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RESUMO

Silva, LB.[dissertagdo]. Identificacdo e determinagdo do perfil de suscetibilidade a
antifngicos de leveduras e fungos filamentosos isolados de dermatomicoses e avaliacdo da
producdo de proteinases e fosfolipases pelas leveduras. Uberaba: Universidade Federal do
Triangulo Mineiro; 2012.

Dermatomicoses sdo doencgas fungicas localizadas na pele, unhas e pelos que afetam de 20 a
25% da populacdo mundial. A prevaléncia destas infecgdes varia de acordo com as diferencas
regionais e atualmente elas sdo consideradas importantes problemas de salde publica em
algumas regides do mundo. Dermatomicoses podem ser causadas por leveduras, dermatofitos
e fungos filamentosos ndo-dermatdfitos. O tratamento das micoses dermatoldgicas baseia-se
no uso de antifungicos topicos e/ou orais, mas a ocorréncia de falha terapéutica é comum e
casos de resisténcia aos farmacos tém sido relatados. Os objetivos deste trabalho foram
identificar e determinar o perfil de suscetibilidade a antifingicos de leveduras e fungos
filamentosos isolados de dermatomicoses na cidade de Uberaba-MG, e avaliar a producéo de
proteinases e fosfolipases pelas leveduras. As amostras de fungos foram obtidas de pacientes
atendidos no servico de patologia clinica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro ou
em laboratorio particular de Uberaba. Os fungos foram identificados por métodos classicos e
a suscetibilidade in vitro a antifungicos foi avaliada por microdilui¢do em caldo segundo
preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) nos documentos M38-A2 e
M27-A3. Os antifngicos testados foram cetoconazol, fluconazol, griseofulvina, itraconazol,
terbinafina e voriconazol. A producdo de fosfolipases e proteinases foi analisada nas
leveduras. Entre Julho de 2009 a Julho de 2011 foram analisadas 216 amostras, sendo que a
maioria foi proveniente de individuos do sexo feminino e de adultos com idade entre 31-60
anos. A infeccdo mais frequente foi a onicomicose seguida de tinea pedis e tinea corporis.
Foram isoladas leveduras (53,7%), dermatdfitos (32,4%) e fungos filamentosos ndo-
dermatdfitos (13,9%), e as espécies mais comuns foram Candida parapsilosis (24,07%),
Trichophyton rubrum (17,13%), Trichophyton interdigitale (11,12%) e Candida
guilliermondii (11,12%). A maioria das leveduras foi sensivel aos antifungicos, embora
suscetibilidade dose-dependente tenha sido encontrada, principalmente ao itraconazol. A
terbinafina foi o composto mais ativo contra dermatéfitos e o fluconazol apresentou a menor
atividade contra estes fungos. Fungos filamentosos ndo-dermatofitos apresentaram os maiores
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) para todos os antifingicos. Dos isolados de
Candida spp., 29,8% foram capazes de produzir fosfolipases e 42,3% produziram proteinases.
Dentre os isolados de Trichosporon spp., 66,7% foram produtores de fosfolipases e 16,67%
produtores de proteinases. Nossos resultados ndo mostraram correlacdo entre a origem clinica
dos isolados e sua capacidade de produzir exoenzimas. Os resultados obtidos sugerem que a
identificacdo de fungos e a realizagdo dos testes de suscetibilidade a antifungicos s&o
procedimentos que poderiam contribuir para o sucesso da terapia das dermatomicoses.

Palavras-Chave: dermatomicoses - suscetibilidade - antifungicos — viruléncia



ABSTRACT

Silva, LB.[dissertation]. Identification and determination of antifungal susceptibility profile of
yeasts and filamentous fungi isolated from dermatomycosis and evaluation of production of
phospholipases and proteinases by yeasts. Uberaba: Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro; 2012.

Dermatomyecosis are fungal infections localized in the skin, nails and hair that affect about 20
to 25% of the worldwide population. The prevalence of these infections varies according with
the difference regionals and currently they have been considered an important public health
issue in some regions of the world. Dermatomycosis can be caused by yeast, dermatophytes
and non-dermatophyte filamentous fungi. The treatment of dermatological mycosis is based in
the use of topical and/or oral antifungals however, the occurrence of treatment failure is
common and cases of antifungal drug resistance have been reported. The aims of this study
were to identify and determine the antifungal susceptibility profile of yeast and filamentous
fungi isolated from dermatomycosis in the Uberaba-MG, and to evaluate the production of
proteinases and phospholipases by yeasts. The fungal samples were obtained from patients
attended in the service of clinical pathology of Universidade Federal do Tridngulo Mineiro or
in private laboratory of Uberaba. The fungi were identified by using classical methods and the
in vitro antifungal susceptibility testing was evaluated by broth microdilution according
recommended by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) by documents M27-A3
and M38-A2. Antifungal agents tested included ketoconazole, fluconazole, griseofulvin,
itraconazole, terbinafine and voriconazole. The production of phospholipases and proteinases
was analyzed for yeasts. Between July 2009 to July 2011 were analyzed 216 samples of
which the majority was from women and adults between 31 to 60 years. The most common
infection was onychomycosis followed by tinea pedis and tinea corporis. The fungi isolated
were yeast (53.7%), dermatophytes (32.4%) and non-dermatophyte filamentous fungi
(13.9%), and the most common species were Candida parapsilosis (24.07%), Trichophyton
rubrum (17.13%), Trichophyton interdigitale (11.12%) and Candida guilliermondii (11.12%).
The most of yeasts were susceptible to antifungals although susceptibility dose dependent has
been found, mainly to itraconazole. Terbinafine was the most active compound against
dermatophytes and the fluconazole showed the lower activity against these fungi. Non-
dermatophyte filamentous fungi showed the highest minimum inhibitory concentration (MIC)
values to all antifungal agents. Of all Candida spp. evaluated, 29.8% were able to produce
phospholipases and 42.3% produced proteinases. Among Trichosporon spp., 66.7% were
producers of phospholipases and 16.67% producers of proteinases. However, our results did
not relationship between the clinical origin of the isolates and their ability to produce
exoenzymes. These data suggest that the identification of fungi and the antifungal
susceptibility testing are procedures that could contribute to the success of therapy of
dermatomycosis.

Key-Words: dermatomycosis - susceptibility - antifungals - virulence
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1 INTRODUCAO

Dermatomicoses sdo doencas fungicas localizadas na pele, unhas, pelos, dobras
periungueais, conduto auditivo externo, nas mucosas e zonas cutaneo-mucosas. Sdo infecgdes
de ocorréncia mundial, com maior prevaléncia em regibes de clima quente e Umido e
acometem tanto os seres humanos quanto animais (PARADA, 2007; WILLE et al., 2009).

Estas doencas formam o grupo mais numeroso de infecgdes micéticas e séo
consideradas um problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia, pelos prejuizos que
acarretam e pelo impacto sdcio-econémico que provocam. As dermatomicoses Sa0
consideradas uma das doencas dermatoldgicas mais comuns na atualidade, afetando de 20 a
25% da populacdo mundial (HAVLICKOVA et al., 2008; SIMONNET et al., 2011). Em
determinadas profissdes como agricultores, empregados de limpeza, jardineiros, dentre outras,
as infeccbes dermatoldgicas podem ser extremamente dolorosas, desconfortaveis e, as vezes,
impedir a realizacdo do trabalho. Profissionais de saude, trabalhadores de bares, restaurantes,
atendentes ao publico precisam ser retirados dos postos de trabalho quando acometidos
devido a alteracBes na estética (PONTES et al., 2002; PARADA, 2007).

Uma variedade de fungos, tanto filamentosos quanto em forma de leveduras
podem causar dermatomicoses. Dentre os fungos filamentosos, 0s principais agentes
etioldgicos sdo os dermatéfitos e dentre as leveduras, o género Candida € o mais comum
(NARDIN et al.,2006). Tanto dermatdéfitos quanto Candida spp. possuem a capacidade de
degradar a queratina da pele, que serve como sua principal fonte nutricional, sendo chamados
de fungos queratinofilicos. Entretanto, fungos ndo queratinofilicos também podem causar
dermatomicoses e atualmente, fungos considerados oportunistas ou fungos filamentosos néo-
dermatofitos (como Fusarium spp., por exemplo) tém sido frequentemente isolados de lesdes
dermatoldgicas (CALADO, 2005).

Estudos epidemioldgicos relatam que a prevaléncia de fungos responsaveis pelas
micoses dermatoldgicas varia de acordo com as diferengas regionais, clima, caracteristicas
socioecondmicas, habitos culturais e migracdo (COSTA et al., 2002; PONTES et al., 2002;
CHINELLI et al., 2003; ALMEIDA et al., 2009; KOKSAL et al., 2009; SIMONNET et al.,
2011). Observa-se maior frequéncia de dermatomicoses em comunidades com baixo nivel
socioeconbémico e onde vivem muitas pessoas, 0 que confere maiores oportunidades para o
contato pele a pele, contato com animais e baixas condigdes de higiene (HAVLICKOVA et

al., 2008). Além disto, estes estudos mostram que tanto adultos quanto criancas sdo afetados e
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que o uso de calgados fechados, roupas muito justas, a pratica de esportes, contato com areia
contaminada podem aumentar as chances de infeccdo (CALADO, 2005).

Dermatomicoses sdo consideradas de dificil tratamento, pois este deve ser
realizado por longos periodos juntamente com um programa educativo que exige mudancas
de habitos do individuo (cortar os pelos, isolamento apropriado, medidas sanitarias, dentre
outras). Além disto, em funcdo da variedade de espécies que podem causar dermatomicoses,
cada uma das quais apresentando perfil distinto de suscetibilidade aos antifungicos, o éxito da
terapia € um desafio e depende da adesdo ao tratamento. Essa adesdo, por sua vez, € um
processo multifatorial que necessita da parceria entre profissional de saude e paciente. Sabe-se
ainda que recidivas sdo frequentes e geralmente sdo atribuidas a ma utilizacdo e/ou
descontinuidade do farmaco antifangico (CAMPANHA et al., 2007; FRIAS e KOZUSNY-
ANDREANI, 2009). Somada a estes fatores, atualmente, a resisténcia aos agentes
antifungicos é considerada uma importante causa de falha no tratamento destas infeccBes
(MUKHERJEE et al., 2003; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; MANZANO-GAYOSSO et al.,
2011).

Pelo exposto, conhecer as atuais tendéncias na incidéncia de fungos causadores
das dermatomicoses em diferentes regides e analisar o perfil de sensibilidade destes fungos
aos antifangicos disponiveis no mercado sdo fundamentais para contribuir com o diagndstico
e tratamento destas doencas (KOKSAL et al, 2009).

1.1 PRINCIPAIS FUNGOS ASSOCIADOS A DERMATOMICOSES

1.1.1 Fungos Filamentosos

1.1.1.1 Dermatofitos

Os dermatofitos constituem um grupo de fungos que afetam os tecidos
queratinizados de seres humanos e outros animais, causando infec¢Ges denominadas
dermatofitoses ou tineas (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995). Mesmo ndo fazendo parte

da microbiota do organismo humano, estes fungos estdo bem adaptados para infectar os
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tecidos queratinizados devido & sua capacidade em utilizar a queratina como fonte de
nutrientes (LEMSADDEK, 2008). Dermatofitos compreendem cerca de 40 espécies fungicas,
das quais 20 sdo as principais responsaveis pelas infecgdes em humanos (DRAKENSJO e
CHRYSSANTHOU, 2011). Eles séo classificados nos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton e, conforme seu habitat sdo divididos em antropofilicos (encontrados em
associagao a seres humanos e seus habitats), zoofilicos (mais frequentemente associados a
animais) e geofilicos (isolados no solo) (MURRAY et al., 2004; REZENDE et al., 2008).

Fungos do género Trichophyton apresentam microconideos em grande quantidade
e macroscopicamente suas colonias apresentam uma variedade intensa de cores dependendo
da espécie. Dentre os dermatofitos, fungos do género Trichophyton sdo os mais comumente
isolados e as principais espécies causadoras das dermatofitoses sdo: T. rubrum, T.
interdigitale, T. tonsurans, T. schoenleinii, T. soudanense e T. violaceum (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005; AKCAGLAR et al., 2011; DRAKENSJO e CHRYSSANTHOU,
2011). T. rubrum € a espécie mais isolada em todo o mundo, seguido de T. interdigitale, e
estas espécies estdo associadas, principalmente, a infecgdes nas unhas e pés (MUKHERJEE et
al., 2003; ROMANO et al., 2005; DRAKENSJO e CHRYSSANTHOU, 2011, TSOUMANI
et al.,, 2011). Fungos do género Microsporum s&o caracterizados pela presenca de
macroconideos fusiformes, multisseptados de paredes rugosas e espessas. Muitas espécies de
Microsporum estdo envolvidas em processos infecciosos humanos e animais na dependéncia
de caracteristicas geogréaficas e do hospedeiro. Assim, encontramos M. canis, M. gypseum e
M. audouinii como as espécies mais frequentemente isoladas. Além disto, fungos deste
género estdo associados as micoses no couro cabeludo (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005;
SEEBACHER et al.,, 2008; TSOUMANI et al., 2011). J4, os fungos do género
Epidermophyton sdo caracterizados pela presenca de macroconideos piriformes,
multisseptados de paredes lisas e espessas e a Unica espécie patogénica para seres humanos é
o Epidermophyton floccosum (BRILHANTE et al., 2000; TRABULSI e ALTERTHUM,
2005).

As dermatofitoses sdo classificadas clinicamente segundo as localizagGes
anatdmicas afetadas por estes fungos. A denominagdo de cada tipo de dermatofitose é feita
adicionando-se um nome latino, que designa o local do corpo afetado, a palavra tinea (Tabela
1) (SANTOS et al., 2002; ACHTERMAN e WHITE, 2012).

Em todo o mundo, o M. canis € segundo patdogeno mais freqlientemente
relacionado a tinea corporis e tinea cruris. Na Europa e na América do Norte, este

dermatofito é o principal agente causal de tinea capitis (GUPTA e TU, 2006). De maneira
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geral, no Brasil, a tinea capitis € a infeccdo mais frequente em criancas e 0 agente mais
comum também é M. canis. Outros tipos de tineas sdo mais frequentes nos adultos sendo o
agente mais comum T. rubrum (COSTA et al., 2002; CAMPANHA et al., 2007).

Tabela 1: Dermatofitoses humanas: principais manifestagdes clinicas e respectivas espécies de dermatoéfitos
envolvidas.

Manifestacdes clinicas Principais dermatéfitos envolvidos

Tinea unguium T. rubrum, T. interdigitale, E. floccosum

Tinea pedis T. interdigitale, T. rubrum, E. floccosum

Tinea corporis T. rubrum, T. interdigitale, E. floccosum, M.canis, M. gypseum
Tinea cruris E. floccosum, T. rubrum, T. interdigitale

Tinea capitis T. tonsurans, M. canis, T. violaceum, M. gypseum

Tinea favus T. schoenleinii

Tinea barbae T. verrucosum; T. interdigitale; T. violaceum

Tinea manuum T. rubrum; T. interdigitale; M. gypseum; E. floccosum

Tinea imbricata T. concentrium

Fonte: Modificado de SANTOS et al., 2002.

Dermatofitos afetam milhdes de individuos anualmente e estima-se que cerca de
10 a 15% da populagdo mundial possa ser infectada por estes fungos no decorrer de suas vidas
(BRILHANTE et al., 2000). S&o responsaveis por 20-25% das dermatomicoses e representam
um problema de sadde puablica, principalmente devido ao longo tempo de tratamento e pela
recorréncia da infeccio (COELHO et al, 2008.; DRAKENSJO e CHRYSSANTHOU, 2011).

O aspecto clinico das dermatofitoses € muito variavel e depende da associacao de
fatores como: tipo de fungo, local do corpo infectado bem como a queratinizagdo do local e o
estado imune do hospedeiro. A lesdo caracteristica classica na pele é circular ou “ringworm”,

que geralmente € avermelhada e com bordas elevadas (DEGREEF, 2008).

1.1.1.2 Fungos Filamentosos ndo-dermatéfitos (FFND)

FFEND constitui um grupo de fungos considerados contaminantes, saprofitos e
oportunistas. Entretanto, para alguns autores estes fungos podem ser considerados patdgenos
primarios. FFND inclui fungos de diferentes géneros como Scopulariopsis spp., Scytalidium

spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Acremonium spp., Fusarium spp., Penicillium spp.,
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Fonsecaea spp.e Curvularia spp. e a prevaléncia deles é muito variavel. Sabe-se que estes
fungos podem ser de distribuicdo mundial como Aspergillus spp., Scopulariopsis brevicaulis,
Fusarium spp. e Acremonium spp. ou podem ser encontrados apenas em algumas regides do
mundo como o Scytalidium dimidiatum que é encontrado na América do Sul, Caribe, Africa e
Asia (ELEWSKI, 1998; ESCOBAR e CARMONA-FONSECA, 2003; ROMANO et al, 2005;
MARTINS et al., 2007; GARMEDIA et al.,, 2008; QUEIROZ-TELLES et al., 2009;
MOUTRAN, 2012).

