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RESUMO

INTRODUCAO: Onicomicose é a infec¢do da unha causada por amplo espectro de
espécies fungicas, incluindo leveduras e fungos filamentosos dermatofitos e nao-
dermatofitos. Devido a variavel suscetibilidade dos diversos agentes etiolégicos as
drogas antifingicas, o diagndstico laboratorial vem sendo considerado uma
ferramenta importante para se estabelecer a etiologia e auxiliar na escolha do
tratamento da onicomicose. Com base na elevada porcentagem de falha terapéutica
no tratamento da onicomicose, tem-se evidenciado o interesse na padronizacao de
testes de suscetibilidade in vitro de fungos filamentosos. OBJETIVOS: Estabelecer a
frequéncia das onicomicoses em relacéo a outras dermatomicoses; definir a etiologia
das onicomicoses através do isolamento e identificagdo dos fungos; comparar o
padrdo de suscetibilidade entre fungos dermatéfitos e ndo-dermatéfitos as drogas
fluconazol, cetoconazol, itraconazol, miconazol, ciclopirox, terbinafina e griseofulvina.
METODOS: As amostras clinicas foram colhidas através de raspagem e/ou
fragmentacdo da unha e o exame microscopico direto foi realizado através do
tratamento destas amostras com hidroxido de potassio (KOH) a 20% e tinta Parker.
As culturas foram realizadas nos meios de agar Sabouraud dextrose adicionado de
0,05 mg.mL™* de cloranfenicol e agar Mycosel®, incubados & temperatura ambiente
e por um periodo de até 15 dias. A identificacdo dos fungos filamentosos foi baseada
na observacdo de suas caracteristicas macroscopicas e microscopicas e o0s testes
de suscetibilidade in vitro a drogas antifungicas foram baseados no Documento M38-
A do CLSI. RESULTADOS: O diagnéstico laboratorial das dermatomicoses foi
estabelecido em 69% dos 1.008 pacientes com lesfes sugestivas de
dermatomicoses encaminhados ao Laboratorio de Diagnostico Micolégico do Depto.
de Patologia / UFES, no periodo de 12/03/2004 a 14/08/2008. Onicomicose foi
diagnosticada em 333 pacientes e o0s grupos de fungos mais isolados foram:
leveduras 55,6%, fungos filamentosos ndo-dermatofitos 27,2% e dermatofitos 17,3%.
Fungos dermatéfitos foram mais inibidos in vitro que fungos n&do-dermatdfitos. As
drogas fluconazol e griseofulvina inibiram apenas fungos dermatéfitos, enquanto a
terbinafina foi a droga que mais inibiu os dois grupos de fungos e em baixas
concentracfes. A quantificacdo do in6culo por contagem em hemocitbmetro e em
placas de agar Sabouraud revelou que o acerto do in6culo em espectrofotbmetro

pode ter uma boa correspondéncia se estabelecido em faixas de transmitancia



diferenciadas para os diversos tipos de fungos. CONCLUSAO: E necessario
estabelecer o diagndstico laboratorial das onicomicoses, ja que estas podem ser
causadas por diversos agentes etiolégicos e com diferentes suscetibilidades in vitro

a varias drogas antifingicas.

Palavras-chave : onicomicose. dermatofitos. fungos filamentosos nao-dermatofitos.

teste de suscetibilidade. agentes antifungicos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Onychomycosis is the nail infection caused by a wide spectrum of
fungi species, including yeasts, dermatophyte and nondermatophyte mould. Due to
the variable susceptibility of the several etiologic agents to the antifungal drugs,
the laboratorial diagnosis is being considered an important tool to establish the
etiology and to help in the choice of the treatment of onychomycosis. Based on the
high percentage of therapeutic flaw in the treatment of onychomycosis, there has
been some evident interest in the standardization of the susceptibility tests in vitro of
filamentous fungi. OBJECTIVES: To establish the frequency of the onychomycosis
in relation to other dermatomycosis; to define the etiology of the onychomycosis by
the isolation and identification of the fungi; to compare the pattern of susceptibility
among dermatophytes and nondermatophytes mould to drugs such as fluconazole,
cetoconazole, itraconazole, miconazole, ciclopirox, terbinafine and griseofulvine.
METHODS: The clinical samples were collected by the scratching
and/or fragmentation of the nail and the direct microscopic examination was made by
the treatment of these samples with potassium hydroxide (KOH) at 20% and Parker
ink. The cultures were made in dextrose agar Sabouraud with 0,05 mg.mL™* of
cloranphenicol and agar Mycosel®, incubated to room temperature and for a period
of up to 15 days. The identification of the filamentous fungi was based on the
observation of its macroscopic and microscopic characteristics and the tests
of susceptibility in vitro to the antifungal drugs were based on CLSI M38-A reference
method. RESULTS: The Ilaboratorial diagnosis of the dermatomycosis was
established in 69% of the 1.008 patients with lesions that suggested dermatomycosis
sent to the Laboratory of Mycologic Diagnosis from the Dept. of Pathology / UFES, in
the period of 03/12/2004 to 08/14/2008. Onychomycosis was diagnosed in 333
patients and the groups of more isolated fungi were: yeasts 55,6%, nondermatophyte
mould 27,2% and dermatophytes 17,3%. Dermatophytes were more inhibited in vitro
than nondermatophytes ones. Drugs such as fluconazole and griseofulvine inhibited
just dermatophytes fungi while terbinafine was the drug which most inhibited both
groups of fungi and in low concentrations. The quantification of the inoculum for
counting in haemocytometer and in plates of agar Sabouraud revealed that the

correctness of the inoculum in espectrofotometer may have established a good



correspondence in transmission bands differentiated for the various types of fungi.
CONCLUSION: It is necessary to establish the laboratorial diagnosis of
the onychomycosis, as these may be caused by several etiologic agents and

with different susceptibilities in vitro to several antifungal drugs.

Key-words : Onychomycosis. Dermatophytes. Filamentous fungi . Non-

dermatophytes. antifungal susceptibility. antifungal agents.
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1 — INTRODUCAO

As dermatomicoses sao infec¢bes fungicas superficiais que acometem tecidos
queratinizados como estrato coérneo, pélos e unhas (OKEKE et al., 2000).
Onicomicose é um tipo de dermatomicose localizada nas unhas e causada por
amplo espectro de espécies fungicas, incluindo fungos filamentosos dermatdfitos,
ndo-dermatdfitos e leveduras (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005). Neste trabalho, as
onicomicoses foram abordadas, relacionando a sua frequéncia em relacao a outras

dermatomicoses.

As onicomicoses sdo as enfermidades mais frequentes das unhas, constituindo 50%
das onicopatias (GHANNOUM et al., 2000; CHANUSSOT & ARENAS, 2007; GUPTA
et al., 2007) e 30% de todas as infec¢des fungicas cutaneas (MISHRA et al., 2005;
GUPTA et al., 2007). Seus agentes possuem distribuicdo variavel, que depende de
fatores como clima, area geografica e migracdo (KARDJEVA et al., 2006; MARTINS
et al., 2007).

A prevaléncia das onicomicoses no mundo é extremamente variavel. Estudos
realizados no Canadad demonstraram taxas de prevaléncia de onicomicose na
populacdo geral variando de 6,5% a 6,8% (GUPTA & LYNDE, 1997). Na Austrélia e
Inglaterra, a prevaléncia foi estimada em torno de 3% do total da populagao,
elevando-se na populagdo idosa (ROBERTS, 1992; ELLIS et al.,, 1997a). Alguns
estudos sugerem que mais de 48% da populacdo possa estar infectada na idade de
70 anos (DRAKE et al., 1998; SCHER, 1999).

Onicomicose desenvolve-se na presenca de fatores predisponentes. Os fatores mais
comumente relacionados sdo angiopatia, neuropatia periférica, uso de sapatos
fechados, deformidade nas unhas, traumas recorrentes, predisposicdo genética e
distirbios metabdlicos como diabetes (SEEBACHER et al., 2007). Pacientes
infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) podem apresentar uma
frequéncia mais alta quando comparados com a populacdo nao infectada (KAUR et
al., 2008).

O diagndstico micoldgico é extremamente importante para estabelecer a etiologia e

auxiliar na escolha da terapia que sera aplicada no tratamento da onicomicose
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(RUBIO et al., 1999), pois muitas vezes, ndo é possivel definir o diagndstico da
infeccdo fungica com base somente nas caracteristicas clinicas das lesdes
(TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000). A confirmacgéo laboratorial positiva de
infeccdo fungica na unha é de grande importancia para a pratica clinica, ja que o
tratamento das onicomicoses requer extensiva terapia oral com agentes
antifingicos, e com o uso prolongado desses farmacos, existe grande probabilidade
do desenvolvimento de reac¢Oes adversas (SAVIN et al., 2007).

A resposta terapéutica em casos de onicomicoses é considerada dificil e essa
infeccdo frequentemente desempenha um impacto negativo na qualidade de vida
dos pacientes (JAISWAL et al., 2007), podendo levar a desenvolvimento de

problemas emocionais, sociais e ocupacionais (ELEWSKI, 1998).

Com base na elevada porcentagem de falhas terapéuticas no tratamento das
onicomicoses e a suscetibilidade variavel aos agentes antifingicos, o alvo deste
estudo foi conhecer a frequéncia das espécies fungicas mais relacionadas com
onicomicose e avaliar uma metodologia para o desenvolvimento de um teste de
suscetibilidade “in vitro” para os fungos filamentosos a drogas antifingicas,
realizando algumas adaptacbes ao documento M38-A (2002), proposto pelo CLSI,
visando auxiliar na indicacdo terapéutica bem como no progndéstico durante o

tratamento.

1.2 — REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Anatomia das unhas

A unha é um anexo cutaneo constituido por queratina, situado na extremidade dorsal
dos dedos, sobre as ultimas falanges e possui funcéo de protecdo da porcédo distal
dos dedos (RIBEIRO et al., 1995).

O aparelho ungueal é constituido pelos seguintes componentes epidérmicos: prega
ungueal proximal e lateral, cuticula, matriz, linula, placa ungueal, leito ungueal e
hiponiquio (Anexo 1). A cuticula est& localizada na prega proximal do leito ungueal,

sendo constituida de estrato cérneo modificado que protege a matriz de infeccoes
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(ELEWISKI, 1998). A matriz € o centro de crescimento da unha. Quando a unha
cresce, células da matriz se dividem, diferenciam-se, sofrem processo de
queratinizacdo e entdo, sdo incorporadas a placa ungueal (COHEN et al., 1992). A
maior parte do aparelho ungueal consiste na lamina, aderida ao leito, que recobre a
parte distal da falange (DAWBER & BARAN, 1993), possui forma triangular ou
quadrangular, sendo dura, porém flexivel (TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000).
A placa ungueal é limitada pelas pregas ungueais proximais e laterais. Junto a
primeira, encontra-se a lunula, em forma de meia lua, que corresponde a porcao

mais distal da matriz ungueal, e, adjacente a essa, a cuticula (COHEN et al., 1992).

As pregas ungueais laterais representam a continuagdo da porcao epitelial dos
dedos e se unem medialmente com o leito ungueal. Sob a parte livre da lamina

ungueal esta o hiponiquio, contiguo a epiderme do dedo (COHEN et al., 1992).

As unhas das méos crescem em média de 2 até 3mm por més, e as unhas dos pés
crescem em média 1mm por més. Esta medida de crescimento é frequentemente
diminuida na presenca de doenca vascular periférica e de onicomicose em idosos
(ELEWISKI, 1998; TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000).

A estrutura normal da unha se altera com a idade produzindo alteracdes de cor,
espessura, flexibilidade e aspecto. Aumento da fragilidade e perda do brilho da
superficie sdo as principais consequéncias do aumento da idade, e em alguns casos
sdo marcadas por disturbios distréficos, principalmente as unhas dos pés. Essas
alteracbes das unhas podem levar a perda de funcdo e, € mais propensa a
agressoes, incluindo infecgcbes por varias espécies de fungos (TORRES-
RODRIGUES & JODRA, 2000).

1.2.2 Prevaléncia das onicomicoses

A onicomicose, ou micose ungueal, € uma infeccdo fangica crénica que atinge as
unhas das méos e/ou dos pés, levando a gradual destruicdo do aparelho ungueal
(SEEBACHER et al., 2007). Acomete todas as idades, sendo mais frequente na
populacao idosa (RODRIGUES-SOTO et al., 1993).
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Onicomicose é uma infeccdo relativamente comum, com valores de prevaléncia
variando de 2 a 50% dependendo da populacdo estudada (VEER et al., 2007). Um
estudo realizado em Madrid, Espanha, reportou a prevaléncia de onicomicose de
2,8% na populacdo adulta (PEREA et al., 2000). Nos Estados Unidos da América, a
prevaléncia é estimada em valores proximos a 15% (SVEJGAARD & NILSSON,
2003) e aproximadamente uma entre cinco pessoas com a idade de 40 a 60 anos
apresenta onicomicose (VELEZ et al., 1997; ARAUJO et al., 2003).

A epidemiologia das onicomicoses é bem estudada em alguns paises, mas poucos
dados sdo avaliados em paises tropicais (BRILHANTE et al., 2005). Em um estudo
realizado em Delhi, india, a prevaléncia de onicomicose foi confirmada em 45% dos
pacientes com suspeita de infec¢cdo fungica ungueal, com o valor de prevaléncia
superior aquelas encontradas em Ontario (6,86%), Nordeste da Grécia (20%), Italia
(26,3%) e Turquia (41%), (GUPTA & LYNDE, 1997a; KIRAZ et al., 1999, PEREA et
al., 2000; KOUSSIDOU, 2002), porém inferior as prevaléncias observadas no Brasil
por LOPES et al., 1999b (Rio Grande do Sul) e PONTES et al., 2002 (Jodo Pessoa,

PB) com os respectivos valores de 56,6% e 66,5%.

A onicomicose em criancas € pouco freqiente, contudo, nos ultimos 20 anos sua
frequéncia tem aumentado. Essas infec¢gbes, em criangas, parecem ser pouco
freqlentes nos paises desenvolvidos, mas sdo comuns na América Latina (ARENAS
& OCET, 1997). As porcentagens de onicomicoses por dermatoéfitos observadas em
criangas variam de 0,2% a 0,44% na América do Norte (GUPTA et al., 1997b), mas
os indices de prevaléncia obtido em pesquisas em diferentes partes do mundo
variam de 0,1% a 2,6% (média 0,3%) (FINDLAY et al., 1974).

Estudos realizados em diferentes paises auxiliam a estabelecer a prevaléncia de
onicomicose no mundo, porém a prevaléncia obtida por esses estudos é muito
heterogénea, limitando a aplicacéo e generalizacdo desses dados, ja que os estudos
realizados diferem em varios aspectos metodolégicos como populacdo estudada,
diferentes faixas etarias, sexo e hébitos culturais (PEREA et al., 2000).

Onicomicose é uma infeccdo que acarreta prejuizos ao individuo, reduzindo a
qualidade de vida e a auto-estima; a capacidade funcional por vezes € afetada de

maneira a interferir nas atividades rotineiras (ARAUJO et al., 2003). Varios fatores
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predisponentes, além da idade avancada, estdo envolvidos no desenvolvimento das
onicomicoses, dentre eles, fatores genéticos, imunodeficiéncias, presenca de
neuropatia periférica, uso de sapatos fechados apertados, deformidades nos pés,
traumas recorrentes (praticantes de esportes), classe social e frequientadores de
saunas (GHANNOUM et al., 2000; KAUR et al., 2007; SEEBACHER et al., 2007).
Segundo GUPTA & HEM, 2000, idade avancada, Tinea pedis, trauma ungueal
repetiivo e diabetes s&8o o0s principais fatores predisponentes para o

desenvolvimento de onicomicose.

Essas infecgcbes ocorrem com maior freqiéncia em pacientes diabéticos, sendo
conhecida por aumentar a exarcebacdo dos problemas nos pés desses pacientes e
por reduzir sua qualidade de vida (RICH et al.,, 2003). Um estudo comparando
frequiéncias de onicomicose entre grupos de pacientes diabéticos e ndo-diabéticos, o
risco da populagéo diabética desenvolver onicomicose foi trés vezes maior do que
no grupo de pacientes ndo-diabéticos (RICH et al., 2003; CHANUSSOT & ARENAS,
2007). Em outros estudos foram demonstrados resultados contrarios; ndo havendo
diferenca quanto a frequéncia de micoses superficiais e ungueais entre pacientes
diabéticos e néao-diabéticos (ROMANO et al., 2001; CHANUSSOT & ARENAS,
2007). A prevaléncia de onicomicose nas unhas dos pés de pessoas diabéticas em
Ontario e Massachusetts foi estimada em 32,3% e 34,9%, respectivamente
(ARAUJO et al., 2003).

A frequéncia de onicomicose em hemodializados também € alta comparando com
pacientes controles com valores entre 6,2-52% (KUVANDIK et al., 2007).

Pacientes com SIDA também apresentam frequiéncia superior quando comparados
com os pacientes sem a infeccdo pelo HIV, com valores entre 15-40% e, esta
diretamente ligada com o grau de imunossupressao do paciente (SURJUSHE et al.,
2007).

Onicomicose nas unhas dos pés é 4 a 7 vezes mais freqliente do que nas unhas das
maos (SZEPIETOWSKI et al., 2006). Os possiveis fatores responsaveis por essa
diferenca séo: o crescimento mais lento da lamina ungueal dos pés e a maior
probabilidade de trauma (ARAUJO et al., 2003). A maior freqiiéncia de diagnostico

nas unhas das maos, provavelmente se deve ao fato dessas lesbes chamarem mais
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atencdo, mas certamente sdo menos frequentes do que a onicomicose das unhas

dos pés (ARAUJO et al., 2003).

1.2.3 Aspectos clinicos das onicomicoses

As onicomicoses podem ser caracterizadas em quatro tipos de acordo com a

apresentacao clinica e a rota de invasao do fungo.

Onicomicose subungueal distal : € a forma mais comum de micose ungueal

(KAUR et al., 2008). O organismo infectante invade o leito da unha, comecando pelo
hiponiquio e entdo migra para a regido proximal da unha através da matrix
subjacente. Inflamacéao branda se desenvolve, resultando em paraqueratose focal e
hiperqueratose subungueal, com duas consequéncias: onicolise (destacamento da
lamina da unha do leito ungueal) e espessamento da regido subungueal. Esse
espaco subungueal pode servir como reservatério para bactérias e fungos
infectantes, dando a lamina da unha uma aparéncia marrom amarelada (ELEWISKI,
1998; KAUR et al., 2008).

Onicomicose subungueal proximal __: é um subtipo relativamente incomum, e ocorre

guando o organismo infectante invade a unha pela regido proximal através da area
da cuticula, e migra para a regido distal. As apresentacdes clinicas incluem
hiperqueratose subungueal, onicdlise proximal, leuconiquia e destruicdo da lamina
na regido proximal. Embora a micose subungueal proximal tenha uma ocorréncia
pouco frequente na populacdo em geral, € comum em pacientes com SIDA e é
considerado um marcador clinico da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia. A
infeccdo também pode ocasionalmente surgir de traumas secundarios. Afeta
igualmente unhas dos dedos das maos e dos pés (ELEWISKI, 1998; KAUR et al.,
2008).

Onicomicose _superficial _branca: € menos frequente que a onicomicose

subungueal distal e ocorre quando certos fungos invadem diretamente a camada
superficial da lamina da unha. Pode ser reconhecida pela presenca de uma regiao
bem delineada opaca (ilhas brancas) na lamina externa da unha, caracterizada pela

localizac&o superficial do fungo na superficie dorsal da lamina ungueal (PIRACCINI
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et al., 2004). Essas regides opacas coalescem e espalham enquanto a infeccéo
progride. A unha se torna aspera, mole e com aspecto esmigalhado. Inflamacgéo é
geralmente minima em pacientes com onicomicose superficial branca, porque o
tecido viavel ndo é comprometido. Ocorre primariamente nas unhas dos dedos dos
pés (ELEWISKI, 1998; KAUR et al., 2008).

Candidiase unqueal: _é uma infeccdo que se inicia por eritema da pregas proximais

e laterais da unha (paroniquia). Depois, ocorre a infeccdo da matriz ungueal,
seguida pela invasdo da placa ungueal, tornando-a convexa, irregular e por ultimo
distréfica (KAUR et al., 2008).

