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RESUMO
Dermatomicoses séo doencas fungicas de ocorréncia mundial, com maior prevaléncia
em regides tropicais e subtropicais, e estdo entre as doencas dermatolégicas mais
comuns dos seres humanos. Sao classificadas como micoses superficiais e ttm como
causa fungos filamentosos, dermatéfitos e ndo-dermatofitos, e leveduras. Para
realizar o diagnostico dessas infec¢des fungicas € realizado o exame clinico das
lesbes apresentadas, e, quando ha suspeita de micose, o médico encaminha o
paciente para realizacdo de exame micologico laboratorial, que auxilia na
diferenciacdo das micoses de outras lesdes dermatoldgicas. Além disso,
considerando a diversidade de espécies que podem causar dermatomicoses, a
identificacdo do agente etiolégico contribui para direcionar o tratamento adequado
para cada caso, aumentando as taxas de cura, proporcionando o estabelecimento de
medidas profilaticas e gerando dados que podem ser utilizados em estudos
epidemiologicos. Sendo assim, torna-se evidente a importancia da identificagdo
correta das espécies causadoras de dermatomicoses em humanos. Para essa
identificacdo correta e rapida é necessario que os métodos de diagndstico sejam
aprimorados e sejam acessiveis aos laboratérios de rotina. Por isso, além de isolar e
identificar fungos associados as lesdes suspeitas de dermatomicoses de pacientes
atendidios no setor de Dermatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), este estudo visou também melhorar a sensibilidade
do exame direto, avaliando a utilizacdo do corante Azul de Tripan (AT) no exame
microscoépico direto com ou sem KOH, analisado tanto na microscopia direta quanto
na microscopia de fluorescéncia. As amostras coletadas foram utilizadas para realizar
uma caracterizacdo das dermatomicoses encontradas na regido abrangida pelo HC-
UFTM. A onicomicose foi o tipo de infecdo mais frequente, seguido por lesbes
interdigitoplantares. Entre os fungos isolados, 49,5 % eram dermatdfitos, 30,7 % eram
leveduras e 19,8 % eram fungos filamentosos ndo dermatdfitos (FFND), sendo os
géneros Trichophyton, Candida e Scytalidium os mais frequentes, respectivamente
em cada grupo de fungos. A investigacdo do uso do Azul de Tripan revelou a
propriedade exclusiva deste corante fungico em poder ser utilizado tanto na
microscopia de campo claro quanto na microscopia de fluorescéncia para o

diagndéstico de micoses superficiais.
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ABSTRACT

Dermatomycoses are fungal diseases of worldwide occurrence, with higher prevalence
in tropical and subtropical regions, and are among the most common dermatological
diseases in humans. They are classified as superficial mycoses and are caused by
filamentous fungi, dermatophytes and non-dermatophytes, and yeasts. To make the
diagnosis of these fungal infections, a clinical examination of the lesions presented is
performed, and, when there is a suspicion of mycosis, the doctor refers the patient to
a laboratory mycological examination, which helps in the differentiation of mycoses
from other dermatological lesions. In addition, considering the diversity of species that
can cause dermatomycoses, the identification of the etiological agent contributes to
directing the appropriate treatment for each case, increasing cure rates, providing the
establishment of prophylactic measures and generating data that can be used in
epidemiological studies. Therefore, the importance of correctly identifying the species
that cause dermatomycoses in humans becomes evident. For this correct and fast
identification it is necessary that the diagnostic methods are improved and accessible
to routine laboratories. Thus, in addition to isolating and identifying fungi associated
with suspected dermatomycosis lesions in patients seen in the Outpatient Dermatology
Unit at the Clinical Hospital of the Federal University of Triangulo Mineiro (HC-UFTM),
this study also aimed to improve the sensitivity of the direct examination, evaluating
the use of Trypan Blue (TA) dye in the direct microscopic examination with or without
KOH, analyzed both in direct microscopy and in fluorescence microscopy. The
collected samples were used to characterize the dermatomycoses found in the region
covered by the HC-UFTM. Onychomycosis was the most frequent type of infection,
followed by interdigitoplantar lesions. Among the isolated fungi, 49.5% were
dermatophytes, 30.7% were yeasts and 19.8% were non-dermatophytic filamentous
fungi (FFND), with the genera Trichophyton, Candida and Scytalidium being the most
frequent, respectively in each fungal group. The investigation of the use of Trypan Blue
revealed the unique property of this fungal dye in being able to be used both in bright
field microscopy and in fluorescence microscopy for the diagnosis of superficial

mycoses.

Keywords: dermatomycoses; superficial mycoses; calcofluor white; laboratory
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1 INTRODUCAO

As infeccbes causadas por fungos, chamadas de micoses, podem ser
superficiais, subcutaneas e sistémicas. As infec¢cdes superficiais atingem pele, pelos,
unhas e mucosas. Por outro lado, as infec¢cdes subcutaneas comprometem tecidos
subcutaneos e podem eventualmente se disseminar. As micoses sistémicas envolvem
um ou mais 6rgaos, frequentemente causando quadros graves. As micoses de pele,
pelos e unhas, denominadas dermatomicoses, estédo entre as doengas infecciosas
mais comuns em seres humanos, principalmente em regibes em desenvolvimento e
tropicais, afetando cerca de 25 % da populacdo mundial. Seus agentes causadores
sao leveduras e fungos filamentosos dermatéfitos e ndo-dermatéfitos. A distribuicdo
desses fungos varia de acordo com algumas caracteristicas, como clima, area
geografica, fatores culturais e condicdes socioeconémicas (SILVA et al., 2014; ARAYA
et al., 2020; KALEKHAN et al., 2020; RAVID et al., 2020).

