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RESUMO

A esporotricose € uma micose ocasionada por implantagdo traumatica,
subaguda ou crénica, causada por fungos termodimdrficos do complexo
Sporothrix spp., possuindo distribuicdo mundial, especialmente em areas
tropicais e subtropicais. A rota classica da infecgéo fungica ocorre através da
inoculacdo do fungo presente no solo e em plantas. No Brasil, este padrao
epidemioldgico classico prevaleceu até o inicio da década de 1990, entretanto,
nos ultimos anos, surtos da doenca foram registrados sendo relacionados ao
contato com felinos contaminados atraves de arranhadura ou mordedura.
Desde entédo, os casos registrados de esporotricose aumentaram em todo o
pais e dados comprovam que o estado de Pernambuco, em especial, a regiao
metropolitana, vem sendo afetada por esta micose, a qual se tornou uma
doenca de notificacdo compulséria em PE (Portaria n® 279/2015). Diante disso,
€ de grande importancia o diagndéstico no estagio inicial da doenca para um
rapido e correto tratamento dos pacientes. O teste padrdo ouro para
diagnosticar a esporotricose € a cultura fungica, porém, este método tradicional
limita-se em relacdo ao tempo de espera e restringi-se a observacédo de
caracteristicas fenotipicas, ndo permitindo a correta diferenciacdo dos fungos
gue causam a doenca. Neste sentido, com objetivo de sobrepor as deficiéncias
comentadas acima, o presente trabalho visa a utilizacdo da espectrometria de
massas MALDI/TOF MS, uma técnica molecular promissora de identificacdo
das espécies que compdem complexo Sporothrix spp. Com carater inovador, a
metodologia aplicada envolveu um protocolo de desnaturacdo e digestao
enzimatica a partir de fragmentos de tecido dos pacientes com analise
protedmica direta. Os resultados obtidos referem-se a biomarcadores proteicos
do hospedeiro e do fungo e com as analises realizadas chegou-se ao resultado
promissor que as amostras estavam contaminadas, muito provavelmente, com
Sporothrix schenckii de acordo com a correlacdo de Pearson. Sugere-se que
tal abordagem podera na pratica clinica ser utilizada em conjunto com os
métodos tradicionais existentes proporcionando maior robustez no diagnostico
da esporotricose. Em paralelo, realizou-se um estudo epidemioldgico da
esporotricose em Pernambuco com adicdo de dados de georreferenciamento.
O cenério obtido demonstrou distribuicdo da esporotricose em diferentes
municipios do estado, com alta concentracdo de casos na regidao metropolitana.
Ao todo, 91,1% dos pacientes relataram contato prévio com gatos e destes
70,7% s&do do sexo feminino. Em relagcdo ao nivel de escolaridade,46%
relataram a conclusdo do ensino médio e apenas 2% nao eram alfabetizados.
A principal manifestacdo clinica foi a linfocutanea, ocorrendo em 67% dos
pacientes e a principal linha de escolha para o tratamento foi o itraconazol em
95,4%.

Palavras-Chaves:diagndstico, esporotricose, epidemiologia, espectrometria de
massas, georreferenciamento.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycosis caused by traumatic implantation, subacute or
chronic, caused by thermodimorphic fungi of the Sporothrix spp. complex, with
worldwide distribution, especially in tropical and subtropical areas. The classic
route of fungal infection occurs through the inoculation of the fungus present in
the soil and on plants. In Brazil, this classic epidemiological pattern prevailed
until the beginning of the 1990s, however, in recent years, outbreaks of the
disease have been reported, being related to contact with felines contaminated
through scratches or bites. Since then, registered cases of sporotrichosis have
increased across the country and data prove that the state of Pernambuco, in
particular the metropolitan region, has been affected by this mycosis, which has
become a compulsory notification disease in PE (Ordinance No. 279/2015).
Therefore, the diagnosis in the initial stage of the disease is of great importance
for a quick and correct treatment of patients. The gold standard test for
diagnosing sporotrichosis is fungal culture, however, this traditional method is
limited in relation to the waiting time and is restricted to the observation of
phenotypic characteristics, not allowing the correct differentiation of the fungi
that cause the disease. In this sense, in order to overcome the deficiencies
mentioned above, the present work aims to use MALDI/TOF MS mass
spectrometry, a promising molecular technique for identifying the species that
make up the Sporothrix spp. With an innovative character, the applied
methodology involved a denaturation and enzymatic digestion protocol from
tissue fragments from patients with direct proteomic analysis. The results
obtained refer to protein biomarkers of the host and the fungus, and with the
analyzes carried out, it was possible to obtain a promising result that the
samples were very likely contaminated with Sporothrix schenckii according to
pearson correlation. It is suggested that such an approach could be used in
clinical practice in conjunction with existing traditional methods, providing
greater robustness in the diagnosis of sporotrichosis. In parallel, an
epidemiological study of sporotrichosis in Pernambuco was carried out with the
addition of georeferencing data. The normalized scenario distribution of
sporotrichosis in different municipalities in the state, with a high concentration of
cases in the metropolitan region. In all, 91.1% of the patients reported previous
contact with cats and of these 70.7% are female. Regarding the level of
education, 46% reported completing high school and only 2% were not literate.
The main clinical manifestation was lymphocutaneous, occurring in 67% of
patients and the main line of choice for the treatment was itraconazole for
95.4%.

Key-words:diagnosis, epidemiology, georreferencing, mass spectrometry,
sporotrichosis.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma infeccdo fungica causada por fungos
termodimérficos do género Sporothrix, que possui ampla distribuicdo em todo
mundo, em especial, em areas tropicais e subtropicais (Schubach et al., 2008).
Por mais de um século, o agente etiolégico Sporothrix schenckii era
considerado uma Unica espécie capaz de provocar a doenca. Entretanto, a
utilizacdo de ferramentas moleculares, em conjunto com estudos fenotipicos,
demonstrou que S. schenckii consistia em um grupo de espécies cripticas
filogeneticamente relaciondas (Lopes-Bezerra et al., 2006; Marimon et al.,
2007; Marimon et al., 2008). Atualmente, o complexo Sporothrix divide-se em
clado clinico e clado ambiental. O clado clinico inclui principalmente patégenos
humanos como S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei (Orofino-
Costa et al.,2017). Caracteristicamente, os fungos do género Sporothrix
apresentam dimorfismo de acordo com a temperatura, observa-se uma fase
filamentosa a 25-28°C e uma leveduriforme a 35-37°C, ambas infectantes
(Zhang et al., 2012; Sil e Adianopoulos, 2015).

O processo infeccioso da esporotricose envolve a implantacéo fungica
subaguda ou cronica, sendo as principais formas clinicas da doenca a cutanea,
linfocutanea, cutédnea disseminada e menos comumente relatada, a
extracutanea (Bonifaz et al.,2017). A rota classica de inoculacdo do fungo
ocorre através do manuseio do solo, plantas e matéria em decomposicao,
sendo a esporotricose conhecida, por conta disso, como “doenca do

jardineiro”.(Barros et al., 2011).

Entretanto, em 1998, com carater endémico no Rio de Janeiro, Brasil,
ocorreram grandes mudancas no perfil classico de transmissdao da
esporotricose. A transmissdo zoonoética por gatos (Felix catus) domésticos
passou a ser registrada com aumento abrupto e continuo do niumero de casos

no decorrer do tempo (Mora-Montes et al.,2015; Rodrigues et al., 2016). Desde
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entdo, foram notificados 4.517 casos em humanos até 2015 e 4.916 gatos
foram diagnosticados até 2017. Os humanos passaram a ser infectados
através da arranhadura ou mordedura do gato e ao terem contato com o
exsudato de lesbes cutaneas de um gato infectado (Gremido et al., 2015;
Gremido et al., 2020; Sanchotene et al., 2015; Rodrigues et al., 2020; Rossow
et al., 2020). Acredita-se que a interagao social dos gatos com os humanos e
ao mesmo tempo com outros animais, plantas e solo contribuiram para a
ocorréncia do surto (Barros et al.,, 2004). Aléem disso, a disseminacdo da
doenca é também relacionada a condicdes socioecondmicas precarias em
conjunto com a deficiéncia no acesso aos servicos de saude, (Schubach et al.,
2005; Schubach et al., 2008).

No cenario atual, a esporotricose esta em um processo de expansao
para outras regides do territorio brasileiro, em especial, a regido nordeste. A
migracdo dos gatos com 0s seus proprietarios é relatada como um fator que
contribui para o registro da doenca em varios localidades (Gremido et al.,
2017). Historicamente, casos isolados da esporotricose no Nordeste do Brasil
eram relatados na literatura (Filgueira, 2009; Nunes et al., 2011; Aradjo et al.,
2016). Os primeiros relatos de esporotricose que demonstraram a expansao da
doenca foram de um surto de esporotricose felina ocorrido na regido
metropolitana do Recife e em paralelo a ocorréncia do primeiro caso de
transmissdo zoondtica da esporotricose em Pernambuco (PE) (Silva et
al.,2019; Lacerda-Filho et al.,2019). Em adicdo, outros casos foram relatados
partindo de pacientes atendidos em um hospital publico do estado de
Pernambuco (PE) (Lima et al., 2020; Valeriano et al.,2020)

Dessa forma, um dos pilares importantes a ser colocado em pratica para
pacientes acometidos com esporotricose € um rapido diagnostico para que se
possa conduzir a terapéutica o0 mais 4&gil possivel. O diagnéstico da
esporotricose pode ser realizado por meio de achados clinicos,

epidemioldgicos e dados laboratoriais (De Lima Barros et al., 2011). O exame
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padrdo ouro para identificacdo do Sporothrix spp. € o isolamento fangico
através de cultura em meio especifico, analise de perfil bioquimico e
observacéo de caracteristicas fenotipicas. Fragmentos de tecido e a secrecao
seropurulenta sdo as principais amostras coletadas para obtencédo do fungo
(Orofino et al., 2017). Em até 10 dias, a liberacédo do resultado para o paciente
torna-se possivel, entretanto, as andalises taxonémicas tradicionais n&o
permitem a identificacdo da espécie fungica (Kurosawa et al., 1968; Rodrigues
et al., 2015).

Métodos alternativos surgiram objetivando a identificacdo do fungo de
maneira mais precisa auxiliando e/ou sobrepondo as limitacbes do exame
padréo ouro. As andlises de técnicas moleculares baseadas na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e protedmica ganharam espaco trazendo novas
perspectivas. Em destaque, a tecnologia de espectrometria de massas atraves
de matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF MS) é
uma ferramenta protedmica que permite a classificacdo e diferenciacdo de
microrganismos, e em micologia sua aplicacdo ja se tornou efetiva na
identificacdo de varios taxons fungicos (Santos el al., 2011; Lima-Neto et al.,
2014; Pereira et al., 2014;). Recentemente, Oliveira e colaboradores
desenvolveram um novo protocolo utilizando MALDI-TOF MS de identificacdo
de espécies de Sporothrix spp., sendo um estudo pioneiro na elaboracdo de
uma biblioteca protedmica para as espécies descritas no complexo. A pesquisa
partiu de isolados obtidos e caracterizados por método tradicional através do
prévio isolamento fungico em meio de cultura (Oliveira et al.,2015). Dessa
forma, a técnica de MALDI-TOF MS demonstrou-se como uma ferramenta
promissora para identificacdo de espécimes fungicos de Sporothrix spp. na
rotina clinica pela sua rapidez e praticidade (Matos et al., 2020; GOmez-
Velasquez et al., 2021). Com carater inovador, a presente pesquisa traz a
possibilidade de identificagdo fungica diretamente da amostra clinica, sem o
prévio isolamento tradicional em meio de cultura. Assim, o objetivo deste

trabalho foi introduzir a técnica de espectrometria de massas por MALDI-TOF
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MS como alternativa ao método tradicional de identificagdo de Sporothrix spp.,
em casos de esporotricose de Pernambuco, utilizando fragmentos de tecidos
obtidos por bidpsia. Justifica-se a abordagem, pois observa-se um crescente
aumento na incidéncia de casos de esporotricose humana no Estado de
Pernambuco e o diagndstico rapido e preciso implicaria em tratamento agil e
oportuno para os pacientes. Em conjunto, foi realizado um levantamento de
distribuicdo espacial dos casos diagnosticados e acompanhados por este
servico, trazendo aspectos clinicos e epidemiologicos para uma analise

abrangente da distribuicdo da esporotricose no Estado de Pernambuco.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expansao geografica da esporotricose e analisar a distribuicéo

de proteinas em fragmentos de tecidos de pacientes com esporotricose.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a distribuicdo espacial da esporotricose no estado de
Pernambuco e caracterizar a epidemiologia e sciodemografia dos casos;

e Propor um protocolo de extracdo de biomarcadores protéicos
diretamente de fragmentos de pele que possam ser utilizados para
diagnosticar a esporotricose;

e Analisar a distribuicdo de proteinas em fragmentos de pele de pacientes
com esporotricose por MALDI-TOF MS;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESPOROTRICOSE E SUA HISTORIA

A esporotricose € uma micose endémica causada por fungos
termodimérficos do género Sporothrix que vem ganhando importancia devido
ao aumento de sua incidéncia e prevaléncia em todo o mundo, ao
reconhecimento de um complexo de espécies, a sua ecologia, distribuicdo e
caracteristicas epidemioldgicas distintas (Marimon et al., 2007; Marimon et al.,
2008; Mora-Montes et al., 2015;Chakrabartiet al., 2015).

Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez por um estudante de
medicina do Johns Hopkins Hospital (Baltimore, MD, EUA), Benjamin Schenk,
no ano de 1886. Um paciente do sexo masculino com 36 anos de idade
apresentava lesées na mao direita e braco. O fungo isolado do abscesso do
paciente foi identificado pelo micologista Erwin Smith como pertencente ao
género Sporotrichum (Schenck., 1898). O segundo caso foi descrito em 1900
por Hektoen e Perkins (Chicago, IL, EUA). Tratava-se de um jovem que se feriu
com a batida de um martelo em seu dedo e sua lesdo regrediu
espontaneamente sem a necessidade de intervencdes terapéuticas. Nessa
ocasido, Hektoen e Perkins, isolaram, identificaram e classificaram o agente
etiolégico da esporotricose como Sporothrix schenckii (Hekton & Perkins.,
1900). Com o passar do tempo esse fungo foi erroneamente mantido no género
Sporotrichum que compreende fungos basidiomicetos que ndo sao patogénicos
e nem termodimorficos. Foi apenas em 1968, que Mariat e co-autores,
sugeriram que existia uma relacdo de S. schenckii com o género Ophisotoma
(Ascomicota), indicando Ophiostoma stenoceras como o seu teleomorfo (Mariat
et al 1968, Nicot e Mariat, 1973) e em 1970, Taylor sugeriu que S. schenckii
seria 0 anamorfo de O. stenoceras (Taylor., 1970). E desde entdo muitas
pesquisam foram realizadas estabelecendo diferencas e similaridades entre S.

schenckii e O. stenoceras, deixando a duvida se a relacdo entre as espécies
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poderia ser contraditéria. Recentemente analises filogenéticas amenizaram tal
davida mostrando que S. schenckii e O. stenoceras estdo intimamente
relacionados (De Beer et al., 2003)

Em relacéo ao histérico de infec¢do por S. schenckii no Brasil, em 1907,
foi relatado o primeiro caso de contaminagdo animal ocorrida de maneira
natural, em ratos por Lutz e Splendore (Lutz & Splendore., 1907).Entretanto,
durante muitos anos a esporotricose ficou conhecida como a doenca do
jardineiro devido aos casos de infeccdo estarem relacionados com 0 manuseio
do solo, plantas e matéria organica (Singhai-Monil et al., 2012; De Carvalho et
al., 2014).

O caso de contaminagdo atraves de animal ressurgiu no século XX,
precisamente no ano de 1998, quando o relato de uma nova via de transmissao
animal da esporotricose no estado do Rio de Janeiro, Brasil foi registrado.
Gatos (Felix catus) portadores da esporotricose atuam na cadeia
epidemiologica como agentes transmissores da doenca em humanos,
ocorrendo em pouco tempo um crescimento exponencial no nimero de casos
registrados de individuos contaminados com Sporothrix spp. (Lopes-Bezerra et
al., 2018). Acredita-se que houve uma migracdo da doenca dos ratos para 0s
gatos, visto que gatos sdo os principais predadores dos ratos, hipétese esta
corroborada com propostas de alguns pesquisadores que sugerem a ingestao
de Sporothrix sp como uma das vias de transmissdo para se adquirir a infec¢céo
(Lutz & Splendore., 1907; Manhart et al., 1970; Matter et al., 1984; al-Tawfiq et
al.,1998).

Por ultimo, € interessante destacar o descobrimento realizado por
Marimon e colaboradores onde descreveram que S. schenckii ndo é uma anica
espécie e sim complexo de espécies patogénicas. Estudos posteriores
evidenciaram que, dentro do complexo, cada espécie destaca-se por possuir
caracteristicas e distribuicdo geografica distintas (Marimon et al., 2007;
Marimon et al., 2008; Chakrabatrti et al., 2015)
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3.2 AGENTE ETIOLOGICO E TAXONOMIA

Os agentes etioldgicos da esporotricose pertencem ao género
Sporothrix. Esse microrganismo pertence ao reino Fungi, € heterotréfico, ndo
apresenta mobilidade prépria, e sua parede celular é rigida, quitinosa sendo
composta de B-glucanos alcalinos e insollveis e um peptideo ramnomanana
(Previato et al., 1979; Lopes-Bezerra et al., 2006; Ruiz-Baca, et al 2011). S.
schenckii € um fungo hialino, contudo, produz melanina como fator protetor
contra mecanismos de defesa celulares do hospedeiro (fagocitose, destruicao
macrofagica e por proteinas extracelulares) (Gomez et al.,, 2003; Lopes-
Bezerra et al 2018; Oliveira et al., 2019).

Em relacdo ao seu habitat natural, sabe-se que pode ser a vegetacao, o
solo e madeira em decomposicdo e que S. schenckii € um fungo
termodimorfico, flamentoso a 25° C e leveduriforme a 37° C, ambos os estados
possuindo diferencas morfolégicas. Em seu estado filamentoso em vida
saprofitica ou em cultivo a 25° C, o fungo apresenta-se com hifas hialinas
delicadas, septadas e ramificadas. Os conidios unicelulares sendo de dois
tipos: o primeiro possuindo variacdo na sua coloracdo passando de hialino a
marrom e ovoides podendo ser visualizados na porcéo apical de conidioforos e
0 segundo, os conidios demaceos, grandes, ovoides, com parede celular
espessa, podendo ser observados em toda a extenséo das hifas (St-Germain &
Summerbell., 1996). Em parasitismo ou cultivado em meio de cultura especiais
a 37°C, observa-se como levedura unicelular, globosa, ovalada lembrando um
formato de charuto. Por dltimo, diversos brotamentos podem ser visualizados

nesse estado leveduriforme (Chandler et al., 1980).

Desde seu descobrimento em 1898 por Benjamin Schenck, a posicao
taxondmica de Sporothrix ndo era bem definida. Durante muito tempo esse

fungo foi incluido no género Sporotrichum devido a classificacdo dada pelo

micologista Erwin Smith. Dois anos apo0s a sua identificacdo e classificagéo,



19

Hektoen e Perkins (1900), nomearam o género Sporothrix (Hektoen e Perkins,
1900; Beurm e Gougerot, 1911) Estudos posteriores mostraram que Sporothrix
ndo compartilhava caracteristicas com os basidiomicotas. Por exemplo,
sequéncias de DNA ribossomal confirmaram que S. schenckii esta
filogeneticamente associado ao Ophiostoma stenoceras, um ascomicota
cosmopolita e ndo patogénico, e desde entdo, Sporothrix € um dos géneros
anamoérficos associado ao género Ophiostoma. (Berbeer e Taylor, 1992;
Summerbell et al., 1992; de Beer et al.,2003; Zipfel et al., 2006). A classificacédo
dada por Guarro, em 1999, definiu S. schenckii como pertencente a diviséo
Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomales e familia
Ophiostomataceae (Guarro et al. 1999). Contudo, a classificacdo atual

posiciona o género Sporothrix na classe Sordariomycetes (Hyde., 2020).

Ainda ndo se tem conhecimento de alguma forma de reproducéo
sexuada para S. schenckii. Evidéncias indiretas da analise molecular da regido
18S do RNA ribossomal sugeriam que Ophiostoma stenoceras representaria
sua forma sexual. Porém, andlises aprofundadas fenotipicas e genotipicas
demonstraram diferencas basicas entre as duas espécies. Ophiostoma
stenoceras ndo produz conidios demaceos e S. schenckii ndo produz peritécio
como acontece com O. stenoceras em agar batata dextrose (BDA), agar malte,
agar mycosel e agar fuba. Entretanto, um estagio sexual dentro do género

Ophiostoma néo foi descartado (Dixon et al., 1991; Chakrabarti et al., 2015).

As espécies que compdem o complexo Sporothrix schenckii e que se
relacionam com a esporotricose estdo divididas em dois clados, o clado clinico
gue inclui S. schenckii stricto sensu, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei e o
clado ambiental composto por varios outros complexos, S. candida, S. inflata,
S. gossypina, S. stenoceras e S. pallida, sendo esse ultimo responsavel por
conter espécies envolvidas em casos de esporotricose (Orofino-Costa et al.,
2017).
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No Brasil, Sporothrix brasiliensis é a espécie prevalente. Analises
filogenéticas realizadas por Rodrigues e colaboradores (2013), partindo-se de
amostras coletadas de felinos em diferentes regifes do pais, demonstraram
qgue S. brasiliensis foi idenfificado em 96,9 % dos gatos. Ademais, 0 genétipo
de Sporothrix encontrado nos gatos € idéntico ao de S. brasiliensis de amostras
humanas, confirmando a rota de transmissdo de gatos para humanos
(Rodrigues et al., 2013). Sporothrix brasiliensis possui resisténcia térmica a 39
°C que pode ser um importante mecanismo de adaptacdo aos gatos e uma
possivel explicacdo do sucesso da infeccdo desta espécie em detrimento das
outras do complexo durante surtos da doenca no Brasil (Boechat et al., 2018).
Entretanto, varios outros fatores podem ter contribuido para o surgimento da
esporotricose por S. brasiliensis, como por exemplo, o grande aumento na
populacdo de gatos em areas urbanas com constante crescimento
populacional, gatos como meio de controle de roedores em conjunto com seus
aspectos comportamentais (lamber, cocar etc) e ainda falta de resisténcia
natural dos hospedeiros (Rodrigues et al., 2020). Sporothrix brasiliensis €&
altamente virulento em modelos animais, sendo associado as formas clinicas
mais graves e atipicas da esporotricose e descrito como menos susceptivel ao
itraconazol, tanto em estudos clinicos quanto em modelos animais (Castro et
al., 2013; Fernandes at al, 2013; Freitas et al., 2015; Clavijo-Giraldo et al.,
2016).

3.3 ASPECTOS CLINICOS

Geralmente a esporotricose manifesta-se de forma cutanea e
extracutanea, sendo a primeira mais frequente (Orofino et al., 2017). Os sitios
de infeccdo mais afetados sdo os membros superiores (45%), depois 0s
membros inferiores (18-23%) e em menor incidéncia o tronco (14-21%)
(Arenaet al., 2018).
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3.3.1 MANIFESTACOES CUTANEAS

A esporotricose se manifesta clinicamente de diferentes maneiras, que
sdo as formas linfocutdnea, cutanea fixa, cutdnea disseminada e a
extracutanea. Acometimento osteoarticular, pulmonar, neurolégico € mucoso
sdo caracteristicos da forma extracutanea (Figura 1). As manifestacdes
cutdneas surgem geralmente apds algum trauma na epiderme. (De Lima
Barros et al., 2011; Soares et al., 2019). Em 70-80% dos casos ocorre a forma
linfocutanea, que caracteriza-se inicialmente pela presenca de nodulos
gomosos e flutuantes ascendentes na regidao dos membros, maos e bragos que
podem ulcerar-se com a evolucdo da doenca. Também séo relatados casos de
lesdes ulceradas e granulomatosas em regides mucocutaneas que abrangem a
boca, conjuntiva, faringe, cordas vocais, nariz e seios (Veja-Memije et al., 2018;
Lacerda-Filho et al., 2020). Embora qualquer mucosa possa ser afetada pela
esporotricose, a membrana ocular é mais susceptivel e, quando o ducto
lacrimal é afetado pode deixar sequelas. Uveite, conjuntivite, episclerite,
coroidite, lesédo retrobulbar sdo comuns em pacientes com lesdes oculares. A
lesdo retrobulbar é frequentemente associada a disseminacdo hematogénica
e/ou a lesdes anteriores com uma prévia inoculagdo do fungo. O
acometimento simultdneo da mucosa ocular e dos linfonodos resulta na
Sindrome de Parinaud (Sena et al 1988; Curi et al., 2003).