1.2.4 Etiologia das onicomicoses

As onicomicoses sao causadas por varios agentes etioldgicos e 0s mais comuns sao
os dermatdfitos (80 a 90%), seguidos pelas leveduras (5 a 17%) e fungos
filamentosos néo-dermatofitos (2 a 12%), sendo os dois ultimos grupos de fungos
freqientemente relacionados com infec¢des secundarias, enquanto os dermatofitos
causam infecgcbes primarias. Infeccbes mistas podem ser relatadas, porém
raramente (PEREA et al., 2000; ARAUJO et al., 2003; KAUR et al., 2008). A
onicomicose esta freqientemente associada com Tinea interdigitale ou Tinea pedis
(ARAUJO et al., 2003).

Os dermatdfitos sdo responsaveis por aproximadamente 90% das infeccbes nas
unhas dos pés (ELEWISKI, 1998), enquanto espécies de Candida, particularmente a
Candida albicans, prevalecem nas unhas das maos (LOPEZ & TORRES, 1999a). Os
fungos filamentosos nao-dermatofitos sdo menos frequentes e algumas espécies de
Fusarium spp., Scytalidium spp. e Acremonium spp., também sédo descritas como

agentes etiologicos das onicomicoses (TOSTI et al., 2000).

Existem varias fontes de infeccdo para as onicomicoses, variando conforme o
agente etiolégico. Nas onicomicoses por Candida spp., 0 paciente é portador
assintomatico do agente causal (origem enddégena) e, devido a presenca de certos
fatores, como por exemplo, microtraumatismos nas regides periungueais

associados, em geral, com o aumento da umidade local, contribuem para que a
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levedura ultrapasse a condi¢éo de saprobio e, torne-se patogénica. As onicomicoses
causadas por fungos dermatdfitos sdo adquiridas por contato direto com seres
humanos e animais infectados, ou indiretamente, por contato com ambiente ou
fémites contaminados (MINELLI & MARQUES, 2000).

1.2.5 Onicomicose causada por fungos dermatofitos

Os dermatéfitos sdo fungos filamentosos, constituidos por hifas hialinas e septadas.
Caracterizam-se principalmente pela atividade queratinolitica, que possibilita a
invasdo de tecidos queratinizados como pele, pélos e unhas de seres humanos e
outros animais (WAGNER & SOHNLE, 1995; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995;
ALIO et al., 2005). Estes fungos sao extremamente difundidos e causam as
infeccbes denominadas dermatofitoses, também chamadas de “Tinhas” ou “Tineas”
(WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos que se distribuem em trés géneros:
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. A descricdo dos trés géneros é
baseada na morfologia e distribuicdo dos conideos ou estruturas de frutificacdo
(WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

O género Microsporum spp. caracteriza-se pela presenca, em cultura, de
estruturas de frutificacdo conhecidos como macroconideos. Essas estruturas séo
conideos grandes, de forma navicular e sao divididos por septos transversais de
espessura variavel e que apresentam em sua superficie, principalmente na parte
distal, uma grande quantidade de protuberancias que conferem aspecto conhecido
como verrucoso. Associados aos macroconideos, podem ser observados, as vezes,
estruturas também de frutificagdo, bem menores e claviformes, conhecidas como
microconideos. Tanto os macroconideos como os microconideos ficam distribuidos
ao longo das hifas (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

O género Trichophyton spp. caracteriza-se pela presenca de uma grande
quantidade de microconideos de forma arredondada ou claviformes e disposicao
peculiar nas hifas, associados a poucos macroconideos de forma cilindrica, divididos



25

em septos finos e transversais, com superficie externa lisa (WEITZMAN &
SUMMERBELL, 1995).

O género Epidermophyton spp. em cultura apresenta apenas macroconideos na
forma de clava, divididos por finos septos e com superficie lisa; esses
macroconideos freqliientemente sédo evidenciados agrupados uns aos outros. Nao se
observa a presenca de microconideos. Desse género somente a espécie
Epidermophyton floccosum é patogénica (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

Com base no habitat, os dermatofitos podem ser agrupados em geofilicos, zoofilicos,
e antropofilicos. Os dermatdéfitos antropofilicos sdo primariamente associados com
infeccbes em humanos e raramente infectam animais. Dermatofitos zoofilicos
freqientemente infectam animais, mas ocasionalmente infectam os seres humanos;
ja os dermatdfitos geofilicos sdo primariamente associados a residuos queratinosos
como pélos, penas, 14, fragmentos de chifres e escamas de pele, presentes nos
solos. A importancia de se reconhecer a que habitat pertence determinada espécie
de dermatdfito, esta relacionada com a resposta inflamatéria que ele pode
desencadear no hospedeiro humano, portanto, observa-se que, quanto mais distante
filogeneticamente estd um dermatoéfito da espécie por ele parasitada, maior sera a
resposta inflamatéria desencadeada no hospedeiro (WEITZMAN & SUMMERBELL,
1995).

De acordo com as recomendacfes da nomenclatura das infeccbes fungicas
propostas pela “Sociedade Internacional de Micologia Humana e Animal”, o termo
onicomicose deve ser substituido por Tinea unguium quando o agente for
dermatéfito (LOPEZ & TORRES, 1999).

Os fungos dermatofitos Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale sdo os
patégenos predominantes, causando 80-90% dos casos de Tinea unguium dos pés
(RICH et al., 2003; ASPIROZ et al., 2007; KAUR et al., 2007). Em um estudo
realizado na Croécia, a espécie mais comumente isolada foi T. interdigitale (55%).
Na Bulgaria, T. rubrum foi mais frequentemente isolado (76%), enquanto T.
interdigitale correspondeu a apenas 2% dos isolados (KARDJEVA et al., 2006).
Outros estudos realizados em varias partes do mundo, como Canada
(SUMMERBELL, 1997), Italia (GIANNI et al., 2000) e Estados Unidos (KORTING et
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al., 1995; GUPTA et al.,, 2007) demonstram que T. rubrum é o dermatdéfito mais
freqientemente isolado nas onicomicoses. A alta frequéncia de T. rubrum pode ser
atribuida a habilidade de parasitar a dura queratina presente nas unhas (GUPTA et
al., 2007). Na india, de 130 pacientes com suspeita de onicomicose, os dermatdfitos
foram isolados em 70% dos casos, sendo T. rubrum a espécie mais isolada, com
frequéncia de 32,6% dos casos (GUPTA et al., 2007).

Tinea unguium pode levar ao envolvimento subungueal distal e proximal, além da
infecc@o micotica superfical branca (KAUR et al., 2008). A micose subungueal distal
€ geralmente causada pelo dermatofito T. rubrum embora T. interdigitale, T.
tonsurans, e E. floccosum também possam causar esse tipo de micose acometendo
unhas das maos e dos pés. A micose subungueal distal geralmente esta associada
com a presenca de Tinea pedis (ELEWSKI, 1998; KAUR et al., 2008). Com relacdo a
onicomicose superficial branca o agente etiolégico mais freqlente é o T. interdigitale
(KAUR et al., 2008).

Outros dermatéfitos séo esporadicamente isolados de Tinea unguium e podem ser
mais observados em certas regides geograficas como T. violaceum, T. megnini, T.
schoenleinii, e T. concentricum e T. soudanense (NGWOGU & OTOKONEFUR,
2007).

1.2.6 Onicomicose causada por leveduras

Esta micose é predominatemente causada por leveduras do género Candida sendo
Candida albicans a espécie mais frequente (RAO et al., 2004), correspondendo a
cerca de 70% das onicomicoses provocadas por leveduras (KAUR et al., 2008).
Entre as espécies de Candida nao-albicans, Candida parapsilosis, Candida
guilliermondii, Candida ciferii, Candida sake, Candida haemulonii, Candida famata,
Candida tropicalis, Candida zeylanoides e Candida krusei podem causar
onicomicose (LOPEZ & TORRES, 1999a; RAO et al., 2004). Ambas as unhas das
maos e dos pés podem ser infectadas, porém observa-se o predominio da infec¢édo
nas unhas das méaos (KAUR et al., 2008), apresentando carater agudo ou cronico
(WAGNER & SOHNLE, 1995). A onicomicose por Candida spp. geralmente se

manifesta como infec¢cdo subungueal proximal, ou onicomicose superficial branca ou
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onicolise (GUPTA et al., 2003a). Onicdlise é a separacao da placa ungueal do leito
ungueal, ocorrendo na extremidade distal e progredindo irregularmente para a area
lateral (RAO et al., 2004). Paroniquia € o tipo mais comum de infec¢cdo ungueal
causada pelas leveduras do género Candida e, caracteriza-se pela infeccéo
periungueal da prega ungueal distal e lateral, resultando em tipica inflamacgéo e
eritema (WAGNER & SOHNLE, 1995). O foco inicial da infec¢do se inicia na prega
cutanea ao redor da unha, e pode se espalhar e invadi-la (TORRES-RODRIGUES &
JODRA, 2000). O envolvimento da unha (oniquia) pode ser grave, havendo eroséo e
espessamento da borda ungueal que, se estende transversalmente pela lamina
ungueal, que se torna distrofica e escurecida (WAGNER & SOHNLE, 1995). Os
fatores que favorem a infeccdo sdo maceracao, traumatismos e abrasdo quimica
(TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000).

A evidéncia de onicomicose subungueal por Candida spp. é vista no exame
microscépico direto através da visualizacdo de pseudohifas e blastoconideos
laterais. A presenca apenas de células leveduriformes, mesmo em grande numero,

pode significar apenas colonizacdo (SUMMERBELL, 1997).

As onicomicoses podem ser associadas a outros géneros de leveduras como
Trichosporon e Geotrichum (LOPEZ & TORRES, 1999a). O género Trichosporon
corresponde a uma levedura classificada como basideomiceto e, morfologicamente
se apresenta como artroconideos, similares ao do género Geotrichum, mas
diferencia desse género principalmente através da producéo de urease. Trinta e sete
espécies de Trichosporon ja foram descritas, sendo que algumas apresentam
afinidade pela queratina humana (LOPEZ & TORRES, 1999a). T. mucoides e T.
inkin j& foram isolados de alguns casos de onicomicoses (GUEHO, 1994).

1.2.7 Onicomicose causada por fungos filamentosos n ao-dermatéfitos

As onicomicoses também podem ser causadas por espécies de fungos filamentosos
hialinos (com excecdo dos dermatofitos) ou demaceos. Esses fungos séo
encontrados normalmente na natureza como saprébios do solo ou patégenos de
plantas (BELL-SYER et al., 2001). Até pouco tempo eram considerados fungos

contaminantes, porém nos ultimos anos com aumento de sua frequéncia entre as
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micoses ungueais sao considerados fungos emergentes (GIANNI et al., 2000). A
identificacdo desses agentes emergentes é muito importante, ndo somente para se
conhecer a epidemiologia e etiologia da doenca, mas também para os medicos e
industrias farmacéuticas para o desenvolvimento de novas opc¢les de tratamento
(IORIZZO et al., 2007).

N&o se conhece se as infecgcdes provocadas pelos fungos filamentosos néo-
dermatofitos ocorrem primariamente em unhas saudaveis ou ocorrem somente como
invasores secundarios, invadindo a placa ungueal que ja apresenta algum dano
como trauma, isquemia ou outras doencas, como infeccdo por dermatoéfitos
(BATAWI et al., 2005).

Onicomicose ocasionada por fungos filamentosos ndo-dermatofitos é mais frequente
nas unhas dos pés do que das maos e na idade adulta, especialmente depois dos
50 anos de idade (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005).

Vérios pesquisadores demonstram que, como os dermatdfitos, fungos filamentosos
ndo-dermatéfitos podem também degradar a queratina in vitro por produzirem
enzimas proteoliticas, incluindo a queratinase (GUGNANI, 2000). Estes fungos nao-
dermatofitos isolados de unhas constituem um grupo diversificado de géneros,
incluindo Scytalidium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Alternaria spp.,
Curvularia spp., Acremonium spp. e Onychocola canadensis (MIGDLEY et al., 1994;
LOPES et al.,, 1999a; LALITHA et al.,, 2007). Outros fungos n&o-dermatofiticos

podem excepcionalmente causar onicomicose (GIANNI et al., 2000).

A frequéncia de onicomicose provocada por esse grupo de fungos varia de 0 a 50%
dependendo dos autores, mas a maioria dos estudos demonstra valores de
freqiéncia em torno de 3,5% em relacdo a outros fungos agentes de onicomicose
(KARDJEVA et al.,, 2006). As frequéncias de onicomicoses causadas por fungos
filamentosos ndo-dermatofitos em paises europeus como Austria, Esténia, Italia e
Espanha s&o de 5%, 7%, 8% e 17,2% em relacdo a outros agentes etioldgicos,
respectivamente (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005). Na América do Norte, observou-
se frequéncia de 4,3% no Canada e de 20% nos Estados Unidos, enquanto que na
América do Sul, a frequéncia foi cerca de 4,5%, variando de 9,5% (em dois
diferentes centros da Colémbia) até 1% na Argentina (HILMIOGLU-POLAT et al.,
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2005). Na Asia, as freqiiéncias relatadas foram de 12% em Singapura e 22% na
india (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005). Um estudo de onicomicose na Turquia
reportou a frequéncia de 2,1% para fungos filamentosos nao-dermatoéfitos em
relacdo a outros agentes etiologicos, mas o estudo foi retrospectivo e as culturas nao
foram repetidas (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005).

A freqUéncia das espécies também é variavel: na Espanha e Italia, Scopulariopsis
brevicaulis é o agente dominante, em relacdo aos outros fungos filamentosos néo-
dermatofitos, com frequéncias de 7,8 e 35%, respectivamente. Na Estonia,
Acremonium spp. e Scopulariopsis spp. sdo o0s mais frequentes, sendo
predominantes nas unhas dos pés (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005). Na América do
Norte, Fusarium spp. é o agente mais freqiente entre os fungos filamentosos néo-
dermatofitos, atingido frequéncia de 34,1% nos Estados Unidos (HILMIOGLU-
POLAT et al., 2005). No Brasil, um estudo realizado no Ceara, Fusarium spp. foi
responsavel por 8,19% dos isolados entre as outras espécies de fungos
filamentosos nao-dermatéfitos, sendo o mais prevalente (BRILHANTE et al., 2006).

Scytalidium dimidiatum e Scytalidium hyalinum sao espécies de fungos filamentosos
ndo-dermatdéfitos responséveis por onicomicoses com manifestagdes clinicas
similares as causadas por Trichophyton rubrum (ALVAREZ et al., 2000; LACROIX &
CHAUVIN, 2008). Scytalidium dimidiatum € um fungo demaceo que possui a forma
anamorfica atroconideal de Nattrassia mangiferae, anteriormente denominado de
Hendersonula toruloidea (ALVAREZ et al., 2000; GUGNANI, 2000). Inicialmente foi
descrito como patdégeno vegetal em areas tropicais e subtropicais (ALVAREZ et al.,
2000), sendo isolado de madeira, bem como raizes e solos da Inglaterra, india, Italia
e Zimbabwe (LACAZ et al., 1999). Nos ultimos anos, foi descrito como patégeno
capaz de infectar unhas dos pés e maos. Scytalidium dimidiatum é considerado
agente de onicomicose nos paises tropicais e subtropicais. A ocorréncia de
onicomicose por S. dimidiatum em paises de clima temperado, ocorre em pacientes
imigrantes que viajaram para areas endémicas como Africa, Caribe, Asia, india e
Ameérica Central (ALVAREZ et al., 2000). Admite-se que a infeccdo por esse fungo é
adquirida por meio de contato com terra e material vegetal contaminado (ALVAREZ
et al., 2000). CAMPBELL, 1971 e MOORE, 1986 sugeriram a possibilidade de
transmissdo entre humanos. Em algumas zonas endémicas como o Sudeste

Asiatico, as infecgBes por S. dimidiatum sdo mais importantes do que as provocadas
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por fungos dermatdfitos (ALVAREZ et al., 2000). As unhas afetadas pelo Scytalidium
dimidiatum podem apresentar onicolise, sendo freqliente o espessamento e aspecto
opaco da placa ungueal, que as vezes apresenta coloracdo escura caracteristica
(ALVAREZ et al., 2000). A inflamag&o € menos pronunciada quando comparado com
as lesdes provocadas por fungos dermatofitos (GUGNANI et al., 2000). No exame
direto, é possivel distinguir as suas hifas irregulares e curtas, das hifas com
presenca de artroconideos caracteristicas dos dermatdfitos (ALVAREZ et al., 2000).
A colbnia do S. dimidiatum se caracteriza por apresentar cor cinza escura, com
micélio flutuante abundante que facilmente se fragmenta em dois ou mais
segmentos de células denominados artroconideos (RANDHAWA, 2008). A espécie
Scytalidium hyalinum possui artroconideos hialinos (LACAZ et al., 1999).

Fusarium é um fungo ubiquo amplamente distribuido no solo, plantas e diferentes
substratos organicos. As espécies de Fusarium podem causar uma grande
variedade de infecgbes em humanos, incluindo as onicomicoses (GUGNANI, 2000).
Esse género corresponde a mais de 100 espécies, mas F. solani e F. oxysporum sao
as espécies mais freqiientemente envolvidas nas onicomicoses (IZQUIERDO et al.,
2008). As culturas de Fusarium spp. se caracterizam por possuir esporos fusiformes
e hifas hialinas, pertencendo ao grupo dos hialohifomicetos (GUGNANI, 2000). A
maior parte dos casos de onicomicoses por Fusarium spp. ocorre nas unhas dos pés
(CAMPOS et al, 2005) e, raramente as unhas das mé&os estdo envolvidas
(GUGNANI, 2000). A infeccdo pode se apresentar como infeccdo subungueal distal
e lateral, superficial branca ou superficial proximal (GUPTA et al., 2001). O aspecto
da unha afetada pelo género Fusarium é a presenca de coloracdo branco-amarelada
e opaca (ARAUJO et al., 2003). Paroniquia associada com leuconiquia proximal é
sugestiva de infeccdo provocada por Fusarium (GUGNANI et al., 2000). Na Costa
Rica, Fusarium spp. é cada vez mais freqiente nas unhas e inclusive nos espacos
interdigitais, sendo importante conhecer as caracteristicas macro e microscopicas
deste fungo para evitar confundi-lo com outros fungos contaminantes, auxiliando a
estabelecer um tratamento mais adequado (CAMPOS & HERNADEZ-CHAVARRIA,
2005).

O género Aspergillus € amplamente distribuido na natureza, sendo isolado
facilmente do solo, material em decomposicdo e na poeira (GUGNANI, 2000). Séao

fungos filamentosos hialinos de rapido crescimento, apresentam distribuicdo
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universal e freqientemente sdo considerados como contaminantes de laboratorio,
podendo passar despercebidos por esse motivo (LOPEZ & TORRES, 1999a). Esse
género € isolado com certa freqiiéncia de casos de onicomicoses nas unhas dos pés
(LOPEZ & TORRES, 1999a). A. versicolor é uma das espécies mais freqiilentemente
isolada, com uma frequéncia de 5,8% entre as outras espécies de Aspergillus
(TOSTI et al., 2000). Outras espécies sao descritas como agentes de infeccbes de
unha como A. glaucus, A. niger, A. unguis, A. nidulans, A. terreus, A. flavus e A.
chevalieri (GUGNANI, 2000).

Scopulariopsis brevicaulis estd freqientemente associado com casos de
onicomicoses (TOSTI et al., 1996; TOSTI et al., 2000), principalmente em paises de
clima temperado. Propagulos de S. brevicaulis sdo freqientemente encontrados no
meio ambiente, sendo esse género conhecido por degradar queratina in vitro, e
freqientemente se observa com invasor secundario das unhas depois de infec¢édo
priméria por dermatofitos (GUGNANI, 2000). As unhas infectadas por esse género,
apresentam tipica hiperqueratose subungueal e lise distal da placa ungueal
associada com dor e inflamacao periungueal. Ocasionalmente, S. brevicaulis pode

causar lesdes inflamatérias na pele (GUGNANI, 2000).

Onychocola canadensis é um fungo reportado como responsavel por onicomicose. E
isolado do solo e plantas. Varios casos confirmados de infec¢do por O. canadensis
ja foram descritos: Sete casos foram no Canada, trés na Nova Zelandia e trés na
Franca (GUGNANI, 2000).

Fungos deméaceos como Curvularia, Drechslera, Ulocaladium, Exophiala e
Stemphylium podem ser raramente isolados como agentes responsaveis por
onicomicose (ELLIS et al., 1997b). Principalmente, e como na maioria das infec¢des
por fungos filamentosos néo-dermatofitos, esses infectam as unhas dos primeiros
pododactilos (LOPEZ & TORRES, 1999a).