As dermatomicoses causadas por fungos dermatofitos sédo as principais e,
nesse caso, sao classificadas como dermatofitoses. Os dermatofitos sdo fungos
capazes de degradar a queratina e utiliza-la como principal fonte nutricional, sendo
chamados, assim, de fungos queratinofilicos. Porém, fungos ndo queratinofilicos,
como os considerados oportunistas ou fungos filamentosos ndo-dermatofitos (FFND),
também podem ser causadores de tais micoses e tém sido registrados com maior
frequéncia nos ultimos anos (SILVA et al., 2014; PIHET et al., 2015; ARAYA et al.,
2020).

Apesar das infec¢cbes fungicas superficiais ndo causarem condi¢des graves,
sendo, em alguns casos, até mesmo assintomaticas, sdo consideradas um problema
de saude publica devido a sua alta prevaléncia, o impacto socioecondmico que
provocam e por afetar diretamente a qualidade de vida dos individuos acometidos.
Por isso, ndo devem ser negligenciadas. Tém alta frequéncia em populagbes com
baixo nivel econémico, condi¢des de higiene e saneamento basico precarios, podendo
afetar qualquer faixa etaria, mas com maior incidéncia entre adultos e idosos. Fatores
como o uso de sapatos fechados por periodos prolongados, roupas justas e praticas
de atividades fisicas, que aumentam a umidade da pele pela transpiracdo, tambéem

contribuem para o aumento dessas infec¢des, além do estado imunoldgico do
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individuo acometido. Esses e outros fatores associados levaram ao aumento da
incidéncia de dermatomicoses em todo o mundo nas ultimas décadas (MEDRANO et
al., 2006; SILVA, 2012; PIHET et al., 2017; KALEKHAN et al., 2020).

Em relacdo as dermatofitoses, elas podem ser classificadas de acordo com o
local da infecgéo, utilizando-se a palavra tinea seguida pelo termo em latim que
designa o local particular do corpo onde a lesdo se desenvolve. Assim, quando
ocorrem nos pés podem ser chamadas de tinea pedis; tinea manuum nas maos, tinea
cruris em lesdes inguinais, pubicas e perineais; tinea capitis no couro cabeludo, tinea

barbae na area facial dos homens e tinea unguium nas unhas (ZHAN et al., 2017).

Os fungos dermatofitos sdo representados por trés géneros, sendo eles
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton, os quais incluem cerca de 50 espécies
como agentes etiolégicos das doencas fungicas em humanos e outros animais. Esses
fungos podem ser divididos de acordo com seu habitat em antropofilicos (predilecao
por seres humanos), zoofilicos (associados aos animais) e geofilicos (isolados no
solo) (KUTLUBAY et al., 2017).

Dentre os dermatéfitos, aqueles do género Trichophyton sdo os isolados com
maior frequéncia, sendo as seguintes espécies as principais causadoras de infecc¢des:
Trichophyton  rubrum, Trichophyton interdigitale, Trichophyton tonsurans,
Trichophyton schoenleinii, Trichophyton soudanense e Trichophyton violaceum. No
que se refere as infec¢des de pele e unha, as espécies T. rubrum e T. interdigitale sdo
as mais comuns. Os fungos do género Microsporum estdo relacionados
principalmente as micoses capilares, sendo as espécies M. canis, M. gypseum e M.
audouinii isoladas na maioria dos casos. Em relacdo ao género Epidermophyton,
somente a espécie E. floccosum apresenta patogenicidade para os seres humanos
(SILVA, 2012; KUTLUBAY et al., 2017; ZHAN et al., 2017).

Entre os FFND associados as dermatomicoses estdo 0s géneros
Scopulariopsis, Scytalidium, Alternaria, Aspergillus, Acremonium, Fusarium,
Penicillium, Fonsecaea e Curvularia. Esses sao fungos geralmente sapréfitos, de
distribuicdo ubiqua, amplamente presentes no solo. Durante muito tempo, quando

isolados de lesdes suspeitas de dermatomicoses, os FFND eram considerados
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apenas contaminantes, devido ao fato de ndo serem queratinofilicos. Entretanto, o
ndamero de infec¢cdes associadas aos FFND tem aumentado nos ultimos anos.
Estudos atuais tém demonstrado a prevaléncia deles especialmente nas micoses que
acometem as unhas, o que pode ser explicado, por exemplo, pelo uso de materiais
ndo esterilizados em salfes de beleza, além de outros fatores que favorecem a
disseminacgdo desses microrganismos. Porém, como a patogenicidade dos FFND néo
esta bem definida, seu isolamento primario em cultura deve ser confirmado atraves
de isolamento secundario, podendo assim confirmar o fungo como causa da infeccao,
guando ausente espécies de dermatofitos (SILVA, 2012; MORALES-CARDONA et al.,
2013; TUPAKI-SREEPURNA et al. 2017; BITEW, 2018).

Por fim, as dermatomicoses também podem ser causadas por leveduras,
afetando pele, unhas e regides interdigitais. Os géneros Candida, Trichosporon e
Malassezia sdo os mais comuns. Dentre esses, as espécies do género Candida séo
as mais comumente recuperadas de amostras clinicas, sendo Candida albicans a
principal. No entanto, infec¢cdes por Candida néo-albicans (CNA), como C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. rugosa, C. krusei e C. glabrata, ttm aumentado
dramaticamente nos ultimos anos (SILVA, 2012; ALENCAR et al., 2017; GARCIA et
al., 2020).

