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RESUMO

Onicomicose é a infecção da unha causada por amplo espectro de espécies fúngicas, incluindo

leveduras, dermatófitos e fungos filamentosos não dermatofíticos (FFND). Neste trabalho,

foram estudados pacientes com lesões de unhas atendidos no Departamento de Dermatologia,

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás, os quais foram submetidos a exames

micológicos. Os agentes etiológicos identificados foram avaliados em testes de atividade in

vitro para agentes antifúngicos sistêmicos. Durante o período de março de 2008 a março de

2009, foram examinados 114 pacientes com suspeita clínica de onicomicose. As amostras de

unhas coletadas foram submetidas ao exame direto com hidróxido de potássio 20% e

cultivadas em ágar Sabouraud dextrose e ágar específico para fungos patogênicos. O teste de

suscetibilidade antifúngico foi realizado de acordo com o método de microdiluição em caldo,

preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), através dos documentos

M38-A e M27-A2. O diagnóstico de onicomicose foi estabelecido em 83,3% (95/114) dos

pacientes, dos quais a maioria era constituída por indivíduos do gênero feminino e com idade

entre 40-59 anos. Os fungos isolados foram identificados como leveduras em 54,6%,

dermatófitos em 28,7%, e FFND em 16,7%. Entre as leveduras, Candida parapsilosis

(52,5%) foi o agente etiológico mais comum; entre os dermatófitos, Trichophyton rubrum foi

o mais encontrado (74,2%) e, entre os FFND, Fusarium spp foi o gênero mais frequentemente

isolado (44,4%). Lesões subungueal distal e lateral foram predominantes nos casos de

onicomicose por todos os agentes identificados, mostrando que não havia correlação com a

clínica e a etiologia. Embora a maioria dos isolados tenha se mostrado suscetível aos

diferentes antifúngicos estudados, cinco isolados de Candida foram resistentes; um ao

voriconazol, um ao itraconazol e três a anfotericina B. O perfil de suscetibilidade in vitro para

dermatófitos foi semelhante para cada antifúngico analisado. A concentração inibitória

mínima (CIM) de itraconazol, cetoconazol e griseofulvina para 50% dos isolados foram

menores do que 1 µg/mL, e para terbinafina foi extremamente baixa, com concentração 0,015

µg/mL para 90% dos isolados. A CIM para o itraconazol foi de 16 µg/mL em 90% dos

isolados de FFND, e para anfotericina B e voriconazol obteve-se uma concentração de 8

µg/mL. Em resumo, este estudo demonstrou uma maior frequência de onicomicose em

mulheres, sendo que os principais fungos envolvidos nesta infecção foram Candida spp e

dermatófitos, com emergência de FFND, em especial do gênero Fusarium. Além disso, em

decorrência da resistência observada a alguns antifúngicos, demonstrou-se a necessidade do

uso dos testes de suscetibilidade para estes fungos.
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ABSTRACT

Onychomycosis is the nail infection caused by a wide spectrum of fungi species, including

yeasts, dermatophyte and filamentous fungi nondermatophytes (FFND). In this work, patients

with lesions nails from Dermatology Department in Clinics Hospital of the Federal University

of Goiás were studied. These patients were submitted to mycologic tests and the etiologic

agents identified were evaluated on in vitro activity for systemic antifungal agents. During the

period of March 2008 to March 2009, 114 patients clinically suspected of having

onychomycosis were examinated. The nail samples collected were submitted to direct

examination with potassium hydroxide 20% and grown in dextrose Sabouraud agar and

specific fungal pathogens agar. The antifungal susceptibility test was performed according to

the method of broth microdilution, recommended by the Clinical Laboratory Standards

Institute (CLSI), through M38-A and M27-A2 documents. The onychomycosis diagnosis was

established in 83.3% (95/114) patients, of which most were women between 40 to 59 years

old. The isolated fungi were identified as yeasts in 54.6%; dermatophytes in 28.7%; and

filamentous fungi nondermatophytes in 16.7%. Among yeasts, Candida parapsilosis was the

most common etiologic agent (52.5%); among dermatophytes, Trichophyton rubrum was the

most found (74.2), and among the filamentous fungi nondermatophytes, Fusarium spp was

the most isolated genus (44.4%). Both distal and lateral subungual lesions were predominant

in cases of onychomycosis by all the agents identified, showing that there was no correlation

with the clinical presentation and etiology. Although most of the isolates have showed

susceptible to several antifungal agents studied, five Candida spp strains were resistant; one

to voriconazole, one species to itraconazole and three to amphotericin B. The in vitro

susceptibility testing profile for dermatophytes was similar for each antifungal agent

analyzed. The minimal inhibitory concentration (MIC) of itraconazole, ketoconazole and

griseofulvin for 50% of isolates were lower than 1 µg/mL, and terbinafine was extremely low,

with concentration 0.015 µg/mL for 90% of isolates. The MIC for itraconazole in 90%

isolates of FFND was 16 g/mL, while for amphotericin B and voriconazole was 8 g/mL. In

summary, this study showed a higher frequency of onychomycosis in women. Candida spp

and dermatophytes with FFND emergence, especially of the genus Fusarium, were the main

fungi involved. Besides, the presence of resistant fungi to some antifungal agents showed the

need of using susceptibility tests for these fungi.



1 INTRODUÇÃO

Onicomicose é uma infecção fúngica que atinge as unhas das mãos e/ou dos pés,

sendo responsáveis por cerca de 50% de todas as infecções que acometem as unhas (Veer et

al. 2007; Souza et al. 2009), atingindo aproximadamente 5% da população mundial (Kaur et

al. 2008a). Entre os agentes etiológicos destacam-se os dermatófitos, leveduras e fungos

filamentosos não dermatofíticos (FFND) (Vinod 2006; Lorizzo et al. 2007; Seebacher et al.

2007).

O aumento da freqüência de onicomicose tem sido atribuído a vários fatores

predisponentes. Entre estes se destacam angiopatia, neuropatia periférica, uso de sapatos

fechados, deformidade nas unhas, traumas recorrentes, predisposição genética e distúrbios

metabólicos como diabetes mellitus. Pacientes infectados pelo Human immunodeficiency

vírus (HIV) podem ser mais acometidos quando comparados com a população não infectada

(Torrez-Rodrigues & López-Jodra 2000; Albert & Weis 2004; McCarthy 2004; Finch &

Warshaw 2007; Veer et al. 2007; Kaur et al. 2008a; Hof 2009).

As onicomicoses podem se desenvolver com dor levando a dificuldade na realização

das atividades diárias, gerando um desconforto físico e psicológico, que interfere de modo

significativo com o bem estar e qualidade de vida dos pacientes (Sehgal & Jain 2000; Straten

et al. 2003; Szepietowski et al. 2007; Shirwaikar et al. 2008). As manifestações clínicas são

caracterizadas por uma reação de hiperqueratose subungueal, inflamação das pregas ungueais,

alteração de cor, onicólise e distrofias, podendo evoluir para uma destruição gradual de toda a

placa ungueal (Torrez-Rodrigues & López-Jodra 2000; Hay 2005; Seebacher et al. 2007;

Sehgal et al. 2007).

O diagnóstico laboratorial das onicomicoses é considerado de grande importância,

pois não é possível definir uma infecção fúngica somente pelas características clinicas das

lesões (Torrez-Rodrigues & López-Jodra 2000; Kioshima et al. 2002; Mahoney et al. 2003;

Scher et al. 2007). A correta identificação do agente etiológico pode auxiliar na escolha mais

apropriada do tratamento, evitando com isso as recidivas desta infecção fúngica (Mahoney et

al. 2003; Lorizzo et al. 2007).

Vários antifúngicos como cetoconazol, clotrimazol, griseofulvina, itraconazol e

terbinafina são utilizados no tratamento das onicomicoses, no entanto observa-se que alguns

pacientes não conseguem responder adequadamente às terapias utilizadas (Gupta & Tu 2006).

Entre os fatores que influenciam na escolha do tratamento são incluídos a gravidade e forma
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clínica da doença, o uso prévio de antifúngicos e sua resposta clínica e o custo financeiro da

terapia (Gupta et al. 2003a).

