious
and Parasitic Diseases of the HULW/UFPB, Paraiba, Brazil. (2018)

antifungal drugs

ANFB CET  FLC ITC TBF VRC

Isolados (n) MIC MIC  MIC MIC MIC MIC

S. brasiliensis (16)  Variaton 0,015-4 0,06-4 32-64  0,03-4 0,125- 0,5-16
0,125

MG 0,25 0,25 47,25 0,36 0,125 2,48

Sporothrix spp.(64)  Variaton 0,007-8 0,06-8 8-64 0,031-16  0,125-  0,25-16
0,125

MG 0,13 0,33 52,66 0,42 0,125 2,35

ANF B: Amphotericin B; CET: Ketoconazole; FLC: Fluconazole; ITC: Iltraconazole; TBF: Terbinafine;
VRC: Voriconazole; MIC: Minimum inhibitory concentration; MG: Geometric mean.Note: Candida
parapsilosis ATCC 22019 yeast was used in all antifungal susceptibility tests as a reference strain,
and the MICs were according to the M27-S4 protocol published by CLSI.
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Figure 1. (A) ulcerated lesion with elevated edges on the left wrist with ascending
lymphatic involvement (B and C) nodular lesions on the face with descending lymphatic
involvement (D) extensive ulcerated lesion in the right intercostal region and nodules
along the lymphatic chain of the lateral wall of the trunk (E) nodular lesion on the upper
eyelid of the left eye (F and G) single nodular lesion on the 5th right finger and
extensive erythematous plaque with nodules compatible with erythema nodosum (H)
micromorphology of the colony cultured on potato dextrose agar for 15 days at 25°C
showing septate mycelial filaments, delicate conidiophores and conidia arranged
sympodally with floral arrangements (1000x cotton blue lactophenol)
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Figure 2 Phylogenetic tree showing the relationship of 17 PB clinical isolates with other
Sporothrix sp. The maximum likelihood statistical method, which expressed in
percentage terms the similarity of the clinical isolates with the other strains, was
obtained through Bootstrap analysis, replicated 1,000x, and shown in the branches.
There were 269 positions in the final dataset. The scale bar indicates nucleotide
substitutions per site.

REFERENCES

1. Orofino-Costa R, de Macedo PM, Bernardes-Engemann AR. Hyperendemia of
Sporotrichosis in the Brazilian Southeast: Learning From Clinics and Therapeutics.
Curr Fungal Infect Rep. 2015;9(4):220-228. doi:10.1007/s12281-015-0235-0

2. Alzuguir CLC, Pereira SA, Magalhdes MAFM, et al. Geo-epidemiology and
socioeconomic aspects of human sporotrichosis in the municipality of Duque de
Caxias, Rio de Janeiro, Brazil, between 2007 and 2016. Trans R Soc Trop Med Hyg.
2020;114(2). doi:10.1093/trstmh/trz081

3. Orofino-Costa R, Rodrigues AM, de Macedo PM, Bernardes-Engemann AR.
Sporotrichosis: An update on epidemiology, etiopathogenesis, laboratory and clinical
therapeutics. An Bras Dermatol. 2017;92(5):606-620. do0i:10.1590/abd1806-
4841.2017279

4. Rodrigues A, de Hoog GS, de Camargo ZP. Sporothrix Species Causing
Outbreaks in Animals and Humans Driven by Animal-Animal Transmission. PLOS
Pathog. 2016;12(7). doi:10.1371/journal.ppat.1005638



150

5. Rediguieri BC, da Cruz Bahiense |, de Carvalho JA, et al. Clinical,
Epidemiological, and Epizootic Features of Sporothrix brasiliensis in Espirito Santo,
Brazil. Ecohealth. 2022;19(1):124-134. doi:10.1007/s10393-022-01578-8

6. Gremido I, Miranda L, Reis E, Rodrigues A, Pereira S. Zoonotic Epidemic of
Sporotrichosis: Cat to Human Transmission. PLOS Pathog. 2017;13(1):2-8.
doi:10.1371/journal.ppat.1006077

7. Rodrigues A, Terra P, Isabella G, Pereira S, Orofino-Costa R, Camargo Z. The
threat of emerging and re-emerging pathogenic Sporothrix species. Mycopath. 2020;0.
doi:10.1007/s11046-020-00425-0

8. Gremido IDF, Marques M, Oliveira E, de Miranda LHM, Freitas DFS, Pereira
SA. Geographic expansion of sporotrichosis, Brazil. Emerg Infect Dis. 2020;26(3):621—
624. doi:10.3201/eid2603.190803

9. Marques-Melo EH, Lessa DF da S, Nunes ACBT, et al. Felino doméstico como
agente transmissor de esporotricose para humano: relato do primeiro caso no estado
de Alagoas. Rev Baiana Saude Publica. 2014;38(2):490—-498. doi:10.5327/z0100-
0233-2014380200018

10. Silva CE, Valeriano CAT, Ferraz CE, et al. Epidemiological features and
geographical expansion of sporotrichosis in the state of Pernambuco, northeastern
Brazil. Future Microbiol. 2021;16(18):1371-1379. doi:10.2217/fmb-2021-0142

11. de Oliveira Bento A, de Sena Costa AS, Lima SL, et al. The spread of cat-
transmitted sporotrichosis due to sporothrix brasiliensis in brazil towards the Northeast
region. PLoS Negl Trop Dis. 2021;15(8):1-20. doi:10.1371/journal.pntd.0009693

12. Lacerda Filho AM, Cavalcante CM, Da Silva AB, et al. High-Virulence Cat-
Transmitted Ocular Sporotrichosis.  Mycopathologia. 2019;184(4):547-549.
doi:10.1007/s11046-019-00347-6

13. CLSI. Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi. CLSI. 2008;28(14). https://clsi.org/media/1461/m27a3_sample.pdf

14. De Lima IMF, Ferraz CE, De Lima-Neto RG, Takano DM. Case report: Sweet
syndrome in patients with sporotrichosis: A 10-case series. Am J Trop Med Hyg.
2020;103(6):2533—-2538. doi:10.4269/ajtmh.20-0579

15. Oyarce JA, Garcia C, Alave J, Bustamante B. Epidemiological clinical and
laboratory characterization of sporotrichosis in patients of a tertiary care hospital in
Lima. Rev Chil Infectol. 1991;33(3):315-321.
https://scielo.conicyt.cl/pdf/rci/v33n3/art12.pdf



151

16. Chakrabarti A, Bonifaz A, Gutierrez-Galhardo MC, Mochizuki T, Li S. Global
epidemiology of sporotrichosis. Med Mycol. 2014;53(1):3-14.
doi:10.1093/mmy/myu062

17. Rodrigues A. Taxonomia polifasica e caracteristicas protedmicas do complexo
Sporothrix schenckii. Published online 2010.

