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Resumo

Os dermatofitos sao fungos filamentosos queratinofilicos capazes de colonizar
e invadir o extrato cérneo da pele, pélo e unhas produzindo as dermatofitoses. Ha
varios agentes antifingicos disponiveis para o tratamento das dermatofitoses,
entretanto as espécies de dermatoéfitos possuem perfis de suscetibilidade diferentes,
podendo ocorrer resisténcia relativa ou absoluta. O documento M38-A desenvolvido
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para determinar a
concentracgao inibitéria minima (CIM) de diferentes agentes antifingicos para fungos
filamentosos, ndo inclui os dermatéfitos. O método de microdiluicio em caldo tem
sido avaliado por vérios pesquisadores, e alguns parametros como tamanho do
indculo, temperatura e tempo de incubacéo e determinacao das leituras de CIM sao
investigados. Neste trabalho, foi avaliada a atividade in vitro de fluconazol,
itraconazol, cetoconazol, griseofulvina e terbinafina para 60 isolados de dermatoéfitos,
pertencentes a trés espécies, através da técnica de microdiluicdo em caldo, com
modificacées na temperatura e tempo de incubacao. Adicionalmente, os valores de
CIM obtidos pelo método de microdiluicdo em caldo foram comparados com aqueles
obtidos pela técnica de diluicdo em agar. Os resultados encontrados através do
método de microdiluicdo em caldo mostraram que todos os isolados produziram
crescimento claramente detectavel a temperatura de 28°C e os valores de CIMs
foram determinados apds 4 dias de incubacédo para os isolados de Trichophyton
mentagrophytes e 5 dias para os isolados de T. rubrum e Microsporum canis.
Itraconazol, cetoconazol e terbinafina mostraram os menores valores de CIM (0,03
ug/ml) para 33,3%, 31,6% e 15% dos isolados, respectivamente. Uma boa
concordéancia foi observada entre os métodos de diluicdo em agar e microdiluicdo
em caldo. A concordancia entre os dois métodos foi de 91,6% para cetoconazol e
griseofulvina, 83,3% para itraconazol, 81,6% para terbinafina e 73,3% para
fluconazol para todos os isolados analisados. Em conclus&o, os resultados deste
estudo sugerem que uma incubacéo de 5 dias e temperatura de 28°C, utilizados no
método de microdiluicdo em caldo e diluicdo em agar, podem contribuir para definir e
melhor interpretar os valores de CIM. Além disso, até que um método de referéncia
de teste de suscetibilidade para dermatéfitos seja padronizado, os resultados
similares entre os métodos de microdiluicdo em caldo e diluicdo em agar tornam

este ultimo util para testar a suscetibilidade in vitro destes fungos.



Abstract

Dermatophytes are keratinophilic fungi that colonize and invade the stratum
corneum of the skin, hair and nails causing the dermatophytosis. An increasing
number of antifungal agents has become available for the treatment of
dermatophytosis, however not all species have the same susceptibility pattern and
may occur relative or absolute resistance of some dermatophytes. The document
M38-A developed by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for
determining the minimal inhibitory concentration (MIC) of different antifungal agents
against filamentous fungi, has not included the dermatophytes. The broth
microdilution method has been evaluated by various researchers, and some
parameters as inoculum size, temperature and duration of incubation and endpoint
determination has been investigated. In this study, the in vitro activity of fluconazole,
itraconazole, ketoconazole, griseofulvin and terbinafine against 60 dermatophyte
isolates, belong to three species, using the broth microdilution technique, with
modifications at temperature and incubation time was used. Additionally, the MIC
values obtained by broth microdilution method were compared with those obtained
by the agar dilution technique. The results obtained by broth microdilution method
showed that all isolates produced clearly detectable growth at 28°C and the MIC
values could be determined after 4 days of incubation for the isolates of Trichophyton
mentagrophytes and 5 days for T. rubrum and Microsporum canis isolates.
Itraconazole, ketoconazole and terbinafine had the lowest MIC values (0.03 pg/ml)
for 33.3%, 31.6% and 15% of the isolates, respectively. A good concordance was
observed between the agar dilution and broth microdilution methods. The levels of
agreement were 91.6% with ketoconazole and griseofulvin, 83.3% with itraconazole,
81.6% with terbinafine and 73.3% with fluconazole for all the tested isolates. In
summary, the results of this study suggest that an incubation time of 5 days and
temperature at 28°C used in broth microdilution and agar dilution methods can
contribute to define and to better interpret the MIC values. Beside, until a reference
method for testing the susceptibilities of dermatophytes is standardized, the similar
results with broth microdilution method become the agar dilution useful for testing the
susceptibility of these fungi.
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1. Introducao

1.1 Aspectos Gerais

Os dermatofitos, fungos filamentosos queratinofilicos, constituidos pelos
géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, sao capazes de invadir o
extrato corneo da pele e de outros tecidos queratinizados de animais, produzindo
infecgbes superficiais cutaneas, denominadas dermatofitoses (Fernandes et al.
2001; Liu et al. 2002; Koc et al. 2005). Embora estas infecgdes normalmente se
restrinjam as estruturas cérneas superficiais, ocasionalmente podem envolver a
derme e o tecido subcutaneo (Duek et al. 2004). Um grande numero de agentes
antifangicos pode ser utilizado no tratamento das dermatofitoses, porém a resposta
de cada dermatéfito pode ser diferente, verificando-se constantemente recidivas
(Benger et al. 2004; Karaca & Koc 2004). Os testes de suscetibilidade in vitro sao,
portanto, de grande importancia pois permitem auxiliar na escolha de farmacos mais

ativos.

1.2. Dermatofitoses

1.2.1 Etiologia

1.2.1.1 Géneros de dermatofitos

Os trés géneros anamérficos Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton
pertencem a familia Moniliaceae, classe Hyphomycetes, subfilo Deuteromycota
(Weitzman & Summerbell 1995). Esta classificacdo € baseada na formacao e
morfologia dos conidios (Larone 1996). As duas espécies de Epidermophyton se
caracterizam pela presenca de macroconidios em forma de clava, arredondados na

extremidade distal e frequentemente agrupados, e auséncia total de microconidios



(Simpanya 2000). As varias espeécies de Microsporum se caracterizam por
apresentar grande quantidade de macroconidios (células fusiformes divididas por
septos transversais) e auséncia ou pequenas quantidades de microconidios (Komaid
& Kestelman 2002), enquanto as diferentes espécies de Trichophyton se
caracterizam normalmente pela presenca de grande quantidade de microconidios,
associados a poucos ou ausentes macroconidios (Larone 1996).

Algumas espécies de Microsporum e Trychophyton apresentam a capacidade
de se reproduzir sexuadamente, com producdo de ascos contendo ascOSporos.
Estas espécies eram classificadas até 1986 como pertencentes aos géneros
Nannizzia e Arthroderma, respectivamente (Ajello 1977). Entretanto, com base em
uma avaliacdo cuidadosa das caracteristicas morfoldgicas utilizadas para definir
estes dois géneros, Weitzman et al. (1986) concluiram que estes géneros
apresentavam diferencas minimas, agrupando-os em um Udnico género,
Arthroderma, por ser a denominacdo mais antiga. Desta forma o género
Arthroderma, é classificado como pertencente a familia Arthrodermataceae, subfilo

Ascomycota (Weitzman & Summerbell 1995; Graser et al. 1998).

1.2.1.1.1 Trichophyton

O género Trichophyton é composto por diversas espécies que se
caracterizam pela presenca de grande quantidade de microconidios piriformes,
redondos ou ovalados, dispostos em tirso e macroconidios multi-septados de parede
delgada (Larone 1996). Algumas espécies mostram-se com caracteristicas
diferentes, verificando-se que as espécies comuns encontradas no solo sdo capazes
de produzir maior quantidade de macroconidios do que aquelas que tém o homem

como seu habitat natural (Know-Chung & Bennett 1992). As colbnias de



Trichophyton variam dependendo da espécie, podendo ser algodonosas, aveludadas
ou pulvurulentas, de cores variadas e com reverso algumas vezes pigmentado.
Entre as espécies de Trichophyton isoladas de humanos e animais destacam-se: T.
rubrum, T. mentagrophytes e T. tonsurans.

Os isolados tipicos de T. rubrum produzem coldnias algodonosas brancas,
tornando-se posteriormente aveludadas e com reverso de pigmentacéao
avermelhada. A microscopia observam-se microconidios delicados, regulares e em
forma de lagrima dispostos ao longo das hifas ou agrupados, com poucos ou
ausentes macroconidios que se apresentam longos e estreitos (Graser et al. 2000).