Para o diagndstico das dermatomicoses, primeiramente é realizado o exame
clinico das lesbes. Dependendo do grau de evidéncia clinica, o médico pode
encaminhar o paciente para realizacdo de exame micologico laboratorial ou fazer
apenas o diagnostico clinico. O exame micologico tem extrema importancia para
diferenciacédo das micoses de outras lesdes dermatologicas ndo micéticas, que podem
ser semelhantes visualmente, como psoriase, dermatite de contato, vitiligo, liquen
plano, lesbes traumaticas das unhas, entre outras. Para as distrofias ungueais, por
exemplo, cerca de 50 % dos casos sao de origem fangica, sendo a outra metade
causada por uma variedade de condi¢gbes. Portanto, a investigacdo laboratorial
apresenta grande importancia para o diagnostico correto. Além disso, a identificacéo
do fungo causador das lesdes direciona um tratamento especifico e adequado,
resultando em uma maior taxa de cura para o0s pacientes afetados, além de

proporcionar ao médico possibilidades de estabelecer medidas profilaticas, como o
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tratamento de animais de estimacao, face a deteccdo de uma espécie zoofilica de
dermatdfito. Por fim, a identificacdo dos fungos também é importante para estudos
epidemioldgicos que buscam conhecer as espécies mais frequentes em uma
determinada regido (CALADO, 2005; PIHET, GOVIC, 2017).

No caso especifico de onicomicoses, o “European Onychomycosis
Observatory” afirma que a maioria dos clinicos gerais e cerca de 60 % dos
dermatologistas néo realizam amostragem em caso de suspeita de dermatofitose. ISso
pode explicar a ineficiéncia de alguns tratamentos antifingicos e pode ser prejudicial
para os pacientes, levando-se em consideracao a alta frequéncia de onicomicoses por
fungos ndo dermatéfitos, os quais costumam ser mais dificeis de erradicar do que os
dermatdfitos. Portanto, antes de iniciar o tratamento, € altamente recomendavel
coletar sistematicamente amostras de unhas para andlise micoldgica, que deve ser
realizada em um laboratério especializado com uma equipe experiente e de acordo
com procedimentos rigorosos (PIHET, GOVIC, 2017).

Os métodos micolégicos de diagndstico incluem a coleta da amostra da leséo,
seguido pela realizagcdo do exame microscopico direto com hidroxido de potassio
(KOH) e da cultura em meios para isolamento e identificacdo acurada do agente
etiologico. A associacdo desses dois métodos € considerada o “padrdao ouro” de
diagnéstico nas micoses superficiais. Nos laboratérios de analises clinicas, esses
métodos sao escolhidos por apresentarem baixo custo e serem de execucédo simples,
sendo facilmente realizados por um profissional da area que esteja habilitado e tenha
experiéncia. Outras técnicas também podem ser utilizadas para o diagndstico final,
como os métodos moleculares, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
No entanto, apesar de apresentar maior sensibilidade e especificidade, esses
meétodos requerem a utilizacdo de equipamentos e materiais especializados, que
geralmente apresentam alto custo, dificultando sua utilizagdo nos laboratorios de
rotina. Com isso, 0s métodos convencionais continuam sendo utilizados com maior
frequéncia, pois permitem uma resposta rapida para os medicos, gerando resultados
positivos ou negativos para elementos fungicos, no caso do exame direto, ou uma

identificacdo em nivel de género/ espécie, no caso da cultura. A utilizacdo dos dois



13

métodos certamente fornece resultados mais confiaveis, uma vez que ambos se
completam (PIHET et al., 2017; NORIKI et al., 2016; SAUNTE et al., 2019).

Apesar do exame microscépico direto representar uma técnica de triagem
simples e barata, também apresenta frequentemente resultados falso-negativos,
podendo chegar a 15 % dos casos. Isso se deve a diversos fatores, como a qualidade
do material coletado e a experiéncia do profissional, além do fato do KOH apresentar
dificuldade para digerir alguns espécimes clinicos, principalmente unhas, o que pode
impedir a visualizagdo das estruturas fungicas. A sensibilidade do exame direto pode
ser aumentada significativamente com o uso de fluoréforos, como o Calcofluor White
(CW), o qual se liga a quitina presente na parede celular dos fungos, permitindo uma
rapida deteccdo desses microrganismos ao microscopio de fluorescéncia (PANASITI
et al., 2006; COBO et al., 2010; BAO et al., 2018; AFSHAR et al., 2018)

Estudos tém mostrado também o potencial da microscopia confocal de
varredura a laser (MCVL) no diagndstico rapido de infec¢Bes fungicas, tanto in vivo
como ex vivo, principalmente nos casos de onicomicoses. Cinotti et al., 2013 afirmam
que a técnica de MCVL in vivo € uma ferramenta 0til para o diagndstico de
onicomicose, sendo ndo invasiva, rapida e facil de realizar, permitindo visualizar as
hifas diretamente na placa ungueal, sem a necessidade de qualquer preparo das
unhas. Por outro lado, na analise ex vivo um fluor6foro € usado para detectar
elementos fungicos nos fragmentos de unhas. Krammer et al.,, 2020 utilizaram o
fluoréforo laranja de acridina e demonstraram que a MCVL pode ser usada com
sucesso para a deteccao ultrarrdpida de fungos nas unhas, sendo que essa técnica
mostrou ainda melhor sensibilidade do que os exames padrdo ouro usados
rotineiramente, como o exame direto com KOH e a cultura para fungos. Porém, a baixa
especificidade da técnica (57,58 %) torna a MCVL ex vivo primariamente como
ferramenta de triagem para o diagnostico de infec¢des fungicas das unhas. Os autores
desse trabalho destacaram também a importancia de testar a combinac&o de outros
fluoréforos e lasers de diferentes comprimentos de onda para tentar melhorar a

especificidade da técnica.