A forma cutanea fixa aparece em 20-30% dos casos e se manifesta
clinicamente como uma unica lesdo ou algumas poucas localizadas no sitio de
inoculacdo do fungo. Muitas vezes sado lesdes ulceradas com bordas
eritematosas, podendo se apresentar de maneira vegetante tuberosa,
verrucosa e sem a disseminacao linfatica (Almeida et al., 2009). A forma
cutanea fixa é retratada como sendo comum em criancas (Tlougan et al.,
2009). A forma cutanea disseminada € rara, geralmente ocorrendo em

pacientes imunocomprometidos. Caracteriza-se por apresentar lesoes
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cutaneas difusas devido ao processo de disseminacdo hematogénica (Mahajan
et al., 2015).

Figura 1: Manifesta¢fes clinicas da esporotricose cutédnea (a) linfocutanea; (b)
lesdo cutanea fixa; (c) ulceracoes; (d) lesdo oro-labial e; (e) lesdo na mucosa

ocular.

Fonte: Chakrabarti et al. (2015); Orofino-Costa et al. (2007).

E interessante destacar que o perfil da doenca no Brasil apresenta um
quadro clinico distinto, que em alguns casos, envolve apresentacfes
imunorreativas, que sao ulceracfes grandes e bem definidas denominadas
eritema nodoso, eritema multiforme e, ainda, sindrome de sweet e artrite
reativa (Mahajan, 2014; Orofino, 2017).

3.3.2 MANIFESTACOES EXTRACUTANEAS

Em relacdo aos aspectos clinicos das manifestacdes extracutaneas
sabe-se que, na maioria dos casos, envolve 0ssos e articulacdes e que sao
raros os pacientes acometidos dessa forma. Acometimento pulmonar (agudo
ou crénico), do sistema nervoso central (S. brasiliensis possui heurotropismo) e
de todos os 6rgaos pode ocorrer e caracteriza uma esporotricose sistémica que
pode progredir para sepse e ser fatal. E aceitavel que a contaminacéo das vias
respiratorias possa ocorrer atraves da inalagdo dos propagulos do fungo ou

também por meio da disseminag¢do via circulacdo sanguinea (Lazaro et al.,
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2008; Orofino-Costa et al., 2017; Queiroz-Telles et al., 2019). Recentemente,
Do Monte Alves (2020) relatou um caso relevante de esporotricose
extracutdnea por inalacdo de conidios de Sporothrix brasiliensis com
consequente inoculagdo pulmonar. A paciente imunocompetente de 50 anos de
idade ndo possuia histérico de trauma cutaneo, entretanto, em seu ambiente
de trabalho mantinha contato com gatos de rua que alimentava quando, apés o
almoco, cochilava em uma sala fechada com os felinos. Apds 25 dias de
internacdo e evolucdo para esporotricose sistémica, a paciente apresentou

sepse e veio a obito (Do Monte Alves et al., 2020).

A esporotricose sistémica € considerada uma infeccdo grave e
oportunista, sendo 0s pacientes imunossuprimidos, tais como diabéticos,
pacientes transplantados, infectados com HIV, individuos em terapia com
corticoides, pacientes com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),

leucemia os principais afetados e alcoolistas (Al-Tawfig & Wools, 1998).

3.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

3.4.1 EXAME DIRETO E CULTURA

O exame micoloégico direto € um dos métodos laboratoriais que pode ser
utilizado para compor o diagndstico da esporotricose. A amostra bioldgica é
previamente tratada com uma solucéo de hidroxido de potassio (KOH) 10% v.v
ou com hidroxido de sodio (NaOH) 4% v.v sendo depois visualizada no
microscopio 6ptico. Porém, € raro 0 sucesso na observacdo dos elementos
leveduriformes do complexo S. schenckii, pois em amostras clinicas essas
células séo raras e pequenas (Reed et al., 1993). Se o material colhido do
paciente for secrecao, pode-se realizar a preparacao de esfregacos e “imprint”,
e quando forem fragmento de tecido fragmento de tecido, pode-se utilizar o
corante Giemsa ou Panotico para proporcionar uma melhor visualizacdo das

formas leveduriformes infectantes (Morris-Jones, 2002). Nesse caso, as células
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leveduriformes do fungo podem ser vistas em formato de charutos e/ou navetas

com a presencga de um halo claro (Bazzi, 2016).

O diagndstico laboratorial considerado padrdo ouro para a esporotricose
€ o isolamento de Sporothrix spp. através da cultura micoldgica. Geralmente,
as amostras sdo obtidas de lesbes cutaneas (pus, exsudatos) ou o médico
solicitara uma biopsia da regido afetada. Outras amostras biologicas, a
depender do quadro clinico, como escarro, liquido sinovial e liquido
cefalorraquidiano (LCR) podem ser obtidas e, se apropriado, utilizadas para
realizacédo da cultura e/ou esfregaco. O material obtido é semeado e deixado a
temperatura ambiente para permitir o crescimento do agente etiolégico (Kwon-
Chung et al., 1992; Kauffman et al., 2007; Arenas at al., 2018). O meio de
cultura utilizado é o agar Sabouraud adicionado de cloranfenicol com o objetivo
de evitar contaminacdo bacteriana, e em alguns laboratérios adiciona-se
também a cicloheximida para diminuir o risco de contaminacdo por fungos
saprofitos. Nessas condicdes, o tempo de crescimento fungico € em torno de 5
até 10 dias (Pappas et al., 2000).

As caracteristicas macroscopicas do crescimento fungico em cultura séo
a presenca de estruturas filamentosas em coldnia, hialinas e de aspecto umido,
podendo apresentar coloracdo escura que gradativamente aumenta ou
permanecer hialina. Nesta fase, indica-se a observacdo das estruturas
microscopicas com a realizacdo de microcultivo em lamina para microscopia,
com o intuito de observar o conidioforo e conidios caracteristicos do complexo
S. schenckii. Os conidios podem ser hialinos a marrom em disposic¢éo floral ou
de margaridas, dotados de uma fina parede com conidiéforo delicado do tipo

simpodial localizado ao longo das hifas (Figura 2 (a)) (Dixon et al., 1991).
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Figura 2: Caracteristicas microscopicas do complexo Sporothrix
schenckii isolado em meio de cultura a) Fase filamentosa apresentando
conidios e conidioforos b) Fase leveduriforme apresentando células hialinas,
globosas e formas gemulantes. Micrografias (regido inferior da figura) com um

aumento de 400x.
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Fonte: Lawless et al (1930); Oliveira et al. (2012).

Uma vez observada tais caracteristicas e para uma definitiva
identificacdo do complexo S. schenckii € aconselhavel a realizacéo do teste de
termo-conversdo em BHI é&gar (Brain Heart Infusion Agar) para a fase
leveduriforme. O fungo passara a apresentar-se com um aspecto cremoso e
com coloracdo bege-amarelada, ndo ha a formacédo de conidios, pois o fungo
nessa fase se reproduz por brotamento, logo, observa-se microscopicamente
estruturas leveduriformes (Figura 2 (b)) (Oliveira et al., 2012). Uma vez que 0s
achados da cultura séo caracteristicos do complexo S.schenckii o diagnostico

laboratorial € confirmatério para esporotricose.

3.4.2 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

No método histopatoldgico, as estruturas fungicas sdo raramente visiveis

e por isso sdo utilizadas técnicas de coloracdo que envolve o uso de &cido
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periddico de Schiff (PAS) e, impregnacdo por prata pelo método de Grocott
(GMS). Coloracao histopatolégica convencional com hematoxilina e eosina
(HE), ndo é indicada por ser notoriamente dificil a visualizagdo de células
leveduriformes. Os trés principais achados a histopatologia que se
correlacionam com a esporotricose sdo: 1) Corpos asterdides, que sé&o
estruturas fungicas cercadas por projecdes de eosindfilos; 2) Leveduras com
forma redonda, oval ou em formato de charuto e 3) Hifas que sdo raramente
observadas (Bickley et al.,1985; Bazziet al., 2016). A eficacia de achados
histopatoldgicos para deteccdo de estruturas somaticas de Sporothrix spp. é
considerada controvérsia. Alguns estudos demonstram que as estruturas
fungicas estao presentes em pequenas quantidades nas lesdes e as pesquisas

pelo fungo, ocasionalmente, € dada como negativa (Quintella et al, 2011).

3.4.3 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Testes sorolégicos sdo utilizados para diagnosticar esporotricose
extracutanea, que pode atingir o sistema nervoso central (SNC), pulmdes e
0Ss0s, e por isso se torna dificil a obtencdo de espécimes clinicos para
analises micologicas (Roberts et al, 1971; Lopes-Bezerra et al., 2006; Almeida-
Paes et al., 2007).

Os métodos soroldgicos utilizados para o diagnéstico da esporotricose
incluem  técnicas de imunopreciptacdo  (imunodifusdo dupla e
imunoeletroforese), de fixacdo do complemento, soroaglutinacdo do latex,
imunofluorescéncia direta, e ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) (Blumer et al.,1973; De Albornoz et al., 1984). E necessario destacar
gue a técnica ELISA surgiu sobrepondo a sensibilidade e especificidade dos
outros testes, dados comprovam que com o0 uso de ELISA a sensibilidade
aumentou para 97% e a especificidade para 89%. Apesar disso, reacao
cruzada com portadores de Leishmaniose tegumentar americana e de

paracoccidioidomicose pode ocorrer (Oliveira et al., 2014).
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Um estudo realizado por Lopes-Bezerra (1997) encontrou uma
subfracdo, nomeada de SsCBF, de peptidoramnomanana capaz de se ligar a
concanavalina-A da parede celular de S.schenckii. Logo, Penha e Bezerra
(2000) utilizaram tal conhecimento para detectar anticorpos por um teste de
ELISA que demonstrou 100% de sensibilidade e um baixo indice de reacao
cruzada. Outras pesquisas foram realizadas e os indices de sensibilidade e
especificidade sdo mantidos altos, mas pelo fato de que h& a existéncia de
reacdo cruzada com outras infeccbes, o teste ELISA ndo é cotado para ser
inserido na rotina clinica de diagnéstico (Lopes-Bezerra et al., 2006;
Rudramurthy et al., 2017).

3.4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Técnicas moleculares de diagndstico baseadas na deteccdo direta de
DNA séao utilizadas para que, a partir de um espécime clinico, seja possivel a
identificacdo a nivel de espécie do complexo Sporothrix spp. (Chakrabartiet al.,
2017).

O diagnostico molecular baseia-se na amplificacdo de sequéncias
génicas do fungo a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e desde
seu surgimento € um método considerado poderoso no diagndéstico de micoses
invasivas (extracutaneas). Kano e colaboradores (2001), descreveram a
primeira PCR que possibilitou a identificacdo de Sporothrix spp. utilizando
iniciadores para o gene codificador da quitina sintase 1 (CHS 1). Durante o
estudo foi detectado 10 picogramas (pg) de DNA gendémico de Sporothrix spp.
Depois de alguns anos a técnica passou a ser utilizada para o diagnostico

molecular da esporotricose (Kano et al., 2005).

Quase que paralelamente, Hu e colaboradores (2003) aplicaram uma
modificacdo da técnica convencional de PCR para o diagnéstico molecular da
esporotricose. A técnica denominada nested PCR (do inglés Nested

polymerase chain reaction) foi aplicada utilizando dois pares de primers
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SS1/SS2 e SS3/SS4 para amplificacdo do fragmento de 152 pb da regido do
gene 18S rRNA. Através dessa técnica, os autores do estudo conseguiram
detectar DNA de Sporothrix spp. em tecido animal infectado (Gato) e em
pacientes com esporotricose ja confirmada através do isolamento fangico em
cultura e/lou em testes histopatolégicos. A técnica mostrou uma alta
sensibilidade e especificidade, trazendo a tona a idéia do seu uso na rotina de
diagnéstico da esporotricose. (Hu et al.,, 2003). Xu e colaboradores (2010)
testaram a técnica para avaliar sua eficacia frente a diferentes tipos de mtRNA
conhecidos, comprovando que nested PCR é eficiente para diferenciar todos os
isolados de mtDNA e também na detec¢cdo de um fragmento de 152 pb do DNA
de S. schenckii diretamente de espécimes clinicos (Xu et al., 2010).