18. Barros MB d. L, Schubach AO, Schubach TMP, Wanke B, Lambert-Passos SR.
An epidemic of sporotrichosis in Rio de Janeiro, Brazil: Epidemiological aspects of a
series of cases. Epidemiol Infect. 2008;136(9):1192-1196.
doi:10.1017/S0950268807009727

19. da Silva MBT, de Mattos Costa MM, da Silva Torres CC, et al. Esporotricose
urbana: Epidemia negligenciada no Rio de Janeiro, Brasil. Cad Saude Publica.
2012;28(10):1867-1880. doi:10.1590/S0102-311X2012001000006

20.  Bittencourt AA, Oyafuso LKM, Cavalin RF, et al. A neglected disease. Human
sporotrichosis in a densely populated urban area in Sdo Paulo, Brazil: clinical-
epidemiological and therapeutic aspects. Brazilian J Microbiol. 2022;53(2):739-748.
doi:10.1007/s42770-022-00713-5

21. Caus ALO, Zanotti RL, Faccini-Martinez AA, Paterlini GV, Falqueto A.
Epidemiological and clinical aspects of sporotrichosis in Espirito Santo State,
southeast Brazil: A study of three decades (1982-2012). Am J Trop Med Hyg.
2019;100(3):706—-713. d0i:10.4269/ajtmh.18-0667

22. Lecca LO, Paiva MT, de Oliveira CSF, et al. Associated factors and spatial
patterns of the epidemic sporotrichosis in a high density human populated area: A
cross-sectional study from 2016 to 2018. Prev Vet Med. 2020;176(November
2019):104939. doi:10.1016/j.prevetmed.2020.104939

23. Benvegnu AM, Dallazzem LND, Chemello RML, Beber AAC, Chemello D. Case
series of sporotrichosis at a teaching hospital in Brazil. Rev Soc Bras Med Trop.
2020;53:1-4. d0i:10.1590/0037-8682-0509-2019

24. Valeriano CAT, Ferraz CE, Oliveira MME, et al. Cat-transmitted disseminated
cutaneous sporotrichosis caused by Sporothrix brasiliensis in a new endemic area:
Case series in the northeast of Brazil. JAAD Case Reports. 2020;6(10):988—-992.
doi:10.1016/j.jdcr.2020.07.047

25. Rudramurthy SM, Chakrabarti A. Sporotrichosis: Update on Diagnostic
Techniques. Curr Fungal Infect Rep. 2017;11(3):134-140. doi:10.1007/s12281-017-
0283-8

26. Della Terra PP, Rodrigues AM, Fernandes GF, Nishikaku AS, Burger E, de
Camargo ZP. Exploring virulence and immunogenicity in the emerging pathogen



152

Sporothrix brasiliensis. PLoS Negl Trop Dis. 2017;11(8):1-23.
doi:10.1371/journal.pntd.0005903

27. Barros M, Schubach A, do Valle AC, et al. Cat-Transmitted Sporotrichosis
Epidemic in Rio de Janeiro , Brazil : Description of a Series of Cases. Clin Infect Dis.
2004;38(15):529-535.

28. Mascarenhas MB, Lopes NL, Pinto TG, et al. Canine sporotrichosis: Report of
15 advanced cases. Pesqui Vet Bras. 2018;38(3):477-481. do0i:10.1590/1678-5150-
PVB-4562

29. Filgueira KD. Esporotricose Na Espécie Canina: Relato De Um Caso Na
Cidade De Mossor6 , Rn. Ciéncia Anim Bras. 2009;10(2):673-677.

30. de Araujo ML, Rodrigues AM, Fernandes GF, de Camargo ZP, de Hoog GS.
Human sporotrichosis beyond the epidemic front reveals classical transmission types
in Espirito Santo, Brazil. Mycoses. 2015;58(8):485-490. doi:10.1111/myc.12346

31. Queiroz-Telles F, Bonifaz A, Cognialli R, Lustosa BPR, Vicente VA, Ramirez-
Marin HA. Sporotrichosis in Children: Case series and Narrative Review. Curr Fungal
Infect Rep. 2022;16(2):33—46. d0i:10.1007/s12281-022-00429-x

32. De Lima Barros MB, Schubach TP, Coll JO, Gremi&o ID, Wanke B, Schubach
A. Esporotricose: A evolucdo e os desafios de uma epidemia. Rev Panam Salud
Publica/Pan Am J Public Heal. 2010;27(6):455-460.

33. Bonifaz A, Tirado-Sanchez A. Cutaneous Disseminated and Extracutaneous
Sporotrichosis: Current Status of a Complex Disease. J Fungi. 2017;3(1).
doi:10.3390/jof3010006

34. Gutierrez-Galhardo MC, Freitas DFS, do Valle ACF, Almeida-Paes R, de
Oliveira MME, Zancopé-Oliveira RM. Epidemiological Aspects of Sporotrichosis
Epidemic in Brazil. Curr Fungal Infect Rep. 2015;9(4):238-245. do0i:10.1007/s12281-
015-0237-y

35. Benvegnu AM, Dallazzem LND, Chemello RML, Beber AAC, Chemello D. Case
series of sporotrichosis at a teaching hospital in Brazil. Rev Soc Bras Med Trop.
2020;53:1-4. doi:10.1590/0037-8682-0509-2019

36. Brandolt TM, Madrid IM, Poester VR, et al. Human sporotrichosis: A zoonotic
outbreak in Southern Brazil, 2012-2017. Med Mycol. 2019;57(5):527-533.
doi:10.1093/mmy/myy082