1.2.8 — Diagndéstico laboratorial das onicomicoses

O resultado do exame micolégico é muito importante para estabelecer a etiologia e a

terapia que deve ser utilizada para o tratamento da onicomicose (RUBIO et al.,
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1999). Nao é possivel definir o diagndstico das onicomicoses com base somente nas
caracteristicas clinicas das lesdes, entretanto a aparéncia das unhas permite uma
aproximacdo do possivel agente etiologico (TORRES-RODRIGUES & JODRA,
2000). Se a onicomicose esta associada com outras injarias na regiao interdigital dos
pés, é logico suspeitar de dermatofitose ou infec¢éo por Scylalidium spp. nas regides
endémicas (TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000). Onicomicose provocada por
leveduras geralmente levam a paroniquia com acometimento focal ou geral das
unhas. Fungos “saprobios” geralmente acometem as unhas dos pés, inicialmente
com lesBes que possuem cor amarelada ou marrom, permitindo um diagnostico
aproximado que sempre deve ser confirmado laboratorialmente, através da
identificacéo do agente etiolégico (TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000).

O diagnostico laboratorial deve ser constituido por exame microscopico direto,
isolamento e identificagdo da espécie fangica pela analise morfolégica e/ou
bioquimica (LOPEZ & TORRES, 1999a). Além disso, identificacdo e a cultura das
espécies feitas em laboratério permitem testar sua suscetibilidade in vitro aos
agentes antifungicos, essenciais para introducdo e controle do tratamento
(TORRES-RODRIGUES & JODRA, 2000).

Em casos suspeitos de onicomicose em que ha o quadro clinico de infec¢ao, porém
o0 exame direto e a cultura sdo negativos, o exame histopatolégio deve ser realizado
através da coloracdo PAS. Principalmente nos casos em que foi feito o uso de

terapia antifungica antes da coleta da amostra (SEEBACHER et al., 2007).

Técnicas utilizando PCR tém emergido como ferramentas valiosas no diagndstico da
onicomicose, mas sao utilizadas somente em poucos laboratérios de referéncia e em
nivel de pesquisa (GARG et al., 2007).

1.2.9 — Tratamento das onicomicoses

Onicomicoses sao infeccbes reconhecidas por apresentarem uma desfavoravel
resposta ao tratamento (TORRES-RODRIGUES et al., 1998), por vérios fatores,
entre eles, baixa resposta terapéutica aos agentes antifingicos convencionais,

terapia com longa duragdo, alto custo e o lento crescimento inerente das unhas,
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requerendo longos periodos para se observar os efeitos positivos do tratamento,
além da dureza das unhas que dificulta a penetragcdo dos farmacos na queratina
ungueal e a protecdo da placa da unha aos agentes etioldgicos, através do

sequestro de patdégenos entre o leito e a lamina ungueal (MISHRA et al., 2005).

Os primeiros antifangicos utilizados na terapia das onicomicoses foram a
griseofulvina e o cetoconazol. A griseofulvina atua interagindo no fuso mitético,
provocando a inibicdo no processo da mitose (KATZUNG, 2003). A terapia com
griseofulvina apresentava longa duracéo e a resposta terapéutica era relativamente
baixa, com valores em torno de 0% a 17%, e as recidivas eram frequientes, com
valores que atingiam 33% a 40% (VILLARS & JONES, 1992). Em 1980, o
cetoconazol, um importante agente antifingico oral, comecou a ser empregado para
o tratamento das onicomicoses, porém as taxas de cura foram igualmente baixas
com valores entre 11% a 65% (VILLARS & JONES, 1992). Atualmente, os
antifingicos mais empregados na pratica clinica para o tratamento das onicomicoses
sdo: terbinafina, miconazol, fluconazol, itraconazol, clotrimazol, ciclopirox
(FERNANDEZ-TORRES et al., 2001; MISHRA et al., 2005). O tratamento com esses
farmacos pode ser realizado por administracdo tépica, como cremes, solucdes e
esmaltes, ou por via oral, com excecdo do miconazol e ciclopirox que sao usados

apenas por administracdo topica.

Drogas azdlicas como cetoconazol, fluconazol, miconazol e itraconazol atuam
inibindo a enzima 14-demetilase, que atua na conversao do lanosterol em ergosterol.
Essa enzima microssomal faz parte do complexo citocromo P450 e sua inibigédo leva
a interrupcdo do crescimento do fungo, caracterizando essas drogas como
fungistaticas (MISHRA et al.,, 2005). O itraconazol € um triazolico que possui
espectro de acao contra dermatofitos, leveduras, fungos filamentosos, dimorficos e
deméaceos. E igualmente efetivo no tratamento continuo e no tratamento em pulsos
(MISHRA et al., 2005). Fluconazol é ativo contra dermatdfitos, espécies de Candida
e alguns fungos filamentosos néo-dermatofitos. Esse farmaco ndo € recomendado
para o tratamento de onicomicose, porém, um estudo reportou que a administracao
oral de fluconazol na dosagem de 450mg semanalmente, durante quatro meses,
para o tratamento de onicomicose nas unhas das maos, correspondeu a cura clinica
em 90% dos casos (VILLARS & JONES, 1992).
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A terbinafina € um antifungico pertencente a classe das alilaminas (MISHRA et al.,
2005). Sua acédo € sobre a enzima esqualeno-epoxidase, bloqueando a biossintese
do ergosterol (TORRES-RODRIGUES, 1998; MISHRA et al., 2005). E a droga de
escolha para o tratamento da Tinea unguium, por ser primariamente efetiva contra
dermatofitos. Penetra na placa ungueal por difusdo pela matriz e leito ungueal e
pode ser detectada na placa ungueal durante 30-36 semanas apos interrup¢édo do
tratamento. Embora o tratamento convencional seja a administracdo diaria, a
administracdo em pulsos € uma opc¢ao viavel para o tratamento da onicomicose
(MISHRA et al., 2005). Terbinafina apresenta atividade superior ao itraconazol em
testes in vitro e in vivo. E deve ser considerada como primeira droga de escolha para
o tratamento das onicomicoses provocadas pelos fungos dermatofitos, sendo o
itraconazol a segunda alternativa (GUPTA et al., 2003b). Respostas terapéuticas
com administragao de terbinafina em pacientes com infec¢gées nas unhas das maos
atingem valores de 80-90% e de 70 a 80% para infec¢cdes nas unhas dos pés. A
terbinafina € altamente efetiva no tratamento de infecgbes fungicas, apresentando
um amplo espectro de acdo (PETRANYI et al., 1987; OSBORNE et al., 2003), porém
€ notavelmente menos efetiva contra fungos ndo-dermatdfitos, incluindo espécies de
Candida e filamentosos nao-dermatofitos (EFFRON et al., 2004).

7

Ciclopirox € um agente antifangico sintético, derivado da hidroxipiridona, seu
mecanismo de acéo é diverso, atuando sobre diferentes processos metabdlicos da
célula fungica. O ciclopirox possui amplo espectro de acdo contra dermatofitos,
leveduras e fungos filamentosos ndo-dermatofitos (JAISWAL et al., 2007). Depois da
aplicacdo da solucdo de ciclopirox a 8% na unha, o solvente evapora e a
concentracdo do farmaco aumenta 34,87%, resultando em um alto gradiente de

concentracdo do agente antifingico na unha (JAISWAL et al., 2007).

A escolha terapéutica é determinada pela localizagédo, extensdo da infeccdo e pela
espécie envolvida, bem como a eficacia, seguranca, farmacocinética e custo do
farmaco. A eficacia dos distintos antifingicos topicos atualmente disponiveis néo é
similar, tampouco possui 0 mesmo espectro de acdo (BELL-SYER et al.,, 2001).
Sobre essas caracteristicas influenciam fatores como viscosidade, hidrofobicidade e
o pH da formulagdo que afetard na penetracdo dos farmacos no sitio infectado
(BELL-SYER et al., 2001). Com a existéncia de espectro de acao caracteristico de

cada antifungico, faz-se necessario realizar a identificacdo dos agentes etiologicos.
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Igualmente, a sensibilidade individualizada dos patégenos implicados, € um fator a
considerar, justificando o estudo de sua suscetibilidade in vitro aos antifiungicos mais
empregados (BELL-SYER et al., 2001).

1.2.10 — Teste de suscetibilidade in vitro a drogas antifungicas

Nas ltimas duas décadas, a frequéncia de onicomicose aumentou
consideravelmente e varios fatores contribuem para este aumento, como o
crescimento da populacdo idosa mundial devido a melhoria das condi¢des de saude
e, consequentemente, o aumento do numero de individuos com diabetes e
problemas circulatérios que séo fatores que contribuem para o desenvolvimento de
onicomicose; outro fator € o aumento de pacientes imunocomprometidos incluindo
agueles infectados pelo HIV, além do uso de terapias imunossupressoras, como
guimioterapia em pacientes com cancer ou 0 uso continuo de antibiéticos (KAUR et
al., 2008).

Paralelamente, tem-se evidenciado o0 interesse crescente por testes de
suscetibilidade in vitro para agentes antifungicos (VIVAS & TORRES-RODRIGUES,
2001), proporcionando comparacdes entre as diferentes drogas e, sendo de grande
importancia clinica, pois auxilia na escolha da melhor terapia a ser utililizada
(GUPTA et al., 2003Db).

O documento M27-A (1997) foi proposto pelo Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) como primeiro teste padronizado para avaliar a suscetibilidade de
leveduras a anfotericina B e algumas drogas azdlicas (GUARRO et al., 1998;
NORRIS et al., 1999; KHAN et al., 2006). Posteriormente, 0 mesmo 0rgao
estabeleceu o Documento M38-A (2002), como método padronizado para teste de
suscetibilidade para fungos filamentosos. Este documento descreve a realizagéo do
teste de suscetibilidade para fungos filamentosos associados com infec¢des fungicas
invasivas, incluindo Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus arrhizus,
Scedosporium apiospermum, Sporothrix schenckii, e outros agentes fangicos
oportunistas menos comuns (ESPINEL-INGROFF et al., 2005), mas ndao contempla

os fungos dermatofitos, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, considerados
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os fungos mais freqientes nas infecgbes micéticas humanas e muito relacionados a
falhas terapéuticas (GHANNOUM et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2008).

Os testes de suscetibilidade a drogas antifingicas envolvem muitas variaveis, como
temperatura e tempo de incubagéo, confeccdo do in6culo (GUARRO et al., 1998),
meio de cultura (NORRIS et al., 1999; LASS-FLORL et al., 2006), solvente utilizado
para dissolver as drogas antifungicas, (RANDHAWA, 2006; RANDHAWA, 2008), pH
e ainda, para dermatéfitos, o numero de repiques que foram realizados antes de
submeter o fungo isolado ao teste de suscetibilidade, ja que algumas espécies de
dermatofitos apresentam tendéncia ao pleomorfismo, fenémeno relacionado a
diminuicdo do numero de conidios quando os fungos séo repicados inUmeras vezes.
A inabilidade do isolado produzir conideos ira dificultar a determinacdo de sua
suscetibilidade (NORRIS et al., 1999). Todos os fatores acima citados devem ser
considerados, pois sdo capazes de interferir na determinacdo das Concentracdes
Inibitérias Minimas (CIM;) das drogas. Além disso, diferentes espécies de fungos
filamentosos dermatdfitos e ndo-dermatofitos, apresentam conidios com diferentes
tamanhos (macroconidios e microconidios) que também alteram a densidade 6Optica
lida no espectrofotbmetro durante o ajuste do inéculo (LASS-FLORL et al., 2006).
Vérios estudos demonstram a importancia do uso do hemocitbmetro na obtencéo de
in6culos com acuracia e reprodutibilidade, independentemente da cor e do tamanho
dos conideos (LASS-FLORL et al., 2006).
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2 — OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar os fungos agentes de onicomicose e testar a
suscetibilidade in vitro dos fungos filamentosos a drogas antifingicas,

considerando que as metodologias existentes ainda néo estao padronizadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar as formas de clinicas de dermatomicoses mais freqiientes nos
pacientes atendidos nos ambulatorios de Dermatologia do Hospital
Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM) e outras instituices de

saude da grande Vitoria, ES;

Estabelecer a frequéncia das onicomicoses em relacdo a outras

dermatomicoses;

Definir a etiologia das onicomicoses através do isolamento e identificacédo
dos fungos;

Avaliar uma metodologia para testar a suscetibilidade de fungos filamentosos
dermatofitos e nao-dermatéfitos a drogas antifungicas, realizando algumas
adaptacdes no documento M 38-A do CLSI (2002);

Comparar o padrao de suscetibilidade entre fungos dermatofitos e néo-
dermatofitos para as principais drogas utilizadas no tratamento das

onicomicoses;

Testar a suscetibilidade in vitro de dermatdéfitos e ndo-dermatéfitos durante
diferentes fases de crescimento fangico, através de teste de macrodiluicdo

de droga em caldo, comparando com os resultados da microdiluic&o.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1-TIPO DE ESTUDO

Estudo descritivo e prospectivo.

3.2-LOCAL

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Diagndstico Micoldgico/

Departamento de Patologia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

3.3 — AMOSTRA CLINICA

A populacéo estudada foi constituida por pacientes atendidos nos ambulatorios de
Dermatologia do Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM) e de
outras instituicbes de saude da grande Vitéria, Espirito Santo, no periodo de
12/03/2004 a 14/08/2008. Pacientes com suspeita de dermatomicoses foram
encaminhados ao referido laboratério, onde amostras de unhas, pele ou pélos foram
coletados para o diagndstico laboratorial.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/CCS/UFES em 08 de
Marco de 2006 e os pacientes foram dispensados da assinatura do termo de

consentimento para a realizacdo dos exames.

3.4 - PROCEDIMENTOS

3.4.1 Colheita do material clinico : O material foi colhido através de raspagem
subungueal e/ou fragmentacdo da unha; bem como raspagem de pele ou couro
cabeludo, tomando-se o cuidado de retirar o material da area de transi¢cdo entre a
lesédo e o tecido sadio. As amostras foram colhidas apds anti-sepsia com alcool a
70% para remocao de possiveis fungos contaminantes que poderiam interferir no

resultado. Os instrumentos usados para coleta, armazenamento e transporte das
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amostras clinicas foram todos previamente esterilizados. Pélos infectados foram

pincados para que fossem analisados na sua porcao intrafolicular.

A coleta das amostras clinicas so foi realizada nos pacientes que nao haviam feito o
uso de medicacdo com drogas antifungicas por um periodo superior a 15 dias antes

da realizacao da coleta.

3.4.2 Exame microscépico direto das amostras : A preparagdo para 0 exame
microscopico direto foi realizada atraves da “clarificacdo” do material clinico com
hidroxido de potassio (KOH) a 20% e tinta Parker, para facilitar a visualizacdo das
estruturas fungicas. O exame microscopico direto foi realizado através da pesquisa

das estruturas fungicas com aumento de 400X.

3.4.3 Isolamento dos fungos : Os espécimes clinicos foram semeados em agar
Sabouraud dextrose adicionado de 0,05 mg.mL™ de cloranfenicol (Anexo 2a) e em
agar Sabouraud dextrose adicionado de cloranfenicol e cicloheximida (Mycosel®)
(Anexo 2b). A semeadura foi em duplicata para cada tipo de meio. A incubacao foi a
temperatura ambiente e por um periodo de até 15 dias. Para o isolamento de
leveduras lipofilicas, como a maioria das espécies de Malassezia, foi empregado
meio de &gar Sabouraud dextrose adicionado de 0,05 mg.mL™ de cloranfenicol e

azeite de oliva.

3.4.4 Identificacdo dos fungos : A identificacdo dos fungos filamentosos foi
realizada através da “técnica do microcultivo em lamina”, ou técnica de Riddel
(Anexo 3) com utilizacdo da solucdo de lactofenol e corante azul de algodao para
observacéo das caracteristicas microscopicas do fungo: como hifas, microconideos
e macroconideos e outras estruturas tipicas. A observacdo das caracteristicas
macroscopicas das colonias (cor, tamanho, textura, reverso da colbnia e
pigmentacdo do meio) também foi utilizada para auxiliar na identificacdo dos fungos
filamentosos (Anexo 4a). Quando necesséario houve complementacdo com provas
bioquimicas e fisiolégicas, como prova da urease, pigmentacdo no agar batata
(Anexo 2c, e), padrédo de crescimento no meio BCP (Anexo 2f) e requerimentos

nutricionais (Anexo 2d e Anexo 4b, c).
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3.4.5 Critérios para diagnostico de onicomicose cau sada por fungos
filamentosos nao-dermatéfitos (GUPTA et al. 2000):

(1) — Lesao da unha compativel com apresentacao clinica de onicomicose;

(2) — Observacao de elementos fuangicos em preparacdo de KOH 20% em amostras

de fragmentos de unha;

(3) — Crescimento do mesmo fungo nao-dermatéfito, em duas amostras consecutivas

do paciente com intervalo de pelo menos uma semana para cada amostra.

3.5 TESTES DE SUSCETIBILIDADE in vitro A DROGAS ANTIFUNGICAS:

3.5.1 Meio de cultura : O meio usado para o teste de microdiluicdo foi RPMI com
glutamina e sem bicarbonato de sédio: (Sigma, catalogo n° R-6504) com pH
ajustado para 7.0 com MOPS (3-N-morpholine-propane sulfonic acid) e adicionado

de 2% de glicose (Sigma-Aldrich) (Anexo 2g).

3.5.2 Fungos : Os testes de suscetibilidade foram realizados para 100 amostras de
fungos filamentosos, 50 isolados do grupo dos dermatéfitos: Trichophyton
interdigitale (11 isolados), Trichophyton rubrum (39 isolados) e 50 isolados do grupo
dos fungos filamentosos nao-dermatofitos: Fusarium oxysporum (04 isolados),
Fusarium solani (23 isolados), Aspergillus fumigatus (2 isolados), Aspergillus terreus
(2 isolados), Aspergillus niger (4 isolados), Scytalidium dimidiatum (12 isolados),
Curvularia spp. (1 isolado), Aureobasidium spp. (1 isolado), Scedosporium spp. (1

isolado).

3.5.3 Agentes Antifungicos : Para cada isolado foram testadas sete drogas, obtidas
na forma de pO das respectivas industrias farmacéuticas: Fluconazol (Pfizer),
Cetoconazol e Itraconazol (Janssen-Cilag), Terbinafina (Pratti, Donaduzzi & Cia
LTDA), Miconazol (Medley SA Industria farmacéutica), Ciclopirox (SBL Laboratérios
Stiefel LTDA) e Griseofulvina (AstraZeneca do Brasil). Todas as drogas cetoconazol
(CTC), fluconazol (FLC), itraconazol (ITC), miconazol (MCZ), griseofulvina (GRI),
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terbinafina (TRB) e ciclopirox (CLX) foram dissolvidas em 100% de dimetil sulfoxido
para se obter as solugbes estoques de 2.000ug/mL para CTC e CLX; 1.000pg/mL
para ITC e TRB; 1.600ug/mL para MCZ e 5.000ug/mL para GRI e FLC. As solucbes
estoques foram armazenadas, em pequenas aliquotas, a -20C até serem utilizadas.
A concentragdo inibitéria minima para FLC, CTC, ITC e TRB foram determinadas
pelo método da microdiluicdo em caldo RPMI 1640 de acordo com o protocolo
aprovado pelo CLSI - M38-A (CLSI, 2002). MCZ, CLX e GRI, de acordo com
KORTING et al., 1995 e SANTOS et al., 2006. As concentragfes finais das drogas
foram ajustadas para as faixas de 0,125ug/mL a 64ug/mL para FLC, TRB e GRI; de
0,015ug/mL a 8ug/mL para CTC; de 0,03ug/mL a 16pg/mL para MCZ, 0,007 a 4
pMg/mL para ITR e de 0,0035 a 2ug/mL para CLX (KORTING et al., 1995; CLSI, 2002;
GUPTA & KOHLI, 2003c).

