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Historico

1911 — 1°relato da doenca - SP S
1936 — Fonsecaea pedrosol 8
1954 — Cladosporium carrionii

Micose de Carrion, blastomicose negra, dermatite
verrucosa, micose de Lane-Pedroso, doenca de Fonseca,
figuelra, dentre outros

Classificacao internacional de doencas: CID-9 no 117.2,
CID 10-B43

1992 - Cromoblastomicose — consenso de micologistas
ISHAM (Sociedade Internacional de Micologia Animal
e Humana)

2017 — Doenca negligenciada - OMS




Minlatério da Seide

= Cromoblastomicose
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Micose subcuténea causada por implantacdo traumatica — contato
com o solo ou material vegetal contaminado com 0s agentes da
doenca

Fator de risco: atividades agricolas, extrativistas e de construcao civil
(trauma na pele)

Doenca negligenciada: afeta principalmente grupos de baixo nivel
socioeconOmico que vivem em ambientes rurais de areas de




A doenca tem como principais agentes etioldgicos:

*»Fonsecaea spp.
*»*Cladophialophora carrionii

“*Phialophora verrucosa

“sExophiala spp.

Figura 3. Agentes etiologicos da cromoblastomicose, A) Fonsecaeapedrosoi, B)
Piialophora verrucosa, C) Cladophialophoracarrioni ¢ D) Exophialaspinifera .Fontes: A)

) - - A L d Laboratd de Dermato-I logia; B £ 3 D
s*Rhinocladiella aquaspersa s, e, B S & B

“*Novas espécies: Cyphellophora ludoviensis e R. tropicalis

(Gomes, R R et al., 2016) _ _
No Brasil, os agentes da CBM mais frequentes

sdo espécies do género Fonsecaea



=—_  Epidemiologia mundial

» Doencga cosmopolita, com a maior prevaléncia em regides tropicais e subtropicais

« Entre os paises com climas temperados, houve relatos na Rassia, Canada, Finlandia,

Republica Tcheca, Roménia, Espanha e Poldnia, além de alta incidéncia no Japéo
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F. pedrosoi “ | F. pedrosoi
Phialophora verrucosa Exophalia sp.
F. monphora C. carrionii
F. pedrosoi
>500
F. pedrosoi F. monophora
=600 F/ nubica
Cases
B >s00
F. pedrosoi F. pedrosoi
! 190432 F. monophora C. carrionii
[] 50-99 >1,500 >2,500
[ ] 10-49
M -

[7] No reported cases

Cladophialophora carrioni - regides semi-aridas Fonsecaea pedrosoi - regides umidas



Minlatério da Sedde

=—.  Epldemiologia: Brasil

Evandro Chagas

 Brasil: ocorre na maioria dos estados, o pais com o segundo maior numero de casos, €
onde o estado do Para tem a maior prevaléncia (regido norte)
« Os trabalhadores agricolas, garimpeiros e madeireiros, predominantemente do sexo

masculino, com idade entre 20 e 60 anos, representam 90% dos casos
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Fundaglo Oswaldo Cruz

Manifestacoes clinicas

Figura 01. Diferentes aspectos clinicos das lesbes de cromoblastomicose. A) Lesdes

A — |esao verrucosa

B — lesdo verrucosa e nodular
C — leséo em placa

D — lesdo verrucosa

verrucosas, vegetantes com fibrose acentuada e atrofia cicatricial, B) Lesdes verrucosas e

nodulares, C) Lesdo em placa, psoriasiforme, D) Lesbdes verrucosas, E) Lesdes verrucosas e ~

nodulares, disseminadas pelo tegumento (SALGADO et al., 2005). E — Iesao Verrucosa e nOdUIar
Fonte: Arquivo do Laboratério de Dermato-imunologia. Pacientes atendidos na Unidade de

Referéncia em Dermatologia Sanitaria “Dr. Marcello Candia™.