37. Tshisevhe V, Skosana L, Motse K, Maphosa T, Mitton B. Disseminated
sporotrichosis in a person with human immunodeficiency virus disease. Access
Microbiol. 2021;3(9):1-5. doi:10.1099/acmi.0.000262



153

38.  Schechtman RC, Falcdo EMM, Carard M, Garcia MSC, Mercado DS, Hay RJ.
Sporotrichosis: hyperendemic by zoonotic transmission, with atypical presentations,
hypersensitivity reactions and greater severity. An Bras Dermatol. 2022;97(1):1-13.
doi:10.1016/j.abd.2021.07.003

39. Ramirez-Soto MC, Tirado-Sanchez A, Bonifaz A. Ocular sporotrichosis. J Fungi.
2021;7(11):1-20. doi:10.3390/jof7110951

40. Arinelli A, Aleixo ALQC, Freitas DFS, et al. Ocular Manifestations of
Sporotrichosis in a Hyperendemic Region in Brazil: Description of a Series of 120
Cases. Ocul Immunol Inflamm. 2022;00(00):1-9.
doi:10.1080/09273948.2022.2027465

41. Waller SB, Dalla Lana DF, Quatrin PM, Ferreira MRA, Fuentefria AM, Mezzari
A. Antifungal resistance on Sporothrix species: an overview. Brazilian J Microbiol.
Published online 2020.

42. Ferreira CP, Do Valle ACF, Freitas DFS, Reis R, Galhardo MCG. Pregnancy
during a sporotrichosis epidemic in Rio de Janeiro, Brazil. Int J Gynecol Obstet.
2012;117(3):294-295. d0i:10.1016/}.ijgo.2012.02.003

43. Fichman V, Valle ACF do, de Macedo PM, et al. Cryosurgery for the treatment
of cutaneous sporotrichosis in four pregnant women. PLoS Negl Trop Dis.
2018;12(4):3-8. doi:10.1371/journal.pntd.0006434

44. Kauffman CA, Bustamante B, Chapman SW, Pappas PG. Clinical practice
guidelines for the management of sporotrichosis: 2007 Update by the Infectious
Diseases Society of America. Clin Infect Dis. 2007;45(10):1255-1265.
doi:10.1086/522765

45.  Borba-Santos LP, Rodrigues AM, Gagini TB, et al. Susceptibility of Sporothrix
brasiliensis isolates to amphotericin B, azoles, and terbinafine. Med Mycol. 2015;53(2).
doi:10.1093/mmy/myu056



154

ANEXO F - PARECER CONSUBSTANCIADO

UFPB - CENTRO DE GIENCIAS
&m MEDICAS DA UNIVERSIDADE wm
FEDERAL DA PARAIBA | CCM

DAnCE D FROJETS DE PESOUIE A

THulo db PeljlEss’ Espaniiodss o pacieiis Siemioos o Hospaal Linsaersilans Laiins Waria iy m

ang de 3018
Patsmibadesr: FRANCISCO BERMARDIND OA SLVA NETO
Asoa Temdtica:
Veradao: 3

CEAE: 74157817 0.0000 2055
ek i b Proponani: UFFE - Cantro o Cilndias Mé-SoasiCn
Pairocinador Principal: Faanoamenio Propis

DanCE =D FARECER
i o Parscer 427,381

Agrasantagio do Projso:

Traim-so da um asieds longbefing prospoctvd. D oidae, D7 Mok do proshohimenis & formuddno o
raviaio do prondsddio Gisk Yita wma ostrabbhgia do imesligoiss sobhd as Caroohevisticas oifrcas o
Socod ofmogralicas e pademes alidos nod serdfos de Dermalologia @ de Doengas nlecoiotas o
Parasidnas oo HULW, om dagndeiod cinios 4 SEpororicose condimads kabomm i almanis sirasts oo
CNEeE oHegen dirvio ou cullun positiva paia Epanodirid 5P O GiaeMopalck gD ompalival oom
e pOrAreOSE, o pericdo de 12 meses, do @ & Seeembns do 2018

A, pecpryiita Sard desanvendsida por Coamda o Lima Oodelg, do Cures do Medcing oa L soe Foderal
da Paraibg, Sob & oremaiio o Prol. Framo s o Bermanding o Siva Mol & Coodiemadons: Esthar Baios
Pl

Dbjetire da Pasguise:

Gorml it G oo ietoas Chikcat o Sooniemogrdlicas 0ok oasos O cSplTinonia abenddos nod
Barvipeda di DermalslogiE o Dosigas Infetcitaed o Parasibnas oo HIULW, me parkods janeing & deaombg
O ZOHE e Gt PO abETas O P M SOk O e Sinichn Sismla Il O0%a ST MRS PP P Sl WS e
SRS O Ciadeliod preocs, @ LonSequeniemenie, o @i odg St Srs P eSS ool

Endsrstre Camor de Tdlncias Mésdeas T srcss, Seis 94 - Cidsds Unvssmisnis Csmpam |
Oaima: CASTELD BRARCD TEP: =g iei-ohh
UF: Pl Mericipicer 0o FESSOE,

Telwlone: (BII2%8-TEIT Emalt  —oarmvissdession SToT. uiss b



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
&m MEDICAS DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA | CCM

i el 0 Pl S0

Oyl vos Secundanc
-Caracterizar a amosirag guanie & forma clinka da doenda (culdndo-kecalizada, culdnes-lindalica o
digseminada) @ localizagds da lesdo dos pacienies Com ESporoiniooss;

SCar e iNr o el QARG G ITa TN D EcCTi

~Car et el & Smosra Suanis & i etdrs, prevallnci Do S S I noo DS Soomaiios
pla esponoinoosa aendidog no Hispaal

Liniwersitdno,

~Canatienzar a amosin guanio & oospagho profismional @ abividades laborais dos padenies, nival @
imodandade, Shechs soondmiod @ proobdbncia;

SCaraDETiar 8 armOaire GUEnRG O SRl oo amnimal domdsiion

Avaliagio dos Riscos o Banaficing:

RESCae

O paciamies que patidpards da petguisa NS0 GpresenlarSs reoos, WEls gk ala-au b EEisdo
orOSEETiv D M Oual todcs od dados oole@mdos

SOTl0 ManeEies @ analseins confhiono aimante. & ob Moulngon Sordd S0 entad o do 100 &g el
rudiy peirritind o & et Roagio indiicual

dod paricipanes. Mbo serbo realzodes fobografias dot pacEnies nem dos dados do Wnmulano ou 3o
profiudie. Trata-sa G wm eSsiudo nbo

Mo S | S | mereengdes oinieas] & Saim ahiora)drsindudng e f rolnaTalnmeme o parbpan
O picyatia.