T. mentagrophytes apresenta duas variedades principais, classificadas de
acordo com a morfologia, ecologia e genética desses microrganismos. T.
mentagrophytes var. mentagrophytes, forma zoofilica, se diferencia de T.
mentagrophytes var. interdigitale, antropofilica, pela morfologia da colénia, sendo
que a primeira apresenta-se macroscopicamente com textura pulvurulenta enquanto
a Ultima, mostra-se com textura aveludada ou algodonosa. A microscopia 6ptica, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes mostra-se com microconidios abundantes, de
forma globosa e agrupadas em cachos e macroconidios em forma de clava (mais
abundantes nesta variedade do que na var. interdigitale), enquanto T.
mentagrophytes var. interdigitale mostra-se com menor quantidade de microconidios
que se apresentam em forma de lagrima. Com muita freqiéncia observam-se
estruturas de ornamentacao, como hifas em espiral em ambas variaveis.

A forma teleomoérfica de T. mentagrophytes var. mentagrophytes é descrita
como Arthroderma benhamiae (Howell et al. 1999). Os ascos sao globosos contendo

geralmente oito ascosporos.



T. tonsurans, fungo que atinge basicamente o homem, pode apresentar-se
com colénias de textura algodonosa, que se tornam pulvurulenta com o
envelhecimento e de cores que variam do branco e bege até castanho-avermelhado.
Na microscopia destas coldnias observam-se numerosos microconidios em forma de
clava ou de lagrima, de tamanhos variaveis e, eventualmente macroconidios de

formatos irregulares.

1.2.1.1.2 Microsporum

Este género caracteriza-se pela presenca de macroconidios de forma
navicular, com septos transversais, usualmente de parede espessa e espiculada e
microconidios, quando presentes, sao claviformes. Da mesma forma que ocorre no
género Trichophyton, algumas espécies de Microsporum como M. canis, M.
gypseum e M. audouinii sdo mais freqlientemente encontradas produzindo lesées
em animais.

M. canis, fungo que normalmente faz seu ciclo reprodutivo no animal,
principalmente o gato, apresenta col6nia que se desenvolve rapidamente, formando
micélio algodonoso ou aveludado, de cor branca-amarelada e com reverso
amarelado. Microscopicamente mostra numerosos macroconidios com 6 a 15
septos, fusiformes e espiculados, de parede espessa € microconidios, quando
presentes, sdo sésseis, podendo ser encontrados ao longo das hifas.

A fase teleomérfica de M. canis, obtida normalmente através de uma
reproducao heterotalica, forma ascos subglobosos contendo oito ascdsporos, sendo
que o fungo é denominado A. otae (Know-Chung & Bennett 1992).

As colénias de M. gypseum diferem das de M. canis, principalmente com

relacdo a sua textura, mostrando-se bem pulvurulenta e a sua coloracéo varia de



bege a marrom. Os macroconidios desta espécie apresentam quatro a seis septos e
0s microconidios produzidos sdo escassos em culturas primarias. A producdo de
ascos com oito ascésporos subglobosos a ovais, descrita como A. incurvatum,
representa a fase teleomorfica desta espécie (Know-Chung & Bennett 1992).

A morfologia das colbnias de M.audouinii mostra-se de superficie aveludada
de cor branca a parda com um denso emaranhado de hifas. Embora esta espécie
raramente produza conidios, a formagao de clamidoconidios mamilonados facilita a

sua identificacao.

1.2.1.1.3. Epidermophyton

Sao conhecidas duas espécies de Epidermophyton, denominadas E.
stockdaleae e E. floccosum (Kano et al. 1999), sendo que apenas a ultima é capaz
de produzir infeccdo no homem (Macédo et al. 2005). E. floccosum cresce
lentamente, produzindo a principio colénias brancas que se tornam amarelo-
esverdeadas. A formacdo de abundantes macroconidios de base larga e com
extremidade arredondada é frequentemente observada nesta espécie. Uma
caracteristica importante € a formacao de clamidoconidios, que normalmente
impede a sua perfeita identificagdo. Em colénias mais velhas, estes clamidoconidios

sao predominantes.

1.2.1.2 Habitat dos dermatofitos

De acordo com o habitat, os dermatofitos podem ser classificados de acordo
com suas associagbes primarias em antropofilico, zoofilico ou geofilico
(Mahmoudabadi 2005). Os dermatéfitos antropofilicos adaptados a queratina dos

seres humanos, raramente infectam outros animais; os zoofilicos que usualmente



infectam animais, podem ocasionalmente produzir lesées em humanos, enquanto 0s
geofilicos estdo associados com restos de materiais que contém queratina de
animais como pélos, cascos, chifres encontrados no solo em fase de decomposicao
(Weitzman & Summerbell 1995). O dltimo grupo de dermatéfitos € capaz de
parasitar tecidos queratinizados de animais que vivem em contato com o solo. Esta
classificacao indica sua relativa evolucao, adaptagcdo em hospedeiros especificos e
habilidade de infectar e causar doenca (Kushwaha & Guarro 2002).

Com relacao a evolugao no habitat natural dos dermatoéfitos, acredita-se que
antes de tornar-se uma espécie antropofilica, este microrganismo teria sido um
fungo zoofilico que passou a realizar o seu ciclo evolutivo apenas no homem. Outro
aspecto interessante é a diferenca de lesdes clinicas produzidas no homem, onde se
observa que o processo inflamatério causado por um dermatofito zoofilico € mais
intenso do que o produzido por um fungo antropofilico.

A reproducdo assexuada, através da produgao de conidios, é abundante nos
dermatéfitos geofilicos, enquanto a fase teleomorfica, producdo de ascos com
ascésporos, pode ser observada apenas em algumas espécies. No processo de
evolucdo dos fungos que vivem no solo para fungos que parasitam homem e
animais ocorreram mudancas no ciclo de reproducdo, observando-se uma
diminuicdo na formacgédo de estruturas de reprodugcdo assexuada e perda do ciclo
sexuado (Kushwaha & Guarro 2002). Torna-se evidente a diminuicao na producao
de conidios entre as espécies antropofilicas, como ocorre entre as variantes de T.
mentagrophytes, onde a produgdo de microconidios da variedade zoofilica € maior

do que a da variedade antropofilica.



As lesbes produzidas pelos dermatéfitos apresentam formas variadas e
diferentes manifestagdes clinicas, dependendo da espécie envolvida na etiologia do

processo.

1.2.2 Manifestacoes Clinicas

A infeccdo por dermatéfitos ocorre pela producdo de enzimas proteoliticas
secretoras que promovem uma resposta inflamatéria no hospedeiro e resulta em
uma série de sintomas clinicos, caracteristicos das dermatofitoses (Liu et al. 2001).

O quadro clinico da doenca varia conforme o sitio anatdbmico acometido
(Aquino & Lima 2002), podendo ocorrer em varios locais, por uma Unica espécie de
dermatéfito. Ha casos relatados onde diferentes espécies podem produzir lesdes
clinicamente idénticas.

As dermatofitoses recebem a denominagdo genérica de tinea, que é
acrescido da regidao do corpo, designando a doencga clinica (Santos et al. 2002).
Tinea capitis é caracterizada pela invasdo do couro cabeludo, usualmente causada
por espécies dos géneros Microsporum e Trichophyton (Aquino & Lima 2002;
Komaid & Kestelman 2002). As lesdes produzidas por estes dois géneros podem
variar desde a formacéao de eritemas, com poucas areas descamativas, a formacao
de reacles inflamatérias e, ainda, producao de lesdes extensas de descamacao e
alopécia, acompanhadas por febre e linfadenopatia (Ghannoum et al. 2002). Nas
lesbes descamativas, onde o foliculo piloso é tonsurado, os géneros de dermatofitos
mostram quadros clinicos diferentes. Nas tineas produzidas por Microsporum, as
lesbes sdo Unicas, enquanto naquelas causadas por Trichophyton, observa-se a
formacao de mudltiplas areas de alopécia (Aquino & Lima 2002). M. canis, M.
audouinii e T. tonsurans sao comumente responsaveis por este tipo de lesdo. Nas

lesbes denominadas Kerion Celsi, ha um processo inflamatério intenso, com



pustulas, secrecao purulenta e formacao de cicatrizes (Aquino & Lima 2002). Esta
foliculite supurativa tem como agentes fungos zoofilicos, como T. mentagrophytes e
T. verrucosum e, ainda fungos geofilicos, como M. gypseum e M. fulvum. Uma forma
clinica grave, denominada tinea favosa, pode ocorrer quando algumas espécies de
dermatéfitos, como T. schoenleinii e M. gypseum, invadem o couro cabeludo,
levando a formagdo de uma crosta em forma de favo de mel, decorrente de uma
massa densa de micélio e restos de tecido epitelial, com atrofia da pele e alopécia
cicatricial (Aquino & Lima 2002).