O descobrimento de estratégias moleculares que permitiram a
identificacdo de espécies do género Sporothrix tornou-se importante para
elucidacdo das diferencas exibidas entre as espécies distintas no que se refere
a distribuicdo geografica, viruléncia, patogenicidade e suscetibilidade a
sensibilidade aos antifungicos (Chakrabarti et al., 2017). Marimon e
colaboradores (2006), baseando-se em estudos anteriores que sugeriam que
existiam diferentes linhagens genéticas dentro de Sporothrix spp., foram os
pioneiros a realizarem pesquisas para comprovacdo Se essa variagcado era
devido a uma divergéncia de espécies ou a uma diversidade intraespecifica.
Analises moleculares foram realizadas utilizando os genes CHS, tubulina (Bt2)
e calmodulina (CAL) e os resultados obtidos demonstraram a existéncia de trés
grandes clados (Brasil, Europa e Africa / alguns paises da América do Sul). A
conclusdo mais logica foi que Sporothrix spp. parecia ser um complexo de
espécies, com algumas prevalecendo em diferentes regides geograficas. O
conhecimento de que a completa elucidacdo das espécies levaria a um padréo
clinico especifico para cada uma e diferentes respostas a terapéutica era
hipotetizado (Marimon et al., 2006). Em 2007, um novo estudo foi realizado
mas, desta vez, caracteristicas fenotipicas foram inclusas na analise em

conjunto com o gene calmodulina (CAL) e os respectivos primers CL1 e CL2.



29

De maneira significativa, concluiu-se que os achados moleculares e fenotipicos
se correlacionavam, o que permitiu, o descobrimento de trés novas espécies,
duas das quais estavam relacionadas a infecgcdes humanas descritas como
S.brasiliensis e S. globosa (Marimon et al., 2007). Por ultimo, em 2008 e
utiizando o mesmo padrdao de andlise descobriu-se mais uma espécie,
Sporothrix luriei, que viria a compor o complexo Sporothrix schenckii (Marimon
et al., 2008). Com o constante avan¢o na pesquisa, Liu X e colaboradores
(2013) realizaram uma PCR com amostra clinica de biopsia para avaliagdo do
primer codificador para o gene CHS, S2R2. Dentre os 30 fragmentos de tecido
utilizados no ensaio, conseguiu-se identificar Sporothrix spp. em 25 destas,
com boa reprodutibilidade, alta taxa de confiabilidade (96%) e com diagndstico
em 6 horas (Liu X et al., 2013). A questao da identificacdo a nivel de espécie
nao era possivel, entretanto, Oliveira e colaboradores (2012), utilizaram a
técnica de PCR-Fingerprint e o primer universal T3B, conseguindo distinguir as
espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. mexicana, a partir de 35

isolados clinicos

Alguns anos a frente e com a inser¢cao de um painel com novos primers,
utilizou-se um ensaio de amplificacdo génica em uma Unica etapa (single-round
PCR) que também permitiu a identificacdo das espécies do complexo
Sporothrix, S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. mexicana e S. pallida. O
ensaio conseguiu identificar entre 1 até 10 pg de DNA genbémico dependendo
da espécie, e o0s resultados obtidos demonstraram concordancia com a
sequéncia do gene calmodulina, ja considerado padrao ouro na identificacdo de
espécies de Sporothrix sp. (Rodrigues et al., 2015). Por ultimo, recentemente a
PCR em tempo real (RT-PCR) foi util para identificar espécies de Sporothrix e

diferencia-las de espécies de Leishmaniose (Rodriguez-Brito et al., 2015).

Como a técnica de PCR possui um custo elevado, ndo sendo tao viavel
na rotina laboratorial, algumas outras técnicas alternativas sdo empregadas,

pode-se citar: 1) A amplificagdo do DNA polimorfico (do inglés random-amplified
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polymorphic DNA-RAPD); Il) AFLP ( do inglés amplified fragment length
polymorphism) [ll) RFLP (do inglés PCR-restriction fragment length
polymorphism) 1V) PCR-Fingerprint (Mesa-Arango et al., 2002;Watanabe et al.,
2004; Neira et al., 2005; Maria et al., 2008; Rodrigues et al., 2014)

3.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR MALDI-TOF

A espectrometria de massas baseada na ionizacao e dessorcao a laser
assistida por matriz acoplada a um analisador de massas do tipo tempo-de-voo
(do inglés Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization -Time-of-Flight-MALDI-
TOF MS) ha muito vem sendo utilizada em pesquisas e identificacdo de
microrganismos (Figura 4). Este método fisico-quimico esta cada vez mais
inserido em laboratérios de diagnostico microbiolégico, sendo muito util no
processo de classificacdo e identificacdo de fungos e bactérias. Durante a
analise, espectros de massas de um determinado organismo sdo obtidos e
comparados com espectros de referéncia de cepas conhecidas possibilitando a
classificacdo e identificacdo do patégeno com robustez e rapidez, quando
comparada com os métodos tradicionais (Cherkaoui et al. 2010, Angeletti,
2016).
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Figura 4: llustracdo esqueméatica do principio de funcionamento do
MALDI-TOFMS para identificacdo de fungos e bactérias. A incidéncia do laser
no analito/matriz promove a formacdo de ions que serdo acelerados em um
tubo a vacuo e separados de acordo com a relacdo massa/carga durante seu

tempo de voo. A — :
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Fonte: Adaptado de Wieser et al (2011).

Inicialmente, as primeiras tentativas de identificar microrganismos
utilizando a espectrometria de massas aconteceram em 1975, mas o0s
experimentos realizados obtiveram resultados irreprodutiveis (Anhalt e
Fenselau, 1975). Apenas com o advento da tecnologia MALDI-TOF MS, em
1980, que macromoléculas, incluindo, proteinas ribossémicas, puderam ser
analisadas com eficiéncia (Hillenkamp et al., 1990). Apesar da tecnologia
MALDI-TOF MS ter surgido como uma estratégia de ionizacdo suave para
analisar grandes moléculas, posteriormente passou a ser também utilizada
para moléculas menores (peptideos). A preparacao para a andlise inclui 0 uso
de uma matriz, sensivel ao laser, que serd misturada com o analito de
interesse (microrganismo). ApOs a secagem da solucdo matriz/analito, as
amostras sdo colocadas no sistema de vacuo do espectrdmetro de massas.
Durante o procedimento, a matriz absorve energia e posteriormente volatiza ou
sofre decomposic¢ao sobre a irradiagéo do laser e, transferindo parte da energia
ao analito, o qual é liberado em forma de ions carregados, em uma fase

gasosa. Os ions liberados sdo analisados e separados no analisador do tempo
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de voo (TOF). Para isso, esses ions sdao submetidos a uma diferenca de
potencial, geralmente a 20KV, que promove sua aceleracdo através do
analisador do tempo de voo. A separacédo ocorre de acordo com o tempo de
voo de cada ion, onde 0sS que possuem uma maior massa viajardo mais
lentamente do que aqueles com massas menores (Kussmann et al., 1997;
Aebersold et al., 2003; Kicman et al., 2007).

No campo da micologia, a espectrometria de massas vem sendo
aplicada, permitindo a obtencdo de espectros individuais de taxons fangico.
Destaque-se, a notavel reprodutibilidade da técnica norteada pela analise de
protéinas entre 2.000 e 20.000 DAaltons, com o possivel uso de proteinas
ribossomais como importantes biomarcadores durante o processo de analise.
Em relacédo a sua utilizacdo para identificacdo de Sporothrix spp., 0s sistemas
MALDI comercialmente disponiveis ndo possuem uma base de dados que
permita diferenciar as espécies que compdem o complexo, mas pesquisas
recentes reuniram esforcos para geracdo de dados espectrais para
identificacdo de isolados clinicos de Sporothrix. Como resultado, Oliveira e
colaboradores (2015) conseguiram utilizar o MALDI-TOF MS para distincédo de
cepas de S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. schenckii, S. luriei e S.
pallida, permitindo a identificacdo de todos os isolados em nivel de espécie.
Recentemente, um caso clinico suspeito de esporotricose, com apresentacao
clinica de uma leséo infiltrativa subconjuntival no olho direito foi confirmado
utilizando-se a técnica MALDI-TOF MS. Os espectros obtidos possuiam picos
ibnicos referentes ao perfil de massa molecular de S. brasiliensis (Oliveira et
al., 2015; Matos et al., 2020). A técnica MALDI-TOF MS é uma ferramenta
promissora para a identificacdo de fungos na rotina laboratorial, com a
implementacdo e validagdo de base de dados internos e o uso de
procedimentos padronizados, podera se obter resultados comparaveis aos do

sequenciamento génico (Gémez-Velasquez et al., 2021)
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3.6 EPIDEMIOLOGIA DA ESPOROTRICOSE

A esporotricose é uma infeccdo micética subcutanea que possui maior
prevaléncia em areas tropicais e subtropicais, regibes com alto indice de
umidade (80 a 95%) (Crothers et al., 2009; DuangKaew et al., 2019). Sendo
considerada endémica na América Latina (Diaz, 1989; Da Rosa et al., 2005;
Schubach et al., 2008). A partir do descobrimento que S. schenckii € um
complexo de espécies, se passou a ter o entendimento que todas possuem
diferencas significativas em sua distribuicdo geografica (Figura 5), nas suas
caracteristicas bioquimicas, no seu grau de viruléncia, no padrdo de

manifestacéo da doenca e na resposta a terapéutica (Mahajan, 2014).

O complexo de espécies fangicas causadoras da esporotricose
compreende quatro espécies de importancia clinica: 1) S. brasiliensis; Il) S.
globosa, Ill) S. luriei e IV) S. schenckii sensu stricto , originalmente descrita por
Hekton & Perkins, 1900 e duas de importancia ambiental: I) S. mexicana e 1l)
S.pallida (Marimon et al 2007; Marimon et al 2008; de Meyer et al 2008; Romeo
et al., 2011). Todas diferem em relacdo a sua localizacdo no globo terrestre
(Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo global das espécies do complexo Sporothrix schenckii.

Espécie Distribuicdo Geografica
Sporothrix schenckii Américas, Asia, Africa e
sensu stricto Europa
Sporothrix brasiliensis Brasil

Europa, Estados Unidos,

Sporothrix globosa América do Sul e Asia

Sporothrix luriei Africa, Brasil, india e
Italia
Sporothrix chilensis Chile e Brasil

Sporothrix mexicana Australia, México e Portugal

Fonte: Chakrabarti et al. (2015).
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Com o estudo da incidéncia da esporotricose em todo o mundo percebe-
se que essa micose ocorreu em diferentes épocas, paises e continentes.O
primeiro caso de esporotricose surgiu em 1886 e foi descrito para a
comunidade cientifica por Benjamin Schenck, em 1889. Desde entdo, a
esporotricose é relatada em diversas regides geograficas(Dixon et al., 1991;
Marimon et al., 2006; Verma et al., 2012; Zhou et al., 2014).

Figura 5: Representacgéo espacial da distribuicAo mundial da esporotricose.

Fonte: Chakrabarti et al (2015).

Na Europa, particularmente em Paris, 0 primeiro caso ocorreu sete anos
ap6s o primeiro relato de Benjamin Schenck. Apenas nove anos depois,
Beurmann e o seu colaborador, Henri Gougerot, compilaram um artigo
detalhado sobre 200 individuos diagnosticados com esporotricose, uma
guantidade considerada expressiva em um tempo relativamente curto desde o
primeiro caso descrito no continente Europeu (Carlos e Zeppone, 2015).
Entretanto, no periodo compreendido entre 1914 até 1918, inexplicavelmente, a
esporotricose desapareceu em quase toda a Europa. Atualmente,os registros
de casos sao limitadosa Italia e Espanha. (Albericiet al., 1989; Lopes-Bezerra e
Nascimento,2012). Na Itadlia foram identificados nichos ecologicos de

Sporothrix spp. na regido sul e no Mediterraneo. Torna-se notdrio isto quando
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se observa o nimero de individuos acometidos, no periodo entre 1962-1992,
um total de 58 casos foram registados, sendo a maioria (42 casos) do sul da
Italia. Em 2008, foi publicado um caso de paciente com 64 anos, em Vibo
Valentia (regido Sul), imunocompetente, que apresentava varios noédulos
ulcerativos na regido dos membros superiores. Nesse mesmo periodo, um
primeiro caso de esporotricose em Calabria (regido Sul) foi registrado e por
ultimo, um relato foi publicado para descrever esporotricose nasal canina
(Barile et al.,1993;Carfachia et al., 2007; Criseu et al., 2008). Em relacdo a
outros locais na Europa, ha registro de esporotricose em Portugal e também na
provincia de Barcelona, no Mediterraneo (Ventin et al., 1987; Dias et al., 2011,
Chakabarti et al., 2015).