Cutanea localizada

Anular Em placa

Figura 4. Diferentes formas clinicas da cromoblastomicose. Cutinea localizada anular (A), em placa (B) ou
nodular (C); cutanea difusa (D), sempre nodular. Todas as lesdes sdo verrucosas. Fontes: A) Salgado et al.
(2008); B), C) e D) Arquivo do Laboratorio de Dermato-Imunologia.



—— Graus de severidade

= As lesOes sdo classificadas de acordo com a sua gravidade: leve,
moderada e grave

Lesbes de CBM com diferentes graus de severidade. A. Forma
leve; B. Forma moderada; C. Forma grave. (QUEIROZ-TELLES
et al., Rev. 2017)

Tipos clinicos de lesdes de CBM. (A) Lesdo inicial com duracdo
de 3 meses na perna. (B) Les6es nodulares confluentes no joelho.
(C) Lesdao tumoral (semelhante a uma couve-flor) na parte
posterior do pé. (D) Lesdo cicatricial com verruga com contornos
serpiginosos e verrugosos. (E) Lesdo verrucosa hiperqueratosica
na sola do pé. (F) Lesdo de placa violacea macia na raiz da coxa.
(QUEIROZ-TELLES et al., Rev. 2017)



i Diagnaostico diferencial

Fundag8o Oswaldo Cruz :
Institsto Nacional & Infectelogh

Evandro Chagas

- 'f 5 BFVL -
A. Coccidioidomicose; B. paracoccidioidomicose; C. feohifomicose; D. esporotricose; E.
tuberculose verrucosa; F. doenca de Bowen; G. pé de musgo. (Adaptado de QUEIROZ-TELLES

et al., Rev. 2017)

O diagnostico de CBM deve ser confirmado por exame histopatoldgico ou micologico



=—_  Diagnostico: coleta

» Coleta de material - pus, tecido (biopsia) e exsudatos
» Acoleta deve ser realizada na area lesional rica em pontos negros

EXAME DIRETO
(KOH 10%)

Sabouraud agar 2% dextrose
Micosel agar

Fragmento de pele de paciente com suspeita
de CBM




Exame direto

Estrutura de resisténcia, evasao do Sl, intensa
resposta granulomatosa > presente em parasitismo
35-37°C

Corpos muriformes

A e B. Crescimento de Fonsecaea spp. em cultivo; C. Corpo
muriforme (aumento de 400x, microscopio e software Zeiss). Foto:
Coelho, R.A. / Barbedo, L.S. (2016)




BiE Diagnostico DIFERENCIAL

Fundaglo Oswaldo Cruz

Cromoblastomicose Feo-hifomicose

FUNGOS
NEGROS




i P Histopatoldgico
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Fonte: Queiroz-Telles et al, 2017



== Crescimento em cultivo

 Cultura:
Crescimento em torno de 7 a 15 dias de colonias escuras

»
~ I

CULTURA | ' L

Placa de petri com papel de fiitro

Suporte para 1aminas

» laminula
Quadrado de PDA

O aspecto microscopico da cultura ndo € o mesmo em todos 0s casos, sofrendo
variacoes na morfologia, fato que leva a identificacdo do género.



= Micromorfologia

Fundag8o Oswaldo Cruz
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 Diferentes tipos de conidiacio dos agentes de cromoblastomicose:

Fonsecfaqa-'type Rhinocladiellatype Phialophora-type
conidiation conidiation conidiation

Cladosporium-type
conidiation

A diferenciagao de géneros e espécies somente € possivel através de observacao microscopica das

Conidiogénese caracteristica
do género Cladosporium género Rhinocladiella



=—_ ldentificacao molecular

EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS1-5.8S-
ITS2 DO rDNA

i
Institsdo Nacional de Infectelogis

Evandro Chagas

JourNaL oF CLmIcaL MicroBIoLOGY, Aug. 2001, p. 2873-287% Vol. 39, No. 8
0095-1127/01/504.00+0 DOl 101128 CM.38.8.2873-28759.2001
Copytight @ 2001, American Socety for Mictobiology, Al Rights Reserved,

Detection and Identification of Fungal Pathogens by PCR and by ['TS2
and 5.8S Ribosomal DNA Typing in Ocular Infections