A tinea corporis € infeccdo fungica que tem localizacdo em pele glabra,
preferencialmente nos bracgos, face e tronco (Goldstein et al. 2000). Causa lesdes
eritematodescamativas, circinadas, isoladas ou confluentes, de crescimento
centrifugo, onde observa-se vesiculas ou pustulas em sua borda (Weinstein &
Berman 2002). T. rubrum e T. mentagrophytes tém sido descritos como 0s principais
agentes de tinea corporis (Santos et al. 2002).

Caracteristicas semelhantes ao quadro de tinea corporis sdo encontradas
quando os dermatéfitos atingem a regiao crural (coxas, perineo, nadegas e regiao
pubiana), sendo nestes casos denominadas de tinea cruris. Estes locais sao
propicios a infecgcdo por fungos, devido a constante maceracdo da pele, pela
transpiracdo ou por banhos prolongados, favorecendo a implantacdo destes
microrganismos (Hainer 2003). O agente mais comumente identificado nos casos de
tinea cruris é o fungo antropofilico, E. floccosum (Santos et al. 2002).

Tinea pedis ou pé-de-atleta é a forma clinica mais frequentemente observada
em todo mundo (Goldstein et al. 2000; Korting et al. 2001; Ogasawara et al. 2003). A
sudacdo, umidade, calgcados nao higienizados adequadamente e o descuido na

higiene da pele, constituem fatores que auxiliam a implantagéo e o crescimento dos



fungos (Goldstein et al. 2000). A forma inflamatéria, geralmente causada por T.
mentagrophytes, é caracterizada por numerosas vesiculas plantares e interdigitais
(Zaias & Rebell 2003). Nos espacos interdigitais formam-se fissuras e a pele
macerada predispde as infeccdes secundarias, acentuando o carater inflamatério
das lesbes. Na forma crbnica, produzida por T. rubrum, as lesbes aparecem na
planta e nas bordas dos pés, sob a forma eritematodescamativa (Hainer 2003).

A invasdao das unhas por dermatéfitos, denominada tinea unguium, se
caracteriza por ser uma infeccao normalmente crénica. A sua manifestacao clinica
pode ser superficial, formando manchas na placa das unhas, ou invasiva, onde ha o
acometimento das margens lateral e distal, caracterizando-se por uma unha opaca,
esbranquicada e espessa, com acumulo de queratina subungueal. Em alguns casos
pode-se observar evolucao das lesdes, levando a queda da placa ungueal. As unhas
das maos sao comumente parasitadas por T. rubrum, enquanto nas unhas dos pés,
T. rubrum, T. mentagrophytes e E. floccosum sao frequentemente observados
(Huang et al. 2004). Espécies de Microsporum raramente sdo capazes de causar

infecgbes nas unhas.

1.2.3 Epidemiologia

Os dermatéfitos encontram-se amplamente distribuidos no mundo (Chinelli et
al. 2003), no entanto, a freqiéncia da dermatofitose é influenciada pela faixa etaria,
fatores genéticos, condi¢des bioclimaticas, movimento ou migracao humana, contato
com animais domeésticos além de acumulo de individuos em areas fechadas (Foster
et al. 2004; Dolenc-Voljec 2005; Woldeamanuel et al. 2005).

No Brasil, pais de clima subtropical e umido tem sido verificado uma alta

prevaléncia dessa infeccao (Chinelli et al. 2003), sendo que a etiologia e a
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manifestacdo clinica das dermatofitoses podem variar nas diferentes regides
geograficas. Na cidade de Manaus, regidao Norte do pais, Oliveira et al. (2006)
observaram maior incidéncia de tinea unguium (37,2%), quando comparada as
outras infeccdes superficiais, detectadas na mesma regido. Entre os dermatéfitos, T.
rubrum foi isolado com maior freqiiéncia como responsavel pelos casos de lesbes
nas unhas. Alguns fatores ecolégicos, como temperatura e umidade local, bem como
as condicdes sécio-econdmicas da populacao justificam uma maior prevaléncia de
micoses superficiais nesta regiao (Oliveira et al. 2006).

Em Fortaleza, Ceara, regiao Nordeste, trabalho envolvendo 534 casos de
dermatofitoses, constatou-se que as regides do couro cabeludo e inguinal foram as
mais frequentemente acometidas, com 33% e 32,6%, respectivamente. Nesta
casuistica T. rubrum, T. tonsurans e M. canis foram as espécies mais comuns. E
importante salientar que T. tonsurans mostrou-se como importante patégeno de
tinea capitis nesta regido geografica, sendo responséavel por 73,9% das infec¢des do
couro cabeludo (Brilhante et al. 2000). Em Jodo Pessoa na Paraiba, cidade de
localizagdo da regido Nordeste, em 82 casos de lesées por dermatéfitos no couro
cabeludo, observou-se uma predominancia de T. rubrum (37,7%) e T. tonsurans foi
0 segundo agente mais comum, representando 28,3% dos casos (Aquino et al.
2003).

Na regido Centro-Oeste, estudos realizados em Goiania mostraram que 0s
membros inferiores (pés e pernas) foram os locais mais atingidos por dermatéfitos
acometendo preferencialmente adultos jovens. T. rubrum seguido de T.
mentagrophytes e de M. canis foram os agentes predominantes das dermatofitoses

(Costa et al. 1999; Costa et al. 2002).
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As diferentes regides do corpo atingidas por dermatéfitos podem variar nos
dois géneros (masculino e feminino). Alguns trabalhos tém mostrado predominancia
de um dos géneros, em decorréncia da localizacdo da lesédo. A tinea unguium é
prevalente no género feminino (Aradjo et al. 2003; Oliveira et al. 2006), enquanto
que tinea capitis € mais comum no género masculino (Dias et al. 2003; Koussidou-
Eremondi et al. 2005; Jahromi & Khaskar 2006). A prevaléncia de tinea unguium em
mulheres pode ser explicada devido a imersao freqlente das maos em agua,
associada com trabalho de dona de casa ou exposicdo a produtos quimicos e
traumas (Ellabib et al. 2002; Alvarez et al. 2004). Tinea capitis de ocorréncia quase
exclusiva em criancas, (Woldeamanuel et al. 2005), apresenta cura espontanea em
adultos devido a presenca de acidos graxos que sao formados na época da
puberdade. Este fato explica o seu predominio no sexo masculino, pois 0 homem
atinge a puberdade posteriormente a mulher (Sberna et al.1993).

A ocorréncia da dermatofitose pode variar de acordo com a faixa etaria. A
presenca elevada de lesdes nos pés e pernas encontradas na fase adulta, pode ser
explicada pela mudancga de habitos, como o uso de sapatos fechados (Costa el al.
2002). As lesbdes do couro cabeludo ocorrem, entretanto, predominantemente em
criangcas em idade escolar (Bergson & Fernandes 2001; Dias et al. 2003; Siqueira et
al. 2005). As criancas mantém maior contato com animais (provavel fonte de

infecgdo) do que o adulto (Dias et al. 2003).

1.2.4. Tratamento

Os derivados azdlicos, as alilaminas e a griseofulvina sdo os principais

agentes antifingicos utilizados no tratamento das dermatofitoses.
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Os derivados azdlicos atuam inibindo a sintese de ergosterol, principal
constituinte da membrana, através da inibicdo do citocromo P-450 dependente da
enzima lanosterol 14-a-demetilase, acarretando em um aumento da permeabilidade
da membrana e inibicdo do crescimento celular (Jain & Sehgal 2001; Lebwohl et al.
2001; Maertens 2004). Estes agentes podem ser utilizados por vias tépica e oral,
apresentando amplo espectro de acdo. Clotrimazol, econazol, miconazol, oxiconazol
e sulconazol, azbis de uso tépico, podem ser aplicados diariamente permanecendo
por periodos prolongados na superficie da pele (Weinstein & Berman 2002). A
eficacia de cada um pode variar conforme o tipo de lesdo. A infeccdo dos pés, um
dos mais comuns locais de lesdao, € frequentemente tratada com clotrimazol,
mostrando-se efetivo. Este antifungico tem, entretanto, limitada eficacia na terapia
de onicomicose.

Entre os derivados azdlicos que podem ser administrados por via oral,
destacam-se o cetoconazol, itraconazol e fluconazol. O cetoconazol € considerado
de elevada eficacia no tratamento de infeccées superficiais e, até mesmo, em
infeccdes mais profundas causadas por fungos do género Trichophyton (Shin & Lin
2004). ltraconazol é ativo nos casos de infeccoes por Microsporum, enquanto o
fluconazol, embora disponivel no tratamento das tineas (Nozickova et al. 1998;
Gupta et al. 2000), parece ter mais atividade nas infecgcdes causadas por leveduras.
Todos estes azdis sao absorvidos pelo trato gastrointestinal, acumulando-se nos
tecidos infectados e normalmente com poucos efeitos colaterais.