3.5.4 Preparacdo do inoculo : Para a execucdo do teste, os isolados de
onicomicoses foram previamente cultivados em &agar Sabouraud dextrose e
repicados para tubos com agar batata dextrose (ABD) (Anexo 2c), e mantidos na
temperatura ambiente durante um periodo de 7 a 15 dias para os fungos
dermatofitos e isolados de Scedosporium spp., Curvularia spp. e Aureobasidium spp.
Os demais fungos filamentosos ndo-dermatofitos, foram mantidos incubados por um
periodo de 2 a 3 dias (INGROFF et al., 1997; GUARRO et al., 1998; FERNANDEZ-
TORRES et al., 2001; ALIO et al., 2005; LASS-FLORL et al., 2006). Apos incubacéo,
as colonias dos fungos cultivados em ABD foram cobertas com aproximadamente 5
mL de agua destilada com 0,05% de Tween 80 e raspadas com alca. Esta
suspensao contendo conidios e fragmentos de hifas foi aspirada com pipeta de
Pasteur e transferida para um tubo estéril. As estruturas fingicas mais pesadas
foram decantadas durante repouso de quinze a vinte minutos e a parte superior da
suspensao foi transferida para novo tubo estéril e homogeneizada com auxilio de
Vértex (NORRIS et al.,, 1999; CLSI, 2002). As leituras de densidade Gtica desta
suspensao foram realizadas em espectrofotometro (CELM E 225-D) no comprimento
de onda de 530 nand0metros, obtendo-se leituras de transmissao entre 80 e 85%
(Tso-85%) OU leituras de transmissdo entre 65 e 70% (Tes-709%) para cada isolado
testado (FERNANDEZ-TORRES et al.,, 2001), ajustadas com adicdo de solugao

estéril de agua destilada, a suspensdo. A quantificacdo de conideos dispersos
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nessas suspensdes, a serem usadas como inéculos, foi estimada por duas

metodologias distintas:

A) Em hemocitémetro (Camara de Newbauer) : uma aliquota de cada suspenséao
obtida apOs ajuste no espectrofotbmetro foi retirada para realizar a contagem de
conidios em hemocitbmetro (Marienfeld, Germany). A concentracdo final das
suspensdes foi expressa em n° de conidios/mL apds ajuste com agua destilada
estéril acrescida de Tween 80 e o numero de conideos foi estabelecido na faixa de 1
a 4 x 10° conideos/mL calculado em relacéo ao volume da suspensdo analisado no
hemocitdmetro, de acordo com a férmula abaixo. Apds ajuste do indculo, através de
hemocitdmetro, as suspensdes foram diluidas na proporcdo de 1:50 no meio RPMI,
estimando-se in6culos com concentracgéo de 2 x 10* até 8 x 10* conideos/mL (Anexo
5a,bec).

3.5.5 Calculo para a concentracao de conideos noin  6culo (conideos/mL):

NuUmero de conideos contados

Conideos por mL : x10°
Superficie contada(mmz) X profundidade da cAmara X diluicdo

B) Em placas de agar Sabouraud dextrose : A quantificacdo do numero de
conideos apoés adicado destes a placa de microdiluicdo foi obtida retirando-se 0,01mL
da suspensédo do poco “controle” (sem a droga), que foi diluida 1:1000 e semeadas
em placas de agar Sabouraud dextrose com auxilio de algca de Drigaulskii. As placas
foram incubadas a 35T e observadas diariamente para verificar a presenca de
colénias do fungo. As colbnias foram contadas assim que se tornaram visiveis
(periodos de incubacdo variaram de 48 horas para fungos filamentosos né&o-
dermatdfitos e 7 dias para fungos dermatdfitos). A contagem de UFC/mL permitiu
determinar o nimero de conideos viaveis contidos no indculo adicionado ao pogo-

controle da placa de microdiluicdo (Anexo 6).

3.5.6 Ensaio para determinacdo da concentracdo inib  itéria minima “CIM” : Cada
droga antifungica foi distribuida, em diluicbes seriadas, nas colunas 1-10 de
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microplacas de 96 pocos (Anexo 7). Para o ensaio, foram adicionados 100 uyL do

in6culo em cada poco e as placas foram incubadas a 35°C sem agitacao.

3.5.7 Controles : Para garantir a reprodutibilidade e acuracia do teste, em cada placa
foram incluidos: controle positivo, representado pelo crescimento de cada isolado na
auséncia de droga, e controle negativo, que correspondeu somente ao meio de
cultura para verificar sua esterilidade. Além disso, cepas-padrdao de Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Trichophyton rubrum ATCC 40051 foram incluidas como

controle das CIMs.

3.5.8 Interpretacéo : As CIMs foram determinadas, apds 48 horas de incubacédo para
os fungos filamentosos ndo-dermatofitos e apds 7 dias para os dermatofitos e alguns
isolados de fungos filamentosos ndo-dermatofitos (Scedosporium spp., Curvularia
spp. e Aureobasidium spp.), através da observacao visual da inibicdo de crescimento
em cada poco comparado com aquele do controle positivo (sem a droga) (INGROFF
et al., 1997; GUARRO et al., 1998; FERNANDEZ-TORRES et al., 2001; ALIO et al.,
2005; LASS-FLORL et al., 2006). As CIMs para as drogas foram definidas como as
concentracbes mais baixas das drogas que resultaram em 100% de inibicdo do
crescimento do fungo. CIMsgy € ClMggy, foram definidas como as CIMs capazes de

inibir 50% e 90% dos isolados, respectivamente.

3.5.9 Determinacédo da inibicdo in vitro em macrodiluicdo : Paralelamente foram
selecionados dois isolados de Scytalidium dimidiatum e dois isolados de
Trichophyton rubrum que foram semeados em erlenmeyers contendo 50 mL de
caldo RPMI adicionados de duas concentracfes diferentes das drogas antifungicas:
miconazol (0,5 pg/mL e 16pg/mL), itraconazol (0,25 pg/mL e 4 pg/mL), ciclopirox
(0,125 pg/mL e 2 upg/mL) e terbinafina (4 pg/mL e 64 ug/mL) para observar o
crescimento dos fungos através da contagem de UFC em placa de agar Sabouraud
dextrose diariamente, durante o periodo de 24 a 96 horas para os dois isolados de
Scytalidium dimidiatum e 72 a 168 horas para as amostras de dermatéfitos, com
incubacdo em shaker com 200 rotagbes por minuto e temperatura ajustada para
35%C. O controle deste teste foi a contagem das UFC das quatro amostras em meio

sem adicao de droga (Anexo 8 a,b).



4 - RESULTADOS

No periodo de 12/03/2004 a 14/08/2008 foram avaliados no Laboratério de
Diagnostico Micologico/Departamento de Patologia da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), 1.008 pacientes que apresentavam lesfes sugestivas de
dermatomicoses, sendo 37,7% do sexo masculino e 62,3% do sexo feminino (Figura
1).

Masculino ;
37,7%

Feminino;
62,3%

@ Masculino ® Feminino

Figura 1: DistribuicAo dos pacientes com suspeita clinica de
dermatomicose de acordo com 0 sexo.

Desse total de pacientes foram obtidas 1.245 amostras clinicas de lesdes de pele,
couro cabeludo e unhas, das quais 69% (863/1245) apresentaram resultado positivo
para fungos no exame direto. Amostras clinicas com exame direto positivo e cultura
negativa para fungos corresponderam a 10,7% (133/1245), enquanto as amostras
com exame direto e cultura positivos para fungos corresponderam a 58,6%
(730/1245) (Tabela 1).
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Tabela 1: Resultados gerais dos exames micologicos realizados para o diagnostico
das dermatomicoses.

Exame Microscopico Direto
Cultura p/ POSITIVO NEGATIVO TOTAL
fungos N % N % N %
POSITIVO 730 58,6% 1 0,1% 731 58,7%
NEGATIVO 133 10,7% 381 30,7% 514 41,4%
TOTAL 863 69,3% 382 30,8% 1245 100%
Sensibilidade = 84,59% Especificidade = 99,74%

4.1 ETIOLOGIA DAS DERMATOMICOSES:

A frequéncia do grupo de fungos envolvidos na etiologia das dermatomicoses em
geral foi 50,3% de leveduras (367/730), 34,4% de dermatofitos (251/730) e 15,3% de

filamentosos nao-dermatéfitos (112/730) (Figura 2).

Nao-
dermatofito;
15,3%

Dermatofitos; Leveduras;
34,4% 50,3%

‘! Leveduras @ Dermatoéfitos & Nao-dermatofito ‘

Figura 2: Distribuicdo do grupo de fungos isolados dos casos de dermatomicoses.
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Entre os fungos dermatdfitos, a espécie T. rubrum, apresentou maior frequéncia,
correspondendo a 69,3% dos isolamentos, as demais espécies estao representadas
na Tabela 2. O grupo de leveduras foi constituido pelos géneros Candida spp.:
52,3% (192/367), Malassezia spp.: 43,0% (158/367) e Trichosporon spp.: 4,6%
(17/367) (Tabela 3). Entre os fungos filamentosos nao-dermatdéfitos, o que
apresentou maior frequéncia foi Fusarium spp. com 52,7% (59/112). Os demais

agentes estéo representados na Tabela 4.

O sitio anatébmico mais freqlientemente envolvido nas dermatomicoses, em geral, foi
a unha com freqiiéncia de 43,1% (Figura 3), sendo que os fungos dermatéfitos e
leveduras, predominaram em lesbées no corpo (31,1% e 31,3%, respectivamente)
enquanto, fungos filamentosos ndo-dermatofitos atingiram mais as unhas dos pés,

com frequéncia de 59% (Tabelas 2, 3, e 4).

45% -
40% -
35%
30%
25%-
20%
15%-
10%-

5%

0%-

Porcentagem

Sitios anatdbmicos

@ Corpo W Axila e virilha O Pé O Mao m Unha @ Couro cabeludo

Figura 3: Frequéncia (%) dos sitios anatdbmicos diagnosticados com
dermatomicoses.
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Tabela 2: Frequéncia (%) de fungos dermatofitos com relacdo a localizacao da leséo
e sexo do paciente.

Virilha i Unha Unha Couro
Local da lesédo ) peé Corpo Mé&o i . Total
e axila (pé) (m&o) cabeludo
Sexo M F M F M F M F M F M F M F
174
7 3 22 21 44 16 8 8 15 12 12 4 2 0
T. rubrum (69,3%)
) o 45
T.interdigitale 0 O 8 16 3 3 1 0 2 8 1 0 1 1
(18,0%)
) 21
M. canis 0o 0o 0 o 3 5 0 O o o o o 7 6
(8,4%)
5
T. tonsurans 0 O 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1
(2,0%)
5
E. floccosum 0 O 2 0 0 2 0 O 0 1 0 0 0 0
(2,0%)
1
M. gypseum 0O O 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(0,4%)
Total 10 71 78 17 39 17 19 251
ota
(3,9%) (28,3%) (31,1%) (6,8%) (15,5%) (6,8%) (7,6%) (100%)

Tabela 3: Frequéncia (%) de leveduras com relacéo a localizacdo da lesdo e sexo

do paciente.
o Couro
Local da Virilha i Unha Unha
i peé Corpo Mé&o i cabelud Total
lesdo e axila (pé) (méo)
0
Sexo M F M F M F M F M F M F M F
i 192
Candida spp. 5 | 3 6 o 2 3 12 10 58 18 76 0 O
(52,3%)
Malassezia 158
1 2 0 1 53 60 1 1 0 0 0 0 12 27
spp. (43,0%)
Trichosporon 17
0o 0 1 1 0 0 0 2 1 4 2 5 0 1
spp. (4,6%)
7 12 115 19 73 101 40 367
Total
(1,9%) (3,3%) (31,3%) (5,2%) (19,9%) (27,5%) (10,9%) (100%)
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Tabela 4: Frequéncia (%) de fungos filamentosos ndo-dermatofitos em relacdo a
localizag&o da lesao e sexo do paciente.

Local da Virilha Pé Unha Unha Couro
) Corpo Méo i Total
leséo e axila (pé) (m&o) cabeludo

M F M F M F M F M F M F M F

Fusarium 59

0O O 2 1 0 0O 1 0 6 36 3 10 0 0
spp. (52,7%)
Scytalidium 20

0O O 2 4 0 0O 0O O &6 7 1 0 0 0
spp. (17,9%)
Aspergillus 13

0 O 1 0 0 0O 0 0 5 2 3 2 0 0
spp. (11,6%)
Scedosporium 1

0O O 0 0 0 0O 0O 0 o 1 0 0 0 0
spp. (0,9%)
Cladosporium 8

0 O 4 1 3 0O 0O 0 o 0 0 0 0 0
spp. (7,1%)
Curvularia 9

0O O 1 1 2 1 1 0 1 1 0 0 1 0
spp. (8,0%)
Aureobasidium 1

0O O 0 0 0 0O 0O 0 o 1 0 0 0 0
Spp. (0,9%)
Paecilomyces 1

0O O 0 0 1 0O 0 0 o 0 0 0 0 0
spp. (0,9%)

17 7 2 66 19 1 112
Total 0%

(15,2%)  (6,2%) (1,8%) (59,0%) (17,0%)  (0,8%) (100%)

4.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ONICOMICOSES

Dos 1.008 pacientes, 408 apresentaram lesdes sugestivas de onicomicose, sendo
98 (24%) do sexo masculino e 310 (76%) do sexo feminino (proporgédo 1:3,1).
Entretanto, somente 333 destes pacientes apresentaram onicomicose confirmada
pelo exame direto positivo, sendo 89 (26,6%) do sexo masculino e 244 (73,4%) do

sexo feminino (proporcéo de 1:2,7).
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Um total de 467 amostras clinicas foram obtidas das unhas das maos e/ou dos pés
de pacientes com suspeita clinica de onicomicose e a confirmacgéo laboratorial foi
estabelecida por exame direto e cultura positiva para fungos em 313 (67,0%) dos
casos. Exame direto positivo e cultura negativa para fungos corresponderam a
14,8% (69/467), enquanto as amostras clinicas com exame direto e cultura negativos
para fungos foram de 18,2% (85/467) (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados dos exames micoldgicos para pacientes com suspeita de
onicomicoses.

Exame Microscopico Direto
Cultura p/ POSITIVO NEGATIVO TOTAL
fungos N % N % N %
POSITIVO 313 67,0% 0 0,0% 313 67,0%
NEGATIVO | 69 14,8% 85 18,2% 154 33,0%
TOTAL 382 81,8% 85 18,2% 467 100%
Sensibilidade = 81,94% Especificidade = 100%

Relacionando-se sexo, local da leséo e fungo isolado em cultura, tem-se que, no
geral, as unhas dos pés foram mais atingidas do que as unhas das maos com
valores de 53,8% e 31,0%, respectivamente, enquanto 15,2% dos pacientes

apresentaram ambas as unhas das maos e dos pés afetadas (Figura 4).

Nas mulheres, verificou-se maior frequéncia de leveduras (143/227 — 63,0%),
seguida pelos fungos filamentosos nao-dermatéfitos (60/227 — 26,4%), e por ultimo
os fungos dermatéfitos (24/227 — 10,6%); ja nos homens, verificou-se maior
frequiéncia de leveduras (31/86 — 36,0%), seguido pelos fungos dermatéfitos (30/86 —
34,9%) e fungos filamentosos nao-dermatofitos (25/86 — 29,1%) (Tabela 6).



Unha mao

Unha mao/pé

53,89

0%

60%

50

Figura 4: Distribuicdo das onicomicoses de acordo com a unha envolvida.

Tabela 6: Distribuicdo dos grupos de fungos agentes de onicomicoses em relacéo
ao sexo do paciente e unha envolvida.

Sexo
Feminino Masculino
Unha pé Unha Méo Total Unha pé Unha Méo Total
N N N (%) N N N (%)
3
£ 21 3 24 (10,6%) 17 13 30 (35%)
‘0
©
£
(O]
a)
3 64 79 143 (63,0%) 11 20 31 (36%)
S
()
>
4
S
5'% 47 13 60 (26,4%) 18 7 25 (29%)
E
[
e]
)
]
<
Total | 132 (58%) 95 (42%) 227(100%) 46 (47%) 40 (53%) 86 (100%)
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No geral, os grupos de fungos mais isolados de onicomicoses foram: leveduras
55,6% (174/313), fungos filamentosos n&o-dermatofitos 27,1% (85/313) e
dermatofitos 17,3% (54/313) (Figura 5).

Dermatofitos;
17,3%

Leveduras;
Nao- 55,6%
dermatdfito;
27,1%

B [eveduras E Nao-dermatofito B Dermatofitos

Figura 5: Distribuicdo dos grupos de fungos relacionados com a etiologia das
onicomicoses.

Entre os dermatofitos, T. rubrum foi a espécie mais freqliente correspondendo a
13,4% dos isolados, enquanto para as leveduras, o género Candida foi a mais
frequente, correspondendo a 52,1% dos isolados, ja os fungos filamentosos nao-
dermatofitos o género Fusarium foi 0o mais isolado com frequéncia de 17,6%,

excedendo o valor encontrado para T. rubrum (Tabela 7).
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Tabela 7. Frequiéncias dos agentes fungicos relacionados com as onicomicoses nos
pacientes com cultura positiva para fungos.

FreqUéncias

Grupos Fungos N %
T. rubrum 42 13,4%
Dermatofitos T. interdigitale 11 3,5%
(espécies) E. floccosum 1 0,3%
Total 54 17,0%
Candida spp. 163 52,1%
Leveduras
(géneros) Trichosporon spp. 11 3,5%
Total 174 55,6%
Fusarium spp. 55 17,6%
Scytalidium spp. 14 4,5%
_ Aspergillus spp. 12 3,8%
Filamentosos :
. o Curvularia spp. 2 0,6%
nao-dermatofitos _
~ Aureobasidium spp. 1 0,3%
(géneros)
Scedosporium spp. 1 0,3%
Total 85 27,2%
Total geral 313 100%

Com relacdo ao diagndstico laboratorial das onicomicoses causadas por fungos
dermatofitos, observou-se no exame direto, que todas as amostras clinicas
apresentaram hifas hialinas septadas, regulares e com artroconideos, estruturas
relacionadas as infecgbes por dermatdéfitos. Em todos os casos de onicomicoses
causadas por fungos filamentosos ndo-dermatofitos, observou-se no exame direto,
estruturas fangicas sugestivas deste grupo de fungos: nas infec¢bes causadas por
Scytalidium dimidiatum foi observada a presenca de hifas demaceas septadas, ja
para os fungos do género Fusarium e Aspergillus, foi observada a presenca de hifas

hialinas septadas, em angulacao de 45° sem artroco nideos (Anexo 9 a e b).
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4.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE

Foram testadas 100 amostras de fungos filamentosos isolados de casos de
onicomicoses, correspondendo a 50 isolados de dermatéfitos (39 T. rubrum e 11 T.
interdigitale) e 50 isolados de fungos filamentosos nao-dermatofitos (12 Scytalidium
dimidiatum, 4 Fusarium oxysporum, 23 Fusarium solani, 4 Aspergillus niger, 2
Aspergillus terreus, 2 Aspergillus fumigatus, 1 Scedosporium spp., 1 Curvularia spp.,
e 1 Aureobasidium spp.) para realizagdo dos testes de suscetibilidade a drogas
antifingicas. Todos os dermatéfitos testados produziram crescimento detectavel
depois de sete dias de incubacéo e os fungos filamentosos ndo-dermatofitos, depois
de 48 horas, com excecdo dos géneros Scedosporium spp., Curvularia spp. e
Aureobasidium spp., que requereram sete dias de incubacgao para visualizacado do
seu crescimento no po¢o sem a droga (controle positivo). O crescimento das cepas-
controles Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Trichophyton rubrum (ATCC 40051)

para as drogas testadas foi dentro das CIMs esperadas.

A Tabela 1 (Anexo 10a) resume as faixas de variacbes dos valores das CIMs
(ug/mL) para sete drogas antifungicas frente aos 50 isolados de fungos dermatofitos.
As CIMs necessarias para inibir os dermatofitos distribuiram-se dentro de uma ampla
faixa de concentracbes de drogas com excecdo da terbinafina (0,125-0,5) e
ciclopirox (0,0035-0,015), mas foram praticamente equivalentes quando se

comparou as espécies T. interdigitale e T. rubrum entre si.

A Tabela 2 (Anexo 10b) apresentam as faixas de variacées dos valores das CIMg
(ug/mL) de sete drogas antifingicas frente aos 50 isolados de fungos filamentosos
nao-dermatéfitos. Nenhum dos isolados foi inibido in vitro pelas drogas fluconazol e
griseofulvina (CIM > 64). A Tabela 8 compara as faixas das CIMs (ug/mL) de sete
drogas antifungicas frente aos 100 isolados de fungos filamentosos dermatdfitos e
nao-dermatofitos. Foi possivel observar que as variagdes das CIMs dos antifungicos
testados frente aos fungos dermatéfitos distribuiram-se dentro de faixas mais amplas

de variacéo que as CIM; observadas para os fungos filamentosos nao-dermatofitos.
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Tabela 8: Faixas de variacdes das CIMs (ug/mL) de sete antifungicos frente as 100
isolados de fungos filamentosos.