CONSUELO FERRER,™ FRANCISCA COLOM ? SUSANA FRASEE 2 EMILIA MULET?
10SE L. ABAD," anp JIORGE L. ALIOM

Depanamemo de Biologta Molecular, Instituto Ofmlmoﬂogrco de Alisante, 03015 Alicante,r and Div. Microbiologia,®
and Paelogin y Cirugia-Div, Chalmologia,® Universidad Miguel Hemindez, 03550 Alicante, Spain

As sequéncias foram
editadas usando o
- programa Sequencher
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& Nucleotide

Plataforma de Sequenciamento
Gendmico PDTIS/ Fiocruz
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Molecular ecology and pathogenic potential of Fonsecaea
species
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The genus Fonsecaea is revised on the basis of ribosomal DNA internal transcribed

spacer (ITS) sequence data. Two species are recognized, F. pedrosoi and the new
defined| F. monophora | The distinction between these species does not correspond

AJCM

Jounals ASM org

Fonsecaea pugnacius

informa
Medical Mycolagy September 2010, 48, 800-804 healthcare

Fonsecaea nubica [sp. nov, a new agent of human
chromoblastomycosis revealed using molecular data
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a Novel Agent of Disseminated

Chromoblastomycosis
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= Fonsecaea spp.

v'F. pedrosoi e F. nubica > CBM classica

v'F. monophora e F. pugnacius = neurotropismo, dissemina¢ao em outros 0rgaos,
ou feohifomicose (auséncia de corpo muriforme)

J Clin Microbicl. 2015 Aug; 33(8): 2674-2685. PMCID: PMC4508443
Published online 2015 Jun 17. doi: 10.1128/JCM.00837-15

Fonsecaea pugnacius, a Novel Agent of Disseminated Chromoblastomycosis

Conceiciio M. P. S. de Azevedo,® Renata R. Gomes,? Vania A, Vicente ®P Daniel W_C. L Santos.® Sirlei G. Marques,

Mariana M. F. do Nascimento,P Caroline E. W. Andrade ” Raimunda R Silva.® Flavic Queiroz-Telles,P€ and G. Sybren
b, f

de Hoog
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- Tratamento da CBM

| dloridrato de
, terbinafina

-

v ltraconazol
v" Terbinafina

= Tratamento longo e com altas taxas de recaida

= Distancia das unidades de saude e alto custo do tratamento
= Demora do diagnostico e inicio do tratamento

= Associacao de farmacos antifungicos

= Uso de metodos fisicos associados a terapia antifungica
1} \
4




Fundaglo Oswaldo Cruz

SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO AOS FARMACOS ANTIFUNGICOS

N&o ha padronizacdo para a determinacdo da susceptibilidade in vitro para agentes da
CBM

Determinar o perfil de susceptibilidade é importante para comparar os dados in vitro com
a resposta in vivo do paciente em relacdo ao farmaco de escolha para o tratamento




= Susceptibilidade in vitro

Fundaglo Oswaldo Cruz

M38-A2, CLSI

Suspenséo
Cultura em PDA / 3 mL de salina diluida 1:50
7 dias 35°C e em RPMI 1640
(0,5 McFarland) + 4% de
glicose

4-5 dias de
incubacéo a
35°C

Farmacos antifungicos: anfotericina B, flucitosina, terbinafina,
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, posaconazol, voriconazol,
ravuconazol, caspofungina e micafungina.
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MICy, - Fonsecaea spp.
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= TRB e VRZ: Baixos MICs < 0,25ug/mL — apresentaram melhor
atividade in vitro
¢ VRZ seu uso por longos periodos pode trazer riscos

= |TZ: o farmaco mais utilizado no tratamento da CBM, apresentou
MICs < 1pg/mL

= PSZ: MICs < 0,5ug/mL (alto custo, tratamento longo)

= RVZ: MICs < 1ug/mL (sem toxicidade em estudos com animais)
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AMB: elevados valores de MIC, efeitos adversos
diversos, reativacdo da lesdo - fatores que dificultam o
uso na terapia da CBM (8ug/mL)