Falhas no diagnóstico, constantes recidivas e dificuldades no tratamento das

onicomicoses objetivaram neste estudo, o isolamento e identificação das principais espécies

fúngicas envolvidas nesta infecção e a avaliação do perfil de suscetibilidade in vitro para

dermatófitos, leveduras e FFND aos principais antifúngicos utilizados no tratamento de

infecções fúngicas.
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Características da Unha

A unha é um anexo cutâneo, formada por uma substância protéica chamada de

queratina, que se localiza na superfície dorsal da falange distal dos dedos das mãos e dos pés

(Junqueira & Carneiro 2004). Estas estruturas desempenham um importante papel na função

de proteção dos dedos, destreza ao manipular objetos e são consideradas parte integrante da

estrutura sensorial da mão (Torres-Rodrigues & López-Jodra 2000; Haneke 2006).

O aparelho ungueal (Figura 1) é composto pelas seguintes estruturas:

Fonte: Rodgers & Bassler 2001
Figura 1. Estrutura anatômica do aparelho ungueal.

A matriz ou raiz é responsável pelo crescimento da unha, localizada na porção proximal,

sendo formada por células epiteliais que se dividem e diferenciam-se, produzindo a queratina

da unha. A matriz é recoberta pelo eponíquio, conhecido popularmente como cutícula, que é

uma prega estreita de queratina mole, constituída pelo estrato córneo da pele. A placa ungueal

é limitada pelas pregas ungueais proximais e laterais, sendo que junto às proximais encontra-

se a lúnula, que corresponde à porção mais distal da matriz ungueal. O leito ungueal é a parte

do dedo visualizada através da transparência da unha que se encontra firmemente aderido à

placa ungueal. As pregas ungueais laterais representam à continuação da porção epitelial dos

dedos e se unem medialmente com o leito ungueal. Sob a parte livre da lâmina ungueal,

representando a porção distal, está o hiponíquio, que é formado pelo espaço subungueal e o

epitélio que forma a base da unha (Di Dio 1999; Junqueira & Carneiro 2004; Dangelo &

Fattini 2007).
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A estrutura normal da unha se altera com a idade produzindo alterações de cor,

espessura, flexibilidade e aspecto. Aumento da fragilidade e perda do brilho da superfície são

as principais conseqüências do aumento da idade, e em alguns casos são marcadas por

distúrbios distróficos, principalmente nas unhas dos pés. Essas alterações das unhas podem

levar a perda de funções normais tornando-se mais propensas a agressões, incluindo infecções

por várias espécies de fungos (Torres-Rodrígues & López-Jodra 2000).

2.2 Onicomicose

2.2.1 Aspectos Clínicos

As manifestações das onicomicoses podem variar de acordo com a localização da

lesão, extensão do comprometimento e coloração (Elewski 1998; Ballesté et al. 2003;

Alberhasky et al. 2004; Seebacher et al. 2007; Kaur et al. 2008b).

a) Onicomicose subungueal distal e lateral: é a forma mais comum da infecção. O

organismo infectante invade o leito da unha, começando pelo hiponíquio e então

migra para a região proximal da unha através da matriz subjacente. Ocorre uma

hiperqueratose subungueal, causando o destacamento e a coloração amarelada da

lâmina da unha (Figura 2);

Figura 2. Aspecto clínico da onicomicose subungueal distal lateral
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b) Onicomicose subungueal proximal: é um subtipo relativamente incomum, e ocorre

quando o organismo infectante invade a unha pela região proximal através da área

da cutícula, e migra para a região distal. As apresentações clínicas incluem

hiperqueratose subungueal podendo observar uma reação iunflamatória leve,

onicólise proximal, leuconíquia e destruição da lâmina na região proximal (Figura

3). A infecção também pode ocasionalmente surgir de traumas secundários e afeta

igualmente unhas dos dedos das mãos e dos pés;

Figura 3. Aspecto clínico da onicomicose subungueal proximal

c) Onicomicose superficial branca: Os fungos invadem diretamente a camada

superficial da lâmina da unha, podendo ser reconhecida pela presença de uma

região bem delineada opaca na lâmina externa da unha, caracterizada pela

localização superficial do fungo na superfície dorsal da lâmina ungueal. Quando a

infecção progride, as regiões opacas coalescem e a unha se torna áspera e mole

(Figura 4);

Figura 4. Aspecto clínico da onicomicose superficial branca

d) Onicomicose distrófica total: representa a evolução das lesões, que se caracteriza

pela fragilização e queda de todas as lâminas ungueais, persistindo apenas alguns

restos de queratina aderida ao leito ungueal (Figura 5).
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Figura 5. Aspecto clínico da onicomicose distrófica total

2.2.2 Epidemiologia

A disseminação e persistência de onicomicoses são responsáveis pelo aumento de sua

incidência em várias regiões estudadas (Sarma et al. 2008). Trabalhos realizados no Brasil

mostraram uma prevalência de onicomicose de 52% em 976 pacientes no estado do Ceará

(Brilhante et al. 2005); no estado de Pernambuco, Lima et al. (2008a) mostraram uma

positividade de 58% em 288 amostras de escamas ungueais; em São Paulo, de 588 pacientes

analisados, foi confirmado o diagnóstico de onicomicose em 42% (Godoy-Martinez et al.

2009) e Souza et al. (2009) mostraram que em Goiás, houve uma prevalência de 56,4% em

2273 pacientes com suspeita clínica de onicomicose.

A ocorrência de onicomicose aumenta de acordo com a idade da população estudada,

observando uma maior predominância em pessoas maiores de 40 anos (Araújo et al. 2003b;

Arrese et al. 2005; Hof 2009). Djeridane et al. (2006), demonstraram um maior número de

pacientes com onicomicose entre 50-59 anos; Souza et al (2009) verificaram uma maior

porcentagem de casos entre 40 e 49 anos; enquanto Godoy-Martinez et al. (2009) verificaram

um percentual de 31,5% entre pacientes de 46 a 60 anos.

Onicomicose em crianças é pouco freqüente, sendo que o índice pode atingir

aproximadamente 0,16% (Jain & Sehgal 2000). A prevalência de 0,1% de onicomicose em

23235 crianças de escolas primárias foi relatada em Manisia-Turquia (Gunduz et al. 2006) e

de 0,87%, em 1148 crianças israelitas (Leibovici et al. 2009). Esta baixa freqüência pode ser

explicada por inúmeros fatores como crescimento rápido da unha, menor área de contato para

o fungo se instalar, baixa ocorrência de traumas, baixa freqüência de tinea pedis e menor

contato com o micro-organismo (Arenas & Ruiz-Esmenjaud 2004).

A freqüência de onicomicose em unhas dos pés e das mãos pode variar de acordo com

o gênero (Dorko et al. 2002; Ellabib et al. 2002; Brilhante et al. 2005; Souza et al. 2007). Esta
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diferença é comprovado por Sayed et al. (2006) e Souza et al. (2009), que demonstraram que

onicomicose nas unhas dos pés foram mais freqüentes em pessoas do gênero masculino, e nas

unhas das mãos em pessoas do gênero feminino

Existem alguns fatores que podem interferir na prevalência de onicomicose. Algumas

endocrinopatias como diabetes mellitus predispõem à instalação de infecções fúngicas nas

unhas (Torres-Rodrígues & López-Jodra 2000; Saunte et al. 2006; Hof 2009). A prevalência

de 17% de onicomicose em pessoas diabéticas, comparado com 6,8% na população normal,

demonstra que os indivíduos com diabetes mellitus tipo 2 possuem risco 2,5 vezes maior de

desenvolver onicomicose, em comparação com pessoas normais (Dogra et al. 2002). Esta

maior freqüência de onicomicose em pacientes diabéticos pode ser explicada, por uma maior

sensibilidade a necrose tecidual na região plantar, nos dedos e nas unhas (Gayosso et al.

2008); e além disso a maior ocorrência de infecções fúngicas superficiais em outros sítios

anatômicos observados nestes paciente podem favorecer a instalação de onicomicose (Gupta

& Hunke 2000; Dogra et al. 2002).