LIESCHE e colaboradores (2015) demonstraram que o azul de tripan (AT), um

corante azoico tradicionalmente utilizado em ensaios para verificar a viabilidade de
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células, se liga a quitina e outros glicanos da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, emitindo forte fluorescéncia vermelha, sob microscopia
confocal, com um padrdo de coloracdo semelhante aquele do CW, porém, mais
estavel. Ap6s dois minutos, a intensidade da fluorescéncia do AT diminui em cerca de
5 %. O CW, por sua vez, apresenta uma diminuicdo de 25 % no mesmo intervalo de
tempo. Além disso, a coloracdo pelo AT € imediata, sem praticamente nenhuma

autofluorescéncia de fundo.

Antes disso, em 2008 lkeda e colaboradores propuseram a utilizacdo de AT
como um novo corante para o diagnostico de micoses superficiais no exame direto ao
microscopio Otico. Esses pesquisadores demonstraram que o AT cora os fungos
rapidamente, incluindo espécies de Candida, Malassezia e dermatofitos, entre 5-10
minutos, sendo observado um aumento na coloracdo ao longo das horas. Dessa
forma, a maioria dos elementos flngicos tornam-se visiveis, mesmo quando
incorporados em espécimes clinicas espessas, como raspados de unhas (lkeda et al.,
2008).

Considerando o potencial do AT para melhorar a sensibilidade do exame direto
ao microscoépio Otico, junto com a sua propriedade fluorescente e afinidade por
polissacarideos da parede celular de S. cerevisiae, um dos objetivos desse trabalho
foi avaliar o uso do AT no diagnostico de dermatomicoses em exames diretos com
KOH analisados em microscopia 6tica convencional e em microscopia confocal. E
importante enfatizar que esse corante ainda ndo foi testado para o diagnéstico de
micoses utilizando MCVL. Portanto, seria a possibilidade de um mesmo corante ser
usado para diagnéstico de micoses tanto na microscopia 6tica convencional quanto
na MCVL.

Além disso, esse trabalho também teve como objetivo avaliar os dados
epidemiologicos fornecidos durante as coletas ambulatoriais realizadas para obtengéo
das amostras fungicas, uma vez que as informacdes associadas as espécies mais
frequentes isoladas nas dematomicoses em uma determinada regido contribuem para
aumentar o sucesso do tratamento empirico destas condigbes naquela regido
(KOKSAL et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

GERAL

- Isolar e identificar fungos associados as lesfes suspeitas de dermatomicoses de
pacientes atendidos no ambulatério de Dermatologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), e investigar o uso do Azul de

Tripan no exame microscoépico direto.
ESPECIFICOS

- Isolar fungos de espécimes clinicos coletados de pacientes com suspeita de

dermatomicoses e identifica-los por meio de métodos classicos;

- Avaliar a utilizacdo do corante Azul de Tripan (AT) no exame microscopico direto
com ou sem KOH, analisado tanto na microscopia direta quanto na microscopia de

fluorescéncia.
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3 METODOLOGIA
3.1 AMOSTRAS

Foram coletadas 111 amostras de pacientes com suspeita de dermatomicoses,
encaminhados do ambulatério de Dermatologia do HC-UFTM, sob termo de
consentimento livre e esclarecido, respeitando as exigéncias éticas para pesquisas
envolvendo seres humanos. Os objetivos deste trabalho fazem parte do projeto
intitulado: “Identificacéo e determinacgao do perfil de suscetibilidade a antifungicos de
agentes causadores de dermatomicoses isolados de pacientes no ambulatorio do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM)”,

aprovado pelo CEP com numero de protocolo 3.254.758.

A coleta do material foi feita por meio de da raspagem das areas infectadas
com um bisturi estéril e descartavel, ou remocéo dessa area com cortador, no caso
de unhas. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o laboratério de
microbiologia, onde foram realizadas técnicas classicas para identificacdo dos fungos
isolados, sendo primeiramente a analise por microscopia direta com KOH e
posteriormente o isolamento dos fungos por meio de da semeadura dos espécimes

clinicos em agar Sabouraud dextrose (ASD) com Cloranfenicol e em agar Mycosel.

Durante a coleta, foram anotados dados do paciente como sexo, idade,
profissdo, tempo de leséo e local da lesdo. A utilizacdo recente de antifingico topico

ou oral (minimo 14 dias sem uso) foi utilizada como critério de excluséo.

3.2 EXAME MICROSCOPICO DIRETO
3.2.1 Utilizacéo do clarificador Hidroxido de Potassio (KOH)

Os espécimes clinicos foram analisados microscopicamente, em microscopio
optico (CX41, Olympus®) com aumento de 200 e 400 x, pelo exame direto com KOH.
Para isso, foi preparada uma lamina com a amostra e uma gota de KOH a 10%. As
laminas foram avaliadas microscopicamente quanto a presenca de elementos
fungicos, conforme SHENOQY et al., 2008.
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3.2.2 Utilizagcao dos corantes Calcofluor White (CW) e Azul de Tripan (AT) em
microscopia optica, microscopia confocal e microscopia de imunofluorescéncia

Apos a clarificacdo com KOH a 10%, as laminas foram coradas com AT a 0,1%
e observados microscopicamente tanto em campo claro quanto em campo escuro

através dos microscopios optico (CX41, Olympus®) e de imunofluorescéncia.