Equinocandinas (MFG e CAS): elevados valores de MEC
(8ug/mL e 4ug/mL, respectivamente)

5-FC e FLZ: elevados valores de MIC (16ug/mL)
Fonsecaea parece desenvolver resisténcia in vitro a 5-FC

apesar dos baixos MICs (0,5ug/mL), interacdo com

farmacos de uso rotineiro, risco de lesdes hepaticas



« E comum o uso de farmacos antifingicos combinados
como estratégia terapéutica

« Algumas combinacbes ja foram descritas na literatura:
ITZ/TRB, ITZ/5-FC, AMB/5-FC
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AMB + 5-FC

ITZ + TRB

ITZ + CAS
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025 025 023 023 023 023 025 025 025 025
F CE INE B B B B B IME IME IME INE SFC
40 20 10 0,5 0.25 0,12 0.06 0,03 0,015 0,0075 012
SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC >
012 012 012 012 012 012 012 012 012 012
G CE AME AME AME AME AME AME AME ANE AME AME 5FC
40 20 1,0 0,3 023 0,12 0,06 0,03 0,015 0,0075 0.06
SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC SFC ’
0,06 0,06 0,06 0.06 0.06 0.06 0.06 0,06 0,06 ]
H CE AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB AMB
4,00 2,00 1,00 0.5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,015

Placa de 96 pocos demonstrando as concentracdes do farmaco A (AMB) e farmaco B (5 FC)

DANNAOUI et. al. (2002)

Sinergismo ICIF <0,5

Indiferente 0,5 <ICIF <4
Antagonismo ICIF > 4
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TESTE COM COMBINACAO DE FARMACOS (TABULEIRO DE XADREZ)

Isolados Espécies CIM (pg/mL) dos seguintes ~ ICIF para CIM (pg/mL) dos seguintes ICIF para  CIM (pg/mL) dos seguintes  ICIF para
farmacos TRB/AITZ farmacos SFC/AMB farmacos ITZ/CAS
TRB [ITZ  TRB/ATZ 5FC  AMB  5FC/AMB ITZ CAS ITZ/CAS

16751-1 F. pedrosoi 0,03 025 0,015/0,5 2,50 4 4 4/2 1.50 0,25 2 02572 2
16451 F. nubica 0,12 1 0,12/1 2 4 4 4/2 1.50 1 =16 0,51 0,5625
19571 F. pedrosoi 0,12 0.5 0,03/0,5 1,25 16 4 4/2 0,75 0.5 2 0,252 1,50
19889 F. pedrosoi 0,12 1 0,06/0.5 1 16 4 1/4 1,0625 1 4 0.25/2 0,75
25543 F. monophora 0,12 0.5 0.06/0,12 0,75 2 4 1/2 1 0.5 2 0.25/2 1,50
25811 F. monophora 0,12 025  0,06/0,25 1,50 2 8 4/2 225 0,25 4 0,252 1,50
28479 F. nubica 0,12 025 0,06/0,25 1,50 4 =16 2/4 0.75 025 2 0,25/2 2
32999 F. monophora 0,12 025  0,06/0,25 1,50 8 8 0.25/4 0,53125 0,25 2 0,25/2 2
33420 F. monophora 0,12 1 0,06/0,5 1 g 8 0.06/4 0.5078125 1 2 0.25/2 1,25
34113 F. nubica 0,12 1 0,06/0.5 1 4 4 212 1 1 2 0,5/0,5 0,75
34242 F. nubica 0,12 1 0,12/05 1,50 4 8 4/2 1,25 1 4 0,5/2 1
34904 F. monophora 0,12 1 0,12/0,25 1,25 8 =16 1/4 0,375 1 4 0,51 0,75
35962 F. monophora 0,12 0.5 0,03/0,5 1,25 16 8 1/4 0,5625 0,5 4 02572 1
36134 F. monophora 0,12 1 0,03/0,5 0,75 8 =16 1/4 0,375 1 4 02572 0,75
36831 F. monophora 0,12 0.5 0,06/0,25 1 16 8 2/2 0,375 0.5 4 02572 1
38437 F. pedrosoi 0,12 025 0,06/0,25 1,50 =16 8 4/4 0.75 0,25 2 0.25/2 2
38714 F. pedrosoi 0,12 0.5 0,06/0,5 1,50 4 4 2/2 1 0.5 2 0,252 1,50
38833 F. monophora 0,12 1 0.06/0,12 0,625 8 8 4/4 1 1 2 0.25/1 0,75
41080 F. monophora 0,12 0.5 0,06/0,12 0,75 4 8 4/2 1,25 0.5 2 0,25/2 1,50
48262 F. nubica 0,03 1 0,015/0,5 1 2 4 0,06/4 1,03125 1 2 0.25/2 1,25