Nas Ultimas décadas houve um aumento no nimero de FFND reconhecidos como
agentes de infeccbes na pele, em seres humanos e animais, e 0 papel destes fungos como
agentes causadores de onicomicoses também tem sido observado (ELEWSKI, 1998;
GUGNANI, 2000). Trabalhos ttm mostrado que assim como dermatéfitos, alguns FFND
também podem produzir enzimas, incluindo queratinase e assim, conseguem degradar a
queratina. No entanto, o papel patogénico deles ndo esta evidente e seu mero isolamento em
culturas ndo atribui significado etioldgico. Desta forma, FFND séo associados a infeccGes
guando sdo encontrados no exame direto e isolados em duas ou mais vezes em cultura, na
auséncia de outros agentes patogénicos (GUGNANI, 2000; GARMEDIA et al., 2008).

A seguir, estdo descritas algumas das caracteristicas de FFNDs encontrados neste
trabalho bem como as infeccGes associadas a eles.

1.1.1.2.1 Fusarium spp.

Fusarium spp. sdo fungos filamentosos de crescimento rapido. Suas col6nias
podem apresentar diferentes cores (branca, rosa, cinza, salmao) e microscopicamente, este
género é caracterizado pela presenca de macro e microconideos fusiformes em grande
quantidade (DIGNANI e ANAISSIE, 2004).

Espécies de Fusarium sdo ubiquas e podem ser encontradas no solo, ar e plantas.
Sao patdgenos emergentes e podem causar uma variedade de infec¢des na pele, unhas, feridas
cirurgicas e Ulceras existentes e causar infeccdes disseminadas (CASASA et al., 2006;
GUILHERMETTI et al., 2007). Geralmente as infeccOes disseminadas ocorrem em
individuos imunossuprimidos e as infec¢des localizadas em individuos imunocompetentes.
Nas infeccbes da pele, a decomposi¢cdo do tecido por traumas, queimaduras ou outros

microrganismos sdo os principais fatores de risco para a instalacdo da doenca. Ceratites,
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onicomicoses, peritonite e celulite sdo as principais manifestaces clinicas relacionadas a
infeccdo por Fusarium spp. (GUPTA et al, 2000; DIGNANI e ANAISSIE, 2004) e as lesdes
tipicas deste tipo de infeccédo sdo avermelhadas como nédulos que podem ulcerar-se. Na unha,
Fusarium spp. podem causar lesbes de varios tipos: proximal, distal, lateral e de superficie
branca (ATAIDES et al., 2011). Além disto, as onicomicoses podem estar associadas a
processos inflamatdrios. Estes fungos podem invadir as unhas dos pés de individuos que
caminham descal¢cos ou com sandalias principalmente em solos contaminados. Nestes tipos de
infeccdes, as espécies mais comumente encontradas sdo F. oxysporum e F. solani (GUPTA et
al., 2000; DIGNANI e ANAISSIE, 2004; CASASA et al., 2006).

1.1.1.2.2 Scytalidium spp.

Este género foi descrito em 1933 por Natrass como fungos filamentosos
fitopatogénicos. No entanto, em 1970 foram descritos casos de infec¢bes cutaneas e ungueais
em humanos (ESCOBAR e CARMONA-FONSECA, 2003). Scytalidium spp. produz enzimas
como amilases, proteases, queratinases e lipases que desempenham importante papel na sua
patogenicidade. Devido a presenca da queratinase, também conseguem hidrolisar a queratina
das unhas e da pele (XAVIER et al., 2010). Estes fungos sdo importantes agentes causadores
de infeccBes nos membros inferiores e nas unhas e, clinicamente, as lesdes causadas nédo
diferem daquelas causadas pelos dermat6fitos (LACAZ et al., 1999; ESCOBAR e
CARMONA-FONSECA, 2003; XAVIER et al., 2010; CURSI et al., 2011).

1.1.1.2.3 Alternaria spp.

O género Alternaria spp. foi descrito em 1816 por Nees e Friess. Fungos deste
género sdo caracterizados por apresentarem colonias branco-acinzentadas com tendéncia ao
preto. S&o fungos deméceos (fungos com esporos e conideos de pigmentacdo escura devido a
presenca de melanina) de rapido crescimento e microscopicamente encontram-se NUMerosos
conidios lembrando um “bico” geralmente seguido por outro conidio de igual morfologia

(SIDRIM e ROCHA, 2004). E um género complexo, com centenas de espécies, de
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distribuicdo mundial e seus habitats naturais séo as plantas. Entretanto, este fungo pode ser
responsavel por infecgcBes em seres humanos, que podem variar de lesdes de pele a infecgdes
disseminadas. As manifestacdes cutaneas sdo variaveis e incluem eritema, descamacao, lesdes
verruciformes, eczematosas ou placas ulceradas bem como lesGes nodulares e, geralmente,
ocorrem nas partes descobertas do corpo. Além destas, onicomicoses e infeccGes oculares
também sdo associadas a estes fungos. Fungos do género Alternaria spp. sdo considerados
oportunistas e as infeccbes causadas por eles tém aumentado nos dltimos 20 anos
principalmente em individuos imunossuprimidos (PEREIRO Jr et al. 2004; DUBOIS et al.,
2005; PASTOR e GUARRO, 2008; SEGNER et al., 2009).

1.1.1.2.4 Curvularia spp.

Curvularia spp. refere-se a fungos demaceos, também de crescimento rapido,
descrito por Boedijn em 1933. Macroscopicamente, observam-se col6nias aveludadas de
coloracdo variavel (verde-escuro, marrom ou preto) recobertas com micélio algodonoso de
cor cinza. Microscopicamente, estes fungos apresentam conidios grandes e recurvados com
cerca de 3 a 4 septos Estes fungos estdo associados as infeccdes distais nas unhas, as quais
podem levar a mudanca na coloracdo das mesmas (ARAUJO et al., 2003; SIDRIM e
ROCHA, 2004; ROMANO et al, 2005).

1.1.1.2.5 Fonsecaea spp.

Morfologicamente o género Fonsecaea € caracterizado pela presenca de
conidi6foros melanizados com denticulos que sustentam conidios isolados ou em cadeias
com, no maximo, trés conidios cada. O género compreende trés espécies: F. pedrosoi, F.
monophora e F. nubica e cada uma tem um potencial patogénico distinto embora os
mecanismos de patogenicidade delas pemanecam ndo esclarecidos. Espécies de Fonsecaea
sdo comuns em paises de clima tropical e subtropical como, por exemplo, paises da América
do Sul (DE HOOG et al., 2004; NAJAFZADEH et al.,2011). Fungos deste género podem

causar uma variedade de infeccbes (superficiais, cutaneas, subcutaneas, sistémicas),
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entretanto, destaca-se o F. pedrosoi que é considerado um dos principais agentes etioldgicos
da cromoblastomicose (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

1.1.2 Leveduras

1.1.2.1 Trichosporon spp.

O género Trichosporon compreende um grupo de leveduras que podem ser
encontradas na agua, solo e ocasionalmente como um componente da microbiota normal da
pele, unhas e mucosas gatrintestinais e respiratérias dos humanos e dos animais (RIBEIRO et
al., 2008). E um género que conta com 37 espécies sendo caracterizado microscopicamente
pela presenca de hifas e pseudohifas, blastoconideos e artroconideos. Por muitos anos,
acreditava-se que existiam poucas espécies de Trichosporon e a principal espécie patogéncia
era o Trichosporon beigelli ou também chamado Trichosporon cutaneum. Entretanto, um
estudo realizado por GUEHO et al. (1992) baseado em caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e moleculares identificou 6 espécies patogénicas e hoje, 7 espécies sdo
associadas a infeccbes em humanos: Trichosporon asahii, Trichosporon asteroides,
Trichosporon cutaneum, Trichosporon inkin, Trichosporon jirovecii, Trichosporon mucoides
e Trichosporon ovoide (RODRIGUEZ-TUDELA et.al.,, 2005; MAGALHAES et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2008).

A maioria das espécies de Trichosporon pode causar infec¢Bes superficiais como:
piedra branca, tinea cruris e onicomicoses. A piedra branca é a principal infec¢do associada
ao Trichosporon e foi relatada em 1865 por Beigel ao isolar o fungo em cabelos de uma
peruca. A infeccdo é caracterizada pelo crescimento do fungo na haste do cabelo, pelos
axilares e da regido crural, bigode, barba, cilios e sobrancelhas. A infeccdo é assintomatica na
maioria das vezes, mas pode deixar os pelos quebradi¢os. Além das infecgdes superficiais, o
Trichosporon também pode causar infecgcbes invasivas denominadas tricosporonose
principalmente em individuos imunossuprimidos e, por isso, ele é considerado um fungo
oportunista (BENTUBO, 2008; KOKSAL et al.,2009).
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Das espécies de Trichosporon associadas a infecgdes superficiais de pele pode-se
destacar T. asteroides e T. cutaneum. J& T. inkin e T. ovoides séo associados a piedra branca
no cabelo e areas genitais respectivamente (L1 et al., 2005).

Embora provas bioguimicas e analise morfolégica sejam bastante utilizadas na
diferenciacdo de espécies de Trichosporon h& dificuldades na sua clara identificag&o.
Resultados obtidos por RODRIGUEZ-TUDELA et al. (2005) mostraram que este método de
identificacdo ndo permitiu identificar as sete espécies associadas a infec¢cdes em humanos.
Assim, o0s pesquisadores sugerem que técnicas moleculares sdo fundamentais para uma

identificacéo rapida e confidvel das diferentes espécies de Trichosporon (BENTUBO, 2008).

1.1.2.2 Candida spp.

Leveduras do género Candida spp. sdo colonizadoras da pele e mucosa humana e
sdo consideradas patdgenos oportunistas entre individuos imunossuprimidos (TAY et al.,
2011). Sao fungos de crescimento rapido cujas colnias apresentam colora¢do de branca a
creme com aspecto que varia de cremosas, lisas, rugosas e sulcadas. Possuem pseudomicélio
bem desenvolvido ou rudimentar e algumas espécies apresentam varios micélios verdadeiros e
reproduzem-se por brotamento do blastoconidio (KONEMAN et al., 2001).

Espécies de Candida tém surgido como importantes patdgenos ao longo das
ultimas décadas e apesar de C. albicans continuar sendo a principal espécie isolada de
infecgBes no sangue, hd uma tendéncia ao aumento da prevaléncia de outras espécies de
Candida associadas com outros tipos de infec¢bes, como por exemplo, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. rugosa, C. krusei, C. glabrata (MELO et al., 2011; TAY et al., 2011; GE et al.,
2012).

Entre as Candida nédo-albicans a espécie C. parapsilosis atualmente destaca-se
como a segunda ou terceira espécie mais comum de levedura encontrada em hemoculturas na
América Latina, Canada, Europa e Asia. Além disso, esta espécie é a mais frequentemente
encontrada em infecgdes na pele, principalmente no espaco sub ungueal (GE et al., 2012).

Candida spp. causam infecgdes nas areas interdigitais e na pele. Além disso, séo
importantes agentes causadores de onicomicoses, juntamente com os fungos dermatdfitos e

estdo associadas principalmente com onicomicoses das unhas das mé&os. Entretanto,
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geralmente, ndo causam infeccOes nos cabelos (GODOY-MARTINEZ et al., 2009;
MANZANO-GAYOSSO et al., 2011).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA DE LEVEDURAS

Como a maioria dos patogenos, Candida spp. e Trichosporon spp. desenvolveram
estratégias e fatores de viruléncia para contribuir na colonizagdo, invasdo e patogénese. Os
fatores de viruléncia s&o determinados geneticamente, porém expressos pelos microrganismos
guando submetidos a certas condi¢cdes (TAMURA et al., 2007). Assim, a expressdo de fatores
de viruléncia pode variar de acordo com o tipo, local e estagio de infeccdo bem como da
resposta do hospedeiro. Dentre os fatores de viruléncia de Candida spp. e Trichosporon spp.
estdo a producdo de proteinase e fosfolipase (chamadas exoenzimas) além da producdo de
biofilme pelas Candida spp. e presenca de glucoronoxilomanana por Trichosporon spp.
(BENTUBO, 2008; MOHANDAS e BALLAL, 2008; TAY et al., 2011). A producdo de
exoenzimas pode levar a disfuncdo ou até mesmo a ruptura de membranas celulares, o que
facilita a aderéncia do microrganismo ao hospedeiro a qual é fundamental para a colonizagéo
e para o sucesso da infeccdo (COSTA et al., 2010). Entre as espécies de Candida, C. albicans
é uma grande produtora das exoenzimas e as C. ndo-albicans apresentam menor producdo das
mesmas (COSTA et al., 2010; TAY etal., 2011).

As mais importantes enzimas hidroliticas secretadas por espécies de Candida séo
as proteinases aspartil secretoras, fosfolipase B e lipases (NAGLIK et al., 2003).

As proteinases aspartil secretoras (Sap) constituem uma familia composta de
varias isoenzimas, onde Sap de 1 al10 sdo produzidas e secretadas pelas espécies de Candida.
As proteinases sdo capazes de digerir proteinas do hospedeiro contribuindo para a invasdo dos
tecidos através da degradacdo de proteinas de matriz extracelular e, além disto, auxilia a
Candida a driblar a acdo do sistema imunoldgico, atraves da hidrélise de imunoglobulinas e
proteinas do sistema complemento (PORTELA, 2006; MOHANDAS e BALLAL, 2008). As
proteinases sdo produzidas principalmente pelas espécies mais patogénicas de Candida, como
C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, 0 que reforca a idéia de que essas enzimas tém
relacdo direta com a viruléncia (KOMIYAMA et al.,, 2007). Leveduras do género
Trichosporon spp. também séo produtoras de proteinase e BENTUBO (2008) mostrou que

quase 46,4% dos isolados de Trichosporon analisados apresentavam atividade de proteinase e
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destas, 23% apresentam atividade fortemente positiva. Contudo, h& poucos estudos sobre a
atividade desta enzima nestes fungos.

A fosfolipase € uma enzima hidrolitica capaz de degradar fosfolipideos. A
presenca desta enzima na superficie das Candida spp. esta associada a lesdo na membrana
celular pois causa danos nos constituintes lipidicos da membrana celular do hospedeiro. Além
disto, a presenca de fosfolipase colabora, também, para os processos de aderéncia e invasdo.
Nota-se ainda que espécies de Candida podem produzir diferentes niveis de atividade de
fosfolipase o que esta relacionado com o nivel de patogenicidade da levedura (MOHANDAS
e BALLAL, 2008; COSTA, 2009). Trichosporon spp. também produzem esta enzima e
BENTUBO (2008) ainda sugere que estes fungos consigam produzir fortemente esta enzima.

1.3 TRATAMENTO DAS DERMATOMICOSES

Antifungicos tém ampla aplicacdo na medicina humana e veterinaria e também na
agricultura, mas, infelizmente, existe apenas um nimero escasso destes fArmacos em uso e, de
forma geral, eles tém eficacia limitada, sendo muitas vezes sdo toxicos e de alto custo. De
acordo com os mecanismos de acdo, os antifungicos sdo classificados nas classes: polienos,
azoéis, alilaminas, morfolinas e equinocandinas. Além dessas classes, temos ainda a
griseofulvina. A maioria dos antifungicos interfere na biossintese ou na integridade do
ergosterol, principal esterol da membrana da célula fingica. Além de ser o componente
predominante da membrana da célula fangica, o ergosterol serve como um biorregulador da
fluidez da membrana e por consequéncia, da integridade da mesma além de atuar como um
sinal para a divisdao celular (GHANNOUM e RICE, 1999; GUPTE et al.,, 2002; RUIZ-
HERRERA e SAN-BLAS, 2003; ANDERSON, 2005; CHEN e SORRELL, 2007).

O tratamento das dermatomicoses consiste na utilizacdo de antifungicos topicos
ou orais e, quando necessario, 0 uso combinado de agentes embora em grande parte destas
infeccbes o tratamento seja eficiente apenas com a terapia topica. Os principais grupos de
agentes antifangicos utilizados no tratamento das dermatomicoses sdo os das classes dos
azoéis, morfolinas e alilaminas, além da griseofulvina (GHANNOUM e RICE, 1999;
CARRILLO-MUNOZ et al., 2010; ROTTA et al., 2012).