Ap6és a clarificacdo com KOH a 10% e a confirmacao da presenca de elementos
fungicos, as laminas foram coradas com CW a 0,1% e AT a 0,01% e observados em
microscopio laser confocal (LSM-710, Zeiss). O CW foi excitado a 405 nm usando
laser diodo e a fluorescéncia foi adquirida a 400-460 nm. Para o AT, foi utilizado 633

nm de excitacdo e 627-720 nm de deteccao.

Além dos raspados clinicos, foi verificada a capacidade do AT corar as
estruturas de fungos causadores de dermatomicoses (dermatdfitos, leveduras e
fungos filamentosos ndo dermatofitos). Para isso, amostras de coldénias dos fungos
crescidos em Agar Sabouraud foram depositadas em laminas de microscopio e
coradas com CW a 0,1% e AT a 0,01, e observadas em seguida em microscopio

confocal.

3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

As amostras foram semeadas em placas contendo agar Sabouraud Dextrose
(ASD) com Cloranfenicol, e incubadas em estufa a 36°C + 1 por 48 horas. A
identificacdo das leveduras foi realizada por meio da comparacdo da morfologia
microscoépica pelo método de microcultivo, e observacdo da coloracdo das colbnias

crescidas em meio de cultura cromogénico.

3.3.1 Anélise em meio de cultura cromogénico

Foi realizado cultivo das leveduras (isoladas em ASD a partir de amostras
positivas para leveduras no exame direto) em CHROMagar Candida® por 48h a 36°C
protegidos da luz. Este teste contribui com a diferenciacdo das espécies de Candida,
por meio da coloracdo diferencial das colonias neste meio. Isto é possivel gracas a
indicadores de pH e fermentacdo de substancias especificas contidas no meio
(PFALLER et al.,1996).
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3.3.2 Microcultivo em lamina

Esta técnica permite a observacao morfolégica das leveduras em microscopio,
através do crescimento de diferentes estruturas celulares em lamina. Em Placa de
Petri foi colocada uma lamina sobreposta em um suporte previamente esterilizado. No
centro da lamina foi colocado 3 mL do meio agar fuba (preparado segundo Lacaz et
al. 1991) e, apds a solidificacdo do meio, com a ajuda de uma al¢a de platina flambada,
semeou-se a levedura a ser identificada, proveniente de uma cultura de 24-48 h em
ASD em 3 estrias paralelas. As estrias foram cobertas com laminula estéril, e na placa
foi colocado um algodéo estéril embebido de solucao fisiolégica, afim de formar uma
camara Umida. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 2 a 5
dias, e apos o periodo de incubacédo foram levadas para a observacao das estruturas

morfolégicas em microscopio Optico em objetiva de 40x.

3.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

As amostras foram semeadas em ASD com Cloranfenicol e em meio seletivo
agar Mycosel, e incubadas em estufa a 28°C por até 4 semanas. A identificacdo de
fungos filamentosos foi realizada através da analise dos aspectos macroscopios e
microscopios. Macroscopicamente observou-se o tempo de crescimento, coloracao
do micélio vegetativo e reprodutivo, e consisténcia da colénia. Para a andlise

microscépica foi realizado o microcultivo em agar batata Dextrose (ABD).

3.4.1 Microcultivo em lamina

Em Placas de Petri foi colocada uma lamina apoiada em suporte, ambos
esterilizados, e no centro da lamina foi colocado um fragmento grande e retangular de
ABD, onde inoculou-se o fungo a ser identificado em 6 a 8 pontos. O meio foi coberto
com laminula estéril, e na placa de Petri foi adicionado um algod&o estéril embebido
por solucéo fisiologica, a fim de formar uma camara umida. As placas foram incubadas
a 28°C por aproximadamente 14 dias. Vinte e quatro horas antes da analise do
microcultivo, foi colocado um novo algoddo no interior da placa embebido com
formaldeido, a fim de diminuir os riscos biologicos na analise da lamina.
Posteriormente a laminula foi removida e colocada sobre uma nova lamina corada

com lactofenol (azul de algodéo), e levada para a observacéo das estruturas fungicas
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(hifas, macroconideos, microconideos, clamidoconideos, artroconideos etc.) no
microscopio optico em objetiva de 40X (LACAZ et al., 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE DERMATOMICOSES

Das 111 amostras biolégicas de pacientes que participaram deste estudo, 74
(66,6 %) apresentaram crescimento fungico nos meios de cultivo utilizados. Dentre
essas, 51 (68,9 %) eram de pacientes do sexo feminino e 23 (31,1 %) eram pacientes
do sexo masculino. A faixa etaria dos individuos variou de 14 a 82 anos, com meédia
de 58,40 anos; mediana de 60 e desvio padréo (DP) de + 9,77 anos. O tempo médio
de lesao foi de 4 anos, onde a lesdo mais recente tinha 15 dias e a mais antiga cerca

de 40 anos.