Em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), as onicomicoses

podem apresentar variações nas formas clínicas, na sua etiologia e na resposta à terapêutica

fúngica convencional (Barber et al. 2006). Geralmente ocorre uma infecção de manifestação

clínica grave, causada por fungos emergentes, e normalmente com uma resposta terapêutica

pouco eficaz. A prevalência das onicomicoses nestes pacientes pode variar entre 15-40%,

sendo que índices elevados são observados em indivíduos que apresentam declínio na

contagem de linfócitos T CD4+ no sangue periférico (Michelim et al. 2004; Raju et al. 2005).

Em relação a outros fatores de risco tem sido observado que a exposição a traumas,

uso de sapatos fechados e um crescimento lento das unhas induz a maior porcentagem de

lesões ungueais por fungos (Martelozo et al. 2005; Mügge et al. 2006).

2.2.3 Etiologia das Onicomicoses

2.2.3.1 Dermatófitos

Dermatófitos são fungos filamentosos, septados e hialinos que possuem a capacidade

de invadir tecidos queratinizados, como pele, pêlo e unha de humanos e animais,

desenvolvendo infecções denominadas de dermatofitoses ou tineas (Hay 1992; Weitzman &

Summerbell 1995). As onicomicoses causadas por dermatófitos são denominadas tinea

unguium, sendo que estes fungos são responsáveis por cerca de 80 a 90% destas infecções
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(Weitzman & Summerbell 1995; Torres-Rodrigues & López-Jodra 2000; Seebacher et al.

2007).

As espécies de dermatófitos são classificadas em geofílicas, zoofílicas e antropofílicas

de acordo com o habitat natural. Os geofílicos são comumente encontrados no solo e são

menos frequentemente encontrados causando infecções fúngicas humanas. Zoofílicos são

espécies que colonizam primariamente animais, mas são responsáveis por cerca 30% das

dermatofitoses humanas com inflamação aguda. As espécies antropofílicas são adaptadas ao

homem, não colonizam animais e são responsáveis por cerca de 70% das dermatofitoses

humanas. Pelo fato de serem fungos adaptados ao hospedeiro humano as manifestações

clinicas apresentam uma evolução bastante lenta (Weitzman & Summerbell 1995;

Mahmoudabadi 2005; White et al. 2008; Havlickova et al. 2008).

Existem aproximadamente 40 espécies de dermatófitos, divididos em três gêneros:

Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Weitzman & Summerbell 1995; Havlickova

et al. 2008). A caracterização das espécies de dermatófitos é baseada na morfologia e

distribuição dos conídios ou estruturas de frutificação (Weitzman & Summerbell 1995).

São conhecidas duas espécies de Epidermophyton, denominadas E. stockdaleae e E.

floccosum, sendo que apenas a última é capaz de produzir infecção no homem (Weitzman &

Summerbell 1995) e ocasionalmente é descrito como agente de onicomicose, sendo

geralmente associado com infecções de pele (Torres-Rodrigues & López-Jodra 2000). E.

floccosum cresce lentamente, produzindo colônias com aspecto de camurça, e coloração

branca que se torna amarela-esverdeada. A microscopia mostra a ausência de microconídios e

formação de numerosos macroconídios claviformes septados, isolados ou agrupados, de base

larga e com extremidade arredondada. Estruturas de ornamentação como corpos nodulares,

hifas em espiral e em raquete também são frequentemente observadas. Esta espécie é

extremamente pleomórfica, sendo que os clamidoconídios aparecem frequentemente em

grande número com o desaparecimento de macroconídios após alguns dias de crescimento em

cultivo (McCarthy 2004).

O gênero Microsporum é raramente encontrado como causador de onicomicose.

Algumas espécies como M. gypseum (geofílica), M. canis (zoofílica) e M. audoinii

(antropofílica) podem causar infecções nas unhas (Torres-Rodrigues & Lopéz-Jodra 2000).

Estes fungos caracterizam-se por apresentar colônias pulvurulentas, algodonosas ou

velutíneas, de cores variadas (bege, marrom ou branco amarelada). Microscopicamente

mostra raros microconídeos claviformes e numerosos macroconídios fusiformes, com septos

transversais, usualmente de parede espessa e espiculada. Em algumas espécies, são
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encontrados hifas em raquetes, órgãos nodulares e clamidoconídios terminais e intercalares

(Weitzman & Summerbell 1995; Escutia et al. 2001; McCarthy 2004).

O gênero Trichophyton é composto por diversas espécies, sendo que as principais

envolvidas em onicomicose são T. rubrum e T. mentagrophytes var. interdigitale. Outras

espécies, não muito freqüentes, podem ser observadas em certas regiões geográficas como

agentes de onicomicose, como T. tonsurans, T. megnini, T. schoenleinii, T. violaceum, T.

soudanense e T. concentricum (Torres-Rodrigues & López-Jodra 2000; Ngwogu &

Otokonefur 2007). As colônias de Trichophyton variam dependendo da espécie, podendo ser

algodonosas, aveludadas ou pulvurulentas, de cores variadas e com reverso algumas vezes

pigmentado (McCarthy 2004). Microscopicamente, estes fungos se caracterizam pela

presença de grande quantidade de microconídios piriformes, redondos ou ovalados, dispostos

em tirso ou agrupados e macroconídios com vários septos de parede delgada (Weitzman &

Summerbell 1995; Larone 1996).

As espécies T. rubrum e T. mentagrophytes têm sido predominantes nas casuísticas de

tinea unguium estudadas. Mügge et al. (2006) em 1918 amostras subungueal, isolaram e

identificaram 91% de T. rubrum e 7,7% de T. mentagrophytes var. interdigitale. Gupta et al.

(2007), em 130 pacientes, verificaram uma freqüência de T. rubrum em 32,6%. Souza et al.

(2009), mostraram o isolamento de T. rubrum em 55,3%, enquanto T. mentagrophytes

correspondeu a 43,7% dos casos de onicomicose por dermatófitos.

Tinea unguium pode levar ao envolvimento subungueal distal/lateral, proximal além

da infecção superficial branca (Kaur et al. 2008a). A micose subungueal distal lateral e

proximal é mais comum, sendo causada por T. rubrum e T. mentagrophytes var. interdigitale.

Onicomicose superficial branca é freqüentemente causada por T. mentagrophytes var.

interdigitale, sendo identificado em 90% dos casos que caracterizam esta manifestação (Jain

& Sehgal 2000; Straten et al. 2003; Alberhasky et al. 2004).

Entre os fatores capazes de influenciar a distribuição e transmissão das infecções por

dermatófitos nas unhas destacam-se: condições climáticas, higiene, contatos com animais

traumas de repetição, presença de lesões por dermatófitos nos pés (tinea pedis), uso de

sapatos fechados, duchas comunitárias, insuficiência circulatória periférica e doenças

sistêmicas (Costa et al. 2002; Araujo et al. 2003b; Ballesté et al. 2003; Larruskain et al. 2005;

Gupta et al. 2007; Maraki et al. 2007; Garmendia et al. 2008).

Confirmação laboratorial de onicomicose por dermatófitos é realizado através do

exame direto com hidróxido de potássio (KOH) a 20% e cultivo em meios de cultura

específicos para fungos, como o ágar Sabouraud dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol e
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ágar seletivo para fungos patogênicos. A identificação das espécies é efetuada mediante a

caracterização da colônia, observação microscópica da morfologia e arranjo dos elementos de

frutificação, provas bioquímicas, como a produção de uréase, e fisiológicas como o teste de

perfuração do pêlo in vitro (Mahoney et al. 2003; Robert & Pihet 2008; Kaur et al. 2008a;

Zanardi et al. 2008).

2.2.3.2 Leveduras

As leveduras são componentes da microbiota de mucosas, pele e anexos dos animais, e

até há pouco tempo eram consideradas contaminantes, sem importância clínica. Atualmente,

são responsáveis por um número expressivo de casos de infecções fúngicas, em especial as

onicomicoses (Jayatilake et al. 2009).

Juntamente com os dermatófitos, as espécies do gênero Candida são as principais

responsáveis por onicomicoses, sendo C. albicans e C. parapsilosis freqüentemente isoladas.

Outras espécies não-albicans como, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. famata e

C. krusei têm sido consideradas agentes emergentes de onicomicoses (Jain & Sehgal 2000;

Ellabib et al. 2002; Ballesté et al. 2003; Mügge et al. 2006; Jayatilake et al. 2009).