Os azois sdo os antifungicos mais utilizados e atuam inibindo a enzima 14 a-

desmetilase do sistema enzimatico citocromo P450 e, como consequéncia, inibe a sintese do
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ergosterol, o crescimento e replicacdo fungica, ou seja, tem efeito fungistatico. Nesta classe ha
dois grupos de medicamentos: imidazoéis representados pelos cetoconazol, miconazol,
clotrimazol e econazol e o grupo dos triazois representados pelos fluconazol, itraconozal,
voriconazol e posaconazol. Os azois diferem em suas afinidades pela 14 a-demetilase e estas
diferengas sdo amplamente responsaveis pela variagdo em sua poténcia e seus espectros de
atividade. Eles tém ampla aplicacdo terapéutica e podem ser utilizados tanto na terapia de
micoses superficiais quanto no tratamento de infecces invasivas. Além de inibir enzimas
fangicas dependentes do citocromo P450, os azois inibem também varias enzimas humanas
dependentes deste citocromo e isto é responsavel pela maioria dos efeitos colaterais clinicos.
Os azobis podem ser hepatotoxicos e as reacfes variam de leve aumento nas transaminases a
hepatite crénica (CHEN e SORRELL, 2007; THOMPSON et al.,, 2009; CARRILLO-
MUNOZ et al., 2010).

As alilaminas sdo representadas especialmente pela terbinafina. Este composto é
capaz de provocar uma dupla acdo, fungicida e fungistatica, e sua atividade ¢é favorecida pelo
tecido adiposo e epitelial devido ao carater lipofilico de suas moléculas (CARRILLO-
MUNOZ et al., 2010). Terbinafina inibe a via da biossintese do ergosterol através da inibicdo
da esqualeno-2,3-epoxidase. O acumulo de esqualeno, precursor para esta via, é responsavel
pelo efeito fungicida, pois extrai lipidios essenciais da membrana fangica (McGINNIS e
PASARELL, 1998). A vida média deste antifungico nas unhas é prolongada e por isso é uma
droga muito importante no tratamento de onicomicoses, apesar da concentracdo alcancada
nessa regido ser inferior aquela alcancada na pele e tecido adiposo. Esta acdo gera um efeito
protetor que dificulta recidivas (CARRILLO-MUNOZ et al., 2010). E uma droga bem
tolerada, mas pode causar desconforto gastrintestinal, alteracdo no paladar, aumentar
transitoriamente as enzimas hepéaticas (CHEN e SORRELL, 2007) e levar a dermatite de
contato. Terbinafina tem uma elevada atividade frente a fungos dermatéfitos, sendo
considerada um importante agente no tratamento de dermatofitoses, mas, por sua vez,
apresenta baixa atividade frente a leveduras do género Candida spp. (McGINNIS e
PASARELL, 1998; CARRILLO-MUNOZ et al., 2010) .

Morfolinas compreendem antifingicos de amplo espectro com elevada atividade
antifingica para o tratamento de onicomicoses (CARRILLO-MUNOZ et al., 2010). E
indicado contra dermatofitos, leveduras, fungos filamentosos ndo dermatofitos e fungos
dimorficos, demonstrando atividade fungicida para a maioria das espécies. A amorolfina é o
representante das morfolinas e tem dois alvos tardios na via de sintese do ergosterol: Erg24p

(enzima D14 redutase) e Erg2p (enzima D8-D7 isomerase). Sua acao resulta na deplecdo de
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ergosterol e acumulo de ignosterol na membrana citoplasmatica do fungo fazendo com que a
parede celular torne-se mais espessa, pois, leva a formacdo de depdsitos de quitina dentro e
fora da parede da celula fungica (ODDS et al., 2003; WELSH et al., 2010). Estudos
demonstram a potente atividade antidermatofitica in vitro da amorolfina destacando sua
capacidade em acumular-se na camada cornea e nas unhas em niveis elevados quando
aplicados topicamentes (TATSUM I et al., 2002; SCHALLER et al., 2009).

Griseofulvina € um antifingico que inibe o crescimento de varias espécies de
dermatofitos. Foi isolado do Penicillium griseofulvum e atua interferindo na estrutura e funcéo
dos microtubulos. Além disto, inibe a divisdo nuclear dependendo da concentracéo utilizada.
E um farmaco com atividade fungistatica que se acumula em células precursoras de queratina
onde se fixa e aumenta a resisténcia desta proteina ao ataque de fungos queratinofilicos.
Sendo fungistatica, ndo produz diretamente a morte da célula fdngica deixando a
responsabilidade da eliminacdo total do patdgeno para o sistema imunolégico do paciente.
Este composto ndo alcanca de forma satisfatdria as unhas e por isso ndo € usada no tratamento
de onicomicoses. Muitos efeitos secundarios sdo relatados devido ao uso da griseofulvina
devido a sua elevada toxicidade (GUPTE et al., 2002; CARRILLO-MUNOZ et al., 2010).

Como as dermatomicoses podem ser causadas por um vasto grupo de fungos, 0s
perfis de suscetibilidade dos mesmos aos antifingicos disponiveis também variam muito.
GHANNOUM et al.(2006) mostraram boa atividade de voriconazol in vitro em dermatdfitos
isolados de tinea capitis. O cetoconazol mostrou uma boa atividade contra 200 dermatéfitos
testados no estudo de FERNANDEZ-TORRES et al. (2003) bem como o miconazol. Muitos
trabalhos tém confirmado a excelente atividade da terbinafina contra dermatéfitos, entretanto,
casos de resisténcia ja foram registrados (MUKHERJEE et al., 2003; CETINKAYA et al.,
2005; SARIFAKIOGLU et al., 2007; ARAUJO et al., 2009; BUENO et al., 2009). Infeccdes
por Fusarium spp., de forma geral, sdo tratadas com itraconazol, terbinafina, dentre outros.
Entretanto, estudos mostram baixa suscetibilidade in vitro dessas espécies frente a
antifingicos (ESPINEL-INGROFF et al., 2001; BUENO et al., 2009). Por isso, este género é
conhecido por sua resisténcia a antifungicos in vitro e por sua baixa resposta terapéutica ao
fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol (DIGNANI e ANAISSIE, 2004;
GUILHERMETTI et al., 2007). Da mesma forma, Scytallidium spp. também apresenta baixa
sensibilidade aos antifingicos tradicionalmente utilizadas na terapia (ESCOBAR e
CARMONA-FONSECA, 2003) e compostos polienos, como anfotericina B, parecem ser
menos ativos in vitro que os triazois e terbinafina no tratamento de infec¢des por Fonsecaea
spp. (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).
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Leveduras também apresentam distintas suscetibilidades in vitro frente a
antifungicos, de acordo com a espécie. Os dados sugerem que os azoélicos apresentam boa
atividade contra Trichoporon, mas, estes dados ainda sdo escassos e ndo ha pontos de corte
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) (PAPHITOU et al.,
2002; BENTUBO, 2008; RIBEIRO et al., 2008; THOMPSON 11 et al., 2009). C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis geralmente sdo susceptiveis aos polienos e azolicos. C. glabrata é
intrinsecamente menos susceptivel ao fluconazol, mas é bastante sensivel ao voriconazol e
posaconazol. C. krusei é intrincicamente resistente ao fluconazol, entretanto, mostra-se
sensivel aos azolicos de espectro estendido. Assim, é importante a realizacdo de testes de
sensibilidade a fim de se escolher o melhor farmaco a ser utilizado na terapia (NAVARINI,
2007).

1.4 ENSAIOS DE SUSCETIBILIDADE A ANTIFUNGICOS

A determinacgdo da sensibilidade a antifngicos é relatada como importante fator
em prever a habilidade de um antiflngico erradicar o fungo dos tecidos do hospedeiro. Por
isso, estes testes revelam-se muito Uteis do ponto de vista clinico, pois podem auxiliar na
escolha da melhor opcéo terapéutica (CETINKAYA et al., 2005; ATAIDES et al., 2011). A
experiéncia com antibacterianos indica melhores resultados para terapias guiadas pelos
resultados de testes de suscetibilidade in vitro em relacdo as terapias baseadas meramente na
identificacdo do agente etioldgico. E isso ressalta, mais uma vez, a importancia da realizacdo
dos ensaios de suscetibilidade in vitro tanto para identificar organismos resistentes quanto
para otimizar a selecdo da terapia antimicrobiana (GROLL e KOLVE, 2004).

O CLSI publicou recentemente métodos de referéncia para testes de
suscetibilidade in vitro para leveduras (documentos M27-A3, M27-S3, M44-A2, M44-S3) e
fungos filamentosos (M38-A2, M51-A, M51-S1) (KANAFANI e PERFECT, 2008; CLSI,
2012) tanto por métodos de diluicdo em &agar quanto diluicdo em caldo para determinar a
concentracdo inibitoria minima (CIM). Estes protocolos tém permitido criar padres de
comparacdo de dados clinicos, analisar o surgimento de resisténcia in vitro e acompanhar
casos clinicos que ndo respondem ao tratamento (CETINKAYA et al., 2005).

Os documentos preconizados pelo CLSI tém tentado estabelecer pontos de corte

para determinar a sensibilidade dos fungos aos antifingicos, buscando estabelecer a relacédo
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entre a resposta clinica e resposta in vitro. Entretanto, ainda é um desafio interpretar os
resultados dos testes de suscetibilidade in vitro, pois, estes nem sempre estdo associados
diretamente com a resposta para a terapia antifingica (ANDERSON, 2005; KANAFANI e
PERFECT, 2008). Uma explicacdo para tal problema é que a doenca € o resultado de
complexas interacBes entre os patdgenos e os hospedeiros, por isso, o fracasso em controlar
infecgBes por fungos patogénicos classificados como sensiveis aos antifingicos pela CIM e o
sucesso em controlar infeccBes por fungos classificados como resistentes de acordo com a
CIM néo séo surpresas. Além disso, é necessario levar em consideracdo o fato de que os
fungos, assim como outros organismos, tém a capacidade de sofrer mudangas devido as fortes
interacbes ambientais e genotipicas (ANDERSON, 2005). Cabe ressaltar ainda que, para
certos fungos, como os dermatofitos, a correlacdo de suscetibilidade a antifingicos in vitro
com a atividade in vivo permanece dificil de estabelecer e isto esta parcialmente relacionado a
problemas metodolégicos associados a selecdo de condi¢Bes Gtimas para 0 ensaio in vitro
(GROLL e KOLVE, 2004). Por estas raz6es, continuos esforgos sdo necessarios para realizar
pesquisas experimentais e clinicas com substancias antifingicas visando esclarecer as
relaces das respostas in vitro e in vivo bem como estabelecer padrdes metodologicos 6timos

para a realizagdo destes testes.
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2 JUSTIFICATIVA

Nas Gltimas décadas observou-se o aumento das infeccdes fungicas em todo o
mundo e, dentre estas infecgOes, as dermatomicoses sdo consideradas uma das doencas
dermatoldgicas mais comuns nos habitantes dos paises tropicais (HAVLICKOVA et al.,
2008; SIMONNET et al., 2011). Estas micoses afetam a qualidade de vida dos individuos
acometidos causando desconforto e constrangimentos, bem como dificultando a realizacéo de
atividades diarias. A prevaléncia de fungos associados a estas infec¢Bes varia dependendo de
diferengas regionais. Além disso, populacdes de paises tropicais em desenvolvimento estdo
mais propensas a sofrer com estas doencas, tanto pelo clima que favorece o crescimento
fangico quanto pelas condi¢bes higiénico-sanitarias (CHARLES, 2009). Apesar das
dermatomicoses afetarem cerca de 20 a 25% da populagdo mundial, poucos estudos tém
investigado a etiologia dessas doengas e a escassez de dados dificulta o conhecimento de
quaisquer alteracbes em sua epidemiologia (AMEEN, 2010). A terapia das micoses
dermatoldgicas baseia-se na utilizacdo de compostos topicos e orais que, se necessario, podem
ser usados em combinacdo. Entretanto, estes agentes apresentam eficacia limitada, geralmente
sdo toxicos, de alto custo e grande parte deles tem o mesmo mecanismo de acdo. Além disto,
os distintos grupos de fungos causadores de dermatomicoses, e até mesmo as diferentes
espécies de um mesmo grupo, respondem de forma diferente aos antifdngicos, e o
desenvolvimento de resisténcia tem sido relatado (GHANNOUM e RICE, 1999; GUPTE et
al., 2002; CHEN e SORRELL, 2007; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). Vale ressaltar, ainda,
que leveduras assim como outros microrganismos podem expressar fatores de viruléncia, 0s
quais contribuem para a instalacdo de todo o processo infeccioso (TAMURA et al., 2007).
Estes fatores, somados, justificam a falha terapéutica e mostram a necessidade de realizar
tanto a identificagdo dos fungos quanto a realizacdo de testes de suscetibilidade a
antifungicos. Estes procedimentos poderiam contribuir com o clinico na escolha do melhor
antiflngico para o tratamento dos pacientes, acompanhar casos de falha terapéutica e analisar
0 desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos (BUENO et al., 2009; KOKSAL et al.,
2009; ATAIDES et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e determinar o perfil de suscetibilidade a antifngicos de leveduras e
fungos filamentosos isolados de dermatomicoses na cidade de Uberaba-MG, e avaliar a

producdo de proteinases e fosfolipases pelas leveduras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os fungos isolados de pacientes com dermatomicoses por meio de

métodos classicos;

- Determinar a distribui¢do dos fungos isolados de dermatomicoses de acordo com

a idade do paciente, sexo e sitio de infeccao;

- Definir o perfil de suscetibilidade desses fungos frente aos antiflingicos:

cetoconazol, fluconazol, griseofulvina, itraconazol, terbinafina e voriconazol;

- Avaliar a capacidade de produgdo de fosfolipases e proteinases pelas leveduras

isoladas.
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS CLINICAS

As amostras clinicas foram obtidas a partir de raspados de unha, pele e pelos de
pacientes com suspeita clinica de dermatomicoses encaminhados sob orientagdo médica ao
servico de patologia clinica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) ou para
laboratério particular de Uberaba - MG, ap6s aprovacdo do protocolo de pesquisa n°® 1361
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM, durante o periodo de Julho de 2009 a Julho de
2011 (Anexo A).

As amostras foram cultivadas e ap6s o crescimento das col6nias e pré-
identificacdo dos fungos, as culturas foram encaminhadas para o Laboratério da disciplina de
microbiologia da UFTM. Além das culturas, dados dos pacientes como sexo, idade, sitio de
coleta e uso ou ndo de antifingicos também foram fornecidos. Apenas uma amostra por
paciente foi analisada e s6 foram inseridas neste trabalho as amostras que foram positivas no
exame direto e na cultura.

As amostras de fungos filamentosos e leveduras foram armazenadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (Himedia Laboratories, Mumbai, India) com 30% de glicerol
(SILVA et al., 2008) mantidas a -20°C. Fungos filamentosos foram armazenados em tubos de
vidro com solugdo salina estéril a 4°C. Foram realizados dois subcultivos de cada amostra
antes que a mesma fosse processada.

4.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS:

Embora os fungos tenham sido enviados ao Laboratoério da disciplina de microbiologia
previamente identificados, todas as identificagdes foram confirmadas e as Candida spp. e
dermatofitos que apresentavam apenas identificacdo do género foram identificados ao nivel de

espécie.
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4.2.1 Leveduras

As amostras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose (ASD; Himedia
Laboratories, Mumbai, India) com Cloranfenicol (Ariston, New Jersey, EUA), incubadas em
estufa a temperatura de 36°C + 1 por 48 horas. A identificacdo das leveduras foi feita por
meio de testes bioquimicos (urease, auxanograma e zimograma), morfologia microscopica,

producdo de tubo germinativo e crescimento em meio de cultura cromogénico.

4.2.1.1 Teste da urease

Leveduras foram inoculadas em meio de cultivo em 4agar uréia de
CHRISTENSEN (Difco laboratories, Detroit, USA) e incubadas a 36°C 36°C + 1 durante 24-
48 horas. A positividade foi avaliada por meio da producdo de amonia a partir da uréia, pela
acao da urease, que alcaliniza 0 meio e muda a cor do indicador de pH, vermelho de fenol, do
amarelo para o réseo intenso (CHRISTENSEN, 1946).

4.2.1.2 Assimilacdo de carbono e nitrogénio (Auxanograma)

O teste de assimilacdo de carbono foi realizado de acordo com a metodologia de
LODDER e KREGER-VAN-RIJ, 1952. O meio teste foi preparado com 5 g de sulfato de
amonio, 1 g de fosfato de potéssio, 0,5 g de sulfato de magnésio 7H,0, 20 g de agar base e
1000 mL de &gua destilada. A partir do cultivo de leveduras em ASD (Himedia Laboratories,
Mumbai, India), foi preparada uma suspensao de levedura e agua destilada. A turbidez foi
entdo ajustada de acordo com a escala cinco de McFarland e 2 mL desta suspensdo foi
colocada em placa de Petri (150 x 15 mm) contendo 40 mL do meio teste. Apds
homogeneiza¢do manual e solidificagdo do meio, foram adicionados sobre o meio cerca de 50
pg de cada um dos seguintes carboidratos: dextrose, galactose, lactose, maltose, sacarose,
melibiose, celobiose, trealose, rafinose, inositol, ramniose, xilose, inulina e manitol (Inlab,

Sdo Paulo, Brasil), os quais foram colocados em pontos equidistantes, com auxilio de
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espatulas de madeira estéreis. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 36°C + 1
com a face que continha os agucares voltada para cima nas primeiras 24 horas e invertida nas
24 horas seguintes. A leitura do teste foi visual considerando-se positivo quando havia
formacéo de halo de crescimento na presenca do carboidrato.