A terbinafina, farmaco pertencente a classe das alilaminas, atua inibindo a
enzima epoxidase, importante na biossintese do ergosterol da membrana
citoplasmatica fungica (Lebwohl et al. 2001; Nakano et al. 2006). Possui uma

elevada eficacia, sendo que mesmo na terapia de tinea unguium, micose superficial
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de dificil tratamento e constantes recidivas (Torres-Rodriguez et al. 1998; Jackson et
al. 1999), a administracao continua, por via oral, por um determinado periodo,
proporciona a cura da lesao (Gupta & Del Rosso 2000). Terapia com terbinafina tem
sido utilizada para o controle de tinea capitis, em criancas e adultos. As lesdes do
couro cabeludo causadas por fungos do género Trichophyton, mostram-se
normalmente mais suscetiveis a terbinafina do que aquelas que tém Microsporum
como agente causal (Hofbauer et al. 2002). Este agente antifingico, acumulado em
altas concentragcdes nas glandulas sebaceas, sua principal via de excrecao,
promove bom resultado, com poucos efeitos colaterais (Aste & Pau 2004).

Griseofulvina, derivado benzofurano, outro agente muito utilizado no
tratamento das dermatofitoses, atua no nucleo da célula fangica, interagindo com
microtubulos e desfazendo o fuso mitético, responsavel pela multiplicacéo celular.
Este antifingico apresenta atividade para diferentes espécies em praticamente todas
as manifestacoes clinicas de dermatofitoses. Assim, pode ser indicado para
tratamento de tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis, tinea capitis e tinea unguim,
causadas por T. tonsurans, T. rubrum, T. mentagrophytes, M. audouinii, M. canis, M.
gypseum e E. floccosum (Gupta & Del Rosso 2000). Embora muito ativo, este
farmaco apresenta como efeitos colaterais disturbios gastrointestinais (nauseas,
vbmitos, dor epigastrica e diarréia), além de alteracbes neuroldgicas (vertigens,
confusdo, perda de concentracdo e memoria, visdo turva e insénia) (Huang et al.
2004).

A dificuldade de cura, necessidade de um tempo prolongado de tratamento,
as constantes recidivas, associadas ao alto custo dos medicamentos tornam

necessario estabelecer o farmaco adequado para o tratamento e cura da infecgéo, o
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qgue poderia ser demonstrado através dos testes de suscetibilidade in vitro (Colella et

al. 2006).

1.3. Suscetibilidade in vitro para dermatofitos

Varios métodos in vitro, como macrodiluicdo e microdiluicio em caldo,
diluicao em agar, difusdo em agar e testes comerciais, podem ser utilizados para
avaliar a suscetibilidade de dermatoéfitos a diferentes quimioterapicos (Fernandez-
Torres et al. 2001; Perea et al. 2001; Santos et al. 2001; Pujol et at. 2002;
Fernandez-Torres et al. 2003; Karaca & Koc 2004; Perrins et al. 2005).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), no ano de 2002, através
do documento M38-A, propbs o uso do teste de suscetibilidade in vitro, através da
diluicdo em caldo, para fungos filamentosos, como Aspergillus spp, Fusarium spp,
Pseudallescheria boydii, Sporothrix schencki e Rhizopus spp, nao incluindo neste
documento os testes para dermatéfitos (Fernandez-Torres et al. 2000; Gupta & Kohli
2003; Tomas et al. 2004). Macrodiluicao em tubos e microdiluicado em placas sao as
técnicas utilizadas neste protocolo, para determinar a concentracao inibitéria minima
(CIM) dos agentes antifungicos, capazes de inibir o crescimento dos fungos
filamentosos.

Até o momento, ndo ha um consenso entre os pesquisadores sobre os testes
de suscetibilidade para dermatoéfitos. Alguns critérios como o tamanho do inéculo,
tempo e temperatura de incubacgédo e determinacao de leituras de CIM, dificultam a
padronizacado de uma técnica de suscetibilidade in vitro para fungos filamentosos de
crescimento lento como os dermatéfitos (Jessup et al. 2000; Fernandez-Torres et al.

2002; Ozkutuk et al. 2006).
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A importancia dos dermatéfitos no nosso meio, causando infeccdes que sao
muitas vezes graves, podendo alterar a estética do individuo, e ainda a falta de
testes de suscetibilidade in vitro adequados para se verificar a sensibilidade dos
diversos antifungicos utilizados no tratamento das dermatofitoses justificam a

realizacao deste trabalho.
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2. Objetivos

Objetivo Geral

1.

Verificar a atividade in vitro de cinco agentes antifungicos para dermatoéfitos e

comparar métodos de suscetibilidade in vitro.

Objetivos especificos

1.

Verificar a atividade in vitro de cetoconazol, fluconazol, itraconazol,
griseofulvina e terbinafina para os isolados de Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes e Microsporum canis utilizando a técnica de microdiluicdo em
caldo com alteracdes nas condigdes de tempo e temperatura de incubacao.

Verificar a concordancia de valores de CIM obtida pela técnica de diluicado em

agar e de microdiluicdo em caldo.
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3. Material e Métodos

3.1. Isolados de dermatofitos

Os isolados clinicos foram obtidos de pacientes procedentes do laboratério de
Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias durante o periodo de marco a julho de 2005. As amostras clinicas
foram previamente diagnosticadas através de exame direto com KOH a 40% e
subsequentemente cultivadas em agar Sabouraud com cloranfenicol e
cicloheximida. Foram incluidos pacientes que concordaram em participar da
pesquisa aprovada pelo comité de ética do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Goias.

3.1.1 Identificacao

Os 60 isolados de dermatoéfitos, T. rubrum (27), T. mentagrophytes (14) e M.
canis (19) foram identificados segundo Rebell e Taplin, 1970. As caracteristicas
macroscopicas das colénias como cor, textura e relevo da superficie e do reverso e
as caracteristicas microscépicas baseadas principalmente na forma, tamanho e
disposicao dos conidios foram consideradas para a sua identificagdo. As figuras 1-3
e 4-6 mostram a morfologia macroscoépica e microscépica, respectivamente, destas
trés espécies. Para a identificacdo de varios isolados foi necessaria a utilizacdo da
técnica de microcultivo em lamina, utilizando meio de agar batata, para obtencao de
elementos de frutificagéo tipicos de cada microrganismo. Testes bioquimicos como o
teste da urease e teste da perfuracéo do pélo in vitro foram usados na diferenciacao

entre T.rubrum e T. mentagrophytes.



Figura 1. Macroscopia de T.
mentagrophytes mostrando col6nia
branca, algodonosa, lisa na periferia
e rugosa no centro.

Figura 2. Colénia de T. rubrum com
relevo  central, de coloracédo
avermelhada na periferia.

Figura 3. Colbnia algodonosa e rugosa
de M. canis, de coloracdo branca no
centro e amarelada na periferia.
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Figura 4. Caracteristicas microscopicas
de T. mentagrophytes mostrando
microconidios arredondados isolados
ou agrupados e hifas em espiral
(400X).

Figura 5. T. rubrum com
microconidios em forma de lagrima
dispostos em tirso (400X).

Figura 6. Macroconidio fusiforme de
parede celular espessa, contendo 8
septos, tipico de M. canis (400 X).



19

3.2 Teste de suscetibilidade in vitro

3.2.1 Microdiluicao em caldo

Esta técnica foi realizada seguindo o documento M38-A proposto pelo CLSI

(2002) com algumas modificacoes.

3.2.1.1 Agentes Antifungicos

Fluconazol (Pfizer International, New York, NY), cetoconazol, itraconazol
(Jansen Pharmaceuticals, Beerse, Belgium), terbinafina (Novartis Research Institute,
Vienna, Austria) e griseofulvina (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo) foram
utilizados para avaliar a suscetibilidade in vitro dos dermatéfitos. O fluconazol foi
dissolvido em agua destilada, enquanto que os demais foram dissolvidos em
dimetilsulféxido. Destes foram preparados solugbes estoques de 1280 upg/ml,
armazenados a -20°C antes do uso. Os agentes antifungicos foram diluidos (diluicao
seriada ao dobro) em caldo RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo)
sem bicarbonato de soédio tamponado a pH 7,0 com MOPS (acido morfolino-
propanossulfénico) de tal modo que as concentragdes variaram de 0,25 a 128 pg/ml
para fluconazol, 0,06 a 32 ug/ml para cetoconazol, itraconazol e terbinafina e 0,06 a

16 pg/ml para griseofulvina.