O envolvimento da unha por leveduras do gênero Candida pode ser grave, havendo

erosão e espessamento da borda ungueal que se estende transversalmente pela lâmina

tornando-se distrófica e escurecida (Jayatilake et al. 2009). Estas manifestações clínicas em

decorrência da invasão da unha por estes agentes geralmente apresentam padrões clínicos

específicos, podendo ser subdividas em três categorias (Abad-Gonzáles et al. 2007; Jayatilake

et al. 2009):

a) Paroníquia é o tipo mais comum e caracteriza-se pela infecção da prega ungueal

proximal e lateral, resultando em típica inflamação e eritema;

b) Onicólise é a separação da placa ungueal do leito ungueal, ocorrendo na

extremidade distal e progredindo irregularmente para a área lateral;

c) Granuloma candidósico manifesta-se exclusivamente em pacientes com candidíase

mucocutânea crônica, sendo caracterizada por inchaço das pregas ungueais

podendo resultar em deformidades dos dedos e uma fragilidade das unhas.
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Onicomicoses por Candida é observada com mais freqüência acometendo as unhas

das mãos, quando comparado com unhas dos pés, em pessoas do gênero feminino (Jain et al.

2000; Ellabib et al. 2002; Mügge et al. 2006; Lima et al. 2008a). Este fato pode ser explicado

pelo fator ocupacional dos indivíduos afetados, como serviços domésticos, que são mais

predispostos a desenvolver infecções fúngicas ungueais devido à grande exposição à umidade,

produtos químicos e microtraumas (Ellabib et al. 2002; Jayatilake et al. 2009).

O diagnóstico de onicomicose subungueal por Candida spp é realizado através da

visualização ao exame microscópico direto de leveduras arredondadas ou ovaladas,

pseudohifas e blastoconídios. As leveduras do gênero Candida são de crescimento rápido, de

48 a 72 horas formando colônias cremosas, úmidas, branco amareladas em ASD. A

diferenciação entre as espécies de Candida pode ser obtida principalmente por métodos

bioquímicos, como fermentação e assimilação de carboidratos, e fisiológicos onde se observa

a formação de tubos germinativos a 37ºC em soro animal e produção de clamidoconidios em

ágar Cornmeal acrescido de Tween 80 (Kurtzman & Fell, 1998).

As onicomicoses podem estar associadas a outros gêneros de leveduras, sendo que

Trichosporon e Geotrichum são os mais comumente isolados (Han et al. 2000; Ballesté et al.

2003; Mügge et al. 2006; Koksal et al. 2009). O gênero Trichosporon mostra na microscopia

artroconídios e blastoconidios, enquanto o Geotrichum apresenta somente a presença de

artroconidios. A diferenciação desses gêneros pode ser feita utilizando testes bioquímicos,

como assimilação de fontes de carbono e produção de urease (Chagas-Neto et al. 2008;

Magalhães et al. 2008).

2.2.3.3 Fungos Filamentosos não-Dermatofíticos

As onicomicoses podem ser causadas por espécies de FFND, que são considerados

contaminantes do ambiente, apresentando-se como agentes oportunistas ou primários em

infecções fúngicas (Kioshima et al. 2002; Mügge et al. 2006, Lima et al. 2008a). Algumas

espécies possuem a capacidade de degradar a queratina a partir da produção de enzimas

proteolíticas, como as queratinases, produzindo lesões clinicamente semelhantes àquelas

causadas por dermatófitos (Gugnani, 2000).
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Os gêneros mais freqüentemente isolados nas infecções ungueais são: Scopulariopsis,

Scytalidium, Fusarium e Aspergillus. Outros gêneros como Alternaria, Curvularia,

Penicillium, Paecilomyces e Onychocola podem ser encontrados em alguns casos de

onicomicose (Gupta et al. 2003b; Araújo et al. 2003a; Escobar & Carmona-Fonseca 2003;

O’Donoghue et al. 2003; Cavallera & Asbati 2006; Bonifaz et al. 2007; Lorizzo et al. 2007;

Garmendia et al. 2008).

Os fungos do gênero Scopulariopsis são geofílicos, de ampla distribuição geográfica

com atividade queratinolítica, sendo considerados patógenos primários em onicomicose. Entre

as espécies deste gênero S. brevicaulis é a mais freqüente (Marchisio et al. 2000; Ballesté et

al. 2003). Estes micro-organismos mostram colônias de coloração branca, que posteriormente

torna-se de cor marrom ou canela e microscopicamente visualizam-se filamentos hialinos,

com fiálides bem formadas, com conídios em pincel apresentando anelídeos de parede grossa

e rugosa distribuídos em cadeias (Araújo et al. 2003a; Cavallera & Asbati 2006). A infecção

nas unhas por S. brevicaulis geralmente começa nas margens livre ou lateral progredindo até à

margem proximal, com alteração de coloração que pode ser branca, cinza ou amarelada

(Gupta et al. 2003b).

Scytalidium spp, é um patógeno eventualmene primário, que pode ser adquirido pelo

contato com terra ou vegetal, onde são conhecidas duas espécies; uma dematiaceae, S.

dimidiatum e uma hialina S. hyalinum (Oyeka & Gugnani, 1997). Apresentam um

crescimento rápido em cultura, desenvolvendo colônias negras ou claras de acordo com a

espécie, e a microscopia revela hifas e cadeias de artroconídios ramificados (Gupta et al.

2003b; Pontarelli et al. 2005; Cavallera & Asbati 2006). Lesões subungueal distal e lateral,

onicólise, paroníquia e fraturas transversais na região proximal da placa ungueal são

geralmente observadas em onicomicose causadas por Scytalidium spp (Gupta et al. 2003b;

Pontarelli et al. 2005).
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As espécies de Fusarium são saprófitas do solo, fitopatógenos e freqüentemente

agente de infecções oportunísticas em humanos, podendo, em alguns casos, ser considerado

patógeno primário (Godoy et al. 2004; Hattori et al. 2005; Cavallera & Asbati 2006). F.

solani, F. oxysporium e F. proliferatum são as espécies mais freqüentemente encontradas

como agente de onicomicose (Godoy et al. 2004; Hattori et al. 2005; Ninet et al. 2005;

Cavallera & Asbati 2006). As colônias são algodonosas e de pigmentação variada, mostrando

à microscopia macroconídios fusiformes, septados e extremidades afiladas; microconídios

ovóides e clamidoconídios de parede rugosa ou lisa (Gupta et al. 2003b; Campos &

Hernándes-Chavarría 2005). As espécies de Fusarium podem provocar comprometimento

distal e proximal da unha, associado à dor e inflamação periungueal, apresentando cor branco-

amarelada, com superfície opaca (Araújo et al. 2003a; Gupta et al. 2003b).

O gênero Aspergillus, incluindo A. versicolor, A. terreus, A. flavus, A. niger e A.

fumigatus, são as principais espécies envolvidas. As colônias destas espécies são

caracterizadas por um crescimento rápido, textura pulvurulenta e coloração que varia de

cinza-esverdeada, amarelo-esverdeada a preta. À microscopia, observam-se filamentos

hialinos com a formação da cabeça aspergilar, que se caracteriza por um conidióforo

formando uma vesícula, onde ficam dispostos as fileiras de fiálides e conídios. As espécies de

Aspergillus acometem as pregas ungueais proximais com reação inflamatória e descarga

purulenta com coloração escura ou esverdeada dependendo da espécie envolvida (Gupta et al.

2003b; Ballesté et al. 2003; McCarthy 2004; Mahmoudabadi & Zarrin 2005; Cavallera &

Asbati 2006; Choudhary et al. 2009).

Danos teciduais, idade avançada, pacientes imunocomprometidos, infecção por

dermatófitos, isquemia são fatores predisponentes a estas infecções (Mügge et al. 2006; Kaur

et al. 2008a). Onicomicose ocasionada por FFND é mais observada nas unhas dos pés do que

das mãos e na idade adulta, especialmente depois dos 50 anos de idade (Gupta et al. 2003b).