O teste de assimilacdo de compostos nitrogenados foi realizado em placas de Petri
(90 x 15 mm) contendo 20 mL do meio teste o qual foi preparado com 20 g de dextrose, 1 g
de fosfato de potassio monobasico, 0,5 g de sulfato de magnésio 7H,0, 20 g de agar base e
1000 mL de &gua destilada. Em cada placa foram colocados 1 mL de suspensao de levedura,
preparada como descrito anteriormente. Ap6s homogeneizacéo e solidificacdo do meio, foram
colocados, em pontos equidistantes, cerca de 50 pg de peptona como controle positivo e 50
pg de KNO3; como fonte de nitrogénio. As placas foram incubadas em estufa a 36°C + 1 por
48h. As amostras positivas apresentaram halo de crescimento em presenca do substrato
(LODDER e KREGER-VAN-RIJ, 1952; KURTZMAN e FEL, 1998).

4.2.1.3 Fermentacdo de carboidratos (Zimograma)

Uma suspensdo de leveduras foi preparada em agua destilada estéril e ajustada a
turbidez de acordo com escala cinco de McFarland. Foram inoculados 200 pL desta
suspensdo em tubo de rosca (125 X 10 mm) contendo 4 ml do meio de fermentacéo ( 4,5 g de
estrato de leveduras, 7,5 g de peptona e 1000 mL de agua destilada) e tubo de Durham
invertido. Cada tubo ainda continha um dos seguintes agucares: dextrose, sacarose, lactose,
galactose, maltose e trealose (Inlab, Sdo Paulo, Brasil) a 2%. Apos a inoculacdo da suspensdo
de leveduras, os tubos foram incubados a 36°C %1 e a leitura foi realizada ap0s 24-48 horas e,
subsequentemente, a cada cinco dias, até o vigésimo dia. A presenca de gas no interior do
tubo de Durham indicava a capacidade de fermentagdo do microrganismo (WICKERHAM,
1951).
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4.2.1.4 Analise em meio de cultura cromogénico

Para avaliar a pureza das amostras bem como contribuir para a diferenciacdo de
espécies de Candida e outras leveduras foi realizado o cultivo em CHROMagar Candida®
(Difco laboratories, Detroit, USA) por 48h a 36°C = 1 protegidos da luz. Este meio que
permite a identificacdo presuntiva de Candida spp. tem como fundamento a alteracdo da cor
da coldnia através de indicadores de pH e fermentacdo de substancias especificas do meio ou
substratos cromogenos (PFALLER et al.,1996). E capaz de diferenciar as espécies pela cor e
morfologia das coldnias e baseia-se na utilizagdo de um substrato chamado B-glicosaminidase
(CARRILLO-MUNOZ et al., 2001; COOKE et al., 2002).

4.2.1.5 Prova de tubo germinativo

Este teste simples permite a identificacdo presuntiva e rdpida de Candida
albicans. Leveduras foram cultivadas por 24 horas a 36°C e em seguida, uma algada da
mesma foi suspensa em tubo de ensaio estéril contendo 0,5 mL de soro humano. O tubo de
ensaio foi incubado a 37°C por 3 horas e depois, uma gota da suspensao foi colocada entre
lamina e laminula e a formacdo de tubo germinativo foi observada em microscopio.
Considerou-se o teste positivo quando observou-se a presenca de filamentos cilindricos
originados do blastoconideo sem qualquer zona de constrigéo.

4.2.1.6 Microcultivo em lamina

A formacdo de diferentes estruturas celulares foi observada pela técnica de
DALMAU (1929) que permite o estudo micromorfolégico das leveduras. Placas de Petri
foram preparadas com lamina apoiada em um suporte, laminula e algodao, os quais foram
esterilizados. Sobre a lamina foi colocado meio &gar fuba (agar cornmeal, Himedia
Laboratories, Mumbai, India) acrescido de Tween 80 e leveduras foram semeadas em 3 estrias

paralelas sobre a superficie do meio. As estrias foram cobertas com laminulas (24 mm x 24
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mm) estéreis e, em seguida, as placas de Petri foram incubadas a temperatura de 36°C +1 por
48-96 horas com algoddo embebido de agua estéril, para formar uma camara imida. Apés o
periodo de incubacdo, foram realizadas analises das estruturas reprodutivas dos fungos
(Figura 1A).

4.2.2 Fungos Filamentosos

As amostras foram semeadas em ASD (Himedia Laboratories, Mumbai, India)
com Cloranfenicol (Ariston, New Jersey, EUA) e em meio seletivo dgar Mycosel (Himedia
Laboratories, Mumbai, India), incubadas em estufa a 28°C por até 4 semanas. A identificacdo
dos fungos filamentosos foi feita por meio da analise dos aspectos macroscéopicos das
colobnias (consisténcia, tempo de desenvolvimento, pigmentacdo do verso e reverso), aspectos
microscopicos por meio de microcultivo em agar batata, teste de uréia e cultura em agar

Trichophyton para identificar espécies de Trichophyton spp.

4.2.2.1 Microcultivo em lamina

O microcultivo em lamina foi realizado para permitir a visualizacdo dos arranjos
das estruturas dos fungos filamentosos. Placas de Petri foram preparadas com lamina apoiada
em um suporte, laminula e algoddo, os quais foram esterilizados. Fragmentos circulares de
agar batata dextrose (ABD, Himedia Laboratories, Mumbai, India) foram colocados sobre a
lamina e os fungos foram inoculados em 4 pontos do ABD (Himedia Laboratories, Mumbai,
India). O meio foi coberto com laminula (24 x 24 mm) estéril, o algodao foi embebido de
agua estéril e as placas foram incubadas a 28° C até o crescimento visual evidente do fungo
sob a laminula. Ap6s o crescimento dos fungos, a laminula foi removida e colocada sobre
uma lamina com uma gota de corante Lactofenol Azul de Algodao e as estruturas fangicas
foram analisadas em microscopio em objetiva de 40 X (LACAZ et al., 2002; SIDRIM e
ROCHA, 2004) (Figura 1B).
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Figura 1: Microcultivo de levedura em agar fuba (A) e de fungo filamentoso em agar batata dextrose (B)

4.2.2.2 Teste da urease

A capacidade de hidrolisar uréia fornece dados adicionais para ajudar a distinguir,
principalmente, T. rubrum de T. interdigitale, pois, o teste é positivo para 0 segundo e
negativo para o primeiro (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995). Em geral, T. interdigitale
hidrolisa a uréia muito antes (<7 dias) que o T. rubrum (>7 dias) (ATES et al., 2008). Fungos
foram inoculados em meio agar uréia de CHRISTENSEN (Difco laboratories, Detroit, USA)
e incubados a 28°C durante 7 dias. A positividade foi avaliada por meio da producdo de
amonia a partir da uréia, pela acdo da urease, que alcaliniza 0 meio e muda a cor do indicador
de pH, vermelho de fenol, do amarelo para o réseo intenso (CHRISTENSEN, 1946).

4.2.2.3 Agar Trichophyton

Espécies do género Trichophyton spp. apresentam necessidades nutricionais
diferentes e isto contribui para a identificacdo, principalmente, dessas diferentes especies.
GEORG E CAMP (1957) desenvolveram meios de cultura para a diferenciacdo de
Trichophyton spp. baseados na exigéncia especifica de vitaminas e aminoacidos (tiamina,

histidina, inositol e &cido nicotinico). S&o sete meios utilizados para estas provas nutricionais
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(T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7) os quais foram preparados segundo indicacdes do fabricante
(Himedia Laboratories, Mumbai, India). Foi feita uma suspensédo de fungo em solucdo salina
de acordo com a escala dois de McFarland e esta solucdo foi semeada em todos os sete meios
que foram incubados a 28°C por 15 dias. A leitura dos testes foi feita por comparacao na qual
avaliou-se o crescimento dos fungos classificando-o como: auséncia de crescimento (0),
pouco crescimento (+), muito crescimento (++) (SIDRIM e ROCHA, 2004).

4.3 TESTES DE SUSCETIBILIDADE A ANTIFUNGICOS

Todos os testes foram feitos pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo
com os protocolos do CLSI, a partir dos quais determinou-se a concentracao inibitoria minima
(CIM) dos antifungicos.

4.3.1 Preparo dos agentes antifungicos

Foram testados cinco antifungicos para leveduras: cetoconazol, fluconazol
(Pfizer®, Guarulhos, Brazil), itraconazol (Janssen S.A, Madrid, Spain), voriconazol (Pfizer®,
Sdo Paulo, Brazil) e terbinafina (Novartis Research Institute, Vienna, Austria). Para fungos
filamentosos, além dos antifingicos acima, foi testado também griseofulvina (Schering-
Plough, New Jersey, EUA). Solucdes estoques foram preparadas em agua (fluconazol) ou
dimetilsulfoxido (DMSO) (itraconazol, terbinafina, cetoconazol, griseogulvina e voriconazol).
DiluicGes finais dos antifungicos foram feitas em meio RPMI 1640 (Himedia Laboratories,
Mubai, India), ajustado em pH 7,0 com acido morfolinopropanossulfonico (MOPS; Sigma-
Aldrich, Sto Luis, EUA). Aliguotas de cada antifungico foram preparadas e depois
distribuidas em placas de microdiluicdo por diluicdo seriada. Cetoconazol, itraconazol,
voriconazol e terbinafina foram testados nas concentracdes de 0,0313 a 16,0 pg/mL e

fluconazol e griseofulvina testados nas concentragdes de 0,125 a 64,0 pg/mL.



© 00 N o u b~ W N R

W W W W N N N N N NN N N NN P PR R, R R R R
w N P O VW 00 N O U A W N P O O 0O N O B B W M —» O

40

4.3.2 Leveduras

Os testes foram realizados de acordo com o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008).
Cepas recomendadas pelo CLSI de C. parapsilosis ATCC® 22019 e C. krusei ATCC® 6258
foram utilizadas para o controle de qualidade dos testes.

4.3.2.1 Preparo do inoculo

As amostras utilizadas foram previamente cultivadas em ASD (Himedia
laboratories, Mumbai, India) a temperatura de 36°C + 1 por 24 horas. Col6nias foram
suspensas em salina estéril (0,85%) e a suspensdo foi ajustada para uma concentracdo de 1 x
10° a 5 x 10° UFC/mL por contagem em camara de Neubauer (Neubauer Improved Chamber)
e analise em espectrofotdmetro (BEL Photonics 1105, Monza, Italia) no comprimento de onda
de 530nm para transmitancia de 85%. O indculo foi diluido 1:50 em salina estéril e em
seguida, diluido novamente 1: 20 em meio RPMI resultando em uma suspensdo de leveduras
contendo 1 x 10%a 5 x 10° UFC/mL. Desta suspensdo, 100 L foram adicionados em cada
poco da placa de microtitulacdo contendo 100ul dos antifungicos resultando em uma
concentracéo final de 5 x 10%a 2,5 x 10° células por mL. As placas foram incubadas a 36°C +

1 por 48 horas.

4.3.2.2 Interpretacdo dos resultados

A CIM foi determinada visualmente como a menor concentracdo de antifungico
capaz de inibir 50% (az6is) ou 100% (terbinafina) do crescimento em relagcdo ao controle
positivo (CLSI, 2008). Os pontos de corte dos antifangicos itraconazol, voriconazol e
fluconazol foram analisados de acordo com o CLSI, documento M27-A3 de 2008 (Tabela 2).
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Tabela 2: Pontos de corte em pg/ml para Candida spp. contra os agentes antifingicos segundo o protocolo do
CLSI, M27-A3.

Suscetibilidade dose-

Antifangico Susceptivel dependente Intermediario Resistente
Fluconazol <8 16-32 - >64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 - >1

Voriconazol <1 2 - >4

Cetoconazol <2 - - >2

Fonte: Modificado de CLSI M27-A3, 2008.

4.3.3 Fungos Filamentosos

Foram realizados testes de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo
M38-A2 (CLSI, 2008) para fungos filamentosos, com modificacdes (SANTOS e HAMDAN,
2005). Cepas T. rubrum ATCC® MYA 4438 e T. interdigitale ATCC® MYA 4439 foram

utilizadas como controle de qualidade dos testes.

4.3.3.1 Preparo do in6culo

As amostras foram cultivadas em agar batata dextrose (ABD; Himedia
Laboratories, Mumbai, India) a 28°C por 7 dias para fungos dermatéfitos e 3 dias para FFND.
Apos o periodo de incubacédo as colbnias foram cobertas com 5 ml de salina estéril (0,85%) e
a superficie das coldnias foi raspada com a ponta de uma pipeta Pasteur.de vidro Em seguida,
a suspensdo de conidios e de fragmentos de hifas foi filtrada em gaze estéril e a densidade da
suspensdo resultante foi ajustada em espectrofotdmetro (BEL Photonics 1105, Monza, Italia),
ao comprimento de onda de 520 nm para uma transmitancia de 70 a 72%, levando a obtencao
de um indculo contendo de 2 x 10° a 4 x 10° UFC/mL. O ajuste do inéculo foi confirmado
pelo plagueamento de 0,01 mL da suspensdo em ABD e posterior contagem das coldnias ap6s
a incubacdo a 28°C, até que as mesmas tornassem visiveis. A suspensdo do indculo foi diluida
1:50 em meio RPMI obtendo-se de 4 x 10* a 8 x 10* UFC/mL e, desta suspensdo, 100pL
foram adicionados em cada pogo da placa de microtitulagcdo contendo 100ul dos antifungicos

resultando em suspensdo de 2 x 10* a 4 x 10* células por mL. As placas foram incubadas &
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28°C por 7 dias para fungos dermatofitos e 4 dias para FFND. Para cada ensaio, dois
antifungicos, escolhidos aleatoriamente, foram testados em duplicata.

4.3.3.2 Interpretacdo dos resultados

As leituras foram realizadas visualmente baseadas na comparagdo do crescimento
nos pogos contendo os antifungicos com os pocos do controle positivo de crescimento. Para
ao azois, a CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento
e para griseofulvina e terbinafina a CIM foi definida como a menor concentragdo que inibiu

100% do crescimento fungico (Figura 2).

Cetoconazol —»
Fluconazol —»
Griseofulvina—p
Itraconazol —»
Terbinafina —»
Voriconazol —»
Griseofulvina—»

Terbinafina —»

Figura 2: Teste de microdiluicdo em caldo de fungo dermatdfito. Dos antiflngicos testados, dois foram
selecionados aleatoriamente e testados em duplicata. C+ = Controle positivo, C - = Controle negativo
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4.4 ANALISE DA PRODUCAO DE FATORES DE VIRULENCIA DE LEVEDURAS

4.4.1 Proteinase

A producdo de proteinase foi avaliada de acordo com AOKI et al. (1990) e
ABACI (2011). O meio teste consistiu em agar contendo soro albumina bovina (SAB). Uma
solugdo contendo 0,16 de MgSO,.7H.0, 2,0g K,HPO,4, 4g NaCl, 0,89 de extrato de
levedura, agar base 2%, 16g de glicose e 2,0g de SAB foi preparada para volume final de
800ml e o pH ajustado para 3,5 com HCla 1 N.

A suspensdo da amostra a ser testada foi ajustada por contagem em camara
hematocitométrica de Neubauer (Neubauer Improved Chamber) a uma concentracdo de 1 x
10" UFC/ml e o inéculo consistiu em 5pl dessa suspensdo. Cada isolado foi testado em
duplicata. As placas foram incubadas a 36°C por 7 dias. Os halos de precipitacdo foram
mensurados e a atividade de proteinase foi expressa como valores de Pz (zona de
precipitagdo) que é a razdo entre o didametro da coldnia (DC) e o didmetro da coldnia mais a
zona de precipitacdo formada (DP) (Figura 3A). De acordo com os valores de Pz encontrados,
as amostras foram classificadas em quatro grupos segundo Noumi et al (2010): Pz entre 0,9 e
1 (+), valores de Pz muito altos (atividade muito baixa); 0,89-0,80 (++), valores de Pz altos
(atividade baixa); 0,79-0,7 (+++), valores baixos de Pz (atividade alta) e Pz <0,69 (++++)

valores muito baixos de Pz (atividade muito alta).