Diante dessa analise, p6de-se observar que a maior parte dos infectados eram
pacientes do sexo feminino (68,9 %). Esse dado condiz com outros estudos realizados
no Brasil, como o de Maranh&o e colaboradores (2019) realizado em Alagoas, o de
Fajardo e colaboradores (2017) realizado em Porto Alegre - RS, e o de Calado e
colaboradores (2011) realizado em Natal — RN. Por outro lado, pesquisas realizadas
em outros paises demonstram uma maior prevaléncia em pacientes do sexo
masculino, como no estudo de Salehi e colaboradores (2018), realizado na Alemanha,
no de Tigga e colaboradores (2018), realizado na india, e no de OtaSevi¢ e
colaboradores (2019), realizado na Sérvia. Essa diferenca de prevaléncia de género
em diferentes partes do mundo, provavelmente, ocorre devido as diferencas culturais
e habitos populacionais de cada local. O fato de as mulheres exercerem profissées
gue mantém contato frequente com agua, como empregadas domésticas, lavadeiras
e cozinheiras, mais do que os homens, pode ser um dos fatores que favorecem a
infeccdo fungica nelas, uma vez que a umidade excessiva leva a maceracéao da pele,
0 que pode ser uma porta de entrada para os fungos. Além disso, culturalmente é
universal a maior preocupacédo e cuidado da saude entre as mulheres comparada com
os homens (FAJARDO et al., 2017; HAGHANI et al., 2019).

O tempo médio de presenca da lesédo fungica foi de 4 anos, chegando até 40
anos, o que condiz com as micoses superficiais, que comumente se apresentam em

carater crénico ou recorrente (OVREN et al., 2016).

Das 74 amostras positivas, foram isolados 101 fungos de diferentes sitios de
infeccdo e/ou do mesmo sitio com coinfeccéo. Desses, 56 (55,4 %) foram obtidos de
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raspados ungueais, dos quais 37 (36,6 %) eram das unhas dos pés e 19 (18,8 %)
eram das unhas das maos. Foram obtidos, também, 26 (25,8 %) isolados de raspado
dos pés (regido plantar ou interdigital), 8 (8 %) da superficie das maos (raspado ou
interdigital), e 11 (10,8 %) isolados de outras regides do corpo, como axilas, virilha,

nadegas e regido lombosacral.

Analisando os locais de infeccdo afetados, percebe-se que o pé (62,4 %) foi a
regido mais acometida do corpo, levando em consideracdo as unhas dos pés (36,6
%) e os raspados das regides plantar e interdigital (25,8 %). A alta prevaléncia de
infeccdo nos pés pode estar relacionada ao uso constante de sapatos fechados, que
aumenta o suor nos pés, e contribui para um ambiente quente e umido, ideal para o
crescimento fungico (CALADO et al., 2011; MAZZA et al., 2017). Esses resultados se
assemelham a outros encontrados em diferentes estudos, como os de Mosquera e
colaboradores (2018) e Silva e colaboradores (2014), nos quais a onicomicose

também foi o tipo de infec¢cdo mais comumente encontrada entre as dermatomicoses.

Pode-se dizer que tinea unguium, seguida de tinea pedis, foram os tipos de
dermatomicoses mais encontrados neste trabalho, uma vez que a maioria dos
isolados de unhas dos pés e raspados plantares/interdigitais eram dermatéfitos. De
forma semelhante, Mazza e colaboradores (2017) relataram a tinea unguium como a

principal dermatofitose encontrada no estudo deles.

4.2 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Dos 101 fungos isolados de diferentes sitios de infeccdo e/ou do mesmo sitio
com coinfeccdo, 50 (49,5 %) eram fungos dermatdfitos, 20 (19,8 %) eram fungos
filamentosos ndo dermatéfitos (FFND) e 31 (30,7 %) eram leveduras.

A tabela 1 demonstra a distribuicdo dos agentes etiologicos encontrados de

acordo com o local de lesao.
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Tabela 1 - Fungos isolados de lesdes dermatoldgicas segundo o local de infecgéo e
0 agente etioldgico.

Local de infeccéo

Unhas Unhas
Agente etiolégico dos pés das maos Pés Maos Corpo Total

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

Dermatéfitos  15(14,8) 2(2) 23(22,8) 5(4,9) 5(4,9) 50 (49,5)

Trichophyton spp. 15 (14,8) 2(2) 23(22,8) 5(4,9) 4(3,9) 49 (48,5)

Microsporum spp. - - - - 1(1) 1(1)
FFND 12(11,9) 5(4,9 2(2) - 1(1) 20 (19,8)
Scytalidium spp. 6 (5,9) 2(2) - - - 8 (7,9)
Fusarium spp. 33 2(2) - - - 5(4,9)
Scopulariopsis
brevicaulis 2 (2) 1(2) 1(1) - - 4 (4)
Cladosporium spp. - - 1(1) - 1(1) 2(2)
Paecilomyces spp. 1(1) - - - - 1(1)
Leveduras 10(9,9) 12(11,9 1(1) 3(3 54,99 31(30,7)
Candida spp. 8 (7,9) 9 (8,9) - 2(2) 4 (3,9) 23 (22,8)
Trichosporon spp. 2 (2) 2(2) 1(1) 1(2) - 6 (5,9)
Rhodotorula rubra - 1(1) - - 1(1) 2 (2)
Total 37(36,6) 19(18,8) 26(25,8) 8(7,9) 11(10,8) 101 (100)

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Entre todos os fungos, o género com maior prevaléncia foi Trichophyton spp.,
sendo identificado em 49 (48,5 %) isolados. Além deste dermatofito, também foi
isolado 1 (1 %) Microscoporum spp. na regido pubiana de uma paciente do sexo
feminino. Dos 50 (49,5 %) dermatéfitos encontrados, 23 (22,8 %) estavam presentes

nos pés, na regiao plantar ou interdigital, representando a maioria deles.