Barrealicion:

Codmpre o &b Caraoiensions chinidas o sododemogrifcas dos dascd di espaioiNioosd anend Kios i
Barvipos o Darmalokngia & o Doengas

Infcciosas & Parasianas do HULW, refeninca no esiads & Paaibs no aisndments & e enies oom
afecgies dermancibgicen & Goanias

iecciinat o paradidngs Pormilingds o mahon conPcl meniD eciita da esporoincas, posabinando asem
0 SRagndaiaon preoo. @

DO U ST, O T alaiTe D So oyl a0 G0 sl chnies, aooieidiors.

Comanbtdrios & Considereldas sobfe 4 Peaguisa;
O sl apresents deliamants melodobdgco adeguads & alende a8 recomendagdes dlicas das
Resoluples que ewWolveim Seres homanos | Ressluglo 486MZ, @ S10ME6, Conselfs Macional de

Endarsgr:  Caovrn de Dalncias Misdcss. T arcar, Seis 9 - Chisds Ui sns Carpan |
Oaima: CASTELD DRAARCD EP: =5 -0k

ur: BB Menicipic  JC#O PESS04
Tebwlomac (B33 %-TEIT Coralt combsdecnSoaT uwiss b
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o e 3 (ol A0 1 il

B .

Cooii i g Sk Sobda of Torsedd do S saniac s o i galdria:

Dol amiaenis SnEsmiados oormionme solcilacdo dx CEP-CCMILFFE.

Fos o iy e B 5

ASSeQUET B0 paiticipanies O3 pesoube of benelickd esslantes 9o projelo, Seja o Rnmos G IR
SoCial SCESEo S0h PrOCedmendos, pRodulog ou afoenies da peegulss (RL4EEM 2. C8E, WS

Gy cis bk ol Pirsdbncias o Lists de Inedequadhos:

Mo had pendbncias ou inadeduaie Do Modo & pekquisa Snoomiin-sd aolo & aproveiae.

(Cpar e Pl B Finbdiis & cribdvio do CEP:

O proloolo o pesgatsa fol considerads APROVADD, am Reunides Ordndns realzeds no dia 20 da
rivenmbne o 2317, o Combd de Eica em Pesquis com Seras Humanos -CEPTCCMAFPE, conbarma
HORMA OPERACIONAL WY DD1R2013, mod lermiod 4o Rem S, do Capliulo XIN, da Resclucds CHE: n" 466 da
1Z die dasinbne di 2012

Ladmbiaide quid. apds o WD & pesolibe, o pesquiiedsr responsdvel am alendments & Fesoluldn
A56/2012 do CHEMS, devard anesar fvis onlingjna Platalome Brasil srevis do oo “noffeacss”, o
R i i il A3 peldidita.

Esla paFacar 1ol alabio fads Dasieads nad doc umeos abains feleionados:

nformagies Bascas| FE_IMF ORMALUES Baliis DO B | T8 10T L
i
LT e i e T
1:5553 (EERMARDING DS
e 12 i T T W ] =
125512 |BERMARDANG D
SILYA BETC
TCLE / Tomnes da | TOLE pacionies.docy 1B URANT |FRANCESCED A i
Ly 135437 |BERNMARDING DU
Justifcatva o SILVA BETO
. LT L S O s B RO Tl T A e ) LI
Brochwra 13543 |BERNARDING DU
Errs e SILS NETD
Endarscr:  Cavyo de Teinciae Mesicsa T prcas, Sebs H - Cidsds Unsssmidcia Cempan |
Bairo: CASTELD BRANCD P: 2p(E1-500
ur: PR Menicpic  JCWO FESS0A

Telwloes: (B31298-TEIT Cralt —omisdksscsSoar i b
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[Crenograma

Cronograma.docx

R1U2017 [FRANCISCO

Acoi0
135355 |SERNARDINO DA
SIVANETO
Folha 9@ Roslo FolhadeRosio. docx 181U2017 |FRANGSCOD Accilo
135224 |SERNARDIND DA
SUNANEIO
Sisaclo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
N

JOAQ PESS0A, 07 de Dezemivo de 2017

Assinado por:

aponira Corez Costa de Ofiveira

{Coordenader)

Engersgo:  Camao de Odncias Mddcas J7* anciar Sala 94 - Osdede Unsestass Carpaus |
Baira: CASTELO DRANCO

ur: Pa Nenicpicc JOAD PESS0A

Telelooe: O%-TO!T

CEP: =30%1-500

Emalt comisdestcafoos it by
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DAnCE Dk EMENIDE

Thulo ds Pelguiss: ESponiniodss oM padoiks slemnddod no HospRal Uniarsians Ladins Wity md
ano de 2018

Putmidador: FRANCECD EERMARDING OA SILVA NETO
Ason Tamdtica:

Warsdo: &

GARAE: T4157E1 7000000 2065

IS0 Proponania: LUFFE - Ceniro de Cabncias MébdoasOOM
Pairocinador Principal: Finanoiamenio Frdpis

DAnCE DD PARECER
Nimwro do Parscer 34300844

AgFasaniag o do Projass:

Trate-l O UG Sfdihds O Eopld iniuleds ESpofotiiods oM packntes atemddos o Hosgdlal
Lindwisrsd o Launo Wande ey no ano oe 318 desenvobialo pela estudanie Camila de Lima Safelha, sob
o miagas G Prod Francisco Bemardino da Bilva Mete, do Curso o Medicing da UFFB.
Db do Esiuds