4.4.2 Fosfolipase

A producédo de fosfolipase foi avaliada de acordo com PRICE et al. (1982) e
ABACI (2011). O meio teste consistiu em ASD (Himedia laboratories, Mumbia, India), NaCl
1mol/L, CaCl, 0,005mol/L e 8% de Egg Yolk Emulsion (Sigma-Aldrich, Sto Luis, EUA). Foi
feita uma suspensdo da levedura em solucdo salina a qual foi ajustada por contagem em
camara de Neubauer (Neubauer Improved Chamber) a uma concentragdo de 1 x 10" UFC/ml.
Desta suspenséo, foram pipetados 5ul na placa com o meio teste. As placas foram incubadas a

36°C por 5 dias e os halos de precipitacdo foram mensurados e a atividade da fosfolipase foi
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medida de acordo como descrito anteriormente para a proteinase (Figura 3B). Cada teste foi
realizado em duplicata. A partir dos resultados, as amostras foram divididas em classes de
acordo com ABACI (2011), no qual Pz igual a 1, a atividade enzimatica foi classificada como
negativa; Pz >0,63, a atividade foi considerada positiva e Pz <0,63, classificada como

atividade muito alta.

Figura 3: Avaliacdo da producédo de exoenzimas. Proteinase (A) e fosfolipase (B) onde PZ=DC/DP.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE DERMATOMICOSES

Durante o periodo de estudo foram analisadas 216 amostras, das quais 131
(60,6%) eram de individuos do sexo feminino e 85 (39,4%) do sexo masculino.

Nenhum dos pacientes fazia uso prévio de drogas antifungicas e a faixa etaria dos
individuos variou de 3 a 92 anos, com média de 43,17; mediana de 41 e desvio padrdo (DP)
de + 18,49 anos. Destes, 13 (6%) eram criangas e jovens entre 0 e 15 anos, 46 ( 21,3%) eram
jovens e adultos de 16 a 30 anos, 114 (52,8%) eram adultos entre 31 e 60 anos e 43 (19,9%)
eram individuos com idade superior a 60 anos. As caracterizacfes dos pacientes segundo o

género e a faixa etéria estdo na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacdo dos pacientes com dermatomicoses segundo a faixa etéria e o sexo.

Género
Faixa etaria Feminino Masculino Total
n (%) n (%) n (%)
0 - 15 anos 6 (2,8) 7 (3,2) 13 (6,0)

16 - 30 anos 31 (14,4) 15 (6,9) 46 (21,3)
31-60 anos 68 (31,5) 46 (21,3) 114 (52,8)
> 60 anos 26 (12,0) 17 (7,9) 43 (19,9)
Total 131 (60,7) 85 (39,4) 216 (100)

Das amostras analisadas, 93 (43,1%) foram obtidas de raspados ungueais dos
quais, 22 (10,2%) eram das unhas das médos e 71 (32,9%) eram das unhas dos pés. Foram
obtidas, ainda, 15 (6,9%) amostras de raspado palmar, 48 (22,2%) amostras de raspado
plantar, 7 (3,2%) do couro cabeludo, 5 (2,3%) da face e 48 (22,2%) de outros locais do corpo
(tronco, bracos e pernas). A analise da idade e local de infec¢cdo esta demonstrada na tabela 4.
Infeccdo nas unhas dos pés foi a mais comum entre adultos de 31 a 60 anos bem como entre
os individuos maiores de 60 anos. Apenas adultos com idade entre 31 e 60 anos apresentaram
lesdo na face. No grupo de 0 a 15 anos, o local mais acometido foram os pés seguido de leséo

no couro cabeludo.
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Tabela 4: Distribui¢do das dermatomicoses de acordo com sua localizagdo e idade dos pacientes.
Distribuicdo de idade

Local de infecgdo 0 - 15 anos 16 - 30 anos 31 - 60 anos > 60 anos Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Maéos 1(0,5) 2(0,9) 10 (4,6) 2(0,9) 15 (6,9)
Pés 6 (2,8) 15 (6,9) 18 (8,3) 9 (4,2) 48 (22,2)
Unhas das méos - 4(1,9) 8 (3,7) 10 (4,6) 22 (10,2)
Unhas dos pés 1(0,5) 13 (6,0) 44 (20,4) 13 (6,0) 71 (32,9)
Corpo 2(0,9) 11(5,1) 26 (12,0) 9 (4,2) 48 (22,2)

Face - — 5(2,3) - 5(2,3)

Couro cabeludo 3(1,4) 1(0,5) 3(1,4) — 7 (3,2)
Total 13 (6,0) 46 (21,3) 114 (52,8) 43 (19,9) 216 (100)

A analise da distribuicdo das dermatomicoses segundo o local de infeccédo e sexo
(Tabela 5) revela que as mulheres foram mais acometidas que homens em todos os locais de
infeccdo exceto no couro cabeludo e no corpo. Observa-se que a grande maioria dos casos de

infecgdo nas unhas dos pés ocorreu em individuos do sexo feminino.

Tabela 5: Distribui¢do das dermatomicoses segundo o local de infeccdo e o sexo.

Género
Local de infec¢do Feminino Masculino Total
n (%) n (%) n (%)
Maos 8(3,7) 7(3,2) 15 (6,9)
Pés 32 (14,8) 16 (7,4) 48 (22,2)
Unhas das maos 14 (6,5) 8(3,7) 22 (10,2)
Unhas dos pés 51 (23,6) 20 (9,3) 71 (32,9)
Corpo 20 (9,2) 28 (13,0) 48 (22,2)
Face 3(1,4) 2(0,9) 5(2,3)
Couro cabeludo 3(1,4) 4(19) 7(32)
Total 131 (60,7) 85 (39,4) 216 (100)

5.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Das 216 amostras, 116 (53,7%) eram leveduras e 100 (46,3%) eram fungos
filamentosos e ndo foi verificada a ocorréncia de infeccdo mista em nenhuma das amostras

analisadas.
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5.2.1 Leveduras

As 116 leveduras foram identificadas por meio da analise das caracteristicas
macro e microscopicas bem como pelas provas bioquimicas (urease, auxanograma e
zimograma), producdo de tubo germinativo e crescimento em meio cromogénico.

Macroscopicamente, as colonias das 116 leveduras isoladas apresentavam-se

cremosas com variagao na textura, como mostrado na Figura 4 A e B.

Figura 4: Aspecto macroscopico de leveduras isoladas de pacientes cultivadas em agar Sabouraud dextrose.
Colo6nias brilhantes de Candida spp. de consisténcia cremosa e coloragdo creme (A) e coldnias de Trichosporon
spp. com aspecto seco, superficie rugosa e coloracao clara (B).

Microscopicamente, foram visualizadas as estruturas fungicas caracteristicas das
diferentes espécies de Candida spp. e do género Trichosporon spp. como pseudo-hifas e

artroconideos ( Figura 5A e B).
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Figura 5: Andlise microscdpica das estruturas de leveduras visualizadas em objetiva de 40X ap6s cultivo em
agar fuba. C. parapsilosis mostrando pseudohifas espalhadas em todas as dire¢oes, em forma de aranha (A) e
Trichosporon spp. apresentando artroconideos retangulares e pseudohifas (B).

Provas bioquimicas (urease, auxanograma e zimograma), producdo de tubo
germinativo e crescimento em meio cromogénico contribuiram para a identificacdo das

espécies de Candida spp. A figura abaixo mostra os resultados de alguns destes testes.

Figura 6: Identificacdo de Candida parapsilosis. Assimilacdo de carboidratos mostrando halos de crescimento
na area correspondente a cada fonte de carboidrato que a levedura foi capaz de assimilar (A). Assimilacdo de
nitrogénio mostrando halo de crescimento na presenca do controle positivo, peptona (P) e auséncia de
crescimento na presenca de nitrato de potéssio (K) (B). A cultura em CHROMagar Candida® revelando
coldnias lisas de coloragdo résea compativeis com C. parapsilosis (C).

Das 116 leveduras isoladas, 104 (89,65%) foram identificadas como pertencentes
ao género Candida spp. e 12 (10,35%) como pertencentes ao género Trichosporon spp.
Dentre as espécies de Candida, C. parapsilosis (n=52) foi a espécie mais encontrada seguida
de C. guilliermondii (n= 24), C. tropicalis (n= 17), C. albicans (n=9), C. krusei (h=1) e C.
rugosa (n=1) (Figura 7).
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m C. parapsilosis

m C. guilliermondii
C. tropicalis

mC. albicans

m C. krusei

m C. rugosa

Figura 7: Distribuicdo percentual de espécies de Candida isoladas de les6es dermatolégicas.

5.2.2 Fungos Filamentosos

As 100 amostras de fungos filamentosos foram identificadas segundo suas
caracteristicas macro e microscdpicas. Foi analisado o tempo de crescimento bem como o

aspecto e pigmentacédo das colonias (Figura 8 A, B e C).

Figura 8: Aspecto macroscépico das colbnias de fungos filamentosos em &gar Sabouraud. T. interdigitale
apresentando col6nias de textura algodonosa, coloragdo branca e crescimento apds cerca de 6 a 11 dias (A). M.
gypseum com col6nias pulverulentas e bordas irregulares, de crescimento rapido (3 a 5 dias) e coloracédo
amarelo-acastanhado (B). Colbnias de Fusarium spp. apresentando textura algodonosa de tom alaranjado e
rapido crescimento (2 a 4 dias) (C).

A técnica de microcultivo em lamina foi realizada permitindo o estudo detalhado

das diferentes estruturas dos fungos filamentosos como mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Estruturas microscépicas de fungos filamentosos cultivados em agar batata dextrose observadas em
aumento de 1250X. T. rubrum apresentando estruturas microscopicas caracteristicas com grande quantidade de
microconideos piriformes ao longo das laterais das hifas (A). M. canis com macroconideos multicelulares,
fusiformes de parede espessa (B). Curvularia spp. apresentando conideos grandes e demaceos com septos
recurvados (C).

A prova da urease foi realizada na diferenciacdo de T. interdigitale (urease
positiva) de T. rubrum (urease negativa) (Figura 10A). Além disto, testes de requerimento

vitaminico foram realizados na identificacdo de espécies de Trichophyton (Figura 10B).

Figura 10: Identificagdo de Trichophyton interdigitale. Teste de uréia positiva para T. interdigitale (TM) e
negativo para T. rubrum (TR) apds 7 dias de incubagdo (A). T. interdigitale apresentando bom crescimento em
todos os meios de &gar Trichophyton apds 7 a 10 dias de incubacéo (B).

Dentre os fungos filamentosos foram identificados 70 fungos dermatéfitos (70%)
e 30 FFND (30%). T. rubrum (n=37) foi a espécie mais isolada seguida de T. interdigitale
(n=24) e Fusarium spp. (n=15). Além destes fungos, foram isolados, ainda, 7 Scytalidium
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Alternaria spp., 1 M. gypseum, 1 Epidermophyton sp. e 1 T. verrucosum (Figura 11).

ET. rubrum

m T. interdigitale
® Fusarium spp.

m Scytalidium spp.

Outros fungos filamentosos

24%

Figura 11: Distribuicéo percentual de fungos filamentosos isolados de lesdes dermatoldgicas.

10 interdigitale, C. guilliermondii e C. tropicalis como mostra a Figura 12.
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14  Figura 12: Distribuigdo percentual das 216 amostras de fungos isolados de dermatomicoses.
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spp., 3 Fonsecaea spp., 3 Curvularia spp., 2 T. tonsurans, 2 T. schoenlenii, 2 M. canis, 2

De forma geral, as espécies mais isoladas foram C. parapsilosis, T. rubrum, T
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Tabela 6: Fungos isolados de lesdes dermatoldgicas segundo o local de infeccéo e o agente etiologico.

53

Local de infeccdo

Total

Agente etioldgico Maos Pés Unha das mdos  Unha dos pés Corpo Face Couro cabeludo
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Leveduras 11 (5,1) 17 (7,8) 19 (8,8) 44 (20,4) 23 (10,6) 1(0,5) 1(0,5) 116 (33,7)
C. parapsilosis 5(2,3) 5(2,3) 7(3.2) 30 (13,9) 5(2,3) - - 52 (24,0)
C. guilliermondii 2(0,9) 7 (3,2) 5(2,3) 5(2,3) 5(2,3) — — 24 (11,1)
C. tropicalis 1(0,5) 3(1,4) 5(2,3) 5(2,3) 1(0,5) 1(0,5) 1(0,5) 17 (7,8)
C. albicans 2(0,9) - 1(0,5) 1(0,5) 5(2,3) - - 9(4,2)
C. krusei 1(0,5) — — — — — - 1(0,5)
C. rugosa - - - 1(0,5) - - - 1(0,5)
Trichosporon spp. - 2(0,9) 1(0,5) 2(0,9 7(3.2) - - 12 (5,5)
Dermatéfitos 3(1,4) 23(10,7) 2(0,9) 15 (6,9) 19 (8,8) 3(1,4) 5(2,3) 70 (32,5)
T. rubrum 2(0,9) 12 (5,6) - 10 (4,6) 10 (4,6) 2(0,9) 1(0,5) 37 (17,1)
T. interdigitale 1(0,5) 8 (3,7) 2(0,9) 5(2,3) 73.2) 1(0,5) - 24 (11,1)
T. tonsurans - 2(0,9) - - - - - 2(0,9
T. schoenlenii - - - - 1(0,5) - 1(0,5) 2(0,9)
T. verrucosum - - - - 1(0,5) - - 1(0,5)
M. canis - - - - - - 2(0,9 2(0,9
M. gypseum - - - - - - 1(0,5) 1(0,5)
Epidermophyton sp. - 1(0,5) - - - - - 1(0,5)
FFEND 1(0,5) 8(3,7) 1(0,5) 12 (5,5) 6 (2,8) 1(0,5) 1(0,5) 30 (13,8)
Fusarium spp. - 3(1,4) 1(0,5) 73,2 3(1,4) - 1(0,5) 15 (6,9)
Scytalidium spp. 1(0,5) 2(0,9) - 4(1,8) - - - 7(3,2)
Curvularia spp. - 1(0,5) - 1(0,5) - 1(0,5) - 3(1,4)
Fonsecaea spp. - 1(0,5) - - 2(0,9) - - 3(14)
Alternaria spp. - 1(0,5) - - 1(0,5) - - 2(0,9
Total 15 (6,9) 48 (22,2) 22 (10,2) 71 (32,9) 48 (22,2) 5(2,3) 7(3.2) 216 (100)
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Os dados mostram que as leveduras foram os agentes etioldgicos mais
comuns de dermatomicoses nas maos, unhas das médos e unha dos pés, sendo C.
parapsilosis a espécie mais frequente nestes sitios. Por outro lado, nas lesGes dos pés,
corpo, face e couro cabeludo foram isolados, predominantemente, fungos filamentosos,
sendo a espécie T. rubrum a mais comum com excecdo das lesdes do couro cabeludo,

onde houve predominio do M. canis.

5.3 TESTES DE SUSCETIBILIDADE IN VITRO

5.3.1 Leveduras

Resultados dos testes de suscetibilidade in vitro mostram que a maioria das
amostras (85,1%) foi sensivel aos antifingicos testados enquanto que 14,9%
apresentaram suscetibilidade dose-dependente a dois antifingicosa (fluconazol e
itraconazol). A maior taxa de suscetibilidade dose-dependente foi observada com o
itraconazol (94%) sendo que, das 16 amostras com este perfil de sensibilidade, 9 eram
C. parapsilosis, 4 C. guilliermondii, 2 C. albicans e 1 C. tropicalis. Apenas uma
amostra de C. parapsilosis apresentou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol
exibindo CIM de 16 pg/mL. Além disso, a Unica amostra de C. krusei apresentou CIM
alto para fluconazol devido & sua resisténcia intrinseca a este antifngico. Os outros
resultados das CIMs para C. krusei foram <0,03 pg/mL para cetoconazol, itraconazol e
voriconazol e 1 pg/mL para terbinafina. Para a Gnica amostra de C. rugosa as CIMs
encontradas foram 0,12 pg/mL para cetoconazol e voriconazol, 0,25 pg/mL para
itraconazol, 4 pg/mL para fluconazol e 8 pug/mL para terbinafina. Em geral, dentre as
espécies de Candida, as amostras de C. albicans apresentaram os maiores valores de
CIMs para os antifangicos testados. Em todas as amostras observaram-se altos valores
de CIMs para a terbinafina sendo a ClIMg, invariavelmente maior que 16 pg/mL. Por
outro lado, o voriconazol foi o agente mais ativo contra leveduras do género Candida.

Leveduras do género Trichosporon spp. apresentaram baixos valores de

CIMs para os antifungicos testados, exceto para terbinafina e fluconazol. No entanto,
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ndo foi possivel analisar casos de dose-dependéncia ou resisténcia aos farmacos porque

0 CLSI n&o preconiza pontos de corte para estes fungos.

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro (CIMs, CIMsp, ClMgy,

média geomeétrica e suscetibilidade dose-dependente) para as amostras de leveduras

encontram-se na tabela 7.