3.2.1.2 Inéculo

Os dermatoéfitos foram subcultivados em tubos contendo agar batata dextrose,
durante 7 dias a 28°C, aos quais foram adicionados 10 ml de salina estéril (0,85%).
A suspenséo resultante contendo conidios e hifas, transferida para um tubo estéril,
foi deixada em repouso por 10 a 15 minutos para sedimentagédo das particulas mais

pesadas. As particulas suspensas foram utilizadas para o in6culo, o qual foi ajustado
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em espectrofotbmetro para uma transmitancia de aproximadamente 65 a 70%, em
um comprimento de onda de 530 nm, que equivale a aproximadamente 0,6 a 1,4 X
10° cels/ml. Em seguida, as suspensdes contendo os inéculos foram diluidas em
caldo RPMI 1640 de tal modo que se obtivesse uma concentracao final de 0,4 a 5 X

10* cels/ml.

3.2.1.3 Procedimento do teste

Foram utilizadas placas de microtitulagdo contendo 96 poc¢os, nos quais 0s
cinco diferentes agentes antifungicos foram diluidos para a obtengdo das
concentracdes citadas no item 3.2.1.1. A cada poc¢o, contendo 100 puL do agente
antifungico, foram adicionadas aliquotas de 100 uL do inéculo, de tal modo que as
concentragdes dos farmacos ficaram diluidas ao dobro. Controles de agentes
antifingicos, inodculo e do meio de cultura (RPMI 1640) foram realizados em cada

teste (esquemat).

3.2.1.4 Incubacao e leitura do teste

Em experimento prévio as placas de microdiluigdo foram incubadas a 28°C e
a 35°C. Para a realizacao dos testes foi estabelecida a temperatura de 28°C, sendo
a leitura da CIM realizada a cada 24h até indicacdo de crescimento no controle do
indculo. Para os derivados azélicos a CIM foi considerada como uma inibicdo de
50% e para terbinafina e griseofulvina, uma inibicdo de 80%, comparadas ao

controle do inéculo.
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3.2.2 Diluicao em agar

Esta técnica foi realizada segundo Souza et al. (2002) com algumas

modificacoes.

3.2.2.1 Agentes Antifungicos

Os seguintes agentes antifungicos foram utilizados: fluconazol (Pfizer
International, New York, NY), cetoconazol, itraconazol (Jansen Pharmaceuticals,
Beerse, Belgium), terbinafina (Novartis Research Institute, Vienna, Austria) e
griseofulvina (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo). O fluconazol foi dissolvido
em agua destilada, enquanto que os demais foram dissolvidos em dimetilsulféxido.
Destes foram preparados solugdes estoques de 12800 pg/ml, armazenados a -20°C
antes do uso. Em caldo RPMI 1640, sem bicarbonato de sédio tamponado a pH 7,0
com MOPS, cada agente antifingico foi diluido (diluicdo seriada ao dobro) a partir da

solucédo estoque, de tal modo que as concentragdes finais varriaram de 1,25 a 640
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ug/ml para fluconazol, de 0,3 a 160 pg/ml para cetoconazol, itraconazol e terbinafina

e de 0,3 a 80 pug/ml para griseofulvina.

3.2.2.2 Inéculo

O inoculo utilizado para a realizagdo dos testes foi 0 mesmo descrito no item

3.2.1.2.

3.2.2.3 Procedimento do teste

Nesta técnica os agentes antifungicos foram diluidos novamente 10 vezes em
meio de agar RPMI 1640 contidos em placas de Petri. A este meio ainda liquefeito,
contendo o agente antifungico, foram acrescentados 37 perfuradores de aco, que
apos a solidificacao permitiam a formacao de orificios de aproximadamente 3 mm de
didmetro no meio de cultura. Cada orificio foi preenchido com 10 puL do in6culo.

Controle do inéculo e do meio foram realizados em cada teste (esquema 2).

3.2.2.4 Incubacao e leitura do teste

As placas foram incubadas a 28% C e a leitura da concentragéo inibitéria
minima foi realizada a cada 24h até indicacao de crescimento no controle do in6culo.
Considerou-se concentracao inibitéria minima (CIM) a menor concentracéao capaz de

inibir o crescimento visivel do fungo.
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3.3 Amostra controle dos testes de suscetibilidade

Uma cepa padrdo, C. parapsilosis ATCC 22019, foi utilizada em cada teste com o
objetivo de verificar a acuracia das diluicbes dos agentes antifiUngicos e a

reprodutibilidade dos resultados.

3.4 Analise dos dados

Os métodos de microdiluicado em caldo e diluicdo em agar foram comparados,
sendo que a concordancia entre estes foi analisada pela porcentagem de acordo de
CIM. Os valores de CIM foram considerados concordantes quando nao havia uma
variagdo maior do que duas diluicdes entre as concentra¢des. Os valores de CIM
encontrados pelo método de microdiluicdo em caldo foram considerados como

referéncia para a comparacao entre os métodos.



4. Resultados e discussao

Os resultados e discusséo estdo apresentados na forma de artigo.
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In vitro susceptibility testing of dermatophytes isolated in Goiania - Brazil,
against five antifungal agents by broth microdilution method

Crystiane Rodrigues ARAUJO, Karla Carvalho MIRANDA, Orionalda de Fatima
Lisboa FERNANDES, Ailton José SOARES & Maria do Rosario Rodrigues SILVA

SUMMARY

The antifungal activities of fluconazole, itraconazole, ketoconazole, terbinafine and
griseofulvin were tested by broth microdilution technique, against 60 dermatophytes
isolated from nail or skin specimens from Goiania city patients, Brazil. In this study,
the microtiter plates were incubated at 28°C allowing a reading of .the minimal
inhibitory concentration (MIC) after four days of incubation for Trichophyton
mentagrophytes and five days for T. rubrum and Microsporum canis. Most of the
dermatophytes had uniform patterns of susceptibility to the antifungal agents tested.
Low MIC values as 0.03 pg/ml were found for 33.3%, 31.6% and 15% of isolates for
itraconazole, ketoconazole and terbinafine, respectively.

Keywords: Dermatophytes; Broth microdilution method; Minimal Inhibitory

Concentration.
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INTRODUCTION

Dermatophytosis, mycotic infections caused by dermatophytes, are commonly
related in tropical countries and represent an important public health problem yet
unresolved . Trychophyton rubrum, T. mentagrophytes and Microsporum canis are
the most common species isolated in Brazil as causative agents of dermatophytosis
1.6.7.8.21 "|n Goiania city, Brazil, these same aetiological agents has been recovered
in studies of COSTA et al. ® and COSTA et al.® ”. Antifungal agents such as triazoles
(itraconazole, fluconazole), imidazole (ketoconazole), allylamine (terbinafine) and
griseofulvin have been reported to have substantial activity in dermatophytosis '® "
However, infections due to dermatophytes are often associated with relapses after
cessation of therapy ?°. By the way, due to relapses observed and the several drugs
used in the therapy of dermatophytosis, in vitro antifungal susceptibility tests are
necessary for therapeutic control and for selection of an effective antifungal agent for
this mycosis °. A standard method for susceptibility testing of dermatophytes is
lacking, but good results of MIC using either broth macrodilution or broth
microdilution tests have been obtained in several reports * ' > 8 The purpose of
this work was to establish the in vitro antifungal susceptibility of fluconazole,
itraconazole, ketoconazole, terbinafine and griseofulvin against clinical

dermatophytes isolates in Goiania-GO, Brazil, using the broth microdilution method.

MATERIALS AND METHODS
Organisms: A total of 60 dermatophyte strains, including Trichophyton
rubrum (n = 27), T. mentagrophytes (n = 14) and Microsporum canis (n = 19) were
tested. All microorganisms were clinical isolates obtained from nail or skin specimens
recovered from patients from Goiania University Hospital. The fungi were maintained

in sterile distilled water at room temperature and prior to testing, the strains were
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subcultured on potato dextrose agar (PDA) at 28°C for 7 to 15 days to ensure the
viability and the purity of the inoculum. Candida parapsilosis ATCC 22019 was
included as reference strain.

In vitro susceptibility testing: The broth microdilution assay for antifungal
susceptibility testing of dermatophytes was performed, when possible according to
the CLSI guidelines in the document M38-A of filamentous fungi °.