Semelhante a estudos feitos em outras regides do Brasil, como o de Maranhao
e colaboradores (2019), realizado em Alagoas, o de Damazio e colaboradores (2005),
realizado em Pernambuco, e também estudos de outros paises, como o de Kayman
e colaboradores (2012), realizado na Turquia, a espécie predominante neste trabalho

foi o Trichophyton spp., representando quase metade dos isolados.

Dentre os FFND, Scytalidium spp., foram os mais prevalentes, apresentando 8
(7,9 %) isolados, seguido por 5 (4,9 %) Fusarium spp., 4 (4 %) Scopulariosis
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brevicaulis, 2 (2 %) Cladosporium sp. e 1 (1%) Paecilomyces sp. A regido prevalente

entre estes foram as unhas dos pés, representando 12 (11,9 %).

Assim como o encontrado no estudo de Maranhao e colaboradores (2019), em
nosso estudo houve a presenca de FFND, principalmente em onicomicoses, apesar
da alta porcentagem de infeccOes por dermatéfitos (49,5 %), as contaminacdes por
fungos filamentosos ndo dermatdfitos representaram quase 20 % do total. Dentro
deste grupo, o Scytalidium spp. (7,9 %) foi o género mais frequente, diferente do que
foi encontrado no estudo de Calado e colaboradores (2011), onde destacam a
prevaléncia de Fusarium spp., que em nosso estudo também esteve presente, porém

com apenas 5 (4,9 %) isolados.

Das 31 (30,7 %) leveduras encontradas, foram isoladas 23 (22,8 %) Candida
spp., 6 (5,9 %) Trichosporon spp. e 2 (2 %) Rhodotorula rubra. Desses isolados, 12
(11,9 %) estavam presentes nas unhas das maos, representando o local de maior

prevaléncia entre as leveduras, seguido pelas unhas dos pés, 10 (9,9 %).

Diferente de outro estudo realizado por nosso grupo em Uberaba por Silva e
colaboradores (2014), onde somente as leveduras representaram mais da metade dos
isolados identificados em dermatomicoses, no atual trabalho as leveduras
representaram apenas 30 %, sendo o género Candida o mais frequente, como o

encontrado por Brilhante e colaboradores (2005).

A identificacdo de fungos causadores de dermatomicoses e a caracterizacao
da distribuicdo dos mesmos nas lesGes de pacientes de uma determinada regido,
podem contribuir para decidir a melhor conduta terapéutica, proporcionando um
tratamento eficaz para os pacientes, tendo em vista a cura total e o controle de
recidivas. A partir deste trabalho, técnicas de biologia molecular poderao ser aplicadas
nas diversas amostras, isoladas e armazenadas no laboratério de micologia, para a
confirmacéo da identificacdo realizada por meio dos métodos classicos e classificacdo

a nivel de espécie dos fungos.
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Abstract:

Direct microscopic examination of samples using potassium hydroxide (KOH) is a fast, simple,
and inexpensive method to confirm clinical suspicion of superficial mycosis. However, the lack
of color contrast in this test makes it difficult to separate any fungal structures from artifacts.
The sensitivity of the KOH mount technique may be enhanced by the use of both fluorochromes
and conventional stains that highlight the fungal structures when observed under fluorescence
microscopy and bright field, respectively. Here we study the possibility of using Trypan Blue
(TB), an azo dye which is often used as a live/dead marker, in the diagnosis of superficial
mycoses by KOH testing. TB at 0.01% displayed a fluorescent staining pattern similar to that
of Calcofluor White (CFW), the conventional cell wall fluorophore. Furthermore, by adjusting
the TB concentration to 0.1-0.3%, in addition to maintaining the fluorescent staining pattern,
the fungal elements were blue staining visible on bright field. Thus, we demonstrate for the first
time that TB has the unique property as a fungal stain that can be used in both bright field and
fluorescence microscopy for diagnosis of superficial mycoses by direct microscopic

examination.

Introduction:

Superficial mycoses are infections of the skin, nails, hair and mucous membranes caused by a
variety of fungi, including dermatophytes, yeasts and nondermatophyte molds. They are
estimated to affect 20-25% of the world’s population and are most common in tropical and

subtropical regions [1].

In many cases, the diagnosis of superficial mycosis is not clinically obvious, and mycological
analysis is required [2]. Onychomycosis, for example, can be mistaken for many other
infectious or noninfectious nail conditions, such as inflammatory disorders like psoriasis and

lichen planus. Only 50% of nail dystrophy is because of fungal infection [3].

Direct microscopic examination of samples using potassium hydroxide (KOH) as a clearing
agent is a fast, simple, and inexpensive method to confirm clinical suspicion of superficial
mycosis [2, 4]. However, a high rate of false-negatives, ranging between 5% and 15%, has been

reported [3]. The sensitivity of direct examination may be enhanced by the use of fluorochromes
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(such as Calcofluor White - CFW) and conventional stains, including Evans Blue, Gram,
Giemsa, and India ink [5].

The use of Trypan Blue (TB) as a conventional stain for fungi in keratinous tissue has also been
previously described [6]. In addition, TB was reported as a fluorescent dye for the
Saccharomyces cerevisiae cell wall, with a spectral properties superior to the conventional cell
wall fluorophore CFW [7]. These staining properties of TB in fungi led us to study the
possibility of using it in the diagnosis of superficial mycoses by KOH testing, observed both

under conventional light microscope and fluorescence microscope.