Tabela 7: Suscetibilidade in vitro de leveduras isoladas de infeccBes dermatoldgicas frente a 5

antifungicos.

CIM (pg/mL)

Suscetibilidade

Lev_eduras ANtIfngicos  variacio de Mégliq Suscetivel dose-
(n=114) CIGM CIMg CIMg 9eometrica (%0) dependente (%)
C. p?r:ilg;i)losis CTz <0,031-0,25  <0,031 0,062 0,11 100,0% -
FLZ 0,25 - 16 0,50 2,00 0,8 98,1% 1,9%
ITZ <0,031-0,5 0,062 0,25 0,12 82,7% 17,3%
TER 0,125- >16 4 >16 1,64
VRZ <0,031-0,125 <0,031 0,062 0,08 100,0%
C. QU(irl:i:ezrgondii CTZ <0,031-0,12  <0,031 0,062 0,07 100,0%
FLZ 0,125-4 1,00 2,00 0,77 100,0%
ITZ <0,031-050 0,125 0,25 0,12 83,3% 16,7%
TER 0,25 - >16 2 >16 1,74
VRZ <0,031-0,125 <0,031 0,125 0,09 100,0%
C. ’E:\(;[Z:Jll%alls CTZ <0,031 <0,031 <0,031  <0,031 100,0% -
FLZ 0,25-8 0,50 2 0,64 100,0%
ITZ <0,031-025 0125 0,125 0,1 94,1% 5,9%
TER 1->16 8 >16 2,33
VRZ <0,031-0,062 <0,031 0,062 0,062 100,0%
c. (?E’(')g‘;”s cTz €0,031-025 <0031 025 017 100,0%
FLZ 0,125- 4 0,25 4 1,14 100,0%
ITZ <0,031-0,5 0,062 0,5 0,12 77,8% 22,2%
TER 2->16 4 >16 2,63
VRZ <0,031-0,25 <0,031 0,25 0,12 100,0%
Trichosporon CTz <0,031-1 <0,031 1 0,35
spp. (n=12)
FLZ 0,25-8 0,5 8 0,84
ITZ <0,031-025 0,125 0,25 0,11
TER 0,5->16 4 >16 2
VRZ <0,031-0,125 <0,031 0,125 0,09

CTZ = Cetoconazol, FLZ= Fluconazol, ITZ= Itraconazol, TER= Terbinafina, VRZ= Voriconazol, CIM=
concentragdo inibitdria minima, CIMse= concentracdo que inibe 50% das amostras analisadas, ClMgy=
concentragdo que inibe 90% das amostras analisadas.
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5.3.2 Fungos Filamentosos

Dermatofitos e fungos filamentosos ndo-dermatéfitos apresentaram padrdes
distintos de suscetibilidade frente aos antifungicos testados. Os dermatofitos
demonstraram baixos valores de CIMs para terbinafina, voriconazol e itraconazol. A
unica amostra de M. gypseum apresentou CIM de 64 pg/mL para fluconazol enquanto
que para os outros antifungicos, as CIMs encontradas foram baixas (2 pg/mL para
cetoconazol e griseofulvina, 0,25 pg/mL para itraconazol, 0,06 pug/mL para voriconazol
e <0,03 pug/mL para terbinafina). As duas amostras de M. canis isoladas apresentaram
CIM de 16 pg/mL para fluconazol e baixos valores de CIMs para os demais
antifangicos. Terbinafina foi 0 agente mais potente contra dermatofitos, seguida pelo
voriconazol e itraconazol (Tabela 8).

Fungos filamentosos ndo dermatofitos mostraram sensibilidade diminuida
aos antifungicos testados. Espécies do género Fusarium spp. apresentaram as maiores
CIMs para todos os antifungicos testados. Mais de 90% destes fungos apresentaram
CIM >64 pg/mL para griseofulvina. Este antifingico juntamente com o fluconazol
apresentou as maiores médias geométricas. De forma geral, o voriconazol mostrou os
menores valores de CIM como observado pelas médias geométricas, mas duas amostras
(13,3%) de Fusarium spp apresentaram CIM >16 pg/mL para esse antifungico.

Valores de CIMs, CIMs,, CIMgy e a média geométrica dos testes de
suscetibilidade in vitro para fungos filamentosos estdo demonstrados na tabela 8.



1
2

O ooNOU bW

10
11

57

Tabela 8: Atividade in vitro de agentes antifingicos para 100 amostras de fungos filamentosos isolados
de lesBes dermatoldgicas.

Fungos fi_lamentosos Antifiingicos —Variacao dé CIM (pg/mL) Meédia
(n=100) cIM CIM o, CIM ¢ geometrica
T. rubrum CTZ <0,031 - 4 0,5 2 0,46
(n=37) FLZ 2 - 564 16 >64 11,2
GRI 0,25 - >64 2 8 1,9
ITZ <0,031-1 0,125 0,5 0,22
TER <0,031 - 0,062 <0,031 <0,031 0,06
VRZ <0,031 - 4 <0,031 0,25 0,18
T. interdigitale CTz <0,031 - >64 0,25 2 0,46
(n=24) FLZ 2 - 264 8 >64 5,9
GRI 0,12 - >64 2 32 1,56
ITZ <0,031 -2 0,125 0,5 0,19
TER <0,031 <0,031 <0,031 0,03
VRZ <0,031-1 0,062 0,5 0,24
Outros fungos CTZ <0,031 - 2 0,125 2 0,27
de”(':]a:tgg)tos* FLZ 1-364 16 32 11,31
GRI 1->64 2 4 1,34
ITZ <0,031-0,5 0,062 0,25 0,17
TER <0,031 <0,031 <0,031 0,03
VRZ <0,031 - 0,062 <0,031 0,062 0,06
Fusarium spp. CTZ 4->16 >16 >16 8,9
(n=15) FLZ 16 - >64 >64 >64 22,6
GRI 16 - >64 >64 >64 25,4
ITZ 4->16 >16 >16 5,65
TER 4->16 >16 >16 4
VRZ 1->16 4 >16 3,6
Outros FEND** CTz 1->16 8 >16 1,6
(n=15) FLZ 2- 216 8 >16 113
GRI >64 >64 >64 64
ITZ 0,25- >16 8 >16 0,57
TER 0,5->16 2 8 1,6
VRZ 0,06 - 8 1 8 1

CTZ = Cetoconazol, FLZ= Fluconazol, GRI = Griseofulvina, ITZ= Itraconazol, TER= Terbinafina,
VRZ= Voriconazol, CIM= concentra¢do inibitéria minima, CIMsy= concentracdo que inibe 50% das
amostras analisadas, ClIMgy= concentracdo que inibe 90% das amostras analisadas, FFND= fungos
filamentosos ndo-dermatofitos. (*) T. schoenleinii (n=2), T. tonsurans (n=2), M. canis (n=2), T.
verrucosum (n=1), M. gypseum (n=1), Epidermophyton floccosum (n=1). (**) Scytallidium spp. (n=7),
Curvularia spp. (n=3), Fonsecaea spp. (n=3), Alternaria spp. (n=2)
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5.4 FATORES DE VIRULENCIA DE LEVEDURAS

5.4.1 Atividade de fosfolipases

Trinta e nove (33,6%) leveduras foram produtoras de fosfolipase sendo 31
do género Candida e 8 do género Trichosporon. A espécie de Candida com maior
porcentagem de amostras produtoras de fosfolipase foi C. albicans (88,9%), seguida por
C. tropicalis (58,8%). Entretanto, C. tropicalis apresentou maior porcentagem de
amostras com atividade muito alta de fosfolipase (40%). Das espécies de Candida spp.
com atividade enzimatica positiva, 10 (32,3%) eram provenientes das unhas dos pés, 8
(25,8%) do corpo, 6 (19,3%) dos pés, 5 (16,1%) das unhas das maos, 1 (3,2%) da méo e
1 (3,2%) da face. Atividade enzimética muita alta foram encontradas em 2 isolados da
pele, 2 isolados das unhas das méos e 1 isolado da face.

As leveduras do género Trichosporon apresentaram alta porcentagem de
amostras produtoras de fosfolipase sendo que todas foram classificadas como atividade
positiva e nenhuma apresentou alta atividade. Destas, 4 foram isoladas do corpo (pele),
2 das unhas dos pé e 2 do pé.

A avaliacdo da atividade enzimatica esta apresentada na tabela 9.

5.4.2 Atividade de proteinases

Das 116 amostras de leveduras analisadas, 47 (40,5%) apresentaram
atividade de proteinase. Quarenta e cinco isolados de Candida (43,2%) demonstraram
atividade de proteinase, das quais 26 eram C. parapsilosis, 10 C. guilliermondii, 6 C.
tropicalis e 3 C. albicans. Cinquenta porcento das C. parapsilosis isoladas apresentaram
atividade enzimatica positiva e destas, 57,7% apresentaram atividade alta ou muito alta
da exoenzima. Contudo, dentre todas as espécies de Candida spp. produtoras de
proteinases, a C. guilliermondii foi a espécie com maior porcentagem de amostras com
alta ou muito alta atividade enzimética (70%). Dentre as espécies de Candida

produtoras de proteinase, 24 (53,3%) amostras eram das unhas dos pes, 13 (28,9%) das
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unhas das maos, 4 (8,9%) dos pés, 2 (4,4%) do corpo, 1 (2,2%) da méo e 1 (2,2%) de
couro cabeludo. Das amostras de C. parapsilosis com atividade de proteinase, 17
(65,4%) foram isoladas nas unhas dos pés dentre as quais, 3 demonstraram atividade
enzimatica muito alta.

Das 12 amostras de Trichosporon spp., apenas 2 apresentaram atividade
enzimaética baixa sendo que estas amostras foram isoladas do corpo (pele).

Os resultados da avaliacdo da producdo da atividade de proteinases estdo
apresentados na tabela 9.

Dez amostras apresentaram atividade simultanea das enzimas sendo que
todas eram do género Candida. Trés amostras de C. albicans produtoras de fosfolipase
também foram produtoras de proteinase. Dentre as leveduras com atividade enzimatica

simultanea 5 eram das unhas dos pés, 2 dos pés, 2 da pele e 1 das unhas das méos.



Tabela 9: Atividade de fosfolipases e proteinases das 116 leveduras isoladas.
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Fosfolipase Proteinase
Leveduras Producéo
(n= 114) NP P AP AMA NP P AMB AB AA AMA simultanea
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
C. p?‘;igszi)'“is 44(846) 8(154) 8 (100) : 26(50)  26(50)  2(77)  9(346) 11(423)  4(154) 2 (3.84)
GOy 0@ 4@en) 305 1(5) 1483 0@Le) - 3(30)  6(60) 1(10) 2(83)
C. E;O:pligg"”s 7(412) 10(588) 6(60)  4(40) 11(647) 6(353) 1(167) 2(333)  1(167) 2 (33,3) 3 (17,6)
C. ?r']t;';;"r‘s 1(11,1) 8(889) 7(875) 1(125)  6(667)  3(33.3) i 2(667)  1(33.3) : 3(33.3)
C. krusei
) 1(100) - - : 1 (100) : i i i i :
C. rugosa ) ) ) ) ) )
o - 1(100)  1(100) : 1(100)
T“Chfzzpzolfzo)” SPP- 4(333)  8(66,7)  8(100) - 10(833)  2(16,7) - 2 (100) - - ;
Total 77 39 33 6 69 47 3 18 19 7 10

NP= ndo produtor, P= produtor, AP= atividade positiva, AMA= atividade muito alta, AMB= atividade muito baixa, AA= atividade alta
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6 DISCUSSAO

A prevaléncia de dermatomicoses aumentou muito nas Ultimas décadas
(HAVLICKOVA et al., 2008) e, atualmente, elas sdo consideradas uma das doencas
dermatoldgicas mais comuns, apresentando ampla distribuicdo mundial. S&o, portanto,
importantes causas de morbidade, principalmente em paises tropicais (CHARLES,
2009; SIMONNET et al., 2011; ROTTA et al., 2012) e, em alguns paises, sdo
consideradas um dos principais problemas de saide publica (WOODFOLK, 2005;
ADELEKE et al., 2008). Estas infeccBes sdo causadas por fungos dermatofitos, fungos
filamentosos ndo-dermatofitos e leveduras e a prevaléncia deles € varidvel de acordo
com as diferencas regionais (KOKSAL et al., 2009).

Em nosso estudo foram identificadas 216 amostras de fungos isoladas de
dermatomicoses, sendo que adultos entre 30 e 60 anos foram os mais acometidos
(52,8%). Estes resultados corroboram aqueles encontrados por CHOAPPA et al. (2011)
0S quais mostraram que cerca de 37,8% dos individuos com dermatomicoses tinham
idade entre 36 e 60 anos. Analisando o grupo entre 16 e 60 anos, ele representou 74,1%
dos pacientes acometidos em nosso trabalho e, KOKSAL et al. (2009) mostraram que
98,0% dos individuos com dermatomicoses apresentavam esta mesma faixa etéria.
Adultos podem ser mais afetados porque estdo mais expostos a fatores predisponentes
como o uso prolongado de sapatos fechados e de materiais sintéticos que contribuem
para a sudorizacdo. O uso excessivo de antibidticos e a pré-existéncia de traumas
também podem contribuir para o desenvolvimento das infecces nos adultos
(HERNANDEZ-SALAZAR et al., 2007).

Dentre as amostras analisadas, 60,6% eram provenientes de infeccdes em
mulheres. Outros estudos também encontraram maior ocorréncia de dermatomicoses em
mulheres (CAMPANHA et al., 2007; ABANMI et al., 2008; SIMONNET et al.,2011).
Entretanto, LUPA et al. (1999) e KOKSAL et al. (2009) relataram maior ocorréncia de
dermatomicoses em individuos do sexo masculino. Por sua vez, LOPEZ-MARTINEZ et
al. (2010) encontraram ocorréncia semelhante entre os géneros ao estudarem 2084 casos
de infecgdes superficiais (49,6% individuos do sexo masculino e 50,4% do sexo
feminino). A discrepancia destes dados pode estar associada ao fato das mulheres
procurarem mais o servico de salde para diagnostico e tratamento das infecgdes e, além

disso, elas estdo mais frequentemente em contato com atividades ocupacionais
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relacionadas ao preparo de alimentos e limpeza doméstica (CAMPANHA et al., 2007).
Entre o grupo de 0 a 15 anos observou-se que 53,8% eram do género masculino e
46,2% do género feminino. Resultados semelhantes foram encontrados por
KOUSSIDOU-EREMONDI et al. (2005) ao relatarem que 54% das criangas com
dermatomicoses eram do sexo masculino e 46% do sexo feminino. Dados semelhantes
também foram observados em um estudo com 137 casos de dermatofitoses em criangas,
o qual revelou que 53,3% destas eram do sexo masculino e 46,7% do sexo feminino
(FERNANDES et al., 2001).

Em nosso estudo, 46,1% das infeccbes em criangas ocorreram nos pes e
estiveram associadas & presenca de leveduras do género Candida em 50% dos casos. O
estudo de dermatomicoses em criancas de Barcelona realizado por PEREZ-
GONZALEZ et al. (2009) mostrou que 91,2% das criancas avaliadas apresentaram
infeccdo nos pés causadas principalmente por T. rubrum e T. interdigitale. O aumento
de tinea pedis em criancas esta associado ao uso de sapatos fechados e atividades
esportivas nas quais o uso de materiais comuns e quadras publicas favorecem a sua
transmissdo. KOUSSIDOU-EREMONDI et al. (2005) também isolaram Candida em
criancas, entretanto, estes fungos foram isolados em diferentes locais do corpo (unhas,
gliteo e virilha) e foram associados aos seguintes fatores: descuido das mées com
criancas que fazem uso de fraudas, uso excessivo de antibioticos, diarréias cronicas e 0s
atos de chupar os dedos e brincar constantemente com agua. Contudo, n6s encontramos
apenas um caso de tinea corporis associada a presenca de Candida spp. Das
dermatomicoses encontradas em criangas, foram evidenciados trés casos de infec¢do no
couro cabeludo (23,07%), os quais estiveram associados a fungos do género
Microsporum. KOUSSIDOU-EREMONDI et al. (2005) observaram a ocorréncia de
tinea capitis em 48% das criancas estudadas, sendo que todas foram causadas por
dermatdfitos, principalmente por M. canis. FERNANDES, et al. (2001) encontraram
maior ocorréncia desta infeccdo (57%), sendo o M. canis, também, o responsavel pela
maioria delas. Entretanto, o estudo de PEREZ-GONZALEZ et al. (2009) revelou que
apenas 5,9% das dermatomicoses em criangas ocorreram no couro cabeludo. Fungos do
género Microsporum sdo associados a infecgdes no couro cabeludo e M. gypseum, por
exemplo, ja foi isolado em piso de ginasios publicos bem como em animais sadios e
PEREZ-GONZALEZ et al. (2009) sugerem que estes achados devem ser considerados
por médicos pediatras e que medidas preventivas devem ser tomadas, principalmente

nas escolas, a fim de evitar a propagacédo das infec¢des causadas por essa especie.
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Em nosso trabalho, um caso de tinea capitis por C. tropicalis foi encontrado
em um individuo de 16 anos. DAS et al. (2007) também identificaram casos de tinea
capitis causados por espécies de Candida, num total de 10 casos, dos quais 2 por C.
tropicalis e 8 por C. albicans. No entanto, estes foram observados em individuos com
idade inferior a 15 anos.