Trale-we de um esluds prospedive, desorilivo, com prosnchiments e guesionans pairds & revisao 3o
il Sobre & Caraciensices CcaE & SeCndeMOENcas 00 Pl L0 SEPOITOIoD { L S0
aandidos v paieds dejansin & darembnede 20E nos Serigos do Demmaislogia & Doenges fecosas o
Parasibns doHospis Univesib@ng Lass Wanderry, om Joso Pessoa-PE & identifcs; o fenotipica o
medesidar & o kete de sendldlidade in o tends cardied aoparimanial @ Sl um eRluds Jescrihv @
ransvirsal o ulilrard ob cepas O Spoioithne spp Solafas dos pEcheiies Lo @ SEoneiriooke Gue foram
atendidos Ko poicds G jEnene & dezembio oo 2018 nos Servigos de Dermaiologia @ Dosngas | mecoiosas
& Parastanas do Hoapial Universitdns Launs Wanderbey, o Jobdy Pessoa-PE & qud oy naim-sd

armardtades na WMooleon do Laboraidess de Andilses Cinkcas do Hospital Undsersiing Laians Wand ey,

Lizcsal s Bt
& peiquisa serd realzada mos serdgDs o0 Demalologia @ de Doanpas Infeocioaas & Pamsildnes oo
Hogpital Universides Launs Wanderey em Jodo Pessca, Paraiba. Aluamenie o HULW conia com

Endersto:  Canrr de Ddncias Misticaa T srcor, Sais W - Cidscls Unvssmisna e 1
Oaira: CASTELD ORARCD OEP: =g 06 -0

TewioeE (B10298-TEIT E-malt comiscssics oo uls b
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oo di 1100 senddores. Possul 220 letes, B0 consuldnos mblioos, @ realiza 30 mil alendmemios o 250
Cirungias por mds. Tam maks de 40 especabdades o fom e capacideds de realizar SO mil examis por més o
TO0 iniemagies mensals. A Unidade de Doengas Infeccicsat @ Parasiarias coimla o um Sardago G
miemagio aluamenis com 23 ko, Amb aidng Especializedo om Doangaes ifeccosas o Parasinngs & o
Eaivigo do Alendimenio Especializads & Infecgbes Sexualmenbd Transmissiveis'Eindrome da
imunodefcdnoa Homana AdguiricaHepaines Viras. O Sarvipn do Dermatokogia esid insenido na Linkd s
de Chindes WdhSioa @ possul Bios e nernamamo & Ambulsidnog Especislizeds nas dsirsas dross oo
Dermabclogis olereoendo alendimanio grabsio a wdo o esiado da Panalba.

A, o s Fencdiece & 05 DES0ES Ohb Lol bleda o in vitng Sarlo neallzedes e Laborandns 4 Micologa
Cliniza oo Depariimanio o8 Ciéndes Farmaodilicas, o Canine & CHbncias da Sadde, da Linbaarsiiads
Federal da Parsba @ @ idamifcaido metsdar no Laborabbng & Micnbiokgia, Biloga Mokoular @
Chologia da Escola Técnics de Sadde do Cenvro &8 Cilncias o Badde, da Unkvarsidads Federal da
Pargdsa, ambos cof oda @ inVeesrulun pare realizagis dos Sapaiimanios proposiog.

i e B S 0 e

Pl eCe & @Ml

M s eSIuED, & @Mosng Comespondend @ 00 o packnlas qud orem alenddos nos Seragos o
Dermalologia o o Doenas Imeocisas @ Parasitings do HULY, oom diagndaios oinko o espofolrioonss
coffimaso bomonaimoante arads 00 xame mitoligios drets ou cullun posithe para Sporoihrid Spp ou
i O oD Compatiiel oM eSponoli oo, Mo Pericadn di 1.2 ess, Shird janero ¢ Se2embne o
2018, Para stfem submetidos & idenifioag s fonolipica o mokecular @ &0 tes de sensbdidade in vivo,
ST CONGRITES A s e pE e oom O hure poshie para Sponoihrb sp.

Crivdrics G exchsdo:

1]  Pacanks ssormganiados peies Senigos do Demaiolegia ol Dodngas indeociosas @ Pamsiaras &
HULW g nbo apresamiem diagndaioo clin oo nemilaboraional para osporoirioogs;

2 Pacoiies acompanhados peies Senvigos do Demmadokogia ou Dosngas infecciosas @ Pansisras oo
HULW gt apresamam dagn dslioo dined o ssponolnocss pontm nbs obifram dajndsion laboraionial
coilimatdne ou mido foram submelidos 08 exames de culbsm 4o fengo, mecoldgico direta o
anabomopaioldgico.

¥ Paclenies e oblverm dagndeion laboraional confinmado airavis da cullura do fungo,

Endersto:  Cavao de Delnciae Mesicaa T srcar, Sels 6 - Chdsde Uniwsmi s Compan 1
Baira: CASTELO BRARCD EP: =p e | -B0D

T Menicipic  JO&I FESS04
Tebwloss:  (R312%8-TEIT Comalt comedestcaSoaT uis b
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Enaime miesdgios Sirglo ou anlomopaiokhgco mas rdo fofam aoompaniados pelos Sendipos de
Dematdogia ou Doongas Infeccioaas & Parasitdniasds HULW,

4]  Podanis sem culllins positvas pard Bponsthnis Sp ol oo csllras posiihes pars Sponcihng spp
redlizodas em ouiros laboratdnios exieincs o HULW.

e e B St 0

INSIrUmEn & RhOncE parm ooleks die dedos

Para & i Ezagso oo esludo, of e mies gue preenchirem o ciikio e incluslo sar b encaminhados pand
o Gl S ORI (Saivipn o Dertraldooia ol S D (s |Misorichas & Parasiiias do HLULW) ofs
O padienis savh aiendido, O pronUano revisado & & infemapiss sirbo regisrades &m um formulbno
padronizado. A5 nformagdes Serdo reghiradis o poslorcements Rasend o analise eslalistica Ag
iformaidos colhalad Saiho:

Forrra o indci ok delniga foilindeo-kocalrads. collineo-liniton ou dssamingda)
Localinaiadd o R | Mo Sisaiior, Mambng imherior, T o fede)

Tiranameri preSoris

B

F i s i

Oeiipagiy prolssional

Escol anidads [analfabaio. nivel furdamdmal, mido o supeion)

Faarida sl

Precedinoa [Jooo Peison, regibo matropod e, imeriof, gnonado)