Antifungal drugs dilution: The drugs were obtained from their respective
manufacturers: fluconazole (Pfizer International, New York, NY), ketoconazole,
itraconazole (Jansen Pharmaceuticals, Beerse, Belgium), terbinafine (Novartis
Research Institute, Vienna, Austria) and griseofulvin ( Sigma Chemical Company, St.
Louis, Mo). Fluconazole was dissolved in distilled water while the others drugs were
dissolved in 100% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich). They were subsequently
prepared as stock solution and serial twofold dilutions were performed. Final
concentrations ranged from 0.125 to 64 pg/ml for fluconazole, 0.03 to 16 pg/ml for
ketoconazole, itraconazole and terbinafine, and 0.03 to 8 pug/ml for griseofulvin.

Test procedure: Inoculum suspensions of dermatophytes were prepared from
the 7 days cultures grown on potato dextrose agar at 28°C. The fungal colonies were
covered with approximately 10 ml of distilled water, and the suspensions were made
by scraping the surface with the tip of a sterile loop. The resulting mixture of conidia
and hyphal fragments was withdrawn and transferred to sterile tubes and left for 15
to 20 minutes at room temperature to sediment the heavy particles. The optical
density of the suspensions containing conidia and hyphal fragments was read at 530
nm, adjusted to transmittance of 65 to 70% (~ 2 to 4 X 10° cells/ml) and diluted with
RPMI 1640 medium (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) to obtain the final inoculum

size of approximately 0.4 to 5 X 10 cells/ml. Aliquots of 100 ul of these suspensions
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were inoculated in well of microtiter plate containing 100 ul of specific antifungal drug
concentration. These plates were incubated at 28°C and the reading was performed
every 24 h until the indication of growth in control well drug-free. Each assay was
carried out in duplicate.

Endpoint determination: Endpoint determination values were performed
visually every 24 h until the indication of growth in control well drug-free. For azole
agents and griseofulvin, the MIC was defined as the lowest concentration that
produced prominent innibition of growth (approximately 80% inhibition) while for

terbinafine, was defined as lowest concentration showing 100% growth inhibition .

RESULTS

MICs of antifungal agents for 60 dermatophytes isolates could be determined
after four days for T. mentagrophytes and five days for T. rubrum and M. canis when
incubated at 28°C.

In general, the species of dermatophytes showed similar patterns of
susceptibility to each antifungal agent tested. The determination of the isolates as
susceptible or resistant is complex and not yet been established for dermatophytes,
but high MIC values were found for some isolates. Seven (11.6%) dermatophytes
strains (five T. rubrum and two M. canis) had MICs of fluconazole of 32 pug/ml, five
(8,3%) strains (four T. rubrum and one M. canis) had MICs of ketoconazole of 4
ug/ml and one M. canis isolate had MIC of 8 pg/ml for griseofulvin. However the most
of isolates showed low MIC values, being that 33.3%, 31.6% and 15% of isolates had
MIC of 0.03 pg/ml for itraconazole, ketoconazole and terbinafine, respectively.

The table 1 summarizes the MIC ranges, concentrations inhibiting 50%
(MICsp) and 90% (MICgp) of the isolates and geometric mean of the MICs of the five

antifungal drugs against 60 strains of dermatophytes.
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The MIC ranges of fluconazole, itraconazole and ketoconazole for C.
parapsilosis ATCC 22019 were within the values standardized by CLSI document M-

38-A.

DISCUSSION

The determination of the in vitro susceptibility may prove helpful to predict the
ability of a given antifungal agent to eradicate dermatophytes. Although a reference
method for dermatophytes, is not available, a good correlation between the in vitro
data, using broth microdilution method, and clinical outcome has been
demonstrated'®.

Some recommendations, as temperature and duration of incubation used in
the broth microdilution method according with the document M 38-A of filamentous
fungi were modified in this study. In this document, the temperature at 35°C is used
for incubation; however we used for dermatophytes the temperature at 28°C
according to BARROS et al.?and SANTOS et al.?®* which obtained success in their
results. Studies of in vitro susceptibility testing for dermatophytes previously
performed in our laboratory showed that the MIC values were easier to read and to
interpret when the microtiter plates were incubated at 28°C than at 35°C (data not
shown). It is well known that an optimal growth on culture media is obtained by
dermatophytes strains when incubated between 28°C and 30°C* ' 22, The document
M38-A establish 24 to 72 h of incubation for filamentous fungi, however, in our work,
a detectable growth was observed after 4 days for T. mentagrophytes and after 5
days for T. rubrum and M. canis. The ideal incubation time is still a matter of debate.
FERNANDEZ-TORRES et al."™ and SANTOS et al®?* found that 7 days was
sufficient to observe prominent growth in control wells, while GHANNOUM et al.**

and JESSUP et al."® verified growth in four days at 28°C.
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In our work, the evaluation of in vitro susceptibility showed that the antifungal
drugs tested, with exception of fluconazole, displayed good activity against the
dermatophytes. It is worth mentioning that itraconazole, ketoconazole and terbinafine
had the lowest MIC values and geometric means. Similar results have been verified
by others authors that showed that these drugs had low MICs against
dermatophytes'® 2", These low MICs found for the three drugs can help to explain
the promising results obtained for the treatment of dermatophytosis with these
antifungal agents'®.

Although fluconazole has showed the highest MIC values of all the antifungal
agents tested, we verified that T. rubrum strains, one specie that cause a recalcitrant
chronic disease, were more susceptible to this drug than T. mentagrophytes and M.
canis isolates (geometric mean of 7.60 for T. rubrum, 9.96 for M. canis and 11.31 for
T. mentagrophytes). Our results are similar to FERNANDEZ-TORRES et al.'® who
demonstrated higher activity of fluconazole for T. rubrum than for T. mentagrophytes,
M. canis and M. gypseum.

In summary, the parameters as temperature at 28°C, incubation time of five
days and inoculum of 0.4 to 5 X 10* cells/ml allowed the determination of MIC for
dermatophytes by using the microdilution method. Besides, our work demonstrated
that in vitro different antifungal agents are active against dermatophytes independent
of specie.

RESUMO
Teste de suscetibilidade in vitro de dermatoéfitos isolados —Brasil, contra cinco
agentes antifungicos pelo método de microdiluicao em caldo

Atividades antifungicas de fluconazol, itraconazol, cetoconazol, terbinafina e

griseofulvina foam testadas pelo método de microdiluicao em caldo contra 60
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isolados de dermatéfitos. Os resultados mostraram que todos os isolados
produziram crescimento claramente detectavel a 28 °C e a concentragéo inibitéria
minima (CIM) foi determinada apds quatro dias de incubacédo para Trichophyton
mentagrophytes e cinco dias para T. rubrum e Microsporum canis. A maioria dos
isolados teve um padrao uniforme de suscetibilidade para os agentes antifungicos
testados. Baixos valores de CIM como 0,03 pg/ml foram encontrados para 33,3%,
31,6% e 15% dos isolados para itraconazol, cetoconazol e terbinfina,

respectivamente.
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Table 1.
In vitro activities of five antifungal agents against 60 strains of dermatophytes isolates

from patients from Goiania University Hospital from March to July 2006.

Species Antifungal MIC (ug/ml)
(n° of isolates) agents
Range MICso MICy9  Geometric
mean
T. rubrum Fluconazole 2-32 8 32 7.60
(27) Itraconazole 0.03-4 0.125 0.5 0.10
Ketoconazole 0.03-4 0.06 4 0.13
Terbinafine 0.03-0.5 0.125 0.25 0.11
Griseofulvin 0.25-2 0.5 1 0.65
T. mentagrophytes  Fluconazole 4-16 16 16 11.31
(14) Itraconazole 0.03-0.25 0.125 0.25 0.09
Ketoconazole 0.03-1 0.125 0.25 0.12
Terbinafine 0.03-0.5 0.06 0.25 0.08
Griseofulvin 0.25-1 0.5 0.5 0.45
M. canis Fluconazole 2-32 8 16 9.96
(19) Itraconazole 0.03-0.25 0.125 0.25 0.08
Ketoconazole 0.03-4 0.125 0.25 0.12
Terbinafine 0.03-1 0.125 0.25 0.11
Griseofulvin 0.06-8 0.25 0.5 0.31

MIC- minimal inhibitory concentration; MICso and MICg, - MIC inhibiting 50% and 90%
of the isolates.
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Abstract

The purpose of this work was to compare the agar dilution and broth microdilution
methods for the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of
fluconazole, itraconazole, ketoconazole, griseofulvin and terbinafine against 60
dermatophyte strains belonging to the species, Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes and Microsporum canis. The levels of agreement between two
methods (< 2 dilutions) were 91.6% with ketoconazole and griseofulvin, 88.3% with
itraconazole, 81.6% with terbinafine and 73.3% with fluconazole for all the tested
isolates. Excellent agreement (100%) was obtained with ketoconazole and
griseofulvin for T. mentagrophytes isolates. Until a reference method for testing the
antifungal susceptibilities of dermatophytes is standardized, the similar results
obtained in this work with those previously described by several researchers allow to
suggest that the broth microdilution and the agar dilution methods can be useful for

testing the susceptibility of these fungi.