Nosso trabalho mostra que individuos a partir dos 16 anos foram mais
acometidos por leveduras do género Candida (49,2%) e dermatofitos (31,5%) e as
espécies mais comumentes encontradas foram C. parapsilosis e T. rubrum com
ocorréncia em 25,1% e 16,7% dos casos, respectivamente. Porém, KOKSAL et al.
(2009) observaram que nesta mesma faixa etaria, 72,5% das dermatomicoses foram
causadas por dermatofitos, seguida de Candida spp. (20,1%).

Onicomicose (45,3%) seguida de tinea corporis (22,67%) e tinea pedis
(20,69%) foram os tipos de lesbes mais encontradas nos individuos a partir dos 16 anos.
Considerando apenas as infeccGes nas unhas dos pés, elas ocorreram em 34,48% dos
individuos analisados e foram causadas principalmente por C. parapsilosis (42,85%) e
T. rubrum (14,8%). Um estudo de PELEGRINI et al. (2009) em S&o Bernardo do
Campo revelou que cerca de 61,8% das dermatomicoses ocorreram nas unhas dos pés e
foram causadas por leveduras do género Candida em mais de 55% dos casos. Além
disso, eles observaram que a espécie de Candida mais encontrada foi C. albicans e,
entre dermatofitos, o T. interdigitale foi mais isolado que T. rubrum. ATAIDES et al.
(2011) estudando onicomicoses em Goiania constataram que, em relacdo a frequéncia
dos grupos de fungos associados as lesbes, encontraram resultados semelhantes aos
observados em nosso trabalho, pois, as leveduras foram responsaveis por 56,8% das
onicomicoses, seguida de dermatofitos (30,4%) e FFND (12,7%). Outro dado
semelhante foi referente as espécies mais comumente isoladas, onde C. parapsilosis foi
o principal fungo isolado (30,5%) seguido por T. rubrum (22,5%).

Segundo o estudo de revisdo sobre onicomicoses de WELSH et al. (2010) a
incidéncia de onicomicoses aumenta com a idade e, cerca de 30% de pacientes com este
tipo de infeccdo sdo maiores de 60 anos. Nossos resultados mostram porcentagem
menor de individuos, nesta faixa etaria, com esta infeccdo, pois dentre todos os
individuos com onicomicoses, 10,6% eram maiores de 60 anos. Todavia, varios estudos
comprovam 0 aumento da ocorréncia de onicomicoses com 0 avangar da idade
(MARTINS et al., 2007; DAS et al. 2007; GODOY-MARTINEZ et al. 2009;
HASHEMI et al., 2009).
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Onicomicoses sdo as infecgdes mais comuns nas unhas e predominam em
individuos adultos e, embora, tradicionalmente, a C. albicans tenha sido a espécie mais
isolada neste tipo de infeccdo, atualmente outras espécies de Candida tém emergido e
varios trabalhos relatam a ocorréncia crescente de C. parapsilosis isoladas de
onicomicoses (TROFA et al., 2008; MANZANO-GAYOSSO et al., 2011; ATAIDES et
al. 2011). Segundo o estudo de WELSH et al. (2010), a maioria das onicomicoses é
causada por dermatdfitos (principalmente T. rubrum e T. interdigitale). No entanto,
diferentes estudos, assim como 0 nosso, tém mostrado que leveduras sdo importantes
agentes etiologicos destas infeccBes e que sua ocorréncia pode até mesmo ultrapassar a
ocorréncia de dermatofitos (PELEGRINI et al., 2009; ATAIDES et al., 2011).

Observando estudos desde a década de 40, LOPEZ-MARTINEZ et al
(2010) mostraram aumento na ocorréncia de onicomicoses concomitantemente com a
diminuicdo da ocorréncia de tinea capitis e tinea corporis no México. Junto com estas
mudancas, notam-se que altera¢cdes na ocorréncia de espécies de fungos causadores de
micoses dermatoldgicas podem estar associadas a capacidade adaptativa dos fungos as
condicdes do hospedeiro, além de outros fatores como a melhora nos habitos higiénicos
que contribuem, por exemplo, para a diminui¢do de infec¢bes no couro cabeludo. A
procura por diagnostico e tratamento de infeccGes nas unhas contribui para o aumento
no relato de casos de onicomicoses, principalmente nas unhas dos pés, visto que
infeccBes nessas unhas afetam muito a qualidade de vida dos acometidos, pois podem
causar desconforto e dor, o que dificulta caminhadas e a realizacdo de atividades diarias.
Somados a isto, 0 uso de calcados fechados e as préaticas esportivas associadas ao lento
crescimento das unhas dos pés se comparada as unhas das méos proporcionam ao fungo
mais oportunidade para causar doenca nas unhas dos pés (PELEGRINI et al., 2009;
LOPEZ-MARTINEZ et al, 2010).

Em nosso trabalho, leveduras do género Trichosporon spp. representaram
5,55% dentre todas as amostras e estes achados concordam com aqueles obtidos por
BENTUBO (2008) que encontrou 4,6% desta levedura. Fungos do género Trichosporon
acometeram apenas individuos adultos no trabalho de KOKSAL et al. (2009) enquanto
que em nosso estudo observamos resultados semelhantes, pois apenas 1 isolado de
Trichosporon spp. foi obtido em criangas até os 15 anos e todas as outras 11 amostras
foram isoladas de adultos. Nossos resultados mostram que leveduras do género
Trichosporon spp. estiveram associadas a infecgfes na pele (58,3%) e KOKSAL et al

(2009), verificaram que 50% dos isolados foram provenientes, também, de infeccGes
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neste local. Por outro lado, TAJ-ALDEEN et al. (2009) analisaram 27 amostras de
Trichosporon spp. e observaram que 25,9% eram de onicomicoses e 7,4% dos pés.

Nossos dados mostram que dermatofitos foram isolados em 32,4% das
infeccdes dermatoldgicas com predominio da espécie T. rubrum (52,8%), sequida de T.
interdigitale (34,3%). BRAJAC et al. (2003) observaram uma porcentagem de
dermatofitose um pouco maior que a nossa (36,9%) na Croacia, entretanto, oS
dermatofitos mais isolados foram T. interdigitale (54,1%) e M. canis (35%). Ja o estudo
de KOKSAL et al. (2009), na Turquia, mostrou que estes fungos foram responsaveis
por 74% das infec¢bes analisadas sendo T. rubrum encontrado em 56% das lesdes e T.
interdigitale em 14% delas. Por outro lado, na Tunisia, NEJI et al. (2009) isolaram T.
rubrum em 74.5% das dermatofitoses seguido de T. violaceum (7.9%) e T. interdigitale
(7.5%).

No Brasil, estudos mostram diferentes taxas na ocorréncia de
dermatofitoses: 32,7% em S&o Bernardo do Campo/S&o Paulo (PELEGRINI et al.,2009)
e 21,2% em Maringé/Parand (CAMPANHA et al.,2007). T. schoenleinii e T. tonsurans
foram os dermatofitos mais encontrados em Sao Bernardo do Campo (35,3% e 29,4%,
respectivamente) e, em Maringa, embora o0s autores ndo tenham mostrado a
identificacdo das diferentes espécies de dermatofitos, fungos do género Trichophyton
foram os mais encontrados. Esses dados ilustram o fato de que a prevaléncia dos fungos
causadores de dermatomicoses varia nas diferentes areas geogréaficas, evidenciando a
importancia de estudos epidemioldgicos em cada regido.

Nossos dados mostram que, dentre as dermatofitoses, o tipo de infeccdo
predominante foi a tinea pedis (47,9%) sendo T. rubrum o principal agente etiol6gico
desta infeccdo (52,1%). Além disto, dentre os dermatofitos, o T. rubrum foi, ainda, o
principal fungo isolado em onicomicoses dos podéactilos (66,7%) e de tinea corporis
(52,6%). A alta ocorréncia de tinea pedis e onicomicoses nas unhas dos pés também foi
observada em outros trabalhos e T. rubrum foi o principal agente etiol6gico na maioria
dos casos (BRAJAC et al., 2003; DAS et al., 2007; KOKSAL et al, 2009; NEJI et al.,
2009; PELEGRINI et al., 2009, AKCAGLAR et al., 2011; DRAKENSJO e
CHRYSSANTHOU, 2011). Dentre os dermatofitos, T. rubrum é o principal agente
etioldgico de onicomicose nos podactilos: 69,5% no Ceard (BRILHANTE et al., 2000),
55,3% em Goiania (SOUZA et al., 2009) e 33,2% em Séo Paulo (GODOY-MARTINEZ
et al., 2009). Embora as dermatofitoses ndo sejam graves, em termos de mortalidade ou

sequelas fisicas, elas tém significativas consequéncias clinicas em termos de estética,
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cronicidade e dificuldades terapéuticas. As diferencas encontradas entre os dados
podem ser explicadas pela associagdo de véarios fatores como as condic¢des climéticas,
habitos culturais e higiénicos, desenvolvimento socioecondmico, patogenicidade das
espeécies, acesso ao sistema de saude publica, processos de migracdo e turismo bem
como a presenca de fatores predisponentes nos individuos (diabetes, doencas arteriais,
tabagismo, dentre outros) (KOKSAL et al., 2009; AKCAGLAR et al., 2011,
DRAKENSJO e CHRYSSANTHOU 2011; TSOUMANI et al., 2011).

Fungos filamentosos ndo-dermatofitos foram isolados em 13,8% das lesdes
e fungos do género Fusarium (50%) foram os mais encontrados, seguido de Scytalidium
spp. (23,3%). Estudos analisando a ocorréncia de FFND em dermatomicoses tém
isolado principalmente Aspergillus spp. e Fusarium spp. (DAS et al., 2007; ABANMI et
al., 2008; HASHEMI et al., 2009; CHOAPPA et al., 2011) e, além destes, outros FFND
também sdo encontrados com menor frequéncia (Scytalidium spp., Alternaria spp.,
Scopulariopsis spp., Penicillium spp e Acremonium spp.) (ESCOBAR e CARMONA-
FONSECA, 2003; MARTINS et al., 2007, CHOAPPA et al., 2011; SIMONNET et al.,
2011).

No Brasil, 2 estudos revelaram ocorréncia distinta, dentre FFND com
relacio as espécies de Fusarium spp. MARTINS et al. (2007) e ATAIDES et al. (2010)
considerando apenas casos de onicomicoses, encontraram Fusarium spp em 24,4% e
44,4% dos casos, respectivamente. Com relacdo ao isolamento de Scytalidium spp., 0s
dados destes trabalhos sdo semelhantes (23,2% e 23,07%, respectivamente) e condizem
com o encontrado em nosso estudo (23,3%). Nosso trabalho mostra que, dentre os sitios
de infecgdo, 43,3% dos FFND foram isolados das unhas (87,5% dos podactilos e 12,5%
dos quirodactilos), 26,6% isolados dos pés e 20% do corpo. Estes achados corroboram
os dados de ROMANO et al. (2005); DAS et al. (2007); BUENO et al. (2009) e
HASHEMI et al. (2009), onde FFND foram associados predominantemente a
ocorréncia de onicomicoses.

ROMANO et al. (2005) revelaram a ocorréncia de tinea pedis e tinea
manuum em cerca de 10% dos individuos com infec¢bes por Fusarium spp. Além disto,
nossos dados mostram que Fusarium spp. foi encontrado em 8,6% (08) dos casos de
onicomicoses (93) estudados e resultados semelhantes foram relatados por outros
autores no Brasil (8,18%) (BRILHANTE et al., 2005) e na Colémbia (9,7%) (BUENO
et al.,, 2009). A incidéncia de onicomicoses causadas por FFND tem aumentado

drasticamente nos Gltimos anos. Dados mostram que FFND podem ser potenciais causas
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de onicomicoses, entretanto, como estes fungos sdo comumente encontrados como
contaminantes de solos e laboratérios, e podem invadir as unhas e pele, especialmente
de individuos que caminham descalgos, infeccGes causadas por eles ainda ndo sao bem
esclarecidas (BUENO et al., 2009; HASHEMI et al., 2009; SOUZA et al., 2009). FFND
sdo considerados como agentes etiologicos de dermatomicoses quando ocorre
crescimento reprodutivel destes ap0Os repetidas culturas e coletas com auséncia de
crescimento de dermatofitos e leveduras em todas as culturas (HASHEMI et al., 2009;
SOUZA et al., 2009). No entanto, em nosso trabalho ndo foi possivel realizar repetidas
culturas a partir das amostras clinicas porque, como descrito anteriormente, nossas
amostras nos foram enviadas ap6s o isolamento e identificacdo prévia dos fungos, sendo
utilizadas apenas amostras positivas ao exame direto e na cultura.

Em nosso estudo, ndo detectamos Candida resistentes aos agentes
antifangicos testados, no entanto, 15,38% das Candida mostraram suscetibilidade dose-
dependente ao itraconazol, das quais 56,25% foram amostras de C. parapsilosis.
ZEPELIN et al. (2007), em um estudo de candidemias na Alemanha, encontraram
porcentagem de Candida spp. com suscetibilidade dose-dependente ao itraconazol um
pouco maior que a nossa (19,1%), embora tenham verificado também 17,6% de
amostras resistentes a esse antifungico. MANZANO-GAYOSSO et al. (2011),
estudando micoses dermatoldgicas, encontraram 15,06% de espécies de Candida
resistentes ao itraconazol, sendo 36% C. guilliermondii. Contudo, BUENO et al (2009)
mostraram que C. parapsilosis isoladas de onicomicoses foram altamente sensiveis ao
itraconazol. Em geral, o voriconazol foi o agente com melhor atividade sobre Candida e
este achado é relatado por varios autores (TROFA et al., 2008; BUENO et al., 2009;
RAMBACH et al., 2011).

Elevadas CIMs foram encontradas para estas leveduras frente a terbinafina e
isto corrobora estudos anteriores que mostram que as infeccGes superficiais por Candida
sdo tratadas, com sucesso, por derivados azolicos (principalmente fluconazol e
itraconazol) e a terbinafina ndo apresenta boa atividade contra estes microrganismos
(RYDER et al., 1998; JESSUP et al, 2000; BUENO et al., 2009; JAYATILAKE et al.,
2009; CARRILLO-MUNOZ et al., 2010). GUPTA et al. (2005), avaliando a atividade
de diferentes antifungicos para dermatofitos, FFND e leveduras, mostraram que para as
especies de Candida spp. o farmaco com menor atividade foi a terbinafina. JESSUP e
colaboradores (2000), avaliando a atividade in vitro da terbinafina, mostraram grande

variacdo nos valores das CIMs deste antifungico e o mesmo foi visto em nosso trabalho.
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Esses autores sugerem que a droga possa ter considerdvel efeito sobre leveduras,
entretanto isto ainda é controverso.

As amostras de Trichosporon spp. apresentaram, de modo geral, baixos
valores de CIM aos azoéis testados. O voriconazol foi a agente mais ativo contra
Trichosporon spp. e baixos valores de CIMs para este antifungico contra espécies de
Trichosporon também foram observadas em outros estudos (PAPHITOU et al., 2002;
RODRIGUEZ-TUDELA et.al., 2005; TAJ-ALDEEN et al., 2009; GUINEA et al.,
2010). Estes dados também estdo de acordo com CHAGAS-NETO et al. (2008) os quais
sugerem que novos triazélicos (voriconazol, ravuconazol e posaconazol) sejam muito
efetivos no tratamento de infec¢Oes por Trichosporon e que possam ser mais ativos que
a anfotericina B. Embora ndo existam pontos de corte definidos sobre a suscetibilidade a
antifangicos para Trichoporon, n6s observamos que 0s outros azdis (cetoconazol e
itraconazol) também apresentaram boa atividade contra estes fungos. Isto esta de acordo
com dados da literatura que trazem os agentes azolicos como Gtimas opc¢des
terapéuticas, embora um trabalho realizado por BENTUBO (2008) em S&o Paulo tenha
constatado altos valores de CIMs para todos os agentes azolicos testados nas diferentes
espécies de Trichosporon analisadas.