7

Na Africa, a esporotricose € relatada devido ao amplo exercicio da
atividade mineradora na regido, local em que muitos trabalhadores sofrem
lesbes na pele que se tornam porta de entrada para espécies do complexo S.
schenckii. Ademais, nas minas de ouro, existem condicbes ideais de
temperatura e umidade para o desenvolvimento fungico. O primeiro caso de
esporotricosena Africa ocorreu em 1914 e, ao longo dos anos, um pequeno
surto relacionado com a mineracéao foi relatado em1927 (McCarty et al., 2014).
E importante destacar que existe registro de uma maior incidéncia de
esporotricose sem estar relacionada com a mineracdo, por exemplo, entre
1959-1961, casos foram relatados em Pretoria e estavam interligados com o
manuseio de matéria organica contaminada. Em anos posteriores, algumas
provincias e as localidades de Zimbabwe, Nigéria, Suddo e Africa do Sul
registraram a ocorréncia de esporotricose. O estudo sobre a epidemiologia da
esporotricose na Africa ainda é insuficiente, a caréncia de laboratérios de
micologia limitam o mapeamento fidedigno em todo o continente (Ross et al.,
1968; Gumaa, 1978; Jacyk et al., 1981).

No continente asiatico, a esporotricose possui maior incidéncia na China,

no Japdo e na india. Os casos relatados envolvem individuos que praticam
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atividades de horticultura e agricultura (Kikuchi et al.,2006; Moussaet al.,
2017). Acredita-se que fatores ecolégicos promovam o crescimento e a
viabilidade de S. schenckii nessas regides, entretanto, em outras partes da
Asia que compartilham as mesmas condi¢cbes ambientais a esporotricose é
raramente mencionada (Kwangsukstithet al., 1990; Quintal et al., 2000;
Chakrabartiet al., 2011).

Na China, a esporotricose foi pela primeira vez relatada em 1916 por
Xinde Diao, mas o isolamento do fungo apenas foi realizado em 1951 por
Guoliang Yang (Wu, 1991; Chakrabartiet al.,2015). Desde entdo, diversos
estudos ecologicos foram realizados e descreveram a presenca generalizada
de S. schenckii na natureza em diferentes regides da China (Jinet al., 1994,
Jiang et al., 2001; Tian et al., 2004; Ji Q et al.,, 2010). Em maior parte das
provincias da China a esporotricose é descrita, mas Jilin (Nordeste da China),é
notoriamente a provincia mais afetada. Um levantamento epidemiologico
recente, envolvendo o estudo de casos de esporotricose em criancas de 0 a 14
anos, demonstrou que nos ultimos anos as criancas da provincia de Jilin foram
fortemente afetadas. Ao todo foram 704 criancas diagnosticas com esta micose
entre os anos de 2010 até 2016, e ficou claro para os pesquisadores que a
manifestacdo da doenca ocorria mais em temperaturas frias e que
possivelmente esta atrelada ao manuseio de matéria organica contaminada,
com uma maior probabilidade para pés de milho em decomposicdo que sao
utilizados para fazer fogo nesta regido (Yao et al., 2019). Estudos moleculares
indicaram que S. globosa é a espécie mais prevalente em todo o territério
chinés (Yu et al., 2013; Liu et al., 2014).

No Japao, os primeiros relatos de esporotricose surgiram antes do fim
da segunda guerra mundial e apés a mesma, no periodo de 1946-1982, foram
registrados 2.500 casos (Fukushiro, 1984). A esporotricose, no cenario atual, é
rara no Japao. Estudos epidemioldgicos realizados pela Sociedade Japonesa

de Micologia Médica comprovam a baixa incidéncia de esporotricose no pais,
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dentre 8.717 casos de dermatomicoses no ano de 2006, apenas quatro foram
causados por Sporothrix spp. (Nishimoto, 2006). Ainda ndo se tem clareza
sobre 0 que resultou nessa expressiva diminuicdo de casos, entretanto, a

mudanca na pratica do trabalho rural é uma das hipoéteses.

Na india, o primeiro caso surgiu em 1932 e até os tempos atuais a
esporotricose ocorre em toda a India, mas especialmente na regido de Kangra,
no estado de Himachal Pradesh,é considerada uma micose endémica. Como
em toda a Asia a via de contaminacdo ¢ o manuseio de matéria organica
contendo o fungo como o solo e caule de milho (Ghosh, 1932). O tipo clinico
mais comum de esporotricose na india é a linfocutinea e assim como em
outras partes do continente asiatico os isolados sdo na grande maioria
identificados como S. globosa (Padhye et al., 1992; Bhutia et al., 2011).

No continente americano, a esporotricose ocorre nos Estados Unidos da
América (EUA), na América Latina, com areas endémicas no Brasil, México,
Costa Rica, Uruguai e na Guatemala. Historicamente, a principal via de
contaminacao da esporotricose nesses paises, assim como em outras partes
do mundo, se relacionava com algum modo de inoculacdo do fungo através do
manuseio de matéria organica vegetal em decomposicdo (Sampaio et al., 1954;
da Rosa et al.,, 2005). Casos de transmissdo zoonética sempre foram
mencionados como eventos isolados e pequenos surtos que envolviam gatos e
tatus (Conti-Diaz et al., 1980; Dunstan et al., 1986; Marques et al., 1993). No
Uruguai, por exemplo, ocorreu um namero consideravel de casos associados a
manipulacdo das tocas dos tatus e arranhdes infligidos por eles em humanos
(Conti-Diaz et al., 1980). Em relacdo aos felinos, desde 1980, os gatos tem
incitado a atencdo no processo de transmissdo da esporotricose para
humanos, quer sejam, veterinarios, cuidadores ou proprietarios dos animais
(Davis et al., 1996). Em 1982, Read e Sperling, relataram um pequeno surto
envolvendo cinco pessoas expostas a um gato com esporotricose (Read et al.,

1982). Entretanto, epidemias envolvendo um grande nimero de pessoas e uma
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grande amplitude geografica ndo existiam e eram consideradas raras. Até
entdo, a contaminacdo ainda ocorria principalmente por meio de fontes
ambientais (Brown et al., 1947; Dixon et al.,1991). E o que deixa claro a
literatura, onde os registros até entdo existentes de outra via de transmissao,
como no caso da zoonotica, eram apenas de pequenos surtos com rapido
controle e baixissima proliferacdo. Com destaque, para o relato documentado
no Brasil, em Sdo Paulo (SP) de quatro gatos e trés humanos que foram

diagnosticados com esporotricose (Marques et al., 1993).

Esse cenario comecou a mudar quando no Brasil, especificamente no
Estado do Rio de Janeiro (RJ),ocorreu um grande surto de esporotricose
transmitida para humanos via arranhadura ou mordedura de gatos no ano de
1998. No periodo compreendido entre 1987-1997, antes do grande surto,
apenas 13 casos de esporotricose humana foram registrados pelo Instituto
Evandro Chagas (IEC), RJ. Apenas dois desses pacientes, um em 1991 e o
outro em 1997, relataram que suas lesfes surgiram em locais que foram
anteriormente arranhados por gatos (Barros et al., 2001). Essa incidéncia logo
mudaria no primeiro ano do surto em 1998, quando nove casos de
esporotricose humana foram observados, dos quais, trés reportaram
arranhadura de gato e apresentaram lesdes cutaneas. Desde entdo, de 1998
até 2004, cresceu vertiginosamente o numero de individuos afetados, incidindo
em 759 humanos, 1.503 gatos suspeitos e 64 gatos diagnosticados com
esporotricose pelo IEC (Schubach et al., 2008). Tornando a cidade do Rio de
Janeiro o centro de uma epidemia de esporotricose. O isolamento de S.
schenckii das lesGes cutaneas e dos fragmentos das unhas dos gatos trouxe a
tona a hipbétese de transmissdo zoonética através da mordedura ou

arranhadura dos felinos (Schubach et al., 2001; Oliveira et al., 2019).

No cenario atual, existem mais de 5.000 casos de esporotricose
registrados, fazendo com que essa micose esteja entre as principais causas

infecciosas de hospitalizacdo e mortalidade no Rio de Janeiro (RJ). Pacientes
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portadores de HIV apresentam-se como individuos com maior risco de evoluir a
obito. (Freitas et al., 2012; Rodrigues et al., 2020).

Em relac@o a outras localidades do territério brasileiro, observa-se um
processo de expansao geografica da doenca. Na regiao nordeste, por exemplo,
a esporotricose era relatada em casos pontuais (Filgueira, 2009; Nunes et al.,
2011; Araujo et al., 2016). Entretanto, no estado de Pernambuco, Silva (2019),
registrou um surto de esporotricose felina na regido metropolitana do Recife e,
paralelamente, Lacerda-Filho (2019) retratou o primeiro caso de transmissao
zoonodtica na regido. Um paciente jovem com prévio contato com gato,
apresentou um caso atipico de esporotricose ocular. Desde entdo, outros casos
séo retratados na literatura, como por exemplo, 4 pacientes com esporotricose
transmitida por gatos, que apresentaram uma manifestacdo clinica mais grave,
a esporotricose disseminada (Valeriano et al., 2020). Ainda, um quadro de
apresentacao clinica distinto, onde 10 pacientes foram diagnosticados com
sindrome de sweet foi descrito (Lima et al., 2020). Recentemente, Bento
(2021), retratou a propagacdo da esporotricose no estado do Rio Grande do
Norte. No perido compreendido entre outubro de 2016 a dezembro de 2019,
122 pacientes foram diagnosticados com esporotricose, dentre estes, 115
relataram contato prévio com gatos. Diante do exposto, a esporotricose
configura-se como uma doenca tropical negligenciada e de incidéncia

crescente no Brasil (Bento et al., 2021).

3.7 ESPOROTRICOSE EM GATOS E CAES

Nos ultimos anos, a rota classica de contaminacdo da esporotricose
sofreu mudancas. O surto registrado no Rio de Janeiro, trouxe para 0 cenario
epidemiolégico uma nova rota de contaminacdo através de animais, com
destaque para os felinos. De acordo com o Instituto Evandro Chagas (IPEC)/
Fundagdo Oswaldo Cruz, entre 1998, inicio do surto, até 2011, um total de

7

3.804 gatos foram contaminados. A esporotricose em gatos € relatada em
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outras partes do globo terrestre, entretanto, nenhum surto como o ocorrido no
Brasil havia acontecido. A manifestacdo clinica da esporotricose em gatos é
ampla e pode variar entre formas subclinicas até progressdo para multiplas
lesbes cutaneas, podendo se tornar sistémicas. No geral, gatos machos,
adultos, ndo castrados séo os mais afetados, as principais regides acometidas
pela esporotricose sédo a cabeca (nariz), geralmente com mdltiplas lesdes (Fig
3). As lesBes cutaneas multiplas sé@o caracteristicas e envolvem a mucosa do
trato respiratério do animal. O tratamento da esporotricose felina € longo e de
dificil continuidade, requerendo persisténcia por parte dos proprietario e/ou
cuidadores (Gremido et al., 2015). Infelizmente, nem todos os gatos repondem

bem a terapéutica.

Figura 3: Esporotricose felina em a) lesbes faciais e em b) ulceracdo no nariz.

Fonte: Gremido et al (2015).

A esporotricose felina foi pela primeira vez relatada em 1971 por Werner
e colaboradores (Werner et al., 1971). Estudos posteriores foram realizados na
Califérnia, um grupo de diferentes espécies de mamiferos diagnosticados com
esporotricose foram avaliados, dos 23 casos, 14 eram gatos. Sem duvida,fica

claro, que os gatos sdo comumente os mais afetados (Crothers et al., 2009).