Correspondence: Dra. Maria do Rosario Rodrigues Silva. Rua 15, n° 108 Apt°® 700. Setor Oeste CEP:
74140-090 Goiania-GO Brasil Tel fax: +55-62-35211839. E-mail: rosario @iptsp.ufg.br
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Introduction

Infections caused by dermatophytes are probably the most common cutaneous
fungal diseases in humans and animals [1]. An increasing number of antimycotics
has become available for the treatment of dermatophytoses [2, 3], however not all
species have the same susceptibility patterns and may occur relative or absolute
microbial resistance of some dermatophytes [4, 5]. Research about the evaluation of
the in vitro susceptibility has been hampered by the lack of reliable in vitro techniques
for determining the MIC of antifungal agents on dermatophytes.

Various methods as broth macro and microdilutions, agar dilution, Etest®,
sensititre colorimetric microdilution panel and disk diffusion have been used for
determining the susceptibility of dermatophytes to antifungal agents [6-12]. However,
there is no a reference method available for these filamentous fungi. The document
M38-A, published in 2002 by CLSI [13] for determining the MIC of several antifungal
agents against conidium-forming filamentous fungi, has not included the
dermatophytes [14, 15].

By the way, advanced studies in vitro susceptibility testing to determine the
antifungal activities of different drugs against dermatophytes are needed. In order to
compare the results, we performed susceptibility testing using the agar dilution and
broth microdilution methods with five antifungal agents against 60 dermatophyte

strains belonging to three different species.

Materials and Methods

Isolates
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A total of 60 strains of dermatophytes belonging to three species, were tested. They
were T. rubrum (n = 27), T. mentagrophytes (n = 14) and M. canis (n = 19). All
microorganisms were clinical isolates obtained of patients from a tertiary hospital in
Goiania city, Brazil. The fungi were maintained in sterile distilled water at — 20°C and
prior to testing they were subcultured on potato dextrose agar (PDA) at 28°C for 7 to

15 days to ensure optimal growth characteristics.

Antifungal agents

Fluconazole (Pfizer International, New York, NY), ketoconazole, itraconazole (Jansen
Pharmaceuticals, Beerse, Belgium), terbinafine (Novartis Research Institute, Vienna,
Austria) and griseofulvin ( Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo) were tested

against all the strains of dermatophytes studied.

In vitro susceptibility testing

Broth microdilution method

The broth microdilution method was performed in accordance with the CLSI
guidelines in the document M38-A [13] with some modifications. Briefly, the final
inoculum suspension was of approximately 0.4 to 5 X 10* cells/ml, and the drug final
concentrations ranged from 0.125 to 64 ug/ml for fluconazole, of 0.03 to 16 pg/ml for
ketoconazole, itraconazole and terbinafine, and of 0.03 to 8 pg/ml for griseofulvin.
The plates were incubated at 28°C and the reading of the growth was observed every
24 h until the indication of growth in control well drug-free. The MIC endpoints were
defined as the lowest concentration that produced prominent inhibition of growth,
approximately 50% inhibition for fluconazole, itraconazole and ketoconazole, and

80% inhibition for terbinafine and griseofulvin [11].
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Agar Dilution method

The agar dilution method was performed as described by Souza et al. [16], and it
was slightly modified. The antifungal agents were serially two-fold diluted in broth
RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) agar medium to obtain final
concentrations of 1.25 to 640 pg/ml for fluconazole, 0.3 to 160 pg/ml for
ketoconazole, itraconazole and terbinafine, and 0.3 to 80 pg/ml for griseofulvin.
These antifungals were diluted 1:10 in plates containing melted RPMI agar medium.
In these plates were inserted steel perforators that allowed, after solidification of the
medium, the formation of 37 holes of 3 mm diameter as showed in figure 1. The
holes were filled with 10 pl of inoculum containing 0.4 to 5 X 10* cells/ml. The plates
were incubated at 28°C and the reading of the growth was observed every 24 h until
the indication of growth in control hole drug-free. For all the antifungal agents tested,
the MIC was read as the lowest drug concentration that prevented any discernible

growth.

Quality control.
One CLSI quality control strain, Candida parapsilosis ATCC 22019, was included on
each day testing to check the accuracy of drugs dilutions (fluconazole, ketoconazole

and itraconazole) and the reproductibility of the results.

Data analysis.
All the tests were performed in duplicate. The agreement between the two methods
for each isolate was considered as a difference in MICs no more than 2 dilutions as

described in table 1.
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Results

The isolates tested produced a detectable growth between 72 and 120 h of
incubation by using either broth microdilution or agar dilution methods. MICs were
determined by broth microdilution method after 4 days of incubation for all the
isolates of T. mentagrophytes and after 5 days of incubation for T. rubrum and M.
canis isolates. By using agar dilution, a detectable growth was observed after 5 days
of incubation for all the isolates (figure 2).

The percentage of agreement between two methods considering as a
difference in MICs no more than 2 dilutions is summarized in Table 1. The highest
levels of agreement were noted with ketoconazole (91.6%) and griseofulvin (91.6%)
for all the isolates tested. Excellent agreement (100%) was obtained with
ketoconazole and griseofulvin for T. mentagrophytes isolates.

A lowest concordance was observed for fluconazole. Considering all the
dermatophytes, the agreement was of 73.3% while for T. mentagrophytes was only
of 57.1%. Fluconazole MIC values in agar dilution method were higher than that
broth microdilution method.

Fluconazole, ketoconazole and itraconazole MICs for C. parapsilosis (ATCC
22019) were inside the established ranges by using broth microdilution method [13].
The agar dilution method showed MICs for this strain slightly higher than broth

microdilution (no more than two dilutions).

Discussion

Although the CLSI has published a document for testing filamentous fungi [13], no
reference method has been established to test drug susceptibility of dermatophytes.
Some parameters as temperature, incubation time and endpoint determination are

difficult to solve in vitro susceptibility testing for filamentous fungi [17, 18].
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In despite of CLSI has established incubation temperature at 35°C for
filamentous fungi, we used an incubation at 28°C. In preliminary experiment
performed in our laboratory the dermatophyte strains had a growth better at 28°C
than at 35°C (data not showed). According to Pujol et al. [10] at 28°C the MICs are
more reproducible and the growth of dermatophytes is more characteristic.

In our work, the MIC endpoints were determined after five days in agar dilution
and four to five days in broth microdilution. The reading of MIC values for each
method performed every day allowed to define this time of incubation. Our results are
similar to Ghannoun et al. [15] that incubated the dermatophytes for four days by
using the broth microdilution method.

Comparing the results of MICs observed in both agar dilution and broth
microdilution methods, we verified a good concordance (difference in MICs no more
than 2 dilutions). For all the isolates we observed more than 73% concordance
between the results by using the two methods for determination of MICs of
dermatophytes strains tested to fluconazole, ketoconazole, itraconazole, terbinafine
and griseofulvin. It is interesting to note that the agreement between the two methods
varied according to the dermatophyte species and the drug tested. For T.
mentagrophytes the agreement was of 57.1% with fluconazole and of 100% with
ketoconazole and griseofulvin (table 1).

According to table 1, the highest disagreement verified in this work was with
fluconazole. Fernandez-Torres et al. [4] verified poor agreement with fluconazole
between the broth microdilution and Etest (method based on the diffusion of the
antifungal agent into an agar medium) methods. However there are no reasons for
the disagreement found with fluconazole. A high number of strains may be needed to

explain these results.
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Corroborating to validate our results, we verified that MIC ranges of

dermatophytes to different drugs found in our work were similar to those previously

performed by several researchers using the broth microdilution method [7, 10, 14,

19].