A prevalência de onicomicose por FFND varia de 1,45-22%, valores que sofrem

influência de acordo com a região geográfica estudada e pelos métodos diagnósticos

empregados (Hilmioglu-Polat et al. 2005; Palacio et al. 2006; Bonifaz et al. 2007; Sarma et al.

2008). Bonifaz et al. (2007) identificaram no México 34 casos (43,5%) de onicomicoses por

S. brevicaulis, seguida de espécies do gênero Aspergillus, com 27 casos (34.5%). Na Turquia

as principais espécies foram Aspergillus niger (22%) e Acremonium spp (18%) (Hilmioglu-

Polat et al. 2005). Em Recife, estado de Pernambuco, Brasil, Fusarium spp foi responsável

por 59,3%, e Scytalidium, por 25% dos casos de onicomicose por FFND (Lima et al. 2008a).
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Para confirmar a etiologia das onicomicoses por FFND, os critérios padrões para o

diagnóstico micológico devem ser bem aplicados. O aspecto clínico da lesão sugestiva de

onicomicose, observação de estruturas fúngicas ao exame direto e crescimento do mesmo

agente em três colheitas consecutivas de raspado subungueal devem ser considerados

(Hilmioglu-Polat et al. 2005; Cavallera & Asbati 2006; Sarma et al. 2008; Zanardi et al. 2008;

Shemer et al. 2009a). A identificação desses agentes emergentes é muito importante, não

somente para se conhecer a epidemiologia e etiologia, mas para o tratamento adequado das

onicomicoses (Lorizzo et al. 2007).

2.2.4 Tratamento

Para o tratamento das onicomicoses são utilizados procedimentos terapêuticos tópicos

e orais (Gupta & Tu 2006; Garmendia et al. 2008; Kaur et al. 2008a).

Os principais medicamentos tópicos utilizados são ciclopirox e amorolfina (Gupta et

al. 2004; Finch & Warshaw 2007; Shirwaikar et al. 2008). Ciclopirox atua na inibição da

absorção de íons e aminoácidos enquanto a amorolfina atua na inibição da síntese do

ergosterol da membrana celular (Gupta et al. 1997; Garmendia et al. 2008; Shirwaikar et al.

2008). Os medicamentos tópicos são mantidos na superfície da unha, difundindo-se por toda a

placa ungueal, inativando as estruturas fúngicas (Gupta et al. 2003a; Gupta et al. 2004; Gupta

& Tu 2006; Thappa et al. 2007; Shirwaikar et al. 2008). A terapia tópica possui como

vantagem uma menor quantidade de efeitos colaterais (Ballesté et al. 2003), mas em

contrapartida, seu uso é indicado somente quando menos de 50% da unha é afetada e sem o

comprometimento da matriz ungueal (Llambrich & Lecha 2002; Gupta & Tu 2006; Seebacher

et al. 2007). Esta terapia pode ser usada em candidíase ungueal, tinea inguium e em

onicomicose por FFND (Fleckman 2002; Ballesté et al. 2003; Gupta et al. 2003a; Garmendia

et al. 2008).

Os antifúngicos de uso oral promoveram grandes avanços ao tratamento das

onicomicoses. Com o desenvolvimento de compostos do grupo das alilaminas, como a

terbinafina, e dos triazois, como itraconazol e fluconazol, melhores resultados foram

observados em um menor período de duração do tratamento, levando um aumento dos índices

de cura e da diminuição das recorrências (Gupta et al. 1997; Rosso 2000; Ballesté et al. 2003;

Gupta et al. 2004; Finch & Warshaw 2007; Seebacher et al. 2007; Kaur et al. 2008a; Negroni

2008).



15

Na terapia oral da onicomicose é utilizado griseofulvina, terbinafina e derivados

azólicos. A griseofulvina, derivado benzofurano, atua no núcleo da célula fúngica, interagindo

com microtúbulos e desfazendo o fuso mitótico, responsável pela multiplicação celular. Este

antifúngico apresenta atividade fungistática para diferentes espécies, em praticamente todas as

manifestações clínicas de dermatofitoses (Gupta & Tu, 2006). Entretanto, o tratamento com

este fármaco, é pouco utilizado, devido aos vários efeitos colaterais (Huang et al. 2004) como

distúrbios gastrointestinais (náuseas, vômitos, dor epigástrica e diarréia), e alterações

neurológicas (vertigens, confusão, perda de concentração e memória, visão turva e insônia).

A terbinafina é um antifúngico pertencente à classe das alilaminas, com atividade

fungicida sobre os agentes fúngicos (McClellan et al. 1999; Debruyne & Coquerel, 2001).

Este antifúngico tem seu mecanismo de ação sobre a enzima esqualeno-epoxidase bloqueando

desta forma a biossíntese do ergosterol da membrana celular dos fungos (Ballesté et al. 2003;

Gupta & Tu 2006; Finch & Warshaw 2007; Garmendia et al. 2008). Representa o tratamento

de escolha para lesões produzidas por dermatófitos (Gupta & Tu 2006; Thappa 2007;

Garmendia et al. 2008), porém pouco utilizado para infecções causadas por FFND e espécies

de Candida (Cavallera & Asbati 2006; Jayatilake et al. 2009).

Respostas terapêuticas com o uso da terbinafina em pacientes com infecções nas unhas

das mãos atingem valores de 80-90% e de 70-80% para infecções nas unhas dos pés. (Rodgers

& Bassler 2001; Thappa 2007; Negroni 2008). Este antifúngico pode ser administrado na dose

diária de 250mg por um período de 6 a 12 semanas ou através de pulsoterapia com dose de

500mg/dia durante uma semana por mês por um período de três meses consecutivos (Finch &

Warshaw 2007; Thappa 2007; Garmendia et al. 2008; Negroni 2008).

Os antifúngicos azólicos, como cetoconazol, fluconazol e itraconazol, atuam inibindo

a enzima 14- demetilase, que atua na conversão do lanosterol em ergosterol. Essa enzima

microssomal faz parte do complexo citocromo P450 e sua inibição leva a interrupção do

crescimento do fungo, caracterizando uma ação fungistáticas contra os fungos (Gupta et al.

1997; Jain & Sehgal 2001; Chen & Sorrel, 2007).
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O itraconazol possui um amplo espectro de ação contra dermatófitos, leveduras e

FFND (Jain & Sehgal 2001; Cavallera & Asbati 2006; Finch & Warshaw 2007; Negroni

2008; Jayatilake et al. 2009). A acidez gástrica é responsável pela alta absorção sanguínea do

itraconazol, que se une em proteinas plasmáticas, como a albumina, alcançando altas

concentrações nos tecidos infectados, principalmente na pele e unha, mesmo depois de

finalizada sua administração (Jain & Sehgal 2001; Ballesté et al. 2003; Negroni 2008; Korting

& Schollmann, 2009). O esquema de tratamento utilizando itraconazol pode ser realizado por

pulsoterapia, que consiste em 400mg/dia durante uma semana/mês por um período que pode

variar de dois a quatro meses, ou por terapia continua com doses diárias de 200mg por um

período de 6 a 12 semanas (Llambrich & Lecha 2002; Ballesté et al. 2003; Thappa 2007;

Negroni 2008; Garmendia et al. 2008).

Fluconazol é ativo contra espécies de Candida, dermatófitos e alguns FFND. Sua

biodisponibilidade pode chegar a 90% após 30-90 minutos após a sua administração,

alcançando altos níveis na pele e unha. O esquema de tratamento utilizado consiste em doses

que podem variar de 150-300mg por semana durante um período de 3-6 meses dependendo da

localização das lesões (Llambrich & Lecha 2002; Ballesté et al. 2003; Thappa 2007; Negroni

2008).

Dos derivados azólicos, o cetoconazol é o antifúngico menos utilizado, pois apresenta

uma resposta terapêutica relativamente baixa. (Gupta et al. 1997; Llambrich & Lecha 2002;

Ballesté et al. 2003; Kaur et al. 2008a).

As onicomicoses são as infecções fúngicas superficiais de tratamento mais difícil e,

mesmo nos casos em que a medicação é adequada ao agente etiológico identificado, nem

sempre se obtêm cura, sendo freqüentes as recidivas (Joish & Armstrong 2002; Colella et al.

2006).