TRB: terbinafina; ITZ: itraconazol; TRB/ITZ: terbinafina em combinac3o com itraconazol; SFC: flucitosina; AMB: anfotericina B; SFC/AMB: flucitosina em combinagio com anfotericina B; CAS: caspofungina;
ITZ/CAS: ttraconazol em combinagio com caspofungina. *Considerou-se no calculo do ICIF CIM 16 pg/mL para aqueles =16 pg/ml.
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AMB + 5-FC - sinergismo
em F. monophora

ITZ + TRB - indiferente

ITZ + CAS - indiferente

Evandro Chagus

Farmacos com elevados valores de
MICs quando testados isoladamente

AMB liga-se ao ergosterol da
membrana do fungo, formando poros

5-FC atua inibindo a sintese de acidos
nucléicos

Um estudo encontrou sinergismo em
isolados de F. monophora

A maioria dos estudos encontrou
interacdo indiferente frente a essa
combinacéo

Efeito sinergico em isolados de
Phialophora verrucosa, outro agente
de CBM
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nternational Joyrnal of

Dermatology

Tropical medicine rounds

Chromoblastomycosis: a clinical and molecular study of 18
cases in Rio de Janeiro, Brazil

Marcelle de F. Mouchalouat®, MD, MSc, Maria Clara Gutierrez Galhardo®, MD, PhD,
Rosely Maria Zancopé-Oliveira®, PhD, Paulo Cezar Monteiro Fialho®, MD,

Janice Mery C. de Oliveira Coelho?, MD MSc, Patricia Morais Silva Tavares®, DSc
and Antonio Carlos Francesconi do Valle®, MD, PhD

» Predominancia no sexo masculino
= Profissao ligada ao manuseio do solo

= Doenca de evolucéo cronica

Predominancia de
lesOes verrucosas

Forma moderada e grave

Curaem 75% dos

Paciente 15 apresentando placa predominantemente casos
verrucosa sobre o joelho direito — CBM moderada.
Imagem cedida pelo Dr. Antonio C. F. do Valle




i

Minlatério da Seide

F. monophora tem aspecto clinico distinto,
aparecendo como fungo oportunista causando,
além de CBM, infeccOes em 6rgaos internos

Contudo, este agente tem uma melhor resposta
ao tratamento em comparacao a F. pedrosoi

Nosso estudo mostra que a maioria dos casos
de CBM por esta especie foi tratada com
sucesso (87,5%), inclusive 0s casos com
comorbidades (transplantados e hanseniase
reacional)

Nao houve acometimento de outros 0rgaos e
SNC, mesmo no caso com longo periodo de
evolucao da CBM



- Consideracoes finais

%

e A importancia do exame micologico direto e da caracterizacio
fenotipica para o diagnoéstico de CBM

e A analise genotipica € Iimportante como ferramenta na
epidemiologia molecular da CBM
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=._.  Cromoblastomicose

Desafios:
 Refratariedade de alguns casos

e Potenciais recidivas da micose

Proposta:
 Farmacos mais eficazes no tratamento da CBM
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Laboratdrio de Micologia — INI/Fiocruz-RJ

I
\\\\‘ Equipe Diagnostico micologico
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