0 Codlatn o @nimal domdstios (gake, oo ol oulne

- L -

e

A5 oo o Sporoirs SpD ol aids don DRt RS OO0 CEpONInE okd QU BN o B0 M s oo i
(e & o e e 2018 nos Soenigos o o Dermer gl o Dodnges |nibititeds & Paraclbngs & Homplal
Univarsiiano Lauo Wand sy, &m Jobo Pessos-PE @ gu endomimam-sh aimaeenadas na Moo &
Labdaidnn db Andiiias Clinas &0 Hosgdilal Univeraids Laun Wandedey seris damnhsdas oo
Liabyosra ihrie e Micodogia Clinkca o Depanamanio die Chllnoas Farmactalicas, & Camne de Cilnoas da
Eadde, da Univorsdade Foderal 42 Paraba Laboraidein di Microbokegia, Biologia Moleoilar @ CRologia o
Escola Téomioa die Badde & Canino de Chllncias da Sadde. da Universidade Federal da Paralba, pan
damifice;do fanoiipon o ol de sensbildade i vilne & dentifcagdo mokhoulal nespis v menie.

IDENTIFICACAD FEMOTIPICA DAS ESFECIES

Endarsto:  Cavrr de Cdlncias Mdcicse T orcar, Sebs 4 - Cidsds Unvssmisns Compan |
Oaima: CASTELD DRARCD EP: =g e 0D

LF: Pl Municipicc SO0 FESSOA,
Telwiona: (B1I29E-TEIT Emalt  cormissckstonEoor U b
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e S B S 34

Ha taxonsmia clissica para @ dassificapde dos fungos serdo utiizedss caraciensticas mortoogicas,
Taioldgicas & biagsmiias, abains: ladonadas

Ensans morbgioos:

Pafa @ Caracterragde mecfoscdpica dos bokido serdo esludados @ coloimido, & Miura & o dilimere o
e

CrEscimenie veqi e om miso CRA

O Boladios S prasd amesn i repcad o8 em POA (Polaio Desirose Agar) o lempeiaiurs ambessmie por 10
dias. Em siguidd sorhs real 2ei0s of eREaos o PeRimemio vegetalivo em maes CWA (Tom Meal Agar),
B0PC por 14 dias & verifoado @ prodegdo de colnies Manorns ou inoolores.

Para a caraolerizaghe Morosodpios dos Bokdos serdo estudados: o formalo, & ooloraglo. o Ormamenta (o,
a disposipdo @ o amanjo 906 conidos; @ coloragdo, o dilmelnn @ 06 SEp0S apREsEntad o6 pelas hifas, e,
alrarels OO mikiodii v (RIDDELL, 1950}

Ensans Maackpoom:

Dwr @oords oom Maniman ol al (2007), as mpiraiaes de inobaido deciminaidrias para & cOmpan po
daraimie & SfEscmenio vegelalve serdo oF 30, 350 37 C, Cujds isdadios Serbd cullivados om FDA, por 21
dias. om rplcaia. A0 fina 4o perodo s calodard & mibda dod dRmeros dad ookdnias @ wirficars @
infukncia da @MperaiuE fd RDCEs do CreSoimenDs TOngioo.

O ol o S OD CaPaT O Nl O COESC i BAngoo ou oD Taior fun gicida tapar do iiabilicar &
clbslas fimgica send vorficass inosbands o5 isolado @ 40° C por 21 dias. Deps esles Sokados sendo
nosbados & 28 C, por 14 dias.

EfSands Daodiiimioos
As aesimilagbes do fomies o carbom |gioose, rafinose, Ablol @ Secantee), na conoeniraglo do 259

Endarstrc  Canrn de Dencies Wésdcss T srcisr, Sais 4 - Cidsds Unessmidnis Cempm 1
Oaima: CASTELD DRARCD EP: = e -e0D
LiF: Pl Nenicipce  JOHD FESSOE,

Telwlosa:  (B102%8-TEIT Coradl -comossdesston oo uia b
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L e B (S

P conidios o Sporsihnc Spp. Sards lSimdas om mdo Yoasl Nirogen Bae (VME) (DoY), segumio
proiooold da Manmon e al., (2007).

A ghoose Sim o oHTRole posilkd.

U5 isolados sonds previamens culivados am PO, & empefEiing ambanis duwants 10-14 das o o
COn bSO S0k cololndos om Iml o soluglio saling eskénl @ qual sors Thmda em gaoe esbén o apesiaia

para @ guanificagdo dos conddies om especofmbmain. A eiora serd realizads 8m um Comeriments de
onda de 520 nm (AS20) & aju=iada para abiorblncia & 0021 - 0,20 DO {Densideds dlica), que

oirEspondend & um moculo &6 2 X 105 8 2 x 108 UFCIimL. & viabiliade dos cond@os send varifoada
CONCOMHSMIE M T &0 SXperimentn, oue send somsal P00 pL da sespensdo dos conidios em placa o Pex
contande PR, imoubando-a & bemperalling ambsems por 90 &,

Os ensains serds realizades em inplicala noculands 50 Wl da suspensdo 06 conidios. mas 150 W de YHE
O cada FRMMENLD [PEaamenie SeScril. No WMps 2000 sord realizada uma ks Em seguida as plac
o iulagio serbo Nouwbadas & 257 C durante 10 dad & ovis Ruras serbs real2adas nad mismed
condinbes de absorbdncia.

Fara o cliasifcatan das sapdoiet do oomplan B schanokil send Wilzaeda oomo bass @ chave [mxonbimica
oy Rosdriguiies, &. KL (2000)

TESTES DE SEMSEILIDADE

A airedade anifingica 420 Madamanios Deatad of, Sirdo ovaladns poks Mitodd o detsiminagao da T,
i Dot s relaiados e Socumenio WMEES da CLSI.