Fungos filamentosos

DROGA Dermatéfitos Nao-dermatofitos

(Faixa Trichophyton spp.  Scytalidium spp.  Fusarium spp.  Aspergillus spp. Outros*

testada) (50) (12) (27) (8) 3)
Fluconazol
0,5->64 2 64 264 2 64 2 64
(0,125-64)
Cetoconazol
0,03->8 0,25-2 8 2-28 0,528 >8
(0,015-8)
Itraconazol
0,015-1 1-24 0,5-24 0,25-=2 4 0,25-= 64
(0,007-4)
Miconazol
0,03-1 0,125-2 0,125-216 0,25-2 1->16
(0,03-16)
Ciclopirox
0,0035-0,015 0,007-0,06 0,015-0,5 0,015-0,25 0,007-0,25
(0,0035-2)
Terbinafina
0,125-0,5 0,125-2 0,125-= 64 0,125-2 0,125-24
(0,125-64)

Griseofulvina

0,125-64 > 64 > 64 > 64 > 64
(0,125-64)

*Qutros: Fungos dos géneros Scedosporium, Curvularia e Aureobasidium

Na Tabela 9, observa-se que os dermatofitos apresentaram, em geral, maior
suscetibilidade as drogas testadas que os nao-dermatéfitos (Anexo 10 c e d). Entre
estes, Scytalidium spp. e Aspergillus spp. foram os mais inibidos in vitro pelas
drogas ciclopirox, miconazol e terbinafina. Para os demais géneros, os valores das
CIMs ultrapassaram as concentra¢cdes maximas testadas das drogas, com excecao
de ciclopirox, que apresentou CIMgs menores para todos os fungos. Aspergillus spp.
apresentou padrédo de inibicdo semelhante ao do Scytalidium, além de boa inibicéo
pelo itraconazol. Isolados de Fusarium spp. também foram inibidos por ciclopirox,
mas, ao contrario, ndo apresentaram o mesmo padréo para demais drogas (Anexo
10d). Fungos dos géneros Scedosporium, Curvularia e Aureobasidium tambéem
sofreram pouca inibicdo por todas as drogas antiflingicas testadas (Tabela 9). E
evidente a eficacia da droga ciclopirox tanto na inibicdo dos fungos dermatofitos

quanto dos ndo-dermatofitos. A terbinafina também apresentou um excelente padréo
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de inibicdo para ambos os grupos de fungos, porém foi bem menos eficaz para os
fungos filamentosos ndo-dermatdfitos (Tabela 9).

Tabela 9: Comparagbes das CIMs de sete drogas antifingicas necessarias para
inibir 50% e 90% dos isolados de fungos filamentosos dermatofitos e néo-
dermatdofitos.

Fungos filamentosos

Dermatofitos N&o-dermatdfitos
DROGAS Trichophyton  Scytalidium  Fusarium  Aspergillus Outros*
spp. (50) spp. (12) spp. (27) spp. (8) 3)
CIM 50% 8 >64 = 64 = 64 > 64
Fluconazol
CIM 90% 32 > 64 = 64 = 64 >64
CIM 50% 0,25 >8 >8 8 >8
Cetoconazol
CIM 90% 0,5 >8 >8 =8 >8
CIM 50% 0,125 >4 >4 0,5 >4
Itraconazol
CIM 90% 0,5 >4 >4 1 >4
CIM 50% 0,125 0,5 >16 0,5 1
Miconazol
CIM 90% 0,5 2 >16 2 >16
CIM 50% 0,007 0,015 0,25 0,015 0,007
Ciclopirox
CIM 90% 0,015 0,015 0,5 0,06 2
CIM 50% 0,125 0,25 16 0,25 0,25
Terbinafina
CIM 90% 0,125 1 = 64 1 264
CIM 50% 2 > 64 264 264 =64
Griseofulvina
CIM 90% 4 > 64 =64 264 =64

*Qutros: Fungos dos géneros Scedosporium, Curvularia e Aureobasidium

As representacgfes graficas apresentadas na Figura 6 trazem uma visdo mais clara
dos efeitos das drogas antifingicas sobre os fungos filamentosos dermatoéfitos e
nao-dermatoéfitos. Observa-se que fungos filamentosos n&o-dermatofitos
apresentaram CIMs mais elevadas para as drogas fluconazol e griseofulvina, para as
quais, os 50 isolados cresceram até nas maiores concentragfes testadas. Este
grupo de fungos também apresentou pouca suscetibilidade as drogas itraconazol e
cetoconazol, onde 43 e 48 dos isolados cresceram nas maiores concentracdes
testadas para estas drogas, respectivamente. O miconazol demostrou-se
relativamente eficaz para os fungos dermatofitos. A terbinafina e o ciclopirox, como
ja mencionado, demonstraram elevada eficicia contra os fungos dermatofitos, porém

foram menos eficazes para os fungos filamentosos nao-dermatéfitos.
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Figura 6: Distribuicdo das CIMs para sete drogas antifungicas testadas contra 50

isolados de dermatofitos e 50 isolados de fungos filamentosos ndo-dermatofitos.
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4.4 QUANTIFICACAO DO INOCULO

Para melhor avaliacdo da padronizacdo do teste de suscetibilidade a drogas
antifangicas, além do acerto dos inoculos por transmitancia, foram também
realizadas contagens dos conideos em hemocitdmetro e das UFC/mL em placas de
agar Sabouraud dextrose. As comparacdes entre 0s valores das transmitancias com
0 numero estimado de conideos/mL e de UFCs/mL, estédo representadas na tabela
10 (Anexo 11). Observou-se menor numero de UFC em relacdo ao numero de
conideos, demonstrando que algumas das estruturas observadas no hemocitbmetro

nao estavam viaveis, conferindo maior confiabilidade aos valores de UFC.

Tabela 10: Comparacdes entre faixas de transmitancia dos n° de conideos/mL e de
UFCs/mL observadas para os 100 isolados de fungos filamentosos dermatdfitos e
nao-dermatdfitos.

Valores )
Grupo de R . N°de conideos/mL N°de UFC s /mL
Género/espécie de T%
fungo
T. rubrum 4 5 3 4
65,2 - 85,3 1,0x10"-9,9x 10 3,0x10°-7,1x10
(n=39)
Dermatéfitos T. interdigitale 4 5 3 4
65,6 — 85,5 1,03x107-1,32x 10 2,0x107- 6,15 x10
(n=11)
Scytalidium spp.
vt PP 65,0-70,7 1,38 x 10"- 2,98 x 10" 2,0 x10%- 2,5 x10*
(n=12)
Fusarium spp.
5 PP 64,9-70,7  1,0x10%-3,1x10* 3,0 x10°%- 3,7 x10*
N&o- (n=27)
dermatofitos Aspergillus spp.
P ? 8 PP 65,2-855  1,42x10*-1,02x 10° 3,5 x10%-6,0 x 10*
n=
Outros 4 5 3 4
(n=3) 68,3 -82,5 1,17x 10" -1,75x 10 4,0 x10° - 3,3 x10
n=

*Qutros: Fungos dos géneros Scedosporium, Curvularia e Aureobasidium.

4.5 INIBICAO DO CRESCIMENTO FUNGICO in vitro ATRAVES DA

MACRODILUICAO

Através da macrodiluicdo em caldo foi possivel testar a suscetibilidade in vitro de

dois isolados selecionados de S. dimidiatum e dois de T. rubrum. O critério para
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selecdo destes isolados foi baseado nos valores das CIMs encontradas,
selecionando-se pares de isolados que apresentaram menores e maiores CIMs para
algumas drogas. Durante diferentes fases de crescimento fungico, foram realizadas
as contagens das UFCs/mL permitindo construir curvas para comparar os valores
das CIMs obtidas em microdiluicdo com o padrdo de crescimento dos fungos na

presenca das mesmas drogas antifungicas, em macrodiluigéo.

Os in6culos dos isolados de S. dimidiatum corresponderam a concentragdo entre 2 a
8 x 10* (mesmas concentracdes utilizadas para a microdiluicido em placa), sendo
que o in6éculo do isolado 228 de S. dimidiatum foi ajustado para a concentracdo de
1,62 x 10° conideos/mL, correspondendo a 1,62 x 10* UFC/mL e da amostra 066
para 2,36 x 10° conideos/mL, correspondendo a 2,36 x 10* UFC/mL. No Anexo 12a,
estédo representados os valores das UFC/mL encontrados durante os quatro dias de
incubacéo realizados em shaker com 200 rotagfes por minuto e temperatura
ajustada para 35C. A confeccdo das curvas de crescimento para os dois isolados
de S. dimidiatum a partir da contagem do niumero de UFC/mL e sua comparacéo
com os valores das CIMs obtidos na microdiluicdo, demostraram que houve
concordancia entre as curvas de crescimento e as CIMg para o itraconazol e a
terbinafina. A figura 7 demonstra que ambos os isolados de S. dimidiatum n&o foram
inibidos nas concentragdes = 4ug/mL, confirmando com as curvas de crescimento
gue demonstraram crescimento dos dois isolados na concentracao 4ug/mL. A droga
terbinafina demonstrou ser muito efetiva para ambos os isolados nas duas técnicas
utilizadas, inibindo ambos os isolados na concentracdo de 0,125ug/mL na
microdiluicdo, confirmando com as curvas de crescimento, ja que ambos os isolados
foram inibidos na concentracdo de 4ug/mL (Figura 10). Ja a comparacao entre as
CIMs e as curvas de crescimento para as drogas miconazol e ciclopirox evidenciou
discordancias entre os dois resutados dos isolados de S. dimidiatum. Na
microdiluicdo realizada para o miconazol, o isolado 066 foi inibido na concentracao
de 2ug/mL, porém na curva de crescimento observou-se que a concentracao de
miconazol igual a 16ug/mL nao inibiu totalmente o crescimento da amostra. Com
relacdo ao isolado de S. dimidiatum 228 também houve discordancia, pois na
microdiluicdo houve inibicdo de 100% do crescimento na concentracdo de 0,5ug/mL
e a mesma concentracdo na macrodiluicdo nédo inibiu o crescimento, que so6 foi

atingido na concentracdo de 16ug/mL (Figura 8). A droga ciclopirox demonstrou
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excelente acdo na microdiluicdo, j& que ambos os isolados foram inibidos na
concentracdo de ciclopirox de 0,007ug/mL, porém nas curvas de crescimento
obtidas para essa droga demostraram que a concentracéo de ciclopirox 0,125ug/mL
nao exerceu efeito inibitorio sobre os isolados, e as contagens das UFC/mL
apresentaram-se praticamente as mesmas entre o controle e a suspensao contendo

a concentracgao de ciclopirox 0,125ug/mL (Figura 9).

Curva de crescimento do S. dimidiatum 066
para Itraconazol

Curva de crescimento do  S. dimidiatum 228
para Itraconazol
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Figura 7: Curvas de crescimento (logip das UFC/mL X tempo h) dos isolados 066 e
228 de S. dimidiatum, na presenca e auséncia (controle) de itraconazol
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicéo estéo citados).
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Figura 8: Curvas de crescimento (logip das UFC/mL X tempo h) dos isolados 066 e
228 de S. dimidiatum, na presenca e auséncia (controle) de Miconazol
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicéo estéo citados).
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Figura 9: Curvas de crescimento (logip das UFC/mL X tempo h) dos isolados 066 e
228 de S. dimidiatum, na presenca e auséncia (controle) de ciclopirox
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicéo estéo citados).
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Figura 10: Curvas de crescimento (logio das UFC/mL X tempo h) dos isolados 066 e
228 de S. dimidiatum, na presenca e auséncia (controle) de terbinafina
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicéo estéo citados).

Da mesma forma, os inéculos dos isolados de T. rubrum corresponderam a

concentracdo entre 2 a 8 x10* conideos/mL, mesmas concentracdes utilizadas na

microdiluicdo em placa, sendo que o in6culo do isolado 369 foi ajustado para a

concentracdo de 2,26 x 10° conideos/mL, correspondendo a 2,26 x 10* UFC/mL e o

isolado 997, para a concentracéo de 2,35 x 10° conideos/mL, correspondendo a 2,35

x 10* UFC/mL. No Anexo 12b, estdo representados os valores das UFC/mL

encontrados durante os sete dias de incubacéo incubacgéo realizados em shaker

com 200 rotagBes por minuto e temperatura ajustada para 35T, representados a
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partir de 72 horas. A comparacgéo entre as CIMs obtidas na microdiluicéo e as curvas
de crescimento para os dois isolados de T. rubrum (369 e 997) revelaram que as
duas técnicas apresentaram resultados concordantes para todas as drogas, embora
as drogas itraconazol, miconazol e ciclopirox tenha ocorrido crescimento para
algumas diluicdes, este crescimento ndo ultrapassou a concentragcdo inicial do
indculo que continha 2,26 x 10* UFC/mL e 2,35 x 10* UFC/mL para as amostras 369
e 997, respectivamente, podendo-se considerar que todas as drogas apresentaram
efeito inibitoério, como demonstrado pelas CIMs obtidas na microdiluicdo (Figuras 11,
12, 13 e 14).
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Figura 11: Curvas de crescimento (logip das UFC/mL X tempo h) dos isolados 369 e
997 de T. rubrum, na presenca e auséncia (controle) de itraconazol

(Valores das CIMs obtidas na microdiluicdo estéo citados).
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Figura 12: Curvas de crescimento (logio das UFC/mL X tempo h) dos isolados 369 e
997 de T. rubrum, na presencga e auséncia (controle) de miconazol
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicao estéo citados).
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Figura 13: Curvas de crescimento (logio das UFC/mL X tempo h) dos isolados 369 e
997 de T. rubrum, na presenca e auséncia (controle) de ciclopirox
(Valores das CIMg obtidas na microdiluicéo estéo citados).
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Figura 14: Curvas de crescimento (logip das UFC/mL X tempo h) dos isolados 369 e
997 de T. rubrum, na presenca e auséncia (controle) de terbinafina
(Valores das CIM; obtidas na microdiluicao estéo citados).
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5 - DISCUSSAO

As micoses ungueais correspondem a um total de 30% das micoses superficiais
(MIGDLEY et al., 1994). Neste estudo, 333 pacientes tiveram diagnéstico confirmado
por exame direto positivo, correspondendo a 43,1% dos casos, dentre os 1.008
pacientes com suspeita de dermatomicose (Figura 3).

Um total de 467 amostras clinicas foram obtidas das unhas das méos e dos pés de
pacientes com suspeita de onicomicose. A confirmacao laboratorial foi estabelecida
por exame direto e cultura positiva para fungos em 313 amostras (67,0%). Amostras
com exame direto positivo e cultura negativa para fungos corresponderam a 14,8%
(69/467) (Tabela 5). A cultura para fungos apresentou uma especificidade de 100% e
uma sensibilidade de 81,94% para o diagnostico das onicomicoses. A explicacao
para a baixa sensibilidade obtida para as culturas pode ser explicada pela escassez
ou auséncia de elementos fungicos viaveis nas amostras clinicas, provavelmente
devido ao uso prévio de medicamentos antifungicos, o que dificulta o crescimento do
microrganismo em meios de cultura, mesmo apdés a suspensao do uso de
medicamentos por um periodo superior a 15 dias. Outro fator pode ser a alta
contaminacdo das culturas por bactérias que impedem o crescimento dos

verdadeiros patdgenos.

Os casos que apresentaram exame microscopico direto e cultura negativa para
fungos corresponderam a 18,2% (85/467), este alto indice de resultados negativos
em pacientes com lesBes sugestivas de infeccdo ungueal fungica, pode ser
explicado pela presenca de algumas enfermidades das unhas que podem simular
onicomicoses, como psoriase, lichen plano, infeccbes bacterianas, tumores nas
unhas, dermatite de contato, onicolise idiopatica. Este fato ressalta a importancia de
um diagnostico diferencial para estas doencas (ELEWISKI, 1998; LOPES &
TORRES, 1999a; SEEBACHER et al., 2007).

Tinea corporis foi a manifestacdo clinica mais freqientemente ocasionada por
fungos dermatdfitos neste estudo, com uma frequéncia de 31%, coincidindo com
achados em paises da Europa, como Espanha (PALACIO et al., 1999) e Croacia
(BABIC-ERCEG et al., 2003). Um estudo na cidade do Cairo (Egito), porém revelou

que a Tinea capitis foi a manifestacdo clinica mais comum, seguida pela Tinea
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corporis (ZAKI et al., 2008), ja na Turquia, a Tinea pedis foi a manifestacdo mais
frequente, seguida pela Tinea unguium (OZKUTUK et al., 2007). Estas diferentes
frequéncias de formas clinicas podem ser explicadas pela presenca de diferentes
fatores ambientais, socio-econdmicos e culturais entre as diferentes populacdes
(OZKUTUK et al., 2007).

Neste trabalho, foi observada a maior freqiéncia de dermatdfitos antropofilicos nas
dermatofitoses, em especial, da espécie T. rubrum com freqiéncia de 69,3%
(174/251), e confirmando com levantamentos realizados em outros paises como
Calicut (india) (BINDU & PAVITHRAN, 2002), Madrid (Espanha) (PALACIO et al.,
1999), Cidade do México (México) (HERNADEZ-SALAZAR et al., 2007), Lanzhou
(China) (TAO-XIANG et al., 2005), Izmir (Turquia) (TUMBAY et al., 1982), Roséario
(Argentina) (LUQUE et al., 1997), e em outros estados do Brasil, como Rio Grande
do Sul (LOPES et al., 1999b) e Goias (COSTA et al.,, 1999). Este fato pode estar
relacionado ao processo de urbanizacdo, ja que em grandes centros urbanos ha
maior aglomeracdo de individuos e consequentemente, maior facilidade de
disseminacao do fungo, o que leva a predominancia desta espécie como importante
agente etiolégico das dermatofitoses. Sabe-se também que esta espécie apresenta
uma melhor adaptacao ao tecido humano queratinizado, o que pode ser notado pela
necessidade de um maior tempo de tratamento para obter a cura quando comparado

a infeccbes causadas por dermatofitos zoofilicos e geofilicos.

T. interdigitale também estd freqlientemente envolvido na etiologia das
dermatofitoses sendo também uma espécie antropofilica e, neste estudo foi isolado
em 17,9% (45/251) das dermatofitoses, correspondendo a segunda espécie de
dermatofito mais isolada. Segundo ARENAS et al., 2002 um estudo realizado no
México com 1.957 pacientes, a frequéncia de T. rubrum e T. interdigitale foi
respectivamente, 60% e 17%, sendo valores proximos aos encontrados neste
estudo. A frequéncia de Microsporum canis entre as outras espeécies de dermatofitos
foi de 8,4% (21/251), correspondendo ao terceiro dermatofito mais isolado e
responsavel por 68,4% dos casos de Tinea capitis. A espécie T. tonsurans foi
isolada, embora em baixa frequiéncia quando comparada com isolamentos em outras
regides do Brasil (DAMAZIO et al., 2007), isso pode ser atribuido ao fato desta
espécie ser mais adaptada as condi¢des climaticas presentes na regido Nordeste,

onde ha o relato de maior freqiéncia dessa espécie. A Tabela 11 apresenta dados
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referentes a frequiéncia de dermatéfitos em algumas regides do Brasil, destacando a

alta frequéncia de T. tonsurans em Fortaleza, CE e em Pernambuco (PE).

Tabela 11: FreqgUéncias de espécies de dermatofitos em algumas regides do Brasil.