Until a reference method for testing the antifungal susceptibilities of

dermatophytes is standardized, we can suggest that the broth microdilution and the

agar dilution methods can be useful for testing the susceptibility of these fungi.
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Figure 1. Formation of holes of 3 mm
diameter in melted RPMI agar medium
by using steel perforators in agar dilution
method.
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Figure 2. Detectable growth of
dermatophytes  (fluconazole = MIC=2
ug/ml) by agar dilution method after 5
days incubation at 28°C. Cp: Candida
parapsilosis ATCC 22019



Table 1. Agreement between MICs of five antifungal agents for 60 strains of dermatophytes

obtained with broth microdilution and agar dilution methods

61

MIC (ug/ml) range

N° of isolates with differences in MICs
by broth microdilution and agar

Species/ dilution methods within the following %
Antifungals dilution @ : Agreement °
Broth Agar <2 2 -1 0 +1 +2 >+2
microdilution  dilution
T. rubrum (n=27)
Fluconazole 2-32 1-64 3 1 7 1 6 6 3 77.7
Itraconazole 0.03-4 0.03-4 2 6 5 1 9 3 1 88.8
Ketoconazole 0.03-4 0.03-8 4 0 1 5 12 5 0 85.2
Terbinafine 0.03-0.5 0.03-0.5 3 12 8 3 0 0 1 85.2
Griseofulvin 0.25-2 0.06-4 3 6 5 7 0 0 88.8
T. mentagrophytes
(n=14)
Fluconazole 4-16 2-64 3 1 2 1 3 1 3 571
ltraconazole 0.03-0.25 0.03-0.125 2 1 5 2 0 4 0 85.7
Ketoconazole 0.03-1 0.06-4 0 0 O 1 4 9 0 100
Terbinafine 0.03-0.5 0.03-0.06 3 2 5 4 0 0 0 78.5
Griseofulvin 0.25-1 0.25-1 0 0 3 3 6 2 0 100
M. canis (n=19)
Fluconazole 2-32 2-64 0 2 3 3 5 2 4 78.9
ltraconazole 0.03-0.25 0.03-4 1 1 2 2 8 4 1 89.5
Ketoconazole 0.03-4 0.125-8 0 1 0 2 4 11 1 94.7
Terbinafine 0.03-1 0.03-1 3 5 5 4 1 0 1 78.9
Griseofulvin 0.06-8 0.06-8 1 0o 3 10 3 1 1 89.5
Overall (n=60)
Fluconazole 2-32 1-64 6 4 12 5 14 9 10 73.3
ltraconazole 0.03-4 0.03-4 5 8 12 5 17 11 2 88.3
Ketoconazole 0.03-4 0.03-8 4 1 1 8 20 25 1 91.6
Terbinafine 0.03-1 0.03-1 9 19 18 11 1 0 2 81.6
Griseofulvin 0.06-8 0.06-8 4 6 11 19 16 3 1 91.6

% The differences of dilutions between the two methods were determined considering as

reference the broth microdilution method.

® The agreement between the two methods for each isolate was considered as a difference in
MICs no more than 2 dilutions.
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8. Conclusoes

1. A proposicdo do CLSI, documento M38-A, de temperatura de 35°C e
incubacgéo de 24 até 72 h para fungos filamentosos foram alteradas em nosso
trabalho para 28°C e 5 dias, permitindo uma boa leitura e interpretagédo de
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os resultados sugerem que estes
parametros devem ser melhor avaliados, na tentativa de padronizacao destas
condigdes, nos testes de suscetibilidade in vitro para dermatéfitos

2. Os agentes antifungicos: cetoconazol, itraconazol e terbinafina mostraram
maior atividade in vitro do que griseofulvina e fluconazol para os isolados de
dermatofitos estudados.

3. A concordancia entre os resultados de CIM entre os dois métodos
(microdiluicdo em caldo e diluicdo em &gar) utilizados em nosso trabalho
sugere que o método de diluicdo em agar pode ser utilizado para testar a

suscetibilidade in vitro para dermatéfitos.
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9. Anexos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa
intitulada “Suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de dermatdéfitos frente a terbinafina,
griseofulvina, miconazol, cetoconazol e fluconazol. Comparagcéo entre dois métodos”. Vocé
sera esclarecido(a) sobre as informacoes a seguir no momento em que chegar ao
laboratério Margarida Dobler Komma, pelo profissional que ira fazer a coleta. No caso
de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizado (a) de forma alguma. Se vocé tiver dividas sobre a pesquisa, vocé podera entrar
em contato com os participantes, e em caso de duvidas sobre os seus direitos como
participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa Médica Humana e Animal do HC/UFG pelo telefone: 3269-8338.

Pesquisadores participantes:
Dra. Maria do Rosério Rodrigues Silva - Investigadora responsavel

Fone: (0XX62) 3209-6127.

Crystiane Rodrigues de Araujo - Biomédica / Pesquisadora
Fones: (0XX62) 3209-6127/ 3224-3758

OBJETIVO DO ESTUDO

Serdo analisados os pacientes encaminhados ao servico de diagnéstico do IPTSP:
Laboratério Margarida Dobler Komma provenientes do servico de ambulatério de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, com suspeita de
infeccao fungica superficial.

Provavelmente vocé ja deve ter ouvido falar em micose. Esta doenca é causada por
fungos que produzem lesdes na pele e seus anexos (pélos e unhas). Através deste estudo o
paciente ou o seu responsavel terd acesso aos exames laboratoriais que auxiliardo no
diagnéstico e no tratamento médico.

Neste estudo, o fungo causador da doencga sera identificado e sera também realizado
um teste para verificar qual o medicamento pode ser utilizado para o tratamento da doencga.

CONDUCAO DO ESTUDO
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Vocé sera submetido inicialmente a colheita de escamas de pele, pélos e unhas pelo
profissional responsavel. O material sera coletado com o auxilio de um material cortante
(sem machucar a pele), raspando sua pele, couro cabeludo e unhas vigorosamente no local
das lesdes, sem oferecer nenhum risco para vocé. Nao ha preocupacgdes neste sentido, todo
o material a ser utilizado para colheita sera devidamente limpo, esterilizado. Vocé néo tera
dor na colheita e ndo havera problemas futuros. Em seguida esse material sera levado ao
Laboratério de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da UFG, onde
sera submetido a exame micoldgico direto para verificar a presenga de fungo no raspado
coletado. Apds o isolamento e identificagdo do fungo presente no material coletado, o
mesmo sera desprezado, nao sendo armazenado para estudos futuros.

Vocé nao recebera nenhum pagamento por participar deste trabalho, e também nao
pagara pelos exames realizados no laboratério.

PARTICIPACAO AUTORIZADA
Participar deste estudo sera uma decisédo autorizada pelo paciente (vocé) ou pelo seu
responsavel e este podera se recusar a participar ou desistir deste estudo a qualquer

momento, sem explicar o motivo.

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Neste estudo serdo incluidos todos os pacientes (autorizados), que apresentarem
lesbes de pele, pélo e unhas sugestivas de infec¢cdes causadas por fungos, que forem
encaminhados ao laboratério Margarida Dobler Komma. Neste estudo ndo sera aplicado

nenhum critério de exclusio.

RISCOS E DESCONFORTOS

Nao ha riscos para o paciente, que nao sentira dor na colheita. Nenhum tipo de
medicamento sera utilizado por nés, portanto ndo ha o que temer.

Para colheita do material, vocé (o paciente) ndo sera maltratado. Se houver algum
problema decorrente de sua participacdo neste estudo vocé podera ser indenizado pelos

pesquisadores responsaveis (isto provavelmente sera impossivel).

BENEFICIOS

Neste estudo vocé podera colher o seu material sem pagamento. Faremos o seu
devido diagnostico e faremos ainda testes para verificar qual o medicamento € eficaz para o
seu tratamento. Este Ultimo dado contribuira enormemente para a escolha de uma
terapéutica adequada e eficiente.
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Além disto, deve ser lembrado que o diagnéstico e tratamentos adequados servirdo
para evitar que outros individuos adquiram esta micose, ja que se sabe que esta doenca
pode ser transmitida de individuo para individuo.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé concordar com a participagao, as informagdes clinicas e laboratoriais seréo
confidencialmente mantidas em sigilo o tempo todo, nem o nome ou mesmo iniciais irdo
constar em qualquer registro nesta pesquisa. O Comité de Etica podera necessitar ter
acesso aos seus registros médicos para verificagdo dos formularios de estudo, no entanto,
sua identidade sera mantida em sigilo absoluto.

Dra. Maria do Rosario Rodrigues Silva Crystiane Rodrigues de Araujo

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , RG ( ), CPF
( /), numero de prontuario ( ), abaixo assinado,

concordo em participar do estudo“Suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de
dermatofitos frente a terbinafina, griseofulvina, miconazol, cetoconazol e fluconazol.
Comparacao entre dois métodos”, sendo devidamente informado e esclarecido pela
pesquisadora CRYSTIANE RODRIGUES DE ARAUJO sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcao de assisténcia / tratamento.

Declaro ter entendido as explicacées recebidas e concordo livremente em participar do
estudo, podendo desistir em qualquer momento.

Nome:

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel

Assinatura da testemunha

Declaro ter explicado em detalhes os procedimentos acima descritos no texto
“Informacao ao paciente” e a este concedida a oportunidade de fazer perguntas.

Crystiane Rodrigues de Araujo
(PESQUISADORA RESPONSAVEL)