Freparasbe 00 indoulo

Az coped de Sporolfix spp. Sl cullivade o dgar balais - dedness duranie 7 dies, a 35°C. Apds aase
pericdn dive-se oobrir a5 colbnias com ceros o 1mL de solupho saling eshinl & 0,25%, & preparar uma
SUEEENEE0 Mixends Gl Ladaments & Colnias com & ponla de e Pt oo

Endsrr:  Camro de Deincies Mickosa T srcar, Sy 34 - Cidsds Unissmiins Compam: 1
Omirma: CASTELD ORARCD [EP: =g e -E0D

L P Municipic  JO&D PLSS04
Telwlons: (B3;03%8-TEIT Comalt -cormecestcnSoaT uis
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Taralodmis A misiin resdiants de Con ks o fragmenios de hifas, deve s enilo. Fanalords para um
e i 1 S0 esbénl. Aguandar e 3 @ 5 minuios abb quo a5 pamules Mais peEadas da SERDENGSD So
DEpOERET N3 Tundd 00 b, SNiS0 & SPEnEa0 SUpIoN difn Sor and el pard ouiro iebo e, o
AT Sl A ST Techett, HOMOQETGeEed & Cekoadt G i aglader oF Lt por 15 Segundos.

L T S S A R E T ]

Mg Sereiades Jn Sl Spar e ti ool 06 s | & sjusieias pars uma deraidaor plca de 00,9 & 011
s num ransmiEncs G B0FE @ B2%. 36 entdo o sspe s deverSo ser diuidas 1:50 m o ped rdd.

Ag diluipdes de indoulo nas propopdes de 1:50 comesponderdo @ dsds voZus @ densidade nocossdnia do
04 w104 @ 5 x 104 Sl

iniculo 00 lein die sensibiidod o Send peodurid o e gQuan bdad o Sulicenis pard indoular fada pogo DM
O Aml da suspansds dbdda. Pom quamoor o mdodo e cobdogd o [0l So uma diluigdo die 1: 900 do
nbiilo sjusisdo rama placs o dgar Sabiraiid - Sirose pars delermineT o ndmans wdvs di UFC por
millinms. Ag plades Serdo incubadas & lemperatora de 2850 & 30 °C ¢ asevedas wdos of das para
warificar & presenga o ool 9o fung.

Curtasmriniaces da CIM (Conoenirei i nibbldna Minira ) - CLE] B8

A delominegas da ClM @6 produios sen realizads pela bonica 9 microdiuigss. padronizeds no
documents CLEI WMIES, 002 & om duplcaia UbNizando placas o 08 pooidg SEfdd ol nados, o cada
orilticio da plaesa, P00 gL do indoiilo, predamentd dluids oo mdo RPW DE0D Ol e Conien irado.
Fosteriormemie. 100 gl da SobeXS Sos amifingioos, mBDm deplamnis eonosmireds, Seidds dispenogd o
nas cavidades da prirmeing Bnha da pleca ned respocihas Con ceniagles proconiTedas no Socumnio
paid il E por s G i GT CE Sl & uinia ranbe g doi, Toram obidas conooniradies o Mmoo guas
N pfimira bnha-da place s ehooninan o Maod CoNtoniracies o M WimE, & M CofcenTaQ.

Lim coninohe O MICro-ofgansm sird realzads oolocand o-Se nos pogos 100 L do indculo o cala ofpa,
priveaimieni diuide ao meo FPM| 1840 duplamanie oofoinirado. Lim ooiminods o8 ostarild e minbdim 1o
malizads, onde il oolotado 200 gl & AP P840 cm wm Orificin Sm o SuSperdads dos fingos. A placas
Srdo seladias @ incsbadas & 35-J8°C por aid 72 hofas para e realizads & lemena

Dafine-5e & T pana 0% antfiingioos [esiados oMo & MENr ConoENTalo Capas & inibi

Endsrscn:  Cavas de Dellnciae bestcasa T srcms, Sals 6 - Chdds Unessmiiscia Compan |
Oaima: CASTELD DRARCD [EP: =g e -Boh

LF: P Mwnicipicc SO0 FESS04
Telwiosa: (B3A2%-TEIT Cmail comiscesto oo uiba b
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e e B o - LA

wisLal e o Crescimenin Alnghod veritoe do nos orificos, QU ando: DO s O & ONESCETenn Controks.

Determinacds da CFM (Concentracdo Fungicida Minima)

Apda b beitura da CIW @&m 72 horad, aliguoias & 10 L sarlo refiredas de coda pogo da phaca da
riCrotiialac Bn QU Ml GEITSentanam Cresoime mo MnNgios, o SHmMsadas oM med agar Sabourasd dedross
[ASDE Az platas sordd incubadas & 1250 pov 48-72 homs. A OFM serd definida comd & mandn
CONSRninSEd 00 ntifingiod QU Produing 3 ou e of ool no mei. (EEPINEL-INGROFF ot al., 2002,
RODRSCAEE of al, 2014)

IDENT FICACAD MOLECLULAR D&E ESFECIEE 0D COMPLEND 5. ECHEMCHE

08 isclados 3erSo submetidos & exragds de DNA seguita por PCR espéoe-especifion com base no gene
da calmoduling (CALY seguiedo descrito por Redrigees. Hoog & Camangs (2015). Brevements, as amosias
serde incubadas & mperatura ambients em placa de dgar Sabouraud durante sate das. Entdo, serd
eficonads 30071 de dJua wirapuna sobre & placs, submetendo-as & agilacio sudse pama desiacar o
Conasion, Serd realZada uma lelum no ESpeclroleimers ne fitre de 5200M @ & densiade 6ca ajslada
para valor entre 0,21 a 0,29 A suspensdo serd ransfenda para um microlsbo de 2004l & aguecida por
10min & 95°C em termocsciador. LUma aliguota de 2 7L serd resenada como DA lemelale para a reagdo
om cadeia da polimerase [PCR) conforme prolocoly descrie por Rodrigues. Hoog & Camargs (2015) e
Sre0 UHRZE00S UM Con o e ogonuceotideos 08 ikl Zagdo espbo-espedilios (3. rasleras, Shia-F
@ Sbia-R; 5. schenckll, Ssoh-F o Ssch-R @ B globosa. SgioF ¢ Bglo-R. descritos por Rodrigues, Hoog o
Camargo (2015). Alm diso, serd WIZase um par de pimens (Pevense @ forward) como coniToks iMamo
eapeciios (PC-F @ IPC-R) que tem come alvo @ regide 5.85 00 operon ¢ DMA ribmsomal 9o Sporothiis ¢
eapbois relacionadas, para wrlicar a presenga do DNA do fungo. Cepas & Sporothiix schencki o de
EpOrothris brasliensis previaments CaraclenZatas por Heuuenci aments génies & gantimente codidas pel
professor Regnakio Gongakes oo Lima Mets da Universidade Federal de Pernambuco sero utilizadas
COMS aMoSiTas comroks. O produlo 43 PCR serd separado por elerolorese om g de agarcet 1.2% na
presenga oo corants de &cio Nuckice, o SYBR Sale. Um marcador de amanho molecular de 50 bp DNA
serd uilizade come ladder. As bandas serdo imadiadas por e ulaviclels @ evelsdas alrawes do
foiodocumentador. O lamanhe da banda revilada pele PCR