Dentre os dermatofitos, a terbinafina foi o antifungico mais potente in vitro
e isto j& foi descrito por vérios autores. Este fato pode ser umas das explicacdes para a
ampla utilizacdo deste composto no tratamento de onicomicoses e quaisquer infeccdes
por dermatéfitos (CETINKAYA et al., 2005; BARROS et al., 2007; CARRILLO-
MUNOZ et al., 2010; HUANG et al., 2004; SARIFAKIOGLU et al., 2007; BUENO et
al., 2009; ATAIDES et al., 2011). Nossos resultados indicam que os dermatofitos
apresentaram menor resposta in vitro frente ao fluconazol, apresentando uma grande
variacdo entre as CIMs encontradas, bem como altos valores tanto da CIMs, quanto da
CIMg. Resultados semelhantes foram mostrado por FERNANDEZ-TORRES et al.
(2001), BARROS et al. (2007), NWEZE et al. (2007) e BUENO et al. (2009). SANTOS
e HAMDAN (2007) mostraram que T. rubrum exibindo resisténcia a fluconazol
apresentaram CIMs baixas para cetoconazol, terbinafina, itraconazol e griseofulvina.
Por outro lado, SARIFAKIOGLU et al. (2007) mostraram que, embora o fluconazol
tenha apresentado a menor atividade in vitro contra dermatofitos, quando comparado
com os outros antifungicos testados, a variagdo das CIMs, CIMsp e CIMgy foram baixAs

em relagcdo aos nossos resultados.
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Neste trabalho nos mostramos que a griseofulvina apresentou também
grande variacdo nos valores das CIMs. NWEZE et al. (2007) também verificaram alta
taxa de variacdo e CIMs elevadas para griseofulvina, a qual, juntamente com o
fluconazol apresentou baixa atividade contra dermatéfitos. CHADEGANIPOUR et al.
(2004), por sua vez, identificaram 3 amostras resistentes a griseofulvina. Este
antifungico foi durante muito tempo a principal droga administrada para tratar
dermatofitoses. E considerada a droga de escolha no tratamento de tinea capitis,
entretanto, tem menor eficdcia que os antifungicos mais novos e estd sendo
progressivamente substituida por essas novas drogas. Além disto, este farmaco adere-se
pobremente a queratina e existe a preocupacao quanto a sua toxicidade e ao aumento de
resisténcia (HUANG et al., 2004; NWEZE et al., 2007; GUPTA e COOPER, 2008;
LEMSADDEK, 2008).

Dermatofitos constituem um grupo distinto dentre os fungos filamentosos.
Atualmente, o CLSI busca padronizar os testes de suscetibilidade destes fungos aos
compostos antifingicos bem como definir pontos de corte que permitam classifica-los
em resistentes ou sensiveis. Entretanto, os pontos de corte ndo sdo estabelecidos e
fatores como tempo de incubacdo, ainda ndo estdo bem definidos para a realizacédo
destes testes.

Os resultados dos testes de suscetibilidade de FFND a agentes antifungicos
mostraram baixa suscetibilidade aos antiflngicos avaliados. De forma geral, a CIMsg €
CIMyo foram altas para todos os FFND, além disso, a variacdao das CIMs encontrada foi
alta. Resultados semelhantes foram relatados por outros autores (McGINNIS e
PASARELL, 1998; BUENO et al., 2009;: ATAIDES et al., 2010). Dentre os FFND,
fungos do género Fusarium apresentaram os maiores valores de CIM in vitro e isto
também estd de acordo com varios trabalhos publicados. Apesar da baixa resposta aos
antifungicos, o voriconazol foi o agente mais potente contra Fusarium spp. Dados
semelhantes aos nossos foram encontrados nos estudos de McGINNIS E PASARELL
(1998), ALASTRUEY-IZQUIERDO et al. (2008), CORDOBA et al. (2008) e BUENO
et al. (2009), os quais mostraram que a terbinafina e os azéis nao apresentaram atividade
contra Fusarium spp. e que umas das melhores atividades contra estes fungos foi
verificada com o voriconazol. Fusarium spp. sdo uns dos fungos mais resistentes aos
medicamentos disponiveis (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008), entretanto, é

fundamental tratar infeccOes dermatoldgicas causadas por estes fungos para prevenir a
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progressdo para uma infeccdo disseminada, a qual exige debridamento cirurgico e,
muitas vezes, terapia sistémica (DIGNANI e ANAISSIE, 2004).

A habilidade de produzir enzimas hidroliticas (exoenzimas) é considerada
um importante fator para a patogenicidade de leveduras (RORIG et al., 2009; TAY et
al., 2011). Nosso trabalho mostrou que 29,8% das leveduras do género Candida foram
produtoras de fosfolipases e 42,3% foram produtoras de proteinases. Um estudo
realizado em 2008 por MOHANDAS e BALLAL com Candida isoladas do sangue
mostrou que 74,6% foram produtoras de fosfolipases e 44,7% produtoras de
proteinases.

Analisando-se os isolados de C. albicans identificadas em nosso estudo,
verficamos que 88,9% foram produtoras de fosfolipases e 33,3% produtoras de
proteinases e, todas as produtoras de proteinases foram simultaneamente capazes de
produzir fosfolipases. RORIG et al., (2009) e KANTARCIOGLU e YUCEL (2002),
avaliando Candida spp. isoladas de diferentes locais (cavidade oral, trato respiratorio e
urogenital, sangue), mostraram resultados semelhantes aos nossos com relacdo a
producdo de fosfolipases por C.albicans (83,8% e 93,3%, respectivamente). Todavia, 0s
resultados da producdo de proteinases por essas leveduras foram distintos, pois todas as
amostras de C. albicans analisadas foram produtoras de proteinases no primeiro estudo
e 95% foram capazes de produzir esta enzima no segundo estudo. Por outro lado,
resultados de MOHANDAS e BALLAL (2008), com Candida isoladas de candidemias,
e COSTA et al. (2010), com Candida da cavidade oral, cateter e sangue, mostraram
porcentagens menores de C. albicans produtoras de fosfolipases (48,6% e 55,9%,
respectivamente).

Dentre as espécies de C. ndo-albicans, 24,2% foram produtoras de
fosfolipases e outros trabalhos mostraram que este grupo tem producdo enzimatica
variavel. Desta forma, 37,7% dos isolados de C. ndo-albicans da cavidade oral, cateter e
sangue (COSTA et al., 2010), 7,7% daquelas isoladas de candidemia (TAY et al, 2011)
e 42,8% também isoladas de candidemia (MOHANDAS e BALLAL, 2008) foram
produtoras de fosfolipases. Nossos resultados mostraram que, dentre C. ndo-albicans, C.
parapsilosis apresentou 0 maior nimero de amostras produtoras de proteinases (50%).
DAGDEVIREN et al. (2005), avaliando a atividade enzimatica destas leveduras,
encontraram porcentagem um pouco menor que a nossa, ja que 42.4% das C.
parapsilosis foram capazes de produzir esta enzima. Com relacdo a producdo de

fosfolipases, 58,8% de C. tropicalis apresentaram atividade positiva para a enzima,
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sendo esta a principal espécie de C. ndo-albicans com atividade para fosfolipases
(43,48%). Resultados distintos dos nossos foram observados por GALAN-LADERO et
al. (2010) que encontraram baixa atividade de fosfolipases em C. tropicalis apds 72
horas de incubacdo (20,7%) enquanto que todas elas foram produtoras de proteinases.

A producdo de exoenzimas tanto por C. albicans como por C. ndo-albicans
tem sido demonstrada em varios estudos recentes (COSTA et al., 2010; GALAN-
LADERO et al., 2010; SACRISTAN et al., 2011, TAY et al., 2011). A auséncia ou
baixa expressdo destas enzimas podem indicar menor viruléncia natural de espécies de
Candida quando comparadas as espécies com alta expresséo (MOHANDAS e
BALLAL, 2008). A producéo de proteinases e fosfolipases pode variar de acordo com
tipo, local e estagio da lesso (MOHANDAS e BALLAL, 2011) e estudos sugerem que a
patogenicidade de Candida spp. pode estar relacionada com o local de infeccdo
(COSTA et al., 2010; SACRISTAN et al., 2011). Contudo, nossos resultados nio nos
permitiram relacionar o local de infecgdo com a producgéo dessas exoenzimas, sugerindo
que, a expressdo de outros fatores de viruléncia pode estar associada a capacidade destas
leveduras causarem infeccbes dermatoldgicas.

Em nosso trabalho foi encontrado alto percentual de leveduras do género
Trichosporon produtoras de fosfolipases (66,67%) e baixa de produtoras de proteinases
(16,67%). BENTUBO (2008) observou menor percentual de amostras produtoras de
fosfolipases (57,1%) e maior percentual de produtoras de proteinases (46,4%) que nos.
Este autor sugere que as fosfolipases sejam uma das principais enzimas produzidas por
Trichosporon spp. Nosso estudo também verificou que estas leveduras produziram mais
fosfolipases do que proteinases embora o nimero de amostras avaliadas tenha sido
pequeno (12). Muitos trabalhos, atualmente, avaliam a producdo de exoenzimas em
Candida spp. Entretanto, poucos trabalhos analisam a atividade destas enzimas em
Trichosporon spp. e isto dificulta a comparagdo dos resultados obtidos em nosso
trabalho.
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7 CONCLUSOES

As dermatomicoses foram mais frequentes em mulheres (60,6%) e
ocorreram principalmente em adultos com idade entre 31 e 60 anos (52,7%). O tipo de
infeccdo mais comum foi a onicomicose, sendo que 76,3% delas ocorreram nas unhas
dos pés.

Leveduras do género Candida foram isoladas em 48,1% das amostras
analisadas e a C. parapsilosis foi a principal espécie encontrada. T. rubrum, por sua vez,
foi a espécie de dermatofito mais frequentemente isolada (52,8%) e dentre os FFND,
Fusarium spp. foram os mais encontrados (50%).

A maioria das leveduras analisadas mostrou-se sensivel aos antifingicos
testados, embora suscetibilidade dose-dependente tenha sido verificada, principalmente
ao itraconazol. Dermatofitos apresentaram padrdes distintos de suscetibilidade aos
antifangicos avaliados, sendo a terbinafina 0 composto mais ativo contra estes fungos.
FFND apresentaram altos valores de CIM para todos os compostos testados. Os
resultados dos testes de sensibilidade a antifungicos revelaram que fungos isolados de
dermatomicoses respondem in vitro de forma diferente aos antiflngicos, de acordo com
cada grupo de fungo e dentre as diferentes espécies de um mesmo grupo.

Fosfolipases e proteinases foram predominantemente produzidas por
Candida spp. e, embora C. albicans tenha sido a maior produtora de fosfolipases, as
espécies de C. ndo-albicans foram as principais produtoras de proteinases. Entretanto,
nossos resultados ndo mostraram correlacdo entre a origem clinica dos isolados e sua
capacidade de produzir as exoenzimas.

Este é o primeiro trabalho que avalia a ocorréncia de dermatomicoses na
cidade de Uberaba e regido. Nossos dados confirmam que a distribuicdo de espécies de
fungos associados as dermatomicoses pode alterar de acordo com as diferencas
regionais. Os resultados deste trabalho ainda sugerem que a identificacdo dos fungos,
juntamente com a realizacdo de testes de suscetibilidade aos antifingicos sao

procedimentos que poderiam contribuir para o sucesso da terapia dessas infecgdes.
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PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

, IDENTIFICACAO s
TITULO DO PROJETO: Avaliagio da atividade antifingica de extratos vegetais de Porophyllum riderale (Jacg ) Cass
contra dermatdfitos

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Anderson Assungio Andrade
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 14/04/2009
PROTOCOLO CEP/UFTM: 1361

O pesquisador responsavel receberd apenas o salirio de professor adjunto pago pela instituigdo, ndo sendo
requerida remuneragiio extra para a realizagdo desta pesquisa. N

13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OBTE-LO

O Termo esté claro ¢ serd obtido pelo pesquisador responsavel.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO - O protocolo foi adequado para atender as determinagies da
Resolugdo CNS 196/96,

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 19696 E
COMPLEMENTARES

PARECER DO CEP: APROVADO
(O relatorio anual ou final devera ser encaminhado um ano apds o inicio do processo).
DATA DA REUNIAO: 05-02-2010

Prof®,. Ana Palmi dos Santos
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Mem, 8&2010/MICROBIOLOGIA/DCB/UFTM
Uberaba, O1de Julho de 2010.

A Coordenadora do Comité de Ftica em Pesquisa da UFTM

Assunto: Extensfio de projeto de pesquisa

Prezada prof® Ana Palmira,

Vimos selicitar que o projeto intitulado “Identificacio e avaliagio do perfil de sensibilidade
a antifingicos de espécies de Candida spp. isoladas de onicomicoses”, seja incluido como
extensio do projeto “Avaliagio da atividade antifingica de extratos vegetais de Poropdnflum
rricderale (jacq )y cass contra dermatafitos”, protocolo 1367,

A fim de atender aos objetivos propostos no projeto do protocolo 1361, isolamos fungos de
lesdes suspeilas de micoses cutdneas, com o principal foco de recuperar dermatofitos para posterior
avaliagio de seus perfis de susceptibilidade a antifingicos e a extratos de Poraplllum ruderale.
MNo entanto, dentre os pacientes com micoses cutineas, observamos muitos casos de onicomicoses,
dos quais foram isolados um namero de Caneida spp. quase tio grande quanto de dermatofitos.
Fsse falo nos motivou a propor o presente projeto. Entendemos que esse novo projeto pode ser
enquadrada com extensio do anterior, visto que nio serfio feitas novas coletas de amostras de
pacientes, apenas vamos identificar, até o nivel de espécie, as Candida spp. ja isoladas. Em segnida
realizaremos 05 lestes para delerminar os perfis de susceptibilidade das mesmas a alguns
antifingicos comumente utilizados.

Colocamo-nos & disposicio desse Comité para quaisquer esclarecimentos adicionais,

Atenciosamente,
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MINISTERIO DA EDUCAGAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGLLO MINEIRD
INSTITUTO DE CIENGIAS BIOLOGICAS E NATURAIS
Disciplina de Microbiologia
Praga Manoel Terra, 330 — Abadia - 38025-015 - (34) 3318-5480 - prdersonadfichn.ufim edy br - Ubsraba - MG

Mem. 76/201 /'MICROBIOLOGIATCEN/UFTM

Uberaba, 10 de Junho de 2011,
A Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa da UFTM -
Assunto: Extensiio de projeto de pesquisa

Prezada Prof Ana Palmira,

Wimos solicitar que o projeto intitulado “Avaliagio da distribuigio, fatores de viruléncia e
susceptibilidade a antifingicos de isolados clinicos do complexo Candida parapsilosis em
Uberaba - MU{L", seja incluido como extensao do projeto “Avaliagao da atividade antifungica de
extratos vegetais de Poropiydlum ruderale (jacg.) cass contra dermatdfitos”, protocolo 1361,

A fim de atender aos objetivos propostos no projeto do protocolo 1361, isolamos fungos
de lesdes suspeitas de micoses cutineas, com o principal foco de recuperar dermatdfilos para
posterior avaliagio de seus perlis de susceptibilidade a antifingicos e a extratos de Poropdyilum
riderale. No entanto, além de fungos dermatofitos, isclamos um grande nimero de leveduras
fenotipicamente identificadas como Candida parapsilosis. Com base em estudos genélicos
moleculares, recentemente essa espécie foi scparada em trés espéeies distintas, intimamente
relacionadas: Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis e C. parapsilosis sensu stricto. Essas
espécies formam o chamado complexo Candida parapsilosis, Considerando que as trés espécies
de leveduras desse complexo siio fisiologicamente e morfologicamente indistinguiveis, mas
podem variar quanto ao perfil de resisténeia aos antifingicos, caracteristicas de viruléncia,
prevaléneia anatdmica e peografica, propusemos no projeto em questiio avaliar a distribuicio e

caracieristicas de viruléncia das espécies do complexo Candida parapsilosis em Uberaba. Tais

vady e 10/66 20y

alidira Soares dos Santos
do CER da LUETW



conhecimentos s3o importantes para definir se a discriminagio de rotina entre o complexo C.
pargpsilosis & necessdria para os laboratdrios elinicos. A constatagio de diferengas importantes
nas propriedades de viruléncia e susceptibilidade aos antifingicos entre as espéeies desse
complexo podem certamente influenciar decisdes terapéuticas.,

Entendemaos que esse novo projeto pode ser enquadrade com extensdo do anterior, visto
que nio serdio feitas novas coletas de amosiras de pacientes, apenas vamos caracterizar espécies jd

ispladas e fenotipicamente identificadas como Candida parapsilosis. .

Colocamo-nos 4 disposigio desse Comité para quaisquer esclarecimentos adicionais.

Alenciosamente, .
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Prof. Anderson Assungiio Andrade
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