Ainda, durante o grande surto ocorrido no Brasil, os cdes apareceram
entre os animais afetados, mesmo que em menor quantidade quando

comparado com os gatos. Entre 1998 até 2014, 244 céaes foram diagnosticados
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com esporotricose no Rio de Janeiro. Entretanto, a transmissdo zoonotica
através dos cdes néo foi relatada durante o surto no Rio de Janeiro. Os cdes
apresentam uma baixa carga fangica nas suas lesfes, isso pode explicar o fato
de ndo serem considerados transmissores da esporotricose para humanos
(Montenegro et al., 2014; Gremi&o et al., 2017). E em cerca de 80 % dos
casos, os cdes foram infectados por entrarem em contato com gatos
contaminados. A forma cutdnea é a mais frequentemente descrita em caes,
Ulceras e/ou nédulos na cabeca, orelha pescoco, costas e torax sdo 0s sinais
clinicos encontrados. Sinais extracutaneos com envolvimento de sintomas
respiratorios (espirros, dispneias e corrimento nasal) também podem ser
observados. Por ultimo, na maioria dos casos, encontra-se a manifestacao da
linfadenite (Viana et al., 2018).
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Aim: Cases of sporotrichosis are emerging in several states of Brazil, especially in the southeast.
Recently, sporotrichosis has been reported in the state of Pernambuco in the northeastern region.
Therefore, the goal of this study was to shed new light on sporotrichosis regarding the geographical
distribution of human cases, and provide an overview of sporotrichosis associated with zoonotic
transmission .Patients & Methods: From March 2017 to November 2019, 179 patients were diagnosed
with sporotrichosis. Georeferencing analysis, spatial distribution, and epidemiological features of all
cases were described. Results: Our data show the dynamics of accelerated transmission of
sporotrichosis across urban and coastal areas of the state of Pernambuco. Conclusion: There is a need
to decentralize health services and implement One Health approaches to this emerging disease.

Keywords: Sporothrix, georeferencing, epidemiology, socio-economic conditions.
Introduction:

Sporotrichosis is a disease with global distribution and high incidence in tropical and subtropical
areas[1][2][3]. Currently, it is considered endemic in Latin America and Asia[4][5],and causes
cutaneous(fixed, lymphocutaneous, and disseminated), and extracutaneous (ocular, pulmonary,
neurological, osteo-articular, and immunoreactive) infections of bydimorphic fungus of Sporothrix
genus. Usually, the infection consists of suppurating subcutaneous nodules located near lymphatic
channels. In some cases, it can spread to other organs and promote disseminated infection[6].

The fungal agent Sporothrix schenckii was considered a single species until 2007 when
Marimon and coworkers described three new cryptic species: (I) Sporothrixbrasiliensis; (l1) S. globosa,
e (1) S. mexicana[7]. Since then, some studies have proposed a taxonomic revision, and three more
species associated with clinical cases have been reported: Sporothrix pallida, Sporothrix chilensis [8][9],
and Sporothrix luriei[10]. Sporothrix schenckii (senso stricto), S. brasiliensis, S. globosa, and S. luriei make
up the pathogenic clade of the genus Sporothrix[11][12].

Sporotrichosis was a mycosis known as rose gardeners disease because pathogen inoculation
occurred mainly through contaminated soil and plants, such as in the case of rose thorn wounds[13].
However, the scenario has changed from small to large outbreaks due to zoonotic transmission[11][14].
Primarily, in Rio de Janeiro (RJ), Brazil, more than 5,000 cases of animal contamination with zoonotic
transmission have been registered since 1998. This transmission is spread from contaminated cats to
humans through scratching or biting, contact with secretions from ulcerated lesions, and through feline
respiratory secretions during coughing and sneezing, and the most prevalent species is the S.
brasiliensis[15][16].

A more recent sporotrichosis endemic area in Brazil is the northeast region, in particular the
state of Pernambuco (PE), and this area is associated with zoonotic transmission, which has been
officially reported since becoming a mandatory notification in 2015[17][18][19][20]. Nevertheless, few
states in Brazil require compulsory notification of this disease at the moment [20]. Unfortunately, the
expansion of sporotrichosis involves precarious sanitary and social conditions all over the country.
Furthermore, high reproductive rates of felines facilitate the spread of the fungus even more. According
to the last national health survey carried out by the Brazilian Institute for Geography and Statistics
(IBGE, Ministry of Economy, Brazil), the northeast region has about 7,384,110 cats, being the region of
Brazil with the highest number of felines. In Pernambuco there are 927,127 cats. We believe that these
numbers are another justification for the increase in human sporotrichosis in our state[21].

The early 21st century was very important for the study of sporotrichosis because global
epidemiological data were described[1][4][11][14][16][20][22][23][24]. An outbreak of feline
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sporotrichosis in northeastern Brazil was reported for the first time in 2018 [17]. However, there are no
studies that describe the human sporotrichosis profile and epidemiological data in this region[18][19].
Therefore, in this article we shed new light on sporotrichosis in Pernambuco (PE) regarding the
geographical distribution of human cases, and provide an overview of sporotrichosis with zoonotic
transmission in the state of PE. Geoprocessing tools were used for the sporotrichosis geo-epidemiology
study and obtained from geoprocess maps.

Materials & Methods
Ethics statements

This research was submitted to the Human Research Ethics Committee of the Center for Health
Sciences at the Federal University of Pernambuco (UFPE, Brazil) under protocol CAAE
70369117.5.0000.5208, and received approval under protocol number 071133/2017. Moreover, it is in
accordance with the Helsinki declaration.

Design and site of study

This is a retrospective and descriptive study with data collection from medical records and
laboratory reports over 31 months. The study took place at the Hospital of Clinics (HC/UFPE) in the city
of Recife, State of Pernambuco, northeastern Brazil. HC/UFPE is the teaching hospital of the Federal
University of Pernambuco and has 418 beds. Analysis was performed by outpatient data access from
patients attended by the Dermatological Service at the HC/UFPE, from March 1st, 2017 to November
30th, 2019. The Dermatological Service attends patients from all over the state of Pernambuco with a
flow of between 900 and 1,000 patients per month. The patients were diagnosed with sporotrichosis by
association between clinical features and laboratorial data, such as direct microscopic examination,
fungal culture on Mycosel agar, and histopathological analyses.

The state of Pernambuco, Brazil, covers an area of 98,068,021 km? with an estimated
population of 9,473,266 in habitants (Figure 1). Its urbanization rate corresponds to 80,17% of the
whole population, so the majority of citizens, around 7,052,210 million people, live in urban areas.
Pernambuco concentrates 35% of the gross domestic product (GDP) of the northeastern region. This
wealth is distributed between 185 municipalities. The metropolitan region of the state capital, Recife, is
composed of 15 cities, namely Abreu e Lima, Aragoiaba, Cabo de Santo Agostinho, Camaragibe, Goiana,
Igarassu, llha de Itamaraca, Ipojuca, Itapissuma, Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Olinda, Paulista, Sdo
Lourengo da Mata and Recife,which, being the capital, enjoys the most socio-economic development in
the state. Pernambuco’s climate is humid tropical in the coastal areas and semi-arid in the countryside.
Its Human Development Index (IDH) is 0.673, considered medium in the total IDH range when compared
with other states of Brazil. However, its Gini Index is 0.62 and demonstrates the high vulnerability and
inequality of the population. Residents of the state are 48.1% male and 51.9% female, and 70% are in
the age group between 15 and 64 years old. The data were obtained from the Brazilian Institute for
Geography and Statistics (IBGE)[21].

Georeferencing spatial analysis
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Individual addresses of patients with clinically proven sporotrichosis were obtained from
medical records and used for georeferencing analysis. Free Google Earth Pro software was applied for
the identification of latitude and longitude parameters. Afterwards, the Latlong online geographic tool
(www.latlong.net)was used for inserting coordinates of each patient’s address in a shapefile of
Pernambuco. Digital localization was displayed on a map and marker point centers were exhibited for
locations. This shapefile is used in Geographic Information System (GIS) environments. The map showed
absolute frequency of cases in the municipalities of Pernambuco.

Statistics Data

The tables describe qualitative variables, and statistical data was performed using absolute and
relative frequencies. Quantitative variables were performed using mean and standard deviation. The
calculation regarding the increase in cases was carried out using a simple mathematical rule of three,
with March 1%, 2017 as a starting point. Data were obtained from medical records at the Dermatological
Service of the Hospital of Clinics of Pernambuco, Brazil.

Results

The expansion and growth trend of sporotrichosis in Pernambuco between March 1st, 2017
and November 30th, 2019 is shown in Table 1 and Figure 2 respectively. During this time the
Dermatological Service at the HC/UFPE reported 179 cases confirmed by fungal culture. In 2018 an
increase of 163% in the number of sporotrichosis cases compared to 2017 occurred. The increase was
more discreet in 2019, reaching 33.33% in comparison with 2017.

Georeferencing study from these data was carried out to contribute to the understanding of
geographical sporotrichosis expansion and zoonotic transmission, as shown in Figure 3. It can be seen
that municipalities of the metropolitan region of the state capital and their coastal areas host the largest
number of sporotrichosis cases. The main urban areas affected were the cities of Recife with 46.4%
(83/179) of the patients notified, and Olinda with 17.3% (31/179), as summarized in Table 2.

Regarding education, our data are confirmed by IBGE, where 45.8% (82/179) of patients
affected by sporotrichosis finished high school (Table 3). Only 11.7% (21/179) of the patients had a first
degree, and we believe that this percentage is related to the fact that healthcare is carried out by the
Brazilian Public Health System, namely SUS, and is sought more by low-income people.

In our study, we found that most patients (91.1 %; 163/179) diagnosed with sporotrichosis had
previous contact with sick cats through scratching or biting (Table 3). Regarding gender and age, males
represented 29.05% (52/179) of our patients, females 70.95% (127/179), both with an average age
of 42.7 years (Table 3).

Sixty-six per cent (119/179) of sporotrichosis patients attended in the Dermatological Service at
the HC/UFPE were diagnosed with lymphocutaneous form, with an average time of 5.5 weeks for
seeking medical and therapeutic assistance, as shown in Table 3. The fixed form was the second most
reported form with 29% (52/179) of cases, and consisted of a single lesion without spreading through
lymphatic channels. The disseminated form was the least reported in our patients, with only 4.4%
(8/179). In accordance with current guidelines most patients received itraconazole (94.97%; 170/179).
The antifungal drugs used are summarized in Table 3. All the patients recovered and were discharged.
Discussion
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Reported cases of feline sporotrichosis and human outbreaks related to zoonotic transmission
were described for the first time in Brazil during 1998 [14][22][23][24]. Since then, geographical
expansion of sporotrichosis has occurred in the whole country [25]. However, many regions only report
feline cases, and zoonotic transmission to humans probably goes unnoticed [11].

The number of cases diagnosed at the Dermatological Service/HC/UFPE increased between
2015 and 2018, and the fall thereafter, may reflect the decentralization of healthcare for cases of
sporotrichosis to the municipal level, which started in mid 2018. Another reason is the One Health
approaches implemented by the government of the State of Pernambuco for epizooty control. Even so,
it shows that expansion continued in the state with a significant emerging trend of human outbreaks.

Socio-economic issues, poverty, urban agglomeration, and poor basic sanitation could be the
main causes of expansion and increase in sporotrichosis in Pernambuco, as argued by Gremido et al. [20]

regarding the endemic area of Rio de Janeiro. In addition, low per capita income is a feature of the
population, and contributes to the vulnerability of patients with sporotrichosis. According to IBGE, more
than half of adults in Brazil have not completed high school, around 51.2% and equivalent to 69.5 million
people [21]. It is noteworthy that the Brazilian northeast presents the worst literacy rates in the country.
Many epidemiological studies show that in some countries sporotrichosis is predominantly
associated with agricultural and gardening activities, and men are most affected [1][26]. However, it is
important to emphasize that there is considerable variation in world population contexts. For example,
in Brazil the biggest sporotrichosis outbreak started in 1998 in the state of Rio de Janeiro, and was
related to zoonotic transmission through felines. The vast majority of infections were in women who
had contact with domestic cats [14][15][19][20].