Regido T.rubrum T. interdigilate E.floccosum T.tonsurans M. canis M.gypseum

MEZZARI, 1998

(Porto Alegre, 68.3% 18.7% 2.43% 0% 8.7% 1.8%
RS)
COSTA, 1999

- 37,4% 36,4% 3,6% 5,9% 16,0% 0,6%
(Goiania , GO)

CHINELLI, 2003

48.7% 9,7% 4,1% 13,8% 20,9% 2,5%
(Séo Paulo, SP)
BRILHANTE,
2004 (Fortaleza, 4,41% 1,47% 0,0% 54,41% 38,97% 0.74%
CE)
SIQUEIRA, 2006
(Ribeirdo Preto, 84,2% 15,8% 0% 0% 0% 0%
SP)
DAMAZIO, 2007
(Pernambuco, 26,7% 18% 6,4% 26,2% 18,5% 2, 7%
PE)
MAIFREDE,

69,3% 17,9% 2,0% 2,0% 8,4% 0,4%

2009 (Vitoria,ES)

Dentre as leveduras, o género Candida foi o mais freqientemente isolado, com
frequéncia de 52,3% (192/367), sendo as unhas das maos femininas o sitio
anatbmico mais envolvido por esse agente etiolégico. O género Malassezia foi
isolado em 43,1% (158/367) e as regides mais afetadas foram aquelas préximas ao
couro cabeludo, como o tronco e face, pois como descrito na literatura, o couro
cabeludo é o reservatoério dessa espécie (FURTADO et al., 1997; MIRANDA et al.,
2006). E por ultimo, o género Trichosporon spp. correspondeu a 4,6% (17/367) dos

isolamentos afetando com maior frequéncia as unhas.

A epidemiologia das onicomicoses apresenta inumeros fatores que torna sua

frequéncia variavel, dentre eles: idade, sexo, estilo de vida, presenca de doenca
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concomitante e regido geografica (SVEJGAARD et al., 2003). Entre os 408 pacientes
analisados que apresentaram lesdes sugestivas de onicomicose, o diagndéstico foi
estabelecido em 333 pacientes, sendo 89 (26,7%) do sexo masculino e 245 (73,4%)
do sexo feminino (proporcdo de 1:2,6), confirmando com dados de outros autores,
onde se observa predominancia de onicomicoses no sexo feminino sobre o sexo
masculino, com valores de frequéncia entre 76% a 80% (BRILHANTE et al.; 2005;
HILMIOGLU-POLAT et al., 2005; MARTINS et al., 2007). Entretanto, outros autores
observaram o contrario, valores de frequéncia de 75,4% no sexo masculino em
relacdo ao sexo feminino (GUPTA et al., 2007). FOULLET et al., 2004 afirmam que
as onicomicoses predominam em 2,8% dos homens e em 2,6% das mulheres. As
causas para essas discrepancias seriam principalmente os diferentes habitos

culturais existentes entre as populacdes.

A maioria das infec¢des ungueais (53,8%) ocorreu nas unhas dos pés, enquanto as
unhas das méaos foram afetadas em 31,0% dos casos de onicomicose. Unhas das
maos e peés foram simultaneamente afetadas em 15,2% dos pacientes. As
justificativas para as unhas dos pés serem mais afetadas do que as unhas das méaos
sdo a menor velocidade de crescimento destas e a maior freqiiéncia de traumas
nessa regido, como o uso de sapatos fechados e com saltos, que facilita a
penetracdo dos fungos. A maior frequiéncia de Tinea pedis em relacdo a Tinea
mannum também € uma explicagdo para a maior freqiéncia de onicomicoses nas
unhas dos pés, ja que essas infec¢cdes favorecem a invaséao dos fungos no aparelho
ungueal (KASZUBA et al., 1998; GHANNOUM et al., 2000; RICH et al., 2003;
CHANUSSOT et al., 2007).

Com relacéo a etiologia das onicomicoses, os grupos de fungos mais isolados foram:
leveduras 55,6% (174/313), fungos filamentosos ndo-dermatofitos 27,2% (85/313) e
dermatofitos 17,3% (54/313) (Tabela 6 e Figura 5). Esses dados sdo controversos
com a maioria dos dados da literatura, que registram geralmente os dermatéfitos
cCOomo 0S maiores responsaveis pelas onicomicoses, representando cerca de 69 a
80% dessas infeccbes (GUPTA & LYNDE, 1997a; LOPEZ & TORRES, 1999a;
GHANNOUM et al., 2000; GUPTA & HEM, 2000). MARTELOZZO et al., 2005,
entretanto, encontraram proporc¢des diferentes dos autores acima citados, com
frequéncia de 33,85% para dermatofitos, 52,17% para leveduras e de 13,97% para

fungos filamentosos nao-dermatdfitos. Outros autores brasileiros como MEIRELES
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et al.,, 2008 também reportaram baixa frequéncia de dermatofitos envolvidos na
etiologia da onicomicose em Fortaleza, no nordeste brasileiro, sendo que as
leveduras foram os agentes mais frequentes (64,4%), seguidas pelos fungos
filamentosos nao-dermatdfitos (25,4%) e dermatofitos (10,2%), assim como
reportado neste trabalho. Casos de onicomicoses por fungos filamentosos nao-
dermatofitos ndo podem ser considerados raros na grande Vitoria, devendo-se
considerar a importancia da correta identificacdo destes agentes etioldgicos para um

melhor sucesso terapéutico.

Entre os dermatdfitos responsaveis pelos casos de Tinea unguium, T. rubrum foi a
espécie mais freqiente correspondendo a 13,4% dentre todos os fungos isolados e
77,8% entre os dermatofitos, atingido ambas as unhas das mé&os e dos peés, e
predominando no sexo masculino. Com relacéo as leveduras, o género Candida foi
o mais frequente, correspondendo a 52,1% dos fungos isolados e 93,7% entre as
leveduras. Foi observada maior freqiéncia de infeccdes por Candida spp. has unhas
das maos de mulheres (46,9%) em relacdo aos homens (11,1%), em concordancia
com outros estudos (MERCANTINI et al., 1996; VELEZ et al., 1997; KOUSSIDOU,
2002). A maior suscetibilidade das mulheres a esse tipo de infeccdo pode ser
explicada pelos habitos de trabalho, ja que muitas mulheres desenvolvem trabalhos
domésticos, permanecendo por longos periodos com as maos Umidas, além de
manter contado com substancias quimicas como os detergentes que favorecem o
aparecimento de candidiase cutanea, podendo ser considerada uma micose

ocupacional.

Entre os fungos filamentosos nao-dermatofitos, o género Fusarium foi o mais isolado
neste estudo com frequéncia de 17,6% dos isolados dentre todos os agentes
etiolégicos e de 64,7% dentre os fungos filamentosos ndo-dermatéfitos. Nos Estados
Unidos, Fusarium spp. foi reportado como o agente etioldgico mais frequente de
onicomicose dentre os fungos filamentosos ndo-dermatofitos, atingindo a frequéncia
de 34,1% (HILMIOGLU-POLAT et al., 2005). Segundo BRILHANTE et al., 2005,
Fusarium spp. foi o fungo filamentoso ndo-dermatofito mais isolado com frequéncia

de 8,19% em um estudo realizado no Ceara (Nordeste brasileiro).

Em conseqiéncia de intensos movimentos migratorios nas Ultimas décadas, os

fungos do género Scytalidium, que sdo mais freqiientes na Africa, Tailandia,
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Inglaterra, Australia e eram rarissimos no Brasil, ttm agora sido isolados com maior
frequéncia (ARAUJO et al., 2003). Scytalidium dimidiatum obteve frequéncia de
4,47% dentre todos os agentes de onicomicoses e de 16,4% entre o grupo de
fungos filamentosos n&o-dermatofitos, seguido por Aspergillus spp. Na India,
Aspergillus spp. foi responsavel por 86,4% dos isolamentos de fungos filamentosos
nao-dermatoéfitos e, um estudo realizado na Espanha, Aspergillus versicolor foi a
espécie mais freqliente nos casos de micose ungueal (HILMIOGLU-POLAT et al.,
2005). Esses dados confirmam um amplo espectro de fungos como agentes de
onicomicoses apresentando uma importante implicagcéo terapéutica. Em relacédo aos
fungos filamentosos ndo-dermatofitos, foi possivel observar o curioso isolamento de
Fusarium spp. em unhas das méaos e dos pés, e predominantemente no sexo
feminino. J& Scytalidium dimidiatum e Aspergillus spp. foram isolados em ambos os
sexos, porém mais freqientemente nas unhas dos pés, concordando com TOSTI et
al., 2000.

Com relacdo ao diagndstico laboratorial das onicomicoses, s6 foi considerada
infeccdo por Candida as lesGes em que 0 exame microscopico direto apresentou
blastoconideos e pseudohifas associado ao isolamento de Candida spp. em cultura.
Ja para os fungos filamentosos néo-dermatofitos, seu isolamento sé foi considerado
nos casos onde foram observados elementos fungicos (hifas sem artroconideos,
irregulares e/ou demaceas) em exame microscopico direto e o crescimento do
mesmo fungo filamentoso n&o-dermatdfito em duas amostras consecutivas do

mesmo paciente com intervalo de pelo menos uma semana para cada amostra.

Embora os dermatofitos e, recentemente os fungos filamentosos nao-dermatofitos
sejam expressivamente isolados no laboratério de diagnéstico micoldgico, os testes
de suscetibilidade a drogas antifUngicas para estes fungos permanecem pouco
desenvolvidos, quando comparado com o0s testes realizados para bactérias e
leveduras (PUJOL et al., 1996; FERNANDEZ-TORRES et al., 2002; LASS-FLORL et
al., 2006). Recentemente, os testes de suscetibilidade aos antifungicos tém ganhado
credibilidade na literatura (LALITHA et al., 2007). Existem varios métodos para se
determinar a suscetibilidade in vitro; sendo que o método de referéncia para fungos
filamentosos, documento M38-A publicado pelo CLSI em 2002, é recomendado para
a determinacdo da CIM para algumas espécies de fungos filamentosos, porém néo é

direcionado para os fungos dermatéfitos, dependendo de validacdo para esse grupo
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de fungos. Essa metodologia exibe algumas limitagcbes e varios pontos ainda
dependem de otimizacdo para permitirem a padronizacdo deste teste (GEHRT et al.,
1995, GOMEZ-LOPEZ et al., 2005).

Concentracao do inoculo, tipo de meio de cultura, pH, solvente, tempo e temperatura
de incubacdo e o método de preparacdo do indculo sédo alguns dos pontos principais
que influenciam nos valores das CIMs (NORRIS et al., 1999; ALIO et al., 2005;
JOHNSON, 2008). Segundo PUJOL et al., 1996, os dois fatores mais importantes
para a confiabilidade do teste de suscetibilidade sdo o método de confeccdo e a
concentragdo do inoculo. Varios estudos demonstram a importancia do preparo do
in6culo utilizando o hemocitdbmetro para aumentar a acuracia e reprodutibilidade,
(PETRIKKOU et al., 2001; LASS-FLORL et al., 2006), ja que os conideos dos fungos
filamentosos variam extremamente em numero, tamanho e cor, de acordo com a
espécie, podendo assim, influenciar na concentracdo do indculo, principalmente
guando se adota apenas o método espectrofotométrico. Este método tem mostrado
ser reprodutivel, contudo € necessario utilizar diferentes faixas de transmisséo
dependendo da espécie (PUJOL et al., 1996).

Existem varias publicagbes propondo métodos de padronizacdo do teste de
suscetibilidade para dermatofitos e fungos filamentosos ndo-dermatofitos, através de
testes de microdiluicdo e macrodiluicdo em caldo, e sdo geralmente extensdes das
metodologias propostas pelos documentos M27-A2 ou M38-A. Contudo, 0s
resultados obtidos ainda mostram grande variabilidade dos resultados (JESSUP et
al., 2000; FERNANDEZ-TORRES, 2001), provavelmente devido a dificuldade de
padronizacdo das diversas varidveis. Considera-se, por exemplo, de extrema
importancia a contagem do numero de conideos/mL no indculo ao invés de ajustes

espectrofotométricos da turvacdo da suspensao de esporos.

Outro importante fator para determinacdo da suscetibilidade de fungos dermatéfitos
e filamentosos ndo-dermatofitos é a selegcdo de um meio de cultura que induza a
producdo de conideos (JESSUP et al., 2000). Neste trabalho, utilizou-se o agar
batata dextrose (ABD), que demonstrou apropriada inducdo na producdo de
conideos para todos os fungos testados. Entre as duas espécies de dermatdfitos
testadas, especialmente T. rubrum apresenta processo de conidiacdo mais dificil,

guando comparado com os outros dermatdéfitos (JESSUP et al., 2000), mas
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demonstrou consideravel esporulagdo no ABD, permitindo a obtencdo de uma
suspensao com concentracdo de conideos adequada para confeccado do inéculo.
Com relacdo aos fungos filamentosos n&o-dermatofitos, o ABD também foi

igualmente eficaz na producéo de conideos.

O solvente em que as drogas antifungicas foram diluidas para a confeccdo da
solucdo estoque também é um fator que pode ocasionar alteragfes nos valores das
CIMs (RANDHAWA, 2008). DMSO é uma substancia altamente polar e estavel com
excepcional propriedade solvente e empregada como solvente de drogas
antifingicas auxiliando na penetracdo desses farmacos na pele (RANDHAWA,
2008). A utilizagdo do DMSO como solvente das drogas no teste de suscetibilidade é
um dos fatores que altera a reprodutibilidade do teste, ja que essa substancia pode
inibir o crescimento de alguns isolados de dermatofitos, afetando a germinagcéo dos
conideos e causando variacdes nos resultados (RANDHAWA, 2008). Neste estudo,
todas as drogas foram diluidas em DMSO para que essa variavel nao interferisse
nos resultados, permitindo comparar as diferentes CIMs entre as diferentes drogas

testadas.

Com relacéo ao tempo de incubacéo do teste, varios autores tém proposto diferentes
periodos, variando de 3 até 20 dias para dermatofitos. Segundo SANTOS et al.,
2006, depois de 4 dias de incubacédo, T. rubrum apresentou escasso crescimento,
contudo, apods 7 dias de incubacado observou-se crescimento proeminente nos pogos
contendo o controle positivo sem a droga. FERNANDES-TORRES et al.,, 2002
obtiveram resultados similares. Diferentes achados foram encontrados por JESSUP
et al., 2000; GHANNOUM et al., 2006, que verificaram que 4 dias de incubacéo
foram suficientes para observar crescimento proeminente nos pocos controles.
Neste trabalho, todos os isolados de dermatofitos produziram crescimento
proeminente apds sete dias de incubacdo, quando foram entdo estabelecidas as
CIMs. O tempo também é uma variavel nos teste de suscetibilidade para fungos
filamentosos ndo-dermatofitos. Alguns autores realizam as leituras com 48 horas de
incubacédo e outros com 72 horas (REUBEN et al., 1989; JESSUP et al., 2000).
Essas variacdes dificultam a interpretacdo e a comparagdo entre os resultados.
Neste estudo, 48 horas de incubagéo foram suficientes para obter bom crescimento

de fungos filamentosos ndo-dermatofitos nos pocos controles.
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A obtencao do inéculo homogéneo € a principal dificuldade encontrada para atingir a
reprodutibilidade e acuracia do teste de suscetibilidade para fungos filamentosos. O
protocolo do CLSI estabelece o ajuste do inoculo apenas pela leitura da
transmitancia no espectrofotometro, ndo levando em conta discrepancias entre
tamanhos e possiveis colora¢cdes de conideos e transmitancias apresentadas pelas
suspensdes dos indculos. Neste estudo, as recomendag¢des do Documento M38-A
do CLSI foram seguidas, considerando algumas adaptacdes. Primeiramente, a
preparacdo do inoculo incluiu a contagem do numero de conideos em um
hemocitdmetro, além da leitura espectrofotométrica, que permitiu o exato ajuste e
conhecimento da concentracdo de 1x10° - 4x10° conideos/mL contidos no inéculo.
Essas variaveis ndo sédo controladas quando os in6culos séo ajustados apenas pela
leitura de transmitancia em espectrofotometro. Os resultados demonstraram que a
contagem do numero de conideos é facilmente realizada, sendo uma técnica pratica
e econbmica e que nao requer aparelhagem de alto custo. JA& o método
espectrofotométrico, igualmente ndo é dificil de ser realizado, mas as faixas de
transmitancias devem ser estabelecidas para as diferentes espécies fungicas. Nesse
estudo, foram utilizadas duas faixas de transmitancia: Tgo-gs% € Tes-70%. OS indculos
dos fungos dos géneros Scytalidium e Fusarium se apresentaram dentro da faixa de
Tes.70%, cOmM contagens de 1 - 4 x 10° conideos/mL, porém, para Aspergillus, T.
rubrum e T. interdigitale foram necessarias leituras nas faixas Tgo-gse% OU Tes.700 para
atingir inéculos nas concentracées de 1 - 4 x 10° conideos/mL, diferencas atribuidas
a heterogeinidade nos tamanhos dos conideos e/ou pigmentacdo dos mesmos. O
género Scytalidium por apresentar coloracdo demacea, produz um indculo escuro
que interfere na concentracdo final da suspensao, tornando necessario ajustar o
in6culo para faixas de transmitancia mais baixas para atingir a concentracao
desejada. O género Fusarium apresenta conideos de tamanhos maiores quando
comparados com os conideos do Aspergillus, T. rubrum e T. interdigitale, sendo
também, necessario utilizar faixas de transmitancias mais baixas (65-70%),
enquanto que para alguns isolados de dermatdéfitos e Aspergillus foram utilizadas
faixas mais altas 80-85% (mais diluidas) para alcancgar a concentracdo de conideos
dentro da faixa determinada. Além do tamanho dos conideos, a produgdo de
pigmentacdo, observada em varias espécies pode influenciar substancialmente no
valor da transmissao. A producao de pigmento depende do meio de cultura usado e

varia de isolado para isolado dentro de uma mesma espécie (GUARRO et al., 1998),
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portanto devido aos diferentes tamanhos dos conideos e pigmentagcdo entre as
diferentes espécies fungicas, verifica-se que a contagem dos conideos em
hemocitdmetro € a técnica mais confiavel e que permite maior reprodutibilidade ao

se fazer o ajuste do indculo.

Alguns estudos tém demonstrado que os conideos apresentam maior sensibilidade
as drogas antifungicas que os fragmentos de hifas (SANTOS et al.,, 2005). O
documento M38-A do CLSI recomenda a separacdo entre hifas e conideos atraves
da sedimentacdo por 15 a 20 minutos, usando-se apenas a parte superior da
suspensao para realizar o teste de suscetibilidade. Neste estudo, foi observado,
durante contagem de conideos em hemocitbmetro, que estes foram predominantes,
sendo visualizados poucos fragmentos de hifas e concluindo-se que a sedimentacéo
é eficiente para a eliminacdo das hifas (Anexo 5 a, b,c). Recentemente, autores
propdem a remocao de fragmentos de hifas do inoculo através de filtragem em filtros
com poros de 8um de didmetro para obtencdo de in6culo ainda mais homogéneo
(BARROS et al., 2007, SIQUEIRA et al., 2008).

A avaliacéo, em geral, da atividade in vitro das drogas testadas revelaram que para
os fungos dermatéfitos, as drogas mais potentes foram o ciclopirox e a terbinafina.
Entre as drogas azélicas, itraconazol foi a mais ativa, seguida pelo miconazol,
cetoconazol e fluconazol (Tabela 9), em concordancia com os resultados de
FERNANDEZ-TORRES et al., 2001; GUPTA et al., 2003b e BARROS et al., 2007.
Fluconazol apresentou os maiores valores de CIMs, para os dermatofitos,
demonstrando ser a droga menos efetiva in vitro para este grupo, confirmando os
resultados de ALIO et al., 2005 e SIQUEIRA et al., 2008. PUJOL et al., 2002
reportaram altas CIMg para fluconazol para as espécies T. rubrum e T. interdigitale

com valores de 4 a 8 ug/mL e de 8 a 128 pg/mL, respectivamente.