2.3 Testes de Suscetibilidade In Vitro

Considerando a resistência intrínseca e adquirida de algumas espécies de fungos a

determinados fármacos, tornou-se evidente a necessidade de métodos de referência,

devidamente padronizados e validados, para que os testes de suscetibilidade sejam

amplamente utilizados na prática clínica (Almeida et al. 2009). A terapia prolongada

juntamente com a resistência a antifúngicos por alguns fungos são fatores importantes que

explicam a crescente utilização destes testes, na tentativa de estabelecer uma terapia mais

adequada na cura das infecções fúngicas.
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Nos últimos anos têm-se padronizado várias técnicas para detecção de resistência in

vitro de fungos envolvidos em infecções. A metodologia mais utilizada nas provas de

suscetibilidade aos antifúngicos é a de diluição em caldo, pradonizada pelo Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI), sendo a técnica de microdiluição a mais utilizada por

ser rápida, de fácil execução e menos honerosa.

Os documentos M27-A2 e M38-A, descritos pelo CLSI, padronizam o teste de

suscetibilidade antifúngica, para leveduras dos gêneros Candida e Cryptococcus e para alguns

fungos filamentosos, como Aspergillus spp, Fusarium spp, Pseudallescheria boydii, Sporotrix

schenckii e Rhizopus spp. Estes documentos incluem a padronização de diluições do

antifúngico e do inóculo do fungo. Estabelecem o meio de cultura utilizado para crescimento

e estimulação da esporulação do fungo (ágar batata dextrose), meio de cultura para o teste de

suscetibilidade (RPMI 1640), tamanho do inóculo, período e temperatura de incubação,

leitura e interpretação dos resultados para a determinação da concentração inibitória mínima

(CIM).

Para dermatófitos não há ainda uma padronização, mas alguns pesquisadores têm

encontrado boa reprodutibilidade dos resultados utilizando o documento M38-A com algumas

modificações segundo alguns pesquisadores, onde são estabelecidos o tamanho do inóculo, o

período de incubação e a interpretação dos resultados (Santos & Hamdan 2007; Barros et al.

2006; Fernández-Torres et al. 2006; Sarifakioglu et al. 2007; Siqueira et al. 2008; Araújo et al.

2009).

Mudanças na etiologia das onicomicoses ocorridas nos últimos anos, como o

aparecimento de fungos emergentes apresentando suscetibilidade diminuída aos principais

antifúngicos utilizados na terapia, demonstra a extrema importância da realização dos testes

de suscetibilidade in vitro para o direcionamento do tratamento destas infecções fúngicas

ungueais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar os fungos agentes de onicomicose em pacientes procedentes do

Departamento de Dermatologia (Depto. Dermatol.) do Hospital das Clínicas (HC) da

Universidade Federal de Goiás (UFG), Goiânia, Goiás e determinar a suscetibilidade in vitro

aos antifúngicos.

3.2 Objetivos Específicos

1- Determinar a etiologia das onicomicoses através do isolamento e identificação dos

fungos;

2- Determinar o perfil de suscetibilidade in vitro dos isolados de dermatófitos, leveduras

e FFND aos principais antifúngicos usados no tratamento das infecções fúngicas;

3- Correlacionar as formas clínicas de onicomicose com a etiologia da infecção.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Pacientes

Este trabalho foi realizado com 114 pacientes com suspeita clínica de onicomicose que

foram encaminhados pelo Depto. Dermatol. do HC em Goiânia – Goiás ao Laboratório de

Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da UFG, durante o

período de março de 2008 a março de 2009. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em

Pesquisa Médica Humana e Animal do HC/UFG, conforme protocolo número 065/2008

(Anexo 1). Todos os pacientes assinaram o Termo de consentimento livre e esclarecido

(Anexo 2), sendo que as informações que os identificassem foram mantidas em absoluto

sigilo.

4.2 Diagnóstico Laboratorial

4.2.1 Colheita do Material Clínico

O material foi colhido através de raspagem subungueal com a utilização de um bisturi

“cego” previamente esterilizado por flambagem. Foi realizada uma anti-sepsia na unha com

álcool 70%, tomando-se o cuidado de retirar o material nas regiões mais periféricas da lesão,

representada pelo limite de transição entre a unha normal e a infectada (Figura 6). Em casos

de onicomicose subungueal proximal foi utilizado o método de colheita por via transungueal

ou técnica da janela, que consiste em abrir um orifício em profundidade com a ponta do

bisturi, para se realizar a colheita da amostra subungueal (Shemer et al. 2009b)

Figura 6. Procedimento de colheita do raspado subungueal em pacientes com suspeita clínica de onicomicose.
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4.2.2 Exame Direto com Hidróxido de Potássio 20%

O material clínico foi tratado com KOH a 20% durante 20 minutos e visualisado ao

microscópio óptico comum entre lâmina e lamínula. Este procedimento faz com que as

células queratinizadas se dilatem e sofram clareamento, proporcionando uma refração ótima

em microscopia ótica, facilitando a visualização das estruturas fúngicas.

4.2.3 Isolamento e Características Macroscópicas e Microscópicas das Colônias

Os espécimes clínicos foram semeados em ASD acrescido de cloranfenicol e ágar

seletivo para fungos patogênicos distribuídos em tubos de ensaios, incubados a temperatura

ambiente por até 30 dias.

A observação macroscópica das colônias obtidas em isolamento primário foi o

primeiro critério para a distinção dos fungos filamentosos e de leveduras. Foram analisadas

características como: cor, textura, relevo, e pigmento difusível no meio de cultura. O

subcultivo em placas de Petri contendo ASD ou ágar batata dextrose (Difco®) proporcionou o

crescimento de uma “colônia gigante”, sendo que foi realizado para uma melhor

caracterização da colônia.

A visualização das estruturas microscópicas, tais como hifas, conídios, leveduras

(morfologia e disposição) e estruturas de ornamentação, foi realizada com o auxílio de

lactofenol azul de algodão (Newprov®).

4.2.4 Testes Adicionais para Identificação de Dermatófitos

4.2.4.1 Microcultivo em Lâmina

Esta técnica consiste na estimulação da produção das estruturas de frutificação com

características microscópicas íntegras. O fungo foi subcultivado em pequena quantidade de

ágar batata dextrose (meio de cultura pobre em nutrientes) para estimular a formação de

estruturas de reprodução assexuada, as quais foram visualizadas à microscopia óptica. A

técnica do microcultivo está esquematizada na Figura 7.
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.
Figura 7. Microcultivo em lâmina: placa de Petri contendo meio de cultura com crescimento fúngico.

4.2.4.2 Teste da Hidrólise da Uréia

Para a realização desta prova, foi utilizado o ágar uréia de Christensen’s (Difco®),

contendo vermelho de fenol como indicador de pH. A degradação da uréia em duas moléculas

de amônia e uma de anidrido carbônico ocorre quando o fungo é produtor de urease, sendo

que esta característica é um importante critério para a identificação de algumas espécies de

dermatófitos. Todos os isolados de T.mentagrophytes e T. rubrum foram semeados no ágar

uréia de Christensen’s (Difco®) e incubados a temperatura ambiente por 96 horas. O teste foi

considerado negativo quando permaneceu a tonalidade amarela do meio, e positiva, quando

houve mudança da coloração para rosa intenso.

4.2.4.3 Teste de Perfuração do Pêlo In Vitro

Este teste é utilizado para distinção entre T. mentagrophytes e T. rubrum. Fragmentos

da cultura de dermatófitos foram semeados em 25 mL de uma solução de água e extrato de

leveduras 10%, contendo pêlos autoclavados. Em seguida, esta solução foi incubada a

temperatura ambiente por até 40 dias. A formação de perfurações perpendiculares no pêlo que

foi observada em microscopia óptica em um aumento de 400 vezes, permitiu a identificação

das espécies de T. mentagrophytes.

4.2.5 Identificação de Leveduras

As colônias características de leveduras foram submetidas a métodos de identificação

segundo Kurtzman & Fell (1998). Foram realizados a produção de clamidoconidios em ágar

Cornmeal (Difco®) acrescido com Tween 80, produção de tubo germinativo em soro fetal
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bovino, assimilação e fermentação de fontes de carbono e crescimento em meio de

CHROMagar™Candida (Microbiology, France). Quando a identificação da espécie de

levedura não foi possível pelos métodos citados acima foi utilizado o kit comercial

denominado API 20C AUX® (BioMérieux, France).