Methods:

Skin scrapings or nail fragments were collected from patients with a clinically suspected
superficial mycosis who were seen in the Outpatient Dermatology Unit at the Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) in Uberaba, Minas Gerais,
Brazil. This study was approved by the UFTM Ethical Board (protocol 2.623.027). Each
clinical specimen was placed on a glass slide, and a drop of 10% KOH was added. After at least
15 min, the samples were stained with a mixture of a drop of CFW stain (0.1% CFW containing
0.05% Evans blue - Sigma-Aldrich) and a drop of 0.01, 0.1 or 0.3% TB (Sigma-Aldrich). Then
a cover slip was applied and the slide was further examined on a fluorescent laser microscope
(LSM-710; Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Wurttemberg, Germany) under fluorescence and
light fields. CFW was excited at 405 nm using the diode laser and fluorescence acquired at 400-
460 nm spectral range. TB was excited at 633 nm using the red He-Ne laser and detected in the
627-720 nm range.

Results and discussion:

Initially, it was evaluated whether TB can be used as a fluorescent stain for fungal species
involved in superficial mycosis (Fig. 1). Reference strains of Candida albicans (ATCC 14053)
(Fig. 1 A and B) and Trichophyton rubrum (ATCC 4438 MYA) (Fig. 1 C and D) were stainded
with 0.01% TB and visualized under fluorescence microscopy. The fluorescence staining

pattern of TB-stained fungal structures (Fig. 1 B and D) matched that of fungal structures



28

stained with CFW (Fig. 1 A and C). This data is consistent with previous work showing that
TB emits strong red fluorescence upon binding to chitin and glucan presente in S. cerevisiae

cell wall and that TB staining shows the same patterns as CFW staining [7].

After confirming that TB could be used as a fluorescent dye to visualize the cell wall of fungal
species causing superficial mycosis, we tested its ability to reveal fungal elements in skin
scrapings and nail samples by direct microscopic examination. A total of 30 clinical specimens
positive for fungal elements were observed. Figure 2 shows representative microscopy images
of these observations, where it can clearly be seen that 0.01% TB (Fig. 2 D and H) displayed a
fluorescent staining patterns similar to that of CFW (Fig. 2 C and G). However, at this
concentration, fungal structures apperared colorless when observed in bright-field (Fig. 2 B and
F).

By adjusting the TB concentration to 0.3%, fungal elements were blue staining visible on bright
field (Fig. 2 J) and maintained the fluorescent staining pattern in fluorescence microscopy (Fig.
2 L). However, it is important to point out that, as reported by Ikeda et al. [6], there was a
problem of precipitation when TB was used at 0.3% with KOH. We observed that the degree
of precipitation was considerably reduced when using this dye at 0.1% (data not shown). In
addition, fungal elements showed an increase in blue color intensity over time. This observation
is in line with lkeda et al. [6], who noted that TB stain increases by hours, and makes most
fungal elements become visible even they are embedded in thick specimens such as in nail

scrapings.

Conclusion:

In conclusion, we demonstrate that TB has the unique property as a fungal stain that can be
used in both bright field and fluorescence microscopy for diagnosis of superficial mycoses by

direct microscopic examination.
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Figure Captions:

Fig. 1 Comparison of cell wall staining of Candida albicans (a and b) and Trichophyton rubrum
(c and d) with Calcofluor White (CFW) (a and c) and Trypan Blue (TB) (b and d): Typical
fungal elements of each species were seen with both CFW and TB, i.e.,, hyphae and
pseudohyphae growth of C. albicans with elongated and constricted chains of yeast cells (a and
b), and a mass of septate hyphae with filaments of uniform width in Trichophyton rubrum (c
and d).

Fig. 2 Clinical aspects of superficial fungal infections [pityriasis versicolor on the back (a),
onychomycosis on right toenail (e) and dermatophytosis lesions in buttock area (i)] and direct
examination of samples from these lesions seen under conventional light microscope (b, f and
j) and fluorescence microscope after stained with Calcofluor White (CFW) (c, g and k) and
Trypan Blue (TB) (d, h and ). Upper panel: numerous short non-septate hyphae with a cluster
of spherical yeasts (b, ¢ and d); middle panel: arthroconidia in chain (f, g and h); botton panel:

fragment of septate hyphae (j, k and I).
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Fig 1
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CONSIDERACOES FINAIS
Neste estudo, o género mais acometido por dermatomicoses foi o feminino e a

meédia de idade atingida foi de 58 anos.

A onicomicose foi o tipo de infecdo mais frequente, seguido por lesbes

interdigitoplantares.

Os dermatdfitos foram os fungos mais comuns, sendo que o género identificado
com maior niumero de isolados foi o Trichophyton, e o tipo de infeccdo mais

frequentemente causado por estes fungos foi a tinea pedis.

Os FFND foram os fungos menos frequentes nas lesdes, sendo o género

Scytalidium 0 mais comum.

As leveduras foram encontradas em quase 1/3 dos isolados, sendo a Candida

predominante dentre estas.

A investigacdo do uso do Azul de Tripan no exame microscépico direto neste
estudo revelou a propriedade exclusiva deste corante fungico em poder ser utilizado
tanto na microscopia de campo claro quanto na microscopia de fluorescéncia para o

diagnéstico de micoses superficiais.
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