Ciclopirox apresentou 6tima atividade nos testes in vitro para os fungos dermatofitos,
com valores de CIMgyy, abaixo de 0,015 pg/mL, enquanto que griseofulvina
apresentou ClMggy, de 4 e 8 ug/mL para isolados de T. rubrum e T. interdigitale,
respectivamente, valores mais elevados que aqueles encontrados por BARROS et
al., 2007 (Anexo 10c).
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Neste trabalho, evidenciou-se variagbes na suscetibilidade entre os dois grupos de
fungos filamentosos: as drogas antifungicas foram muito mais eficazes contra fungos
dermatofitos que nao-dermatéfitos (Tabela 9 e Figura 6). Fusarium spp. foi o género
que apresentou menor variabilidade nos valores das CIMs dentro deste grupo e é
importante ressaltar que isolados desse género podem apresentar resisténcia
intrinseca a drogas antifungicas, ndo sendo inibidos dentro das faixas de diluicbes
de drogas testadas, confirmando a tendéncia a resisténcia in vitro e in vivo desses
isolados contra varios antifungicos licenciados para o tratamento de onicomicoses
(REUBEN et al.,, 1989; PUJOL et al.,, 1996, CUENCA-ESTRELLA et al., 2006)
(Tabela 12). A espécie F. solani é considerada a mais resistente (IZQUIERDO et al.,
2008) e neste estudo, F. solani apresentou ClMgyy, ligeiramente mais elevadas que
F. oxysporum (Anexo 10d). As onicomicoses causadas por Fusarium spp. séo
preocupantes e devido a uma baixa resposta terapéutica aos tratamentos
convencionais, alguns pacientes imunocomprometidos estdo desenvolvendo
quadros sistémicos de infec¢bes por Fusarium, cuja fonte de infeccdo pode estar
relacionada com onicomicose (ARRESE et al., 1996), demonstrando a importancia
do correto diagnostico e tratamento das onicomicoses ocasionadas por esses

fungos.

Tabela 12: CIMs das espécies de Fusarium estudadas comparadas com
investigacdes realizadas por outros autores.

CUENCA-ESTRELLA, REUBEN et al.,
Drogas Nosso estudo
2005 1989
F.solani F.oxysporum F.solani F. oxysporum )
Fusarium spp.
(23) “4) (24) 19)
CIM 50% >4 0,5 >8 >8 >32
Itraconazol
CIM 90% >4 >4 >8 >8 > 32
CIM 50% >16 1 - - > 32
Miconazol
CcIM90%  >16 4 - - > 32

Scytalidium dimidiatum apresentou alto padrdo de resisténcia as drogas fluconazol
(ClMgge, > 64), itraconazol (ClMgge, > 4), cetoconazol (ClMggy, > 8), miconazol (ClMgg,

> 16), griseofulfina (CIMggy, > 64) e terbinafina (ClMgge, > 64), apresentando somente
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certa suscetibilidade ao ciclopirox (CIMgy > 0,25). Esses altos valores de ClMggy, €m
testes in vitro sugerem ma resposta dos agentes antifungicos in vivo e alguns
autores consideram as infec¢des por S. dimidiatum habitualmente incuraveis, tanto
utilizando antifingicos orais como tépicos (ALVAREZ et al., 2000). A dificuldade no
tratamento da onicomicose ocasionada por esse fungo pode ser confirmada pelos
altos valores encontrados nas ClMggy, €m testes in vitro, que foram reportados por
outros autores (LACROIX et al., 2008).

Ja o género Aspergillus apresentou altos valores de ClMgy, para fluconazol,
cetoconazol e griseofulfina (> 64, > 8, > 64), porém certa suscetibilidade ao
ciclopirox, miconazol, itraconazol e terbinafina. Em um estudo realizado por GIANNI
et al., 2004, a terbinafina também apresentou atividade in vitro superior ao
itraconazol para o género Aspergillus. As drogas fluconazol e griseofulvina nao
inibiram os isolados de fungos filamentosos n&o-dermatdéfitos nem nas maiores
concentracOes testadas, demonstrando que este grupo apresenta tendéncia para um

alto padréo de resisténcia a essas drogas.

Comparando os resultados obtidos nos testes de suscetibilidade com os valores dos
breakpoints recentemente publicados no documento M38-A2 (2008), proposto pelo
CLSI, verifica-se, em relagéo ao itraconazol, que CIMs < 1 correspondem a isolados
de dermatdfitos sensiveis, CIM = 2 isolados com suscetibilidade intermediaria e CIM
= 4, isolados resistentes. Com base nesses valores de breakpoints recentemente
propostos, todos os isolados de fungos dermatdfitos testados no estudo seriam
sensiveis, ressaltando que se considerou 100% de inibicdo do crescimento
comparado com o controle positivo, enquanto que o Documento M38-A adota 80%

de inibicdo.

A comparagdo entre as curvas de crescimento do fungo em macrodiluigdo,
construidas a partir das contagens das UFC/mL, e os respectivos valores das CIMs
obtidas na microdiluicdo para os pares de isolados de S. dimidiatum e de T. rubrum,
permitiu observar que a terbinafina foi a droga que alcangcou maior eficacia para
ambos os grupos de fungos. Na microdiluicdo realizada para o miconazol, o isolado
066 foi inibido na concentracdo de 2ug/mL, porém na curva de crescimento
observou-se que a concentracdo de miconazol igual a 16ug/mL n&o inibiu totalmente

o crescimento da amostra. Com relacdo ao isolado de S. dimidiatum 228 tambéem
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houve discordancia, pois na microdiluicdo houve inibicdo de 100% do crescimento
na concentracao de 0,5ug/mL e a mesma concentracdo na macrodiluicdo nao inibiu
0 crescimento, que so foi atingido na concentracéo de 16ug/mL. Para o ciclopirox, foi
verificada certa discrepancia entre valores de micro e macrodiluicdo para ambos os
isolados de S. dimidiatum. Observando-se maior eficacia dessa droga na
microdiluicdo, obtendo-se uma CIM = 0,007, entretanto a concentragéo de 0,125
pMg/mL nédo foi capaz de inibir o crescimento dos dois isolados de S. dimidiatum na
macrodiluicdo (Figura 9). Esta ndo correspondéncia entre valores de micro e
macrodiluicdo pode ser atribuida a diferentes condi¢cdes entre os testes, como o
emprego de agitacdo na macrodiluicao, facilitando talvez a solubilizacdo da droga e
permitindo melhor oxigenacédo do meio de cultura, obtendo-se um crescimento maior
que os valores das CIMs obtidas na microdiluicdo. Este fendmeno nao foi observado
para as demais drogas onde valores das CIMs e as curvas de inibicdo foram
concordantes para ambos 0s grupos de fungos.

O sucesso no tratamento das onicomicoses tem sido desafiador para os
dermatologistas (MISHRA et al., 2005). Agentes tradicionais como a griseofulvina
apresentam um limitado espectro de acao, requerendo um longo periodo de terapia
e possui altas taxas de recidiva. Cetoconazol, embora seja mais efetivo, apresenta
maior risco de hepatotoxicidade, limitando o seu uso (MISHRA et al., 2005).
Atualmente, os agentes mais usados no tratamento das onicomicoses Sao
itraconazol e terbinafina. Esses farmacos apresentam melhor farmacocinética, com
rapida penetracdo nas unhas e leito ungueal, permanecendo no sitio de acéo
durante meses apOs a interrupcdo do tratamento, além de apresentar poucas
reacoes adversas (MISHRA et al., 2005).

E importante ressaltar que a escolha da droga baseia-se também na via de
administracdo da mesma. Tratamento com agentes antifungicos de acao sistémica &
recomendado para todos os tipos de onicomicoses (SEEBACHER et al., 2007). A
terbinafina e o itraconazol administrados por via oral sdo associados com taxas de
cura de 75% ou mais em estudos clinicos de pacientes com onicomicoses
confirmada por exames laboratoriais (OSBORNE et al., 2003; RICH et al., 2003).

Agentes topicos geralmente sdo considerados ineficazes para o tratamento de

onicomicoses, principalmente por apresentar pouca penetracdo no interior das



76

unhas (GUPTA et al., 2006). HAY et al, 1987 reportaram a taxa de cura de 22% com
0 uso de solucéo de tioconazol trés vezes ao dia durante 12 meses. Drogas de uso
topico sdo recomendadas para o tratamento das onicomicoses somente quando
menos de 50% da unha esta afetada e ndo houve comprometimento da matrix
ungueal (SEEBACHER et al., 2007).

Os testes de suscetibilidade in vitro podem auxiliar nas recomendacdes terapéuticas.
Porém, é necessario obter mais dados clinicos para confirmar se uma boa atividade
observada in vitro é realmente progndstico para o sucesso da terapia in vivo. Ha
ainda a necessidade de se estabelecer breakpoints para os testes de suscetibilidade

para os fungos filamentosos (OZKUTUK et al., 2007).

Segundo CUENCA-ESTRELLA et al., 2002, os resultados de suscetibilidade in vitro
aos antifungicos dao evidéncias confiaveis para auxiliar no tratamento clinico.
Porém, a correta determinacdo da etiologia das onicomicoses € importante para um

correto planejamento terapéutico.
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6 — CONCLUSOES

1- A dermatomicose mais observada foi nas unhas com frequéncia de 43,1%,
seguida pelas lesbes no corpo (27,4%), pé (13,7%), couro cabeludo (8,2%), méo
(5,2%) e axila/virilha (2,4%);

2- No geral, a frequéncia dos grupos de fungos envolvidos na etiologia das
dermatomicoses foi: leveduras (50,3%), dermatofitos (34,4%) e nao-dermatofitos
(15,3%);

3- O diagnéstico clinico e laboratorial das onicomicoses pode ser problematico:
somente 69% das amostras clinicas coletadas de casos suspeitos foram positivas no

exame direto e somente 58,6% apresentaram confirmacéao através de cultura;

4- Com relacdo a etiologia das onicomicoses, os grupos de fungos mais isolados
foram: leveduras (55,6%), fungos filamentosos nao-dermatoéfitos (27,2%) e
dermatofitos (17,3%);

5- Dentre as leveduras, Candida spp. foi o género mais freqiientemente isolado,
(52,3%), sendo as unhas das maos femininas o sitio anatébmico mais envolvido por
esse agente etiolégico, seguido pelo género Fusarium com freqiéncia de 17,6%,
sendo mais isolado que o dermatofitos T. rubrum com frequiéncia de 13,4% dentre 0s

agentes etiologicos.

6- A proposta de um protocolo para testes de suscetibilidade in vitro de dermatdfitos

e ndo-dermatofitos € conveniente e reprodutivel;

7- Para a confeccgdo do ind6culo, a contagem em hemocitbmetro demonstrou ser

mais confiavel que a leitura em espectrofotdbmetro;

8- Entre os fungos filamentosos, os nao-dermatoéfitos foram mais frequentes nas
onicomicoses e menos suscetiveis in vitro a drogas testadas que os fungos

dermatdofitos;
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9- Em geral, todos os antifingicos mostraram ser efetivos in vitro para os fungos
dermatofitos, com excecdo do fluconazol. Terbinafina foi a droga que apresentou

melhor atividade para ambos os grupos, fungos dermatofitos e ndo-dermatofitos.
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8 — ANEXOS

Anexo 1: Componentes epidérmicos do aparelho unguea

Hiponiquio

Prega ungueal
lateral

Placa ungueal

LUnula-matriz distal

Cuticula

Matriz ungueal
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Anexo 2: Meios de cultura empregados nesse estudo

a) Agar Sabouraud dextrose

Composicéo:

Peptona 10g
Dextrose 409
Agar 209

Agua destilada 1000mL

Preparo:
* Pesar o meio conforme instru¢gdes do fabricante;
» Dissolver os constituintes em agua;
» Esterilizar em autoclave;

» Resfriar até 55T e distribuir em tubos ou placas estéreis.

b) Agar Mycosel® (Seletivo)

Composigéao:

Peptona 10g
Glicose 10g
Cicloheximida 0,49
Cloranfenicol 0,059
Agar 15,59
Agua destilada 1000mL

Preparo:
» Pesar 0 meio conforme instru¢cdes do fabricante;
» Dissolver os constituintes em agua;
» Esterilizar em autoclave;

* Resfriar até 55T e distribuir em tubos estéreis.
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c) Agar Batata dextrose

Composicéo:

Batata 200g
Dextrose 15g
Agar bacteriologico 159
Cloranfenicol 0,39
Agua destilada 1000mL

Preparo:

Lavar bem as batatas inglesas e cortar em pedagos grandes com as cascas;
Cozinhar as batatas em 500mL de agua destilada em um béquer, tomando
cuidado para ndo evaporar toda a agua durante o cozimento, para isto basta
tampar a boca do béquer com papel aluminio. Para o cozimento das batatas
basta esperar a 4gua ferver e cozinha-las por mais 8 a 10 minutos;

Filtrar todo liquido em gaze utilizando uma proveta de 500 mL e reconstituir 0
volume final para 500mL,;

Transferir 0 extrato de batata filtrado para um erlemenyer, adicionar 0s
demais constituintes do meio e completar o volume para 1000mL;

Esterilizar em autoclave;

Resfriar até 55T e distribuir em tubos estéreis.

d) Meios complementares para identificacdo de derma  téfitos (Requerimento

nutricional)

T1: Agar base caseina

Caseina 2,59
KHPO, 1,89
MgSO, 1,0g
Glicose 40,09
Agar 20,09

Agua destilada 1000mL



T2: Agar base caseina inositol

Agar base caseina 100mL

Solucéo de inositol 2,0 mL

Solucéo de inositol: 250mg/100mL de agua.

T3: Agar base caseina com inositol e tiamina

Agar base caseina 100mL
Solucéo de inositol 2,0 mL
Solugéo de tiamina 2,0 mL

T4: Agar base caseina com tiamina

Agar base caseina 100mL

Solucéo de tiamina (10mg/10ml) 2,0 mL

T5: Agar base nitrato de amonio

NH4NO3 1,59
KH,PO, 1,89
MgSO4 0,19
Dextrose 40,09
Agar 20,09
Agua 1000mL

Descricao do teste de requerimento nutricional:

100

» Transferir um fragmento da colénia do dermatofito a ser identificado para

tubos T1 a T5;
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» O fragmento deve ser do tamanho de uma cabeca de alfinete;

» Evitar transferir fragmentos do meio de cultivo original para o meio nutricional,

* Observar o crescimento apoés e dias de incubacao a temperatura ambiente;

e Atribuir valores de 0 a 4+ de acordo com a quantidade de crescimento
observada;

e Comparar com a tabela abaixo.

T3 T5
, . T1 T2 ) T4
Espécie _ Inositol+ o Ac.
Base Inositol o Tiamina o
tiamina nicotinico

T. tonsurans +/- +/- 4+ 4+ +/-
T. rubrum 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
T. interdigitale 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

e) Meio 4gar Uréia (CHRISTENSEN)

Preparo:

1. Pesar 2 gramas de agar e esterilizar em 100ml de agua destilada;
2. Pesar 3,9 g de meio uréia e homogeneizar no meio acima (fundido e resfriado
a 55C). Ferver rapidamente no forno de microondas;

3. Distribuir em tubos com tampa rosqueavel, estéreis e inclinar (dngulo de 459.

f) Meio de cultura BCP (Padréo de crescimento fungico)

Composicao:

Meio 1:

Leite em pé 80g

Sol. Alcodlica com 1,6% de purpura de bromocresol_ 2mL
Agua 1000mL
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Meio 2:

Glicose 40,09
Agar 30,09
Agua 1000mL

Preparo:
» Dissolver e “cozinhar” o leite em p6 na agua, com auxilio de agitador
automatico com aquecimento;
e Esterilizar o Meio 2 separadamente;
* Verter o Meio 2 ao meio com leite cozido;
* Adicionar a solucéo alcodlica;

* Ferver no forno microondas e distribuir em tubos estéreis.

g) Meio RPMI 1640 (com glutamina e vermelho de fenol, sem bicarbonato de sddio)
(Sigma-Aldrich).

e O conteudo do pacote foi dissolvido em 900mL de &agua destilada, em

agitacdo com barra magnética, mas sem aquecimento;

* Foi adicionada glicose para concentracao final de 2% (20g) e 34,5g de MOPS
(0,165 M), ajustando para pH 7,0;

e O volume final foi completado para 1000mL e o meio foi esterilizado por
filtragcdo em filtro Millipore, membrana com diametro de poro de 0,22 pm.
Retiramos um pequeno volume para o teste de esterilidade. O restante do

volume foi conservado em frasco estéril na geladeira,
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Anexo 3: Técnica de microcultivo em lamina

Esterilizar placa de Petri contendo uma lamina apoiada sobre um suporte;
Em ambiente asséptico (proximo a uma chama), pegar uma placa contendo
agar batata com 4-5 mm de profundidade, e com o auxilio de uma lamina de
bisturi estéril, retira-se um pequeno bloco retangular do meio de cultura, com
aproximadamente um centimetro quadrado;
Dispor esse bloco de agar batata de forma asséptica sobre a lamina que se
encontra acondicionada na placa de Petri;
Pegar fragmentos da colonia de fungo filamentoso e fazer quatro repiques
com auxilio de uma agulha de platina, nas quatro faces do cubo de agar
batata;
Cobrir com uma laminula estéril o cubo de agar batata fazendo uma pequena
compressao para aderéncia da laminula;
Incubar em atmosfera umida, colocando 1 mL de agua destilada estéril dentro
da placa com uma pipeta, tendo cuidado para ndo molhar a lamina que
contém o meio de cultura;

Identificar a placa de Petri com a data e o nUmero do paciente;

Incubar a placa em temperatura ambiente 27-30°C, até visualizacdo do
crescimento fungico sob a laminula;

Para observacdo microscoépica, transfere-se, com uma pin¢ca metalica, a
laminula que esta cobrindo o cubo de agar batata, para uma nova lamina

adicionada de uma gota de corante lactofenol azul de algodéao;

10- A observacdao é realizada em microscopio 6tico com aumento de 400x.



Anexo 4: Identificacdo de dermatofitos
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a) Aspectos macroscopicos e microscopicos das espécies de dermatofitos.

o . i Fotos da
Espécie Colonia Conideos ) )
micromorfologia
. Apenas macroconideos com
Coloragdo amarelada a marrom.
E. floccosum forma de clava arredondadas
Reverso marrom claro. .
nas extremidades.
Numerosos  macroconideos
. Coloragdo branco-amarelada, com em forma navicular com
M. canis
reverso amarelo escuro. parede rugosa, com
pequenas espiculas.
Coloragéo canela a marrom claro.  Numerosos  macroconideos
M. gypseum Reverso amarelo claro pardo. com formas ligeiramente
Aspecto pulverulento. arredondadas.
Coldnias brancas, amarelas ou Microconideos abundante, em
vinho. Reverso vinho. Pigmento formato piriforme.
T. rubrum

vermelho produzido se difunde no
meio de cultura.

Macroconideos em forma de

lapis.

T. tonsurans

Coloragdo branca, acastanhada.
Reverso tende para cor amarela,
marrom ou avermelhada.

Pigmento  avermelhado pode
difundir-se no meio. Superficie
aveludado ou

com aspecto

pulverulento.

Macroconidea rara. Pode ser
produzida na presenca de
extrato de levedura.
Microconideos s&do Unicos,
irregulares, ovoides ou
periformes, sdo sésseis ou

em pedunculo curto.

T.
interdigitale

Coloragdo branca a creme.
Reverso amarelo, marrom,
avermelhado com o tempo.
Margem regular, aspecto

algodonoso.

Apresenta macroconideos e
hifas em espiral. Numerosos
microconideos esféricos
isolados ou em pequenos

cachos.




b) Identificacdo dos dermatdfitos por provas bioquimicas.
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. ) Perfuragéo Requerimento
Espécie Meio BCP Urease
do pélo nutricional
E. floccosum Cresc. + Nio
Profuso/Alcalinizacéo B
M. canis Cresc. Profuso/ sem + + NZo
alteracao
M. gypseum Cresc. Profuso/ sem + + Nio
alteracao
T. rubrum Cresc. restrito/ sem N3o
alteracéo B B
T. tonsurans Cresc. Profuso/ + Sim: tiamina
alcalinizacdo B
T. interdigitale Cresc. Profuso/ + + N3o

alcalinizacdo

c¢) Figuras das provas bioguimicas realizadas para identificacdo dos dermatdfitos.

1-lIdentificacédo de T. interdigitale

2-ldentificacdo de T. rubrum

Provas bioquimicas realizadas para a identificacdo dos fungos dermatofitos. Tubo 1:
ASD com cultura positiva para de dermatofito; Tubo 2: prova da pigmentacdo em
agar batata dextrose; Tubos 3 e 4: prova requerimento nutricional para tiamina; Tubo
5: BCP (padréo de crescimento no meio); Tubo 6: urease.
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Anexo 5: Contagem de conideos em hemocitdmetro (Cam  ara de Newbauer)

a) Contagem de conideos para Fusarium spp.

b) Contagem de conideos para Scytalidium spp.

c) Contagem de conideos para Trichophyton spp.
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Anexo 6: Contagem de UFC/mL em placas de agar Sabou raud dextrose
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Anexo 7: Montagem da placa de microdiluicdo para re  alizacdo do teste de
suscetibilidade a drogas antifungicas.