A diferenciação entre C. albicans e C. dubliniensis foi realizada através de

crescimento das leveduras a 45°C em ASD, assimilação de xilose e  metil-D-glicoside e

crescimento em meio de CHROMagar™Candida (Dolapci et al. 2002; Faggi et al. 2005)

Outras leveduras não pertencentes ao gênero Candida foram identificadas através das

características macroscópicas e microscópicas das colônias, e quando necessário através dos

testes bioquímicos, como assimilação de fontes de carbono e teste da hidrolise da uréia de

Christensen’s (Difco®). A confirmação diagnóstica de onicomicose por leveduras não-

Candida foi realizada através da colheita de três amostras com crescimento do mesmo agente

etiológico.

4.2.6 Identificação dos Fungos Filamentosos não Dermatofíticos

Os FFND causadores de onicomicose foram identificados através de macroscopia e

microscopia das colônias e microcultivo em lâmina quando necessário.

Os critérios para confirmação destes fungos como agentes de onicomicose, foram

seguidos de acordo com Gupta et al. (2003c), nos quais se verificava a manifestação clínica,

estruturas fúngicas observadas ao exame micológico direto com KOH 20% e crescimento do

mesmo agente obtida em três amostras consecutivas com um intervalo de 15 dias entre uma

colheita e outra.

4.3 Teste de Suscetibilidade In Vitro

4.3.1 Microdiluição em Caldo para Dermatófitos e FFND

Esta técnica foi realizada seguindo o documento M38-A proposto pelo CLSI (2002)

com algumas modificações.
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4.3.1.1 Agentes Antifúngicos

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 dermatófitos. Para os

FFND foram utilizados voriconazol (Pfizer International, New York, NY), itraconazol (Jansen

Pharmaceuticals, Beerse, Belgium) e anfotericina B (Squibb, USA). Todos os antifúngicos

foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO), e diluídos ao dobro em caldo RPMI 1640

(Sigma Chemical Co) sem bicarbonato de sódio tamponado a pH 7,0 com ácido morfolino-

propanossulfônico (MOPS; Sigma Chemical Co), de tal modo que as concentrações finais

desejadas variaram de 0,031 a 16 µg/ml para cetoconazol, itraconazol, voriconazol,

anfotericina B e terbinafina e 0.031 a 8 µg/mL para griseofulvina.

4.3.1.2 Preparação do Inóculo

Os dermatófitos e os FFND foram subcultivados em tubos contendo ágar batata

dextrose, durante 7-15 dias para dermatófitos, e 2-3 dias para os FFND a 28ºC. Ao meio de

cultivo, foram adicionados aproximadamente 5 mL de salina estéril (0,85%), e a superfície

das colônias foram raspadas suavemente com o auxílio de alça bacteriológica. A suspensão

resultante contendo conídios e hifas foram transferidas para um tubo estéril, e deixada em

repouso por 10 a 15 minutos para sedimentação das partículas mais pesadas. As partículas

suspensas foram utilizadas para o inóculo, o qual foi ajustado em espectrofotômetro para uma

transmitância de aproximadamente 70% a 72%, em um comprimento de onda de 530 nm, que

equivale a aproximadamente 2 a 4 x 106 UFC/mL (Santos et al. 2006). Em seguida, a

suspensão contendo o inóculo foi diluída a 1:50 e 1:20 em caldo RPMI 1640 de tal modo que

se obtivesse uma concentração final de 0.4 a 5 x 104 UFC/mL.

4.3.1.3 Procedimento do Teste

Foram utilizadas placas de microdiluição contendo 96 poços, nos quais a cada poço,

foram pipetados 100µL do agente antifúngico e 100µL do inóculo. Controle dos agentes

antifúngicos, do inóculo e do meio de cultura (RPMI 1640) foi realizado em cada teste

(Figura 8) e todos os ensaios foram realizados em duplicata.
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Figura 8. Esquema do procedimento para a realização do teste de suscetibilidade in vitro pelo método de
microdiluição em caldo.

4.3.1.4 Incubação e Interpretação dos Resultados

As placas de microdiluição foram incubadas a 28ºC, sendo a leitura da CIM realizada

até sete dias de crescimento (com visualização diária) de acordo com o controle do inóculo.

Para os derivados azólicos a CIM foi definida como a concentração que apresentou uma

inibição de 50% e para terbinafina e griseofulvina, uma inibição de 80% do crescimento

fúngico, comparadas ao controle do inóculo. Para a anfotericina B a CIM foi considerada

como a concentração que inibiu 100% do crescimento fúngico. CIM50 e CIM90 foram

definidas como as CIMs capazes de inibir 50% e 90% dos isolados, respectivamente.

4.3.2 Microdiluição em Caldo para Leveduras

Esta técnica foi realizada seguindo os documentos M27-A2 (2002) propostos pelo

CLSI.

4.3.2.1 Agentes Antifúngicos

Fluconazol, voriconazol (Pfizer International, New York, NY), itraconazol (Jansen

Pharmaceuticals, Beerse, Belgium), e anfotericina B (Squibb, USA) foram utilizados para

avaliar a suscetibilidade in vitro dos isolados de leveduras. Anfotericina B, itraconazol e

voriconazol foram solubilizados em DMSO, enquanto fluconazol em água destilada. Todos os

agentes antifúngicos foram diluídos ao dobro em caldo RPMI 1640 (Sigma®) sem bicarbonato

de sódio tamponado a pH 7,0 com MOPS de tal modo que as concentrações variaram de
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0,125 a 64µg/mL para fluconazol, 0,031 a 16µg/mL para anfotericina B, voriconazol e

itraconazol.

4.3.2.2 Preparação do Inóculo

Os isolados de leveduras foram subcultivados em ASD, por 24-48 horas a 28ºC. A

concentração do inóculo foi ajustada em espectrofotômetro a 85% de transmitância no

comprimento de onda 530 nm. Essa suspensão foi diluída, a 1:50 e em seguida 1:20, em

RPMI 1640 de tal modo que se obtivesse uma concentração final de 1 a 5 x 10³ UFC/mL.

4.3.2.3 Procedimento do Teste

O procedimento deste teste foi realizado conforme o descrito no Item 4.3.1.3.

4.3.2.4 Incubação e Interpretação dos Resultados

As placas de microdiluição foram incubadas em estufa a 37ºC, sendo que a leitura da

CIM foi realizada em 48 horas. Para os derivados azólicos a CIM foi considerada aquela que

apresentou uma inibição de 50% comparadas ao controle do inóculo e para a anfotericina B a

CIM foi considerada como a concentração que inibiu 100% do crescimento fúngico.

Isolados de leveduras foram considerados como resistentes seguindo valores de CIM

preconizados no documento M27-S3 (2008) do CLSI em concentrações de ≥ 1 µg/mL para

itraconazol), ≥ 64 µg/mL para o fluconazol e ≥ 4 µg/mL para voriconazol. Para anfotericina B

valores de CIM > 1 µg/mL foram considerados resistentes, como sugerido por estudos de

Nguyen et al. (1998).

4.3.3 Controle de Qualidade

Em todos os testes foi incluída a suscetibilidade para a cepa padrão Candida
parapsilosis ATCC 22019.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterização dos Pacientes com Onicomicose

5.1.1 Gênero

Dentre os 114 pacientes, que apresentavam lesão nas unhas, 95 (83,3%) obtiveram a

confirmação do diagnóstico de onicomicose. Desses pacientes, 79 (83,2%) pertenciam ao

gênero feminino, e 16 (16,8%) ao masculino (Figura 9).

83,2%

16,8%

Masculino Feminino

Figura 9. Distribuição percentual de acordo com o gênero em 95 pacientes com onicomicose atendidos no
Depto. Dermatol/HC/UFG.

5.1.2 Idade

A análise da faixa etária dos indivíduos com onicomicose variou de 19 a 85 anos.