Endsrsn:  Canrs de Cencias Vidckaa T srcer, Sebs 4 - Cidsdes Unissmisnis Csmpam |
Oaira: CASTELT BRARCD EP: =g e -B0D
LWF: Pl Nuricipiee 04D FESSOE

Telwlons: (B350198-TEIT Corait coomvisbeinonSoaT uis b

164



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS

MEDICAS DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

e e D PR O Ol i kD S COMmEDarad O o6 oot ol para Sponoifel brasilionsis o
Epoiaiiin Sofelioki.

e g e S 0 B

i el asna HEhca

A gnalice esioisica dos Jados obbdos serd realizoda orowds 4> soffeore Enalistical Fackage for Social
Eoence (SPES) dale edior vwersss 20000 O nhel de sgnificineia send p <005 para soiagds da hipdiee o
ridldade. Corginu analses o parir das siguiniss vanaves: foma oinica, oalizacss da kado, Falamoni
prERoriin, Sand, Taidn eidnia, ooupanto profssonal, esoolorid ade. renda mensal, proceddnoia, ool pm
v vl o SUC O, sl do Sporoihirie @ Sensibild et ambngoe.

Objethe da Pesguisa:

Oty Garal

» DEbcrevir as camcionsiites clincas @ socivdomogrifcas o realizer o caracterizagho fenotipics o
mokhculal festands @ Sen sibildacs in vilrn s antilingioos o & derivados do planias i O Do pas
e Sponcihiid Spp Soladas $05 CRR0s i SSEOnoinioots olindiios Mot Servipes do Dermaciogia & Doenga
pfeccaias & Porssibnics 4o HULW, no paiodd do ansne o dezembio ds ZIHE

Dt lves e T

+ Caratienzer & amdsina fusEnio & forma dinica (oadneo-lodalizeda, cudned-lindatice. disseminada) &
icalizagho da leslo;

» Cardoiarizar o aimding Guantd o Ialamoni presonil

v CaraciniZar a amosing quanio a5 e, A eldia, ecupacdo, eEoolariians SillianSo Sc-Soondimics o
e i )

+ Cargrharizar o @imdoeing Guanto: e omany Cod &nimas domdsiooe;

« Caradienrar Tenodpoam e a5 obpat di Sporodhne Spf, ISlkdas da moEia Coim Sdil ool pari] do
seribilede aos antling oo wiuads uiize dod Conind @ Soanga & & derlvadoo o plamies medicines

- Risalizar o denticagdo mobsculor das obpas oF Sporoiiy soP Soledas da amogin.
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Avaliafio dos Rscod o Banafcios:

FRSCoo O [Pl S b

R bl rs S0 P onies g parioparis O P utbe. el Gl rala-se de um eSidd o peioiia M
gl lvdia oo dadod odoladss Rerhd Mahajedos & analisedos confidencialmente. & o MEuRados Sardd

apriseniaios do forma agregada ndo permiindo a identificaglio indvidual o participanies. M Sendo
realizedas folografias dos pacenies nem dos dados do formdl&nie Trala-ae O um estudd nlo

Tl s o e | ST DT ipdas clinicad] & s abiiradea s il sl i Med norlin B TalaiTelimic: 00 parbcipants
o pesguisa Mbo ha reocs previsios nesta nova fasr da pesquisa, uma w2 Qe a5 copes @ foram
priv lamenie solades ¢ denlilcadas comd Spointhnic Spp & o6 padlantds dirveda menis: Irated o S G
heisvich 2 lambém o dependdnoia da dendlonehs & sensiblidade sos antfingicos e inslituigdo do
el afredii i,

e el 5 P 1430 B

BasradlRoiins o pricudpatan:

Compracndsr as caradiensioas cinitas @ sSododemaogiiicas 006 Cased 06 eiporoiniooss aiemdbios Hig
Bordigos de Demalsksgia o de Doengas Infeccioans & Parasidniag oo HULW, referinia no eitad o da
Faraiba no alemdmdni & packnids oom alfecglis dermabedgicas o doentas iMeotoias & parasiiriad.
Pormitngs o mahol conhotamants aoiica 46 &S ponoiosed, possbdiando wsm o Sajndsion procons, o
O ey L] Lol L, @ ATGTIGTeRTID el L airs: Pl Geomcdos. On barToog desta niva s da
Pt S GEp NG ST N0 SNl mena Stetd St sspdoies Gud ko ol do o alual SEts fa ke
megEo o das possivis esEbincas 3o andfiingiois Ussais albm O parmils lestar derivados de plamas
el bo el 6 il PoOSEa i Gof alemaihyied G0 [N s OO enoiinmal.

Comntdrios & Consbder el das S0 4 Pesglisa:

& gmenda Tl apresaniada oom o oo de complemaniar as ormates acoefca da denlificagdo da
el (W SSPdries 00 LD SpOnoiiniy, & il porTl o Seng DGO, respondae ok | polo el SUro oo
ESporoiriiosd nNa Mgl mropaliang oe Jobo

Pessoa conmribuinds oM && aUlordades sanidnias para o doinoamenio O esraiégas do coniols o
Falamenis So8 cakis Ramamhes & dentfcado do posshass Rowos Mmadcaimeimos, Dmands o eapbsbo
Pradis @orsd v & okl
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i el 0 S 30

L T SEiroH L) Sl 1%3:8553 |BERMARDIND D Al
Pl OF MOS0 LEF A 1&'11;331?'% P )
138224 |BERMARDIND DA
SILYS NETD

Suacio do Parecer
Apisiaddn

Mok sila Apracieido da COMEP:
M

JOAD FEESOA, IT o Junho & 3010

Asdinade por:
lponira Coriee Costa do Cliveira
{Coordanad or|ail
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