* As drogas antifungicas foram dispensadas verticalmente, de modo a se obter
concentragbes crescentes nos pocos das fileiras 1-10 da placa de
microdiluicao.

» A fileira 11 correspondeu ao controle negativo, onde so foi inoculado o meio
de cultura, sem a droga antifiingica e sem o indculo (Controle de esterilidade
da placa de microdiluicdo).

» Afileira 12 correspondeu ao controle positivo, onde foi distribuido o inéculo do
fungo, sem a droga testada.

* Indculos distribuidos horizontalmente nas placas com as diluicdes das drogas
ja previamente preparadas.

» Leituras de A a F das cepas de fungos filamentosos dermatofitos e néo-
dermatéfitos que foram testadas.

» Leituras de G e H das cepas controle (Candida parapsilosis ATCC 22019 e
Trichophyton rubrum ATCC 40051).
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Anexo 8: Macrodiluicdo realizada para confec¢céo da curva de crescimento.

a) Macrodiluicdo realizada para o isolado de S. dimidiatum 066 para a droga
terbinafina.

b) Macrodiluicdo realizada para o isolado de S. dimidiatum 066 para a droga
itraconazol.
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Anexo 9: Aspecto clinico e laboratorial das onicomi coses.

a) Quadro clinico de onicomicose causada por fungos dermatéfitos com destruicdo
da queratina ungueal da porgao distal (Onicomicose subungueal distal) e exame
direto de raspado de unha com hidréxido de potassio (KOH) 20%, demonstrando
hifas septadas e artroconideos caracteristicos de fungos dermatofitos.

b) Quadro clinico de onicomicose causada por fungos filamentosos nédo-dermatofitos
com coloragdo amarela opaca da queratina ungueal da porcao distal e exame direto
de raspado de unha com hidréxido de potassio (KOH) 20%, demonstrando hifas
septadas sem artroconideos caracteristicos de fungos filamentosos né&o-
dermatdfitos. A cultura confirmou Fusarium solani como agente etioldgico
responsavel pela infec¢éo ungueal.




Anexo 10: Testes de suscetibilidade de fungos filam

nao-dermatofitos a drogas antifingicas.
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entosos dermatofitos e

a) Tabela 1 Faixas de variacdes da CIM (ug/mL) dos sete antifungicos para duas
espécies de dermatdfitos.

Isolados
Drogas ] . o
) Dermatdéfitos (50) T. rubrum (39) T. interdigitale (11)
(faixa testada)
Fluconazol
0,5-> 64 1->64 0,5->64
(0,125-64)
Cetoconazol
0,03->8 0,03>8 0,06-8
(0,015-8)
Itraconazol
0,015-1 0,015-1 0,015-0,5
(0,007-4)
Miconazol
0,03-1 0,03-0,5 0,06-1
(0,03-16)
Ciclopirox
0,0035-0,015 0,0035-0,015 0,0035-0,015
(0,0035-2)
Terbinafina
0,125-0,5 0,125-0,5 0,125-0,5
(0,125-64)
Griseofulvina
0,125-64 0,5-64 0,125-8
(0,125-64)

b) Tabela 2: Faixas de variacfes da CIM (ug/mL) de sete antifingicos para espécies

de fungos filamentosos ndo-dermatofitos.

AMOSTRAS
S. F. A. A. A.
Filamentoso F. solani Outros
dimidiatum oxysporum fumigatus niger terreus
(50) (23) 3)
(12) 4) (2 (4) (2)
9 = 64 = 64 = 64 = 64 = 64 = 64 = 64 = 64
L
© 0,25-2 8 0,25-> 8 4->8 2->8 428 0528 >8 >8
(@)
e 0,125-2 4 1-24 0,5-24 24 0,251 0524 0,251 0,25-2 64
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N 0,125-
O | 0125216 | 0,125-2 0,5-4 1 052 0,252 1->16
= =16

0,015-
X1 00072 |0007-006 0015025 0015-05 0,03 b5 0015 0007:025
O 1
0 0,125- 0,125- 0,125
8| 0125264 | 0,125-2 0,5-32 0,25-0,5 0,125-2 64
x > 64 0,25 2
x > 64 > 64 > 64 > 64 > 64 >64 264 > 64

c) Tabela 3: Valores das CIMs de sete drogas antifUngicas necessarias para inibir
50% e 90% das duas espécies de dermatofitos.

Drogas Dermatdfitos T. rubrum T. interdigitale
(50) (39) (11)
CIM 50% 8 8 4
Fluconazol CIM 90% 32 32 >64
CIM 50% 0,25 0,25 0,25
Cetoconazol  CIM 90% 0,5 0,5 8
CIM 50% 0,125 0,125 0,06
Itraconazol CIM 90% 0,5 0,5 0,5
CIM 50% 0,125 0,125 0,125
Miconazol CIM 90% 0,5 0,5 1
CIM 50% 0,007 0,007 0,007
Ciclopirox CIM 90% 0,015 0,007 0,015
CIM 50% 0,125 0,125 0,125
Terbinafina CIM 90% 0,125 0,125 0,5
CIM 50% 2 4 0,5

Griseofulvina CIM 90% 4 4 8
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d) Tabela 4: Valores de CIMs de sete drogas antifiungicas necessarias para inibir
50% e 90% das espécies de Fusarium, Scytalidium e Aspergillus.

Fungo S. F. F. A. A. A.
Drogas flamentoso  dimidiatum  oxysporum  solani  fumigatus  niger terreus
(50) 12) 4) (23) (2 4) 2
CIM 50% > 64 >64 >64 > 64 > 64 >64 >64
Fluconazol CIM 90% > 64 > 64 > 64 > 64 >64 >64 >64
CIM 50% >8 >8 4 >8 4 0,5 >8
Cetoconazol  civ 90% >8 >8 >8 >8 >8 05 =>8
CIM 50% >4 >4 0,5 >4 0,25 1 0,25
Itraconazol  cim 90% >4 >4 >4 >4 1 >4 1
CIM 50% 1 0,5 1 >16 1 0,5 0,25
Miconazol CIM 90% >16 2 4 >16 1 2 2
CIM 50% 0,06 0,015 0,06 0,25 0,03 0,06 0,015
Ciclopirox CIM 90% 0,25 0,015 0,25 0,5 0,03 0,12 0,015
CIM 50% 0,5 0,25 0,5 64 0,125 0,5 0,25
Terbinafina  cim90% > 64 1 16 > 64 0,25 0,5 1
CIM 50% > 64 >64 > 64 > 64 > 64 >64 >64

Griseofulvina  cim 90% > 64 >64 > 64 > 64 >64 >64 >64
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Anexo 11: Valores de transmitancia (T), n°® de conid eos e n° de UFC do indculo,

para os fungos filamentosos dermatofitos e ndo-derm atofitos.

Tabela 1: Comparacao entre valores de T e quantificacdo do inoculo para T. rubrum.

N°de conideos/mL antes N°de conideos/mL

Cepa Espécie % da diluicdo em RPMI depois da diluicdo NOd/e IL_JFC
(%) (hemocitbmetro) em RPMI m
131 T. rubrum 68,9 1,02 x 10° 1,02 x10% 5,0 x10°
158 T. rubrum 69,8 1,32 x 10° 1,32 x10* 4,0 x10°
190 T. rubrum 67 2,17 x 10° 2,17 x10* 2,1 x10%
445 T. rubrum 65,2 2,65 x 10° 2,65 x 10% 1,7 x10*
216 T. rubrum 69,5 1,50 x 10° 1,50 x 10% 8,0 x10°
382 T. rubrum 65,8 1,78 x 10° 2,68 x 10% 2,5 x10%
569 T. rubrum 65,3 2,82 x 10° 2,82 x 10% 2,0 x10%
369 T. rubrum 67,7 1,1 x10° 1,1 x 10% 8,0 x10°
233 T. rubrum 68,2 1,7 x 10° 1,7 x 10* 1,2 x10*
049 T. rubrum 67,8 1,0 x 10° 1,0 x 10* 3,0 x10°
27 T.rubrum 67,9 1,15 x 10° 1,95 x 10* 1,75x10%
136 T.rubrum 69,1 2,52 x 10° 2,52 x 10% 1,3 x10*
084 T. rubrum 65,3 1,03x 10° 1,03 x 10% 5,0 x10°
059 T. rubrum 68,7 3,15 x 10° 3,15 x 10* 1,35x10%
597 T. rubrum 67,4 3,68 x 10° 3,68 x 10% 2,2 x10%
060 T. rubrum 67,4 2,98 x 10° 2,98 x 10% 1,2 x10*
507 T. rubrum 67,4 2,75 x 10° 2,75 x 10* 2.35x10%
493 T. rubrum 65,7 3,11 x 10° 3,91 x 10* 3,8 x10%
126 T. rubrum 67,4 1,02 x 10° 1,02 x 10% 5,0 x10°
490 T. rubrum 68,4 2,50 x 10° 2,50 x 10* 1,35 x10"
79 T. rubrum 70,5 2,87 x 10° 2.87 x 10* 1,75 x10"
210 T. rubrum 70,9 1,86 x 10° 2,36 x 10% 2,1 x10%
272 T. rubrum 84,0 1,98 x 10° 9,9 x 10* 4.2 x10*
197 T. rubrum 70,2 2.56 x 10° 2,56 x 10* 1,5 x10%
226 T. rubrum 82,3 1,05 x 10° 5,25 x 10% 9,0 x10°
231 T. rubrum 83,6 1,58 x 10° 7.9 x 10* 3,5 x10*
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600 T. rubrum 67,7 2.48 x 10° 2.48 x 10* 2.1 x10*
706 T. rubrum 69,7 2,98 x 10° 2,98 x 10* 2.3 x10*
997 T. rubrum 81,2 1,92 x 10° 9,6 x 10* 5,95x10%
113 T. rubrum 65,9 1,96 x 10° 1,96 x 10* 6,0 x10°
777 T. rubrum 81,5 1,37 x 10° 6,85 x 10* 2.25x10%
805 T. rubrum 69,8 2,96 x 10° 2,96 x 10% 3,25x10*
952 T. rubrum 85,3 1,96 x 10° 9,8 x 10° 6,75x10*
335 T. rubrum 81,9 2.42 x 10° 1,21 x 10° 4.8 x10*
328 T. rubrum 69,0 1,62 x 10° 1,62 x 10% 8,0 x10°
559 T. rubrum 68,5 2,59 x 10° 2,59 x 10* 2.45x10%
370 T. rubrum 83,8 2,43 x 10° 1,22 x 10° 5,65x10%
383 T. rubrum 70,3 2,64 x 10° 2,64 x 10% 1,5 x10*
432 T. rubrum 81,0 2,05 x 10° 1,02 x 10° 7.1 x10*

b) Tabela 2: Comparacdo entre valores de T e quantificagdo do inoculo para T.

interdigitale.

N°de conideos/mL antes N°de conideos/mL N°de UFC
Cepa Espécie % da diluicdo em RPMI depois da diluicdo /e .

(%) (hemocitbmetro) em RPMI m

177  T.interdigitale 69,9 2,86 x 10° 2,86 x 10* 9,0 x10°
540  T.interdigitale 67,5 2,80 x 10° 2,80 x 10* 1,7 x10*
812  T.interdigitale 66,5 3,82 x 10° 3,82 x 10* 3,1 x10*
479  T.interdigitale 65,6 1,34 x 10° 1,34 x 10* 5,0 x10°
536  T.interdigitale 66,7 1,03 x 10° 1,03 x 10* 7,0 x10°
150  T.interdigitale 68,9 1,99 x 10° 1,99 x 10* 1,75x10*
533  T.interdigitale 68,7 1,96 x 10° 1,96 x 10* 1,6 x10*
293  T.interdigitale 70,0 2,46 x 10° 2,46 x 10* 1,3 x10*
825 T.interdigitale 82,5 2,65 x 10° 1,32 x 10° 6,15x10%
446  T.interdigitale 70,5 1,26 x 10° 1,26 x 10* 2,0 x10°
516  T.interdigitale 85,5 1,12 x 10° 5,6 x 10* 7,0x10°
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c) Tabela 3: Comparacdo entre valores de T e quantificacdo do inoculo para
Scytalidium dimidiatum.

N°de conideos/mL antes N°de conideos/mL

N°de UFC

Cepa Espécie %) da diluicdo em RPMI depois da diluicdo em L
’ (hemocitémetro) RPMI

228 S.dimidiatum 67,6 1,72 x 10° 1,72 x 10% 1,3 x10*
279 S.dimidiatum 68,2 2,23 x 10° 2,23 x 10* 1,0 x10*
606 S.dimidiatum 65,3 1,28 x 10° 1,28 x 10* 5,0 x10°
781  S.dimidiatum 69,5 1,92 x 10° 1,92 x 10% 9,5 x10°
066 S.dimidiatum 69,0 1,54 x 10° 1,54 x 10* 2.5 x10°
093 S. dimidiatum 65,3 2,05 x 10° 2,05 x 10* 1,1 x10*
112  S.dimidiatum 67,8 2,98 x 10° 2,98 x 10% 7.5 x10*
642 S.dimidiatum 67,2 1,49 x 10° 1,49 x 10* 1,25x10%
023  S. dimidiatum 70,7 1,38 x 10° 1,38 x 10* 2.0 x10°
041 S.dimidiatum 65,0 1,95 x 10° 1,95 x 10% 8,0 x10°
255  S.dimidiatum 70,5 1,57 x 10° 1,57 x 10* 9,5 x10°
865 S.dimidiatum 68,1 1,38 x 10° 1,38 x 10* 7.5 x10°

d) Tabela 4. Comparacdo entre valores de T e quantificacdo do inoculo para
Fusarium spp.

N°de conideos/mL antes

N°de conideos/mL

Cepa Espécie %) da diluigéf) em RPMI depois da diluicdo em NOd/Er}nlEFC
(hemocitébmetro) RPMI
261 F.solani 65,5 1,57 x 10° 1,57 x 10* 9,0 x10°
277 F.solani 69,9 1,82 x 10° 1,82 x 10* 1,2 x10*
319 F.oxysporum 67,8 1,98 x 10° 1,98 x 10* 8,0 x10°
881 F.solani 70,5 1,52 x 10° 1,52 x 10* 7,0 x10°
991 F.solani 67,2 1,40x 10° 1,40x 10* 3,0 x10°
067 F.solani 65,7 2,78 x 10° 2,78 x 10* 9,5 x10°
078 F.solani 70,7 1,52x 10° 1,52x 10* 1,5 x10*
133  F.oxysporum 67,9 1,2 x 10° 1,20 x 10* 1,15x10*
152 F.solani 70,0 1,77 x 10° 1,77 x 10* 8,0 x10°
355 F.solani 66,6 1,14 x 10° 1,14 x 10* 5,5 x10°
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474 F.solani 70,3 1,93 x 10° 1,93 x 10* 8,0 x10°
504 F.solani 70,7 2,52 x 10° 2,52 x 10* 2.0 x10*
874 F.oxysporum 68,9 3,10x 10° 3,10 x 10* 3,7 x10*
687 F.solani 66,8 1,27x 10° 1,27 x 10* 1,1 x10*
043 F.solani 69,3 1,34 x 10° 1,34 x 10* 3,0 x10°
047 F.solani 67,8 1,95 x 10° 1,95 x 10% 7,0 x10°
104 F.solani 70,3 2.35 x 10° 2.35 x 10* 1,0 x10*
234 F.solani 70,1 2,57 x 10° 2,57 x 10* 1,5 x10%
185 F.solani 68,4 1,58 x 10° 1,58 x 10% 6,0 x10°
273 F.solani 66,5 1,11 x 10° 1,11 x 10* 9,0 x10°
274 F.solani 69,0 1,36 x 10° 1,36 x 10* 8,0 x10°
329 F.oxysporum 64,9 1,00 x 10° 1,00 x 10* 6,0 x10°
332 F.solani 68,0 1,31 x 10° 1,31 x 10* 7.0 x10°
845 F.solani 69,3 2.48 x 10° 2.48 x 10* 2.65x10%
412 F.solani 65,4 1,57 x 10° 1,57 x 10% 1,1 x10*
419 F.solani 67,7 1,02 x 10° 1,02 x 10* 3,0 x10°
423 F.solani 69,9 1,35 x 10° 1,35 x 10* 9,0 x10°

e) Tabela 5: Comparacdo entre valores de T e quantificacdo do inoculo para
Aspergillus spp.

N°de conideos/mL antes

N°de conideos/mL

o o ) o N°de UFC

Cepa Espécie da diluicdo em RPMI depois da diluigdo

(%) . /mL
(hemocitémetro) em RPMI

38 A fumigatus 80,0 2,04x 10° 1,02x 10° 2,0 x10*
290 A niger 65,2 2,89 x 10° 2,89 x 10* 1,55x10*
365  A. niger 65,6 2,98 x 10° 2,98 x 10* 6,0 x10*
145 A.terreus 85,5 3,43 x 10° 1,75 x 10* 3,5 x10*
864  A. niger 65,9 2,03x 10° 2,03 x 10* 1,8 x10*
015 A.terreus 65,5 2,56 x 10° 2,56 x 10* 8,0 x10°
203 A niger 69,5 1,42 x 10° 1,42 x 10* 3,5 x10°
349 A.fumigatus 70,7 1,46 x 10° 1,46 x 10* 4,0 x10°
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f) Tabela 6: Comparacédo entre valores de T e quantificacdo do in6culo para fungos

dos géneros Curvularia, Scedosporium e Aureobasidium.

N° de conideos/mL antes da  N° de conideos/mL

N° de UFC
Cepa Género diluicdo em RPMI depois da diluicdo em
(%) ) /mL
(hemocitdémetro) RPMI

713 Curvulariaspp. 82,5 3,50 x 10° 1,75 x 10° 3,3 x10*
Scedosporium 6 4 3

68,9 1,17x 10 1,17x 10 4,0 x10

spp.

Aureobasidium 6 4 4

68,3 1,66 x 10 1,66 x 10 1,25 x10

spp.




Anexo 12: Contagem das UFC/mL em placa de agar Sabo

cepas de S. dimidiatum e 2 cepas de T. rubrum .
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uraud dextrose para 2

a) Tabela 1: Medida do crescimento em UFC/mL de S. dimidiatum (cepas 066 e 228) na
auséncia (controle) e na presenca de duas concentracdes de drogas antifungicas.

Tempo de incubacdo

Drogas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
(ug/mL) Cepas
066 228 066 228 066 228 066 228

Cor(‘g)c"e 22x10° 50x10° 1,2x10° 8,0x10° 2,0x10"  2x10°  2,7x10" 50x10"
'”acocfggzo' 1,3x10°  1,0x10°  1,0x10° 1,0x10" 15x10°  1,2x10°  1,7x10°  1,0x10°
'”acozazo' 66x10°  9x10* 80x10° 20x10° 40x10° 50x10° 50x10°  80x10’
Mic%r"gzo' 19x10° 15x10° 15x10° 3,0x10° 20x10°  15x10°  2,1x10’  9,0x10’
Micolng‘zo' 1,0x10°  1,0x10°  1,0x10° 3,0x10° 29x10° 20x10* 23x10°  2,0x10*
CPeX 20x10°  40x10° 19610 50x10°  21x10°  17x10°  28x0°  12x10°
CIoloproX  50x10°  20x10° 20x10° 50x10°  50x0°  80x10°  47x10°  40x10°
Terbinafind - 90x10°  50x10° 50x10° 55x0° 50x10°  60x10°  60x10°  50x10°
Tebnafina 5ox10°  30x10'  20x10° 20x10° 20a0°  80x10°  10x10°  20x10*

b) Tabela 2: Medida do crescimento em UFC de T. rubrum (cepas 369 e 997) na
auséncia (controle) e na presenca de duas concentragdes de drogas antifungicas.

Tempo incubacao

'(DLE/?T‘?‘E) 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas
Cepas

369 997 369 997 369 997 369 997 369 997
COTg)O e lox0®  11xa0®  15x10° 38x10° 25x10° 71x10% 250  25x0° 30x10°  54x10°
'tra%"’ggZO' 0 1,0x10°  1,0x10° 12x10° 1,0x10° 1,54x10° 10x10° 1,5x10% 20x10° 2,0x10°
Itracozazol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
e 0 1,0x10° 0 34x0° 0  39x0° 0 350" 0  30x0
Micoln6azol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cicg?fzir;)x 0 0 0 0 0  1,0x10° 0 60x10° 0  65x10°
Ciclogirox 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terbirlafina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terbinafina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

64
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