Destes, os mais jovens entre 19-29 anos foram menos acometidos, com um percentual de

8,4%. A faixa de 40-49 anos apresentou-se com maior número de casos de onicomicose com

um percentual de 36,8%, como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Distribuição percentual de onicomicose de acordo com a idade de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG.
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5.1.3 Localização das Lesões

Dos 114 pacientes analisados, foram obtidas 136 amostras de raspados subungueais

das mãos e dos pés, nas quais 108 (79,4%) apresentaram positividade aos exames micológico

direto com KOH e em cultura. As amostras foram colhidas mais de uma vez quando apenas

um dos exames micológicos resultava positividade.

Das 25 amostras obtidas das unhas das mãos, 21 (18,4%) mostraram crescimento

fúngico, enquanto das 111 obtidas das unhas dos pés, 87 (81,6%) verificou-se o isolamento de

fungos (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuição de 136 amostras obtidas de raspado subungueal de 114 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG, de acordo com o local de lesão.

Local de
lesão

Exames micológicos
Total de amostras

Positivos Negativos

n % n % n %

Pés 87 64 24 17,6 111 81,6

Mãos 21 15,4 4 3 25 18,4

Total 108 79,4 28 20,6 136 100

Considerando a localização das lesões, as unhas dos pés foram mais acometidas tanto

no gênero feminino como no masculino. Nas mulheres haviam sete (7,4%) lesões nas mãos e

59 (62,1%) nos pés. Nos homens verificou-se ausência de lesões com localização apenas nas

mãos, mas observou-se 15 (15,8%) lesões nos pés. Lesões nos pés e nas mãos foram

verificadas em um (1%) paciente do gênero masculino (Figura 11).
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Figura 11. Distribuição percentual de onicomicose de acordo com o gênero e a localização da lesão em 95
pacientes atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

5.1.4 Profissão

Em relação à profissão dos pacientes que apresentaram diagnóstico de onicomicose,

observou-se que 48,4% deles estavam diretamente ligados aos serviços domésticos, sendo

representado por donas de casa e serviços gerais. A Figura 12 mostra as principais atividades

profissionais mais freqüentes relatadas pelos pacientes com onicomicose.
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Figura 12. Distribuição percentual das principais atividades profissionais segundo relato das pacientes atendidos
no Depto. Dermatol./HC/UFG.
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5.2 Identificação dos Fungos

O cultivo das 108 amostras de raspado subungueal dos 95 pacientes permitiu o

isolamento e identificação de leveduras em um total de 59 (54,6%), dermatófitos em 31

(28,7%) e FFND em 18 (16,7%).

5.2.1 Leveduras

As leveduras mostraram-se ao exame direto do raspado subungueal elementos

arredondados com blastoconídios e, em determinados casos, visualizou-se a presença de

pseudohifas (Figura 13).

Figura 13. Leveduras arredondadas com blastoconídios (A) e pseudohifas (B) de raspado subungueal dos pés
visualizados ao exame micológico direto com KOH a 20% (400x).

As colônias de leveduras obtidas do isolamento das amostras de unhas mostraram-se

cremosas e úmidas com variação na coloração e textura. A Figura 14 mostra as características

macroscópicas de Candida sp, Rhodotorula sp e Trichosporon sp isoladas dos pacientes.

Figura 14. Aspecto macroscópico de leveduras dos gêneros Candida sp (A), Rhodotorula sp (B) e
Trichosporon sp (C) cultivadas em meio de ágar Sabouraud dextrose.
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Na identificação das espécies de Candida, o meio de CHROMagar™ Candida,

permitiu a identificação presuntiva de C. albicans que apresentou-se uma colônia de

coloração esverdeada, e em seguida foi observado a capacidade de produzir tubo germinativo

e clamidoconidios confirmando a identificação desta espécie (Figura 15).

Figura 15. Candida albicans. A - Colônia verde em CHROMagar Candida™ B - Clamidoconídios terminais
(400x). C - Tubo germinativo (1000x).

Das 59 leveduras isoladas foram identificadas 53 (89,8%) como pertencentes ao

gênero Candida. C. parapsilosis e C. albicans foram as mais freqüentes, como mostra a

Figura 16. Leveduras dos gêneros Trichosporon sp, Geotrichum sp e Rhodotorula sp foram

isolados em 6 amostras.
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Figura 16. Distribuição percentual das leveduras isoladas de lesões de unhas de 95 pacientes atendidos
no Depto. Dermatol./HC/UFG.
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5.2.2 Dermatófitos

Os 31 dermatófitos obtidos de raspado subungueal mostraram ao exame direto com

KOH a 20% como hifas hialinas septadas, regulares e/ou artroconidios (Figura 17).

Figura 17. Exame micológico direto com KOH 20% de raspado subungueal mostrando artroconídios (A) e
filamentos hialinos regulares (B) (400x).

O cultivo das amostras de unhas permitiu o isolamento de T. rubrum, espécie mais

freqüente, sendo responsável por 23 (74,2%) casos de tinha ungueal, seguida de T.

mentagrophytes var. mentagrophytes com cinco (16,1%), T. mentagrophytes var. interdigitale

com dois (6,5%) e M. gypseum com um (3,2%).

As colônias de T rubrum mostraram-se com aspecto algodonoso, produção de

pigmentação avermelhada, sendo visualizada na microscopia a presença de microconídios

piriformes dispostos em acladium ao longo da hifa (Figura 18).

Figura 18. Trichophyton rubrum. A - Aspecto macroscópico: colônias algodonosas brancas de pigmento
avermelhado B - Aspecto microscópico: hifas septadas hialinas e microconídios dispostos em acladio
(400x).
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Colônias pulvurulentas ou algodonosas de cor branca amarelada mostrando, hifas em

espiral e microconidios agrupados na microscopia caracterizaram T. mentagrophytes (Figura

19). Todos os isolados desta espécie foram capazes de hidrolizar a uréia e apresentaram teste

de perfuração do pêlo in vitro positivo (Figura 20).

Figura 19. Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes. A - Aspecto macroscópico: colônia pulvurulenta
branco-amarelada. B - Aspecto microscópico: hifas em espiral e microconídios agrupados (400x).

Figura 20. Trichophyton mentagrophytes. A - hidrólise da uréia: tubo amarelo controle negativo; tubo rosa
 hidrólise positiva. B – Microscopia do pêlo mostrando orgãos perfuradores ao longo do fio de
cabelo (400x).

M. gypseum foi caracterizado por um aspecto pulvurulento da colônia com bordas

pregueadas e pela presença de macroconidios fusiformes septados, com extremidade

arredondada e superfície rugosa (Figura 21).
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Figura 21. Microsporon gypseum. A - Aspecto macroscópico: colônia pulvurulenta com bordas pregueadas. B -
Aspecto microscópico: hifas septadas hialinas e macroconídios fusiformes septados, parede rugosa e
extremidade arredondada (400x).

5.2.3 Fungos Filamentosos não Dermatofíticos

Ao exame direto do raspado subungueal, estes fungos mostraram-se como hifas

hialinas septadas. Presença de conidios foi verificada em um caso positivo para Aspergillus

versicolor, confirmado na cultura. Este grupo de FFND foi representado por 18 isolados,

sendo que o gênero Fusarium foi identificado em oito amostras (44,4%).

A distribuição das espécies identificadas e obtidas de raspado ungueal encontra-se na

Figura 22.

44,4

16,7

11,1

11,1

11,1

5,6

0 10 20 30 40 50

Fusarium spp

Scytalidium hialinum

Penicillium spp

Aspergillus versicolor

Paecilomyces spp

Cladosporium sp

Percentual

Figura 22. Distribuição percentual de 18 isolados de FFND obtidos de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG.
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A análise dos dados com relação à localização das lesões, ao gênero e a etiologia,

mostrou que os pés de indivíduos do gênero feminino foram mais comumente acometidos por

todos os grupos de fungos identificados. Nos pés de mulheres foram isoladas 33 leveduras

(30,6%), 20 dermatófitos (18,5%) e 15 FFND (13,9%). Esta relação encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuição dos 108 isolados de amostras de unhas de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG de acordo com o gênero e o local de infecção.

Grupos de fungos

Gênero

Total
(n/%)

Feminino Masculino

Pés
(n/%)

Mãos
(n/