The predominance of human sporotrichosis in adult women is reported by other research,
such as that regarding endemic sporotrichosis in Rio de Janeiro[27][28]. Adult women do
household tasks and look after their cats at home, so zoonotic transmission can occur easily.
When domestic cats are infected women are exposed to the disease because they take care of
their injuries, and usually clean the cat’s sleeping place. They often report having been scratched
and bitten in an attempt to offer the animal medication. Another reason that we believe
contributes to women being reported as the sex most affected by human sporotrichosis is that,
traditionally, they seek medical care more quickly and frequently. On the other hand, men tend to
neglect health assistance. However, it is important to highlight that in several studies men who
work in gardening and farming are the most affected[29][30].

Sick cats, mainly male, not neutered and strays, can become vectors for humans. Hiding in
plants, digging holes and covering their faeces with soil, marking territory with their claws on trees, and
fighting or playing with each other, are the ways in which cats become infected[31]. Furthermore,
studies prove the presence of Sporothrix spp. not only in the cat’s lesions, but also in its oral cavity and
nails [32][33]. One hypothesis for the outbreak in northeastern Brazil is environmental characteristics
favorable to the growth of the fungus, with average temperatures of 25-27 °C, and humidity above 80%
[20]. Another reason that could help to explain the zoonotic transmission and consequent outbreak of
sporotrichosis in Pernambuco is related to tourism. In our state there are many attractive beaches for
tourists, and during the summer season there is a substantial increase in the local population of these
coastal regions. Nonetheless, at the end of the summer many animals are abandoned by visitors, the
vast majority without being neutered, which quickly increases the cat population[34].

The species isolated from this study have not been identified yet However, we believe that
most cases will be related to Sporothrix brasiliensis, according to some identifications published by our
research group [17][18][19]. Nevertheless, the possibility of the introduction and circulation of different
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species belonging to the pathogenic clade of Sporothrix can be related to the increase in the number of
cases in Pernambuco, as observed in Rio de Janeiro. Genomic identifications in further studies must be
prioritized.

Several studies point out that the main clinical manifestation of sporotrichosis is
lymphocutaneous form in 80% of cases, and lesions appear from 2 to 4 weeks after trauma with
papulonodular appearance and ulceration tendency associated with the release of purulent secretion in
immunocompetent patients [23][24][35]. Otherwise, the disseminated form is identified as multiple
lesions that appear at the same time, and usually affects immunosuppressed patients [26][27].
However, our research group has published disseminated sporotrichosis cases in immunocompetent
individuals as a result of contact with cats [17][18][19]. The frequency in our findings is in accordance
with several epidemiological studies [1][29][30][31][36].

The prevalence of lymphocutaneous form within the Brazilian population may be related to
certain factors, such as the size and depth of the inoculum transmitted by cats’ scratches or bites, the
strain’s resistance to heat, and the host’s immune response. Mackinnon et al. [37] point out the
influence of climate on the appearance of one clinical manifestation over the other. In this study,
Uruguay, México and the United States of America presented incidences of lymphocutaneous form
greater than 80%, while in Colombia and Venezuela fixed forms predominated. The conclusion is that
possibly variations in temperatures may have an influence on sporotrichosis, and high temperatures can
inhibit fungal growth, or at least its spread. However, no seasonal difference has been described by
other researchers [38].

Conclusion

This work is the first to present a retrospective study to describe the geo-epidemiological
characteristics of sporotrichosis in the state of Pernambuco. There is still a lot to do for a complete
epidemiological view of sporotrichosis in our state and georeferencing data should be improved.
However, our study is a pioneer in showing the scenario of the spread of sporotrichosis in humans,
primarily transmitted by sick domestic cats. In some aspects, we find many similarities with other
studies performed in Brazil. For example, our data demonstrate that women are the most affected by
sporotrichosis, and the main clinical manifestation is lymphocutaneous form. Moreover, the increase in
cases in the region occurred due to zoonotic transmission, similar to the situation in the state of Rio de
Janeiro, Brazil, and the time to seek assistance was an average 5.5 weeks between contact with the
fungus and the appearance of the lesion. We conclude that Itraconazole has been widely used due to its
known safety and effectiveness in the treatment of sporotrichosis and its availability in the public health
system in Pernambuco. In addition, healthcare decentralization for diagnosis and treatment, and the
achievement of One Health approaches for epizooty control have been important public health
measures taken by government institutions. Lastly, animals abandoned by their owners and tourists in
coastal areas can be another reason for the increase in sporotrichosis cases in Pernambuco.

Future Perspective+
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We believe that northeastern Brazil is the newest sporotrichosis hotspot, and only two out of
nine states in this region have included sporotrichosis as a notifiable disease. From our point of view,
the clinical-epidemiological status of sporotrichosis will be better clarified in the future, and this study
will have been a pioneer in establishing profiles and providing georeferencing data. This can help in
choosing sanitary measures by public health authorities. Furthermore, we emphasize the importance of
antifungal susceptibility-focused research which we believe will increase in the next few years to
improve management of the disease, mainly in cases of the disseminated and atypical forms.

Summary Points:

e First demonstration of a sporotrichosis epidemic in northeastern Brazil with an increase of 163%
between 2017 and 2018.

¢ The first-line drug chosen for treatment was itraconazole in almost 95% of cases.

¢ The inclusion of human sporotrichosis in the notifiable diseases list in 2015 has not been enough
to control the spread of this disease.

¢ Ninety-one per cent of patients reported previous contact with cats.

¢ A comprehensive sporotrichosis control program involving humans and animal cases is mandatory

to solve this issue.
¢ Updates on sporotrichosis outbreaks that are ongoing in other northeastern states are needed to

help set a national public health policy.

Figure/Table legends

Figure 1: Map of the state of Pernambuco, Brazil.

Figure 2. Trendline growth based on human cases of sporotrichosis diagnosed by the Dermatological

Service at the Hospital of Clinics/Federal University of Pernambuco from 2015 to 2019.

Figure 3. Geographical expansion of sporotrichosis in the state of Pernambuco, northeastern Bratzil,
according to the dwelling place of patients attended by the Dermatological Service at the HC/UFPE,

from 2017 to 2019.

Table 1: Increase in sporotrichosis cases in patients attended by the Dermatological Service at the

Hospital of Clinics/Federal University of Pernambuco from 2016 to 2019.

Table 2: Distribution of human sporotrichosis cases in Pernambuco, according to the municipality of

residence, from patients attended by the Dermatological Service at the HC/UFPE, from 2017 to 2019.

Table 3: Epidemiological and educational features of human sporotrichosis cases attended by

the Dermatological Service at the HC/UFPE, Pernambuco, Brazil, between 2017 and 2019.
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Figure 1: Map of the state of Pernambuco, Brazil.
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Figure 2. Trendline growth based on human cases of sporotrichosis diagnosed by the Dermatological

Service at the Hospital of Clinics/Federal University of Pernambuco from 2015 to 2019.
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Figure 3. Geographical expansion of sporotrichosis in the state of Pernambuco, northeastern Brazil,
according to the dwelling place of patients attended by the Dermatological Service at the HC/UFPE,
from 2017 to 2019.
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Table 1. Increase in sporotrichosis cases in patients attended by the Dermatological Service at the Hospital of

Clinics/Federal University of Pernambuco (2016-2019).

Yoar Cases/yoor Caver/month Increase in percentage from 2017
2016 B 0.7%

2017" 36 3

2018 95 7.81 1639

2019° 48 4 33.33%

'Starts from March 2017
‘Until November 2019



Table 2. Distribution of human sporotrichosis cases in Pernambuco

78

, according to municipality, from patients attended by

the Dermatological Service at the HC/UFPE (2017-2019).
Municipatity

Abreu @ Lima

Agua Preta

Cabo de Santo Agostinho
Camaragibe

Carpina

lgarassu

lpojuca

Jaboats o dos Guararapes
Olinda

Paulista

Recile

Vitaria de Santo Antao

o
@ o
-

10.6%
0.6%
0.6x
0.6%
10.1%
17.3%

46,43
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Table 3. Epidemiological and educational features of human sporotrichosis cases attended by the Dermatological

Service at the HC/UFPE, Pernambuco, Brazil, (2017-2019).

Epidemiological data of patients Number of patients Percentage
Sex 12752 70.95%29.05%
Female

Male

Contact with sick cats by scratching or biting 163 91.1%
Education

|lliterate 4 2.2%

Literate 40 22.3%

Basic education 32 17.9%

High school 82 45 8%
Undergraduate higher education (first degree) 21 11.7%

Clinical manifestation

Fixed 52 29.05%
Lymphocutaneous 19 66, 48%
Disseminated g 4.47%
Average age - 42.7 years (SD: 17.4)
Average time to seek assistance - 5.5 weeks

Antifungal therapy

ltraconazole 170 04.97%
Terbinafine 7 3%
Potassium iodide saturated solution 1 0.56%

Amphotericin B deoxycolate 1 0.56%
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1- Introducéo:

A espectrometria de massa de tempo de voo com dessorgdo por
ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) € uma técnica fisico-
qguimica usada para identificacdo microbiana em laboratérios de microbiologia
clinica e esta substituindo progressivamente os métodos de identificacdo
bioquimica e fenotipica (Florio et al., 2018; Kostrzew e Soren, 2017). MALDI-
TOF MS fornece uma nova abordagem para identificacdo rapida, precisa e
econdmica de bactérias e fungos. As impressdes digitais do espectro de
massas sao geradas criando uma assinatura Unica para cada microrganismo,
resultando na identificagcdo microbiana precisa aos niveis taxondémicos de
género e espécie e também podem ser usadas para tipagem e identificacao de
cepas (Patel, 2015). A andlise do espectro é geralmente obtida entre 2 e 20
KDa, esta; faixa de massa que corresponde principalmente as proteinas
ribossomais (Ryszhov e Fenselau, 2001).

A analise clinica laboratorial classica por MALDI-TOF MS envolve a
identificacdo de bactérias e leveduras diretamente de colbnias cultivadas em
placas de cultura. No entanto, novas perspectivas de identificacdo de
patogenos diretamente de hemoculturas positivas, urina e liquido
cefalorraquidiano sao possiveis (Oya, 2018; Wei et al., 2019; Noll at al., 2020).
Esta abordagem é muito importante porque a oportunidade e a rapidez no
diagndstico de infec¢cdes microbianas diminuem a mortalidade e o tempo de
hospitalizacdo, especialmente em casos com urgéncia clinica e infecgcdes com
risco de morte (Florio et al., 2018; Hou et al., 2019). Em especial, as infeccdes
fungicas aumentaram nas Ultimas décadas e o MALDI-TOF MS €& uma
ferramenta de rapida identificacdo em uma rotina clinica, principalmente
guando a identificacdo usual baseada em caracteristicas fenotipicas muitas
vezes é inconclusiva (Oliveira et al., 2015).

O Brasil experimenta uma expansdo geografica da esporotricose
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zoonoética em todo o pais. Desde 1998, foram relatadas altas taxas de casos
humanos de esporotricose. Durante 1998-2015 foram registrados
aproximadamente 5.000 casos no estado do Rio de Janeiro e esses niumeros
ndo representam a totalidade da esporotricose humana em todo o territério
brasileiro (Gremido et al., 2020). A esporotricose é uma micose subcutanea
causada por diversos fungos termodimorficos do género Sporothrix (Queiroz-
Telles et al., 2019)

Nesse contexto, aplicar o uso de MALDI-TOF MS tende a ser uma boa
estratégia para o diagnostico rapido de casos de esporotricose (Matos et al.,
2020; Rychert, 2019). Assim, no presente artigo, propomos um novo protocolo
para diagnéstico da esporotricose e identificacdo da espécie de Sporothrix
diretamente a partir de amostras de pele de pacientes obtidas por biopsia, as
analises foram pioneiras e trazem uma nova perspectiva no diagnéstico da
doenca esporotricose. Este estudo foi realizado com pacientes do Hospital das
Clinicas (HC / UFPE) da cidade de Recife, Estado de Pernambuco, nordeste do

Brasil, uma nova area com ocorréncia de surtos de esporotricose.
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2- Materiais e Métodos
2.1 - Aspectos éticos e desenho do estudo

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE, Brasil) sob o protocolo CAAE 70369117.5.0000.5208,
recebendo aprovacdo sob o protocolo nimero 071133/2017. O estudo foi
conduzido de acordo com a declaracao de Helsinki.

Este foi um estudo experimental e descritivo do tipo prospectivo, que
incluiu casos de esporotricose no Servigco de Referéncia em Dermatologia do
Hospital das Clinicas de Pernambuco (Dermatologia/HC/UFPE), entre Janeiro
de 2020 e Outubro de 2021.

2.2 Reagentes

Agar Mycosel foi obtido da Difco ™, Sparks, NV, EUA, dodecil sulfato de
sédio (SDS), tris-base (99,9% de pureza), acido cloridrico (HCL), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), (3-[(3-colamidopropil)-dimetilambnio]-
propano (CHAPS), foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA), DTT
(dithiothretiol), isotiocianato de guanidina, cloreto de calcio (CaClz), cloreto de
sédio (NacCl), acetona (99,9% de pureza), saponina e tripsina foram obtidos da
Termo Fischer Scientific (EUA), ureia, tioureia, acido tricloroacético
(TCA),foram obtidos da Merck (DE).

2.3 - Obtencéao e processamento das amostras clinicas

As amostras clinicas foram obtidas de cinco pacientes na
Dermatologia/HC/UFPE. Dois fragmentos de pele obtidos com punch
dermatolégico de 4mm foram utilizados para o diagnostico laboratorial
micologico tradicional (exame direto e cultura) e metodologias para avaliacdo

protedmica por MALDI-TOF MS. Um fragmento de uma regido da pele
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notadamente sadia foi obtido, como controle do perfil proted6mico do hospedeiro
humano. Para o diagndstico tradicional, as amostras clinicas serdo semeadas
em duplicata em meio agar Mycosel, mantidas a temperatura de 25-28° por até
15 dias. Apoés o surgimento das colbnias estas foram purificadas e identificadas
por macro e micromorfologia (Valeriano et al., 2020), além do sequenciamento
parcial do gene calmodulina (CAL) (Rodrigues et al., 2015).

2.4 - Desnaturacao e digestao enzimatica dos espécimes clinicos de

pacientes com esporotricose

Os fragmentos de pele foram colocados em eppendorfs® e tratados com
trés tipos diferentes de tampdes: 1) 100ul de tampéo alcalino de dodecil sulfato
de sodio (5% de SDS, 50mM Tris-HCL (Ph:8,5), 0,15 M de NaCl 0,1mM de
EDTA, 35mM de DTT (dithiothretiol); 2) 100ul de (3-[(3-colamidopropil)-
dimetilaménio]-propano (CHAPS) [7M de ureia, 2M Tioureia, 4% CHAPS, 1%
de DTT (dithiothretiol)] e 3) Saponina a 1% (em H20). Como uma outra
proposta foi realizado a mistura 1:1 de tamp&do CHAPS e Saponina durante 0s
experimentos. Em seguida, foram submetidos a intensa agitacdo Vvia
FastPrep™ durante 3 minutos com posterior realizacdo de um tratamento
térmico das amostras para efetivacdo da lise celular e desnaturacdo das
proteases liberadas durante o processo (banho maria a 70 °C durante 10
minutos). O protocolo de preciptacdo das proteinas foi realizado de acordo
Isaacson (2006) com modificacdo de Niu (2018). As solucdes resultantes foram
centrifugada a 3.000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante transferido para
eppendorfs® limpos, sendo adicionado 100ul de acido tricloroacético (20% de
TCA/acetona (1:1, v/v, com um final de 10% de TCA / 50% de acetona), as
misturas foram colocadas em gelo por 5 min, centrifugadas a 15.000 RPM por
3 min e os sobrenadantes descartados. Os pellets de proteinas foram lavados
com 100ul de acetona a 80% cada, para remocao dos resquicios de SDS,
CHAPS, Saponina e TCA, seguido por centrifugacdo a 15.000 RPM por 3

min. A etapa de lavagem foi repetida por trés vezes consecutivas.
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Apébs isso, os eppendorfs foram deixados a temperatura ambiente para
evaporacao da acetona (1-3 minuos) e em seguida adicionou-se uma solucéo
de 50ul de tampéo de guanidina (2 M de isotiocianato de guanidina, 10mM de
DTT em Tris-CaClz [50mM de Tris, 10mM de CaClz], Ph 7,6) para dissolucao
dos pellets. Por ultimo, foi realizado, em uma parte das amostragens, um

tratamento para digestdo enzimética com tripsina (50ug/ml) (Figura 1).

Figura 1: Esquematizacao do processo de obtencdo da amostra clinica e as

etapas subsequentes para obtencéo do perfil protedmico.

B W &
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2.4 - Obtencéao de espectros protedmicos

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), utilizando o MALDI-TOF MS
(MALDI-TOF Autoflex 1l laser nd:yag smartbean, Bruker Daltonics Inc.
USA/Germany) para ionizacdo de proteinas ribossomais e estruturais das
diferentes amostras descritas anteriormente. Alicotou-se 1uL que foi
dispensado em duplicata nos spots da placa em metal polido (Polished Steel
Target, Bruker Daltonics, Bremem, Germany). A matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico foi posteriormente adicionada. A variagdo de massas entre
2.000 a 20.000 Da foi registrada usando modo linear com pulso de 104 ns em
uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados através da soma de
500 tiros de laser acumulados por perfil e 6 perfis produzidos por amostra,

levando a um total de 3.000 disparos de laser somados por espectro.

A identificacdo das amostras foi realizada de acordo com as pontuacdes
estabelecidas pelo fabrincante: <1,699: ndo identificado de forma confiavel;
1.700-1.999: identificacdo em nivel de género; =2.000: identificagcdo em nivel
de espécie. As listas de picos foram exportadas e comparadas com o pacote
de software MALDI Biotyper ™ 3.1 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemanha) e a base de dados de proteinas do clado clinico de Sporothrix da

Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro.
4- Resultados e Discussao

Métodos que possibilitem a identificacdo e diferenciacdo de espécies
de Sporothrix sdo de grande importancia na pratica clinica em micologia, visto
gue, resultam em um diagndstico confidvel (Oliveira et al., 2015). Os dados
atuais de espectrometria de massas das diferentes espécies que causam a
esporotricose sdo baseados no prévio isolamento fungico em meio de cultura,
com posterior identificacdo a nivel de espécie através da analise protedbmica. A

possibilidade de uma analise direta realizada com fragmentos de tecido da area
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lesiodada pelo fungo possui carater inovador no campo da protebmica e,
também, no futuro clinico do diagnéstico da esporotricose. As areas do tecido
utilizadas para a pesquisa se encontram evidenciadas na Figura 2. A
confirmagéo laboratorial convencional foi realizada através do isolamento
fungico, com posterior obtencdo do laudo confirmatério para esporotricose
através de andlises fenotipicas.

Figura 2: Areas de coleta da amostragem tecidual: Pele sem les&o (SL) e

Pele lesionada (L).

Para a realizacdo dos experimentos, a escolha do tampéao de lise celular foi
considerada uma etapa crucial para que as proteinas de interesse
mantivessem sua conformacéo durante o todo processo. A adicdo de inibidores
de proteases nas solucdes tampéo se fez necessario para que a protedlise
protéica fosse evitada. Trés tipos diferentes de tampdes de lise celular foram
utilizados, sendo os primeiros resultados referentes ao uso do tampéo alcalino
de SDS, e os resultados posteriores se referem ao uso do CHAPS. Em uma
terceira proposta, utilizou-se a saponina, que desestabiliza a membrana
lipidica causando um dano irreversivel a células humanas (Baumann, 2000).
Adicionalmente, utilizou-se um disruptor celular mecéanico, FastPrep™, a
técnica consiste no uso de particulas de vidro para maximizar a
homogeneizagdo mecéanica do tecido, o equipamento realiza movimentos

tridimencionais e rapidos. A tecnologia FastPrep™ é adequada para diversos
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tipos de amostras, com obtencdo de sucesso para lise celular de leveduras,
fungos e bactérias (Grabski, 2009). Para promover a preciptacdo proteica,
aplicou-se um método adaptado de Niu (2018), TCA em acetona, realizado de
forma simples e direta, que minimiza a degradacao de proteinas e atividade de
proteases, reduzindo contaminantes como sais e polifendis na amostra. Com o
objetivo de se ter uma maior sensibilidade, realizou-se em algumas amostras
um tratamento de digestdo enzimatica, visto que, medicbes de massa de
peptideo séo preferiveis ao invés de massas intactas de proteina na analise

proteémica.

Os resultados obtidos no presente trabalho sé&o pioneiros, mesmo que, a
principio, ndo tenha ocorrido a identificacdo protedmica a nivel de espécie,
conforme objetivado. Os espectros iniciais adquiridos foram comparados em
um banco de dados interno de espectros MALDI e os resultados corroboram
para nao compatibilidade dos picos ibnicos obtidos com as massas
moleculares de Sporothrix spp. Algumas hipoteses foram levantadas para
explicar tal resultado, como a presenca de proteinas do hospedeiro humano
gue podem mascarar o perfil fingico do espectro e a biblioteca protedmica para

Sporothrix insuficiente para comparagdo com os resultados obtidos.

Os resultados das amostras dos pacientes obtidas e tratadas com tampao
alcalino de SDS se agrupam e nao se relacionam com o grupamento das
espécies de Sporothrix spp. contidas na biblioteca proteémica (Figura 3).
Entretanto, os espectros obtidos demonstram um determinado padrao
protedmico e alguns picos quando analisados separadamente se igualam

aqueles dos espectros fungicos de Sporothrix spp.
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Figura 3: Cladograma de verosimilhanca baseada na correlagdo de

Pearson construida com espectrometria de massas por MALDI-TOF MS.

Espectros das amostras clinicas referentes a utilizagdo do tampao alcalino SDS

estdo em cor vermelha e lilas (A e B) e espectros de referéncia de Sporothrix

spp. utilizados para comparacao estdo em destaque no interior dos retangulos.
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Figura 4: Perfis de espectros MALDI para diferentes tampdes utilizados e

das amostras controle (pele sem lesdo e contaminacdo flngica e/ou

bacteriana)
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Entretanto, espectros que evidenciam maior robustez na identificagdo do
agente etiol6gico foram obtidos com a utilizacdo dos outros dois tampdes de
lise, CHAPS e Saponina (Figura 4). A correlagao de Pearson, demonstrou que
ha indicios que as amostras dos pacientes estavam acometidas por Sporothrix
schenckii (Figura 5).

Dentre os tampbes utilizados, a saponina e o CHAPS, parecem ser a
melhor escolha. Entretanto, refinamentos metodoldgicos sdo necessarios para
afirmar com certeza tal premissa. Saponinas sao glicosideos de esteroides ou
de terpenos policiclicos, possuindo propiedades detergente e surfactante. A
utiizagdo da saponina é bem estabelecida na hemodlise de eritrocitos, o
glicosideo combina-se com moléculas de colesterol presentes nas membranas
das células, desestabilizando e promovendo a ruptura celular (Bissinger, 2014).
Em relacdo ao CHAPS, um detergente zwitteribnico, € amplamente utilizado
para romper suavemente e de maneira eficaz a membrana celular. CHAPS
destréi as interagdes proteina-proteina, mas € capaz de proteger o estado
nativo ou conformacéo proteica, sendo utilizado tanto para lise celular quanto

para purificacdo de proteinas (Labeta et al.,1988).

Figura 5: Cladograma de verosimilhanca baseada na correlacdo de
Pearson construida com espectrometria de massas por MALDI-TOF. Dados

referentes a utilizacdo dos tampdes CHAPS e Saponina.
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4- Conclusao
O presente trabalho trouxe a elaboragdo de um estudo pioneiro para o

estado de Pernambuco no que se refere ao status socioepidemiolégico da
esporotricose. Concluiu-se que a doenca esta em expansdo no estado e
apresenta padrdes similares a outros estudos, como por exemplo, a principal
manifestdo clinica ser a linfocutanea, as mulheres sendo mais afetadas e a
incidéncia crescente da doenca relacionar-se a condi¢cdes socioeconémicas
desfavoraveis. Em relacdo a propor a identificacdo de fungos do complexo
Sporothrix spp., a partir de material biolégico biopsiado, obteve-se resultados
promissores e inovadores no campo da protedmica. A metodologia aplicada
sera utilizada em estudos posteriores que irdo ser o caminho para continuidade
da pesquisa de biomarcadores proteicos diretamente de fragmentos de pele
para o diagndstico da esporotricose, que podera ser realizado de forma mais

rapida e precisa trazendo melhorias a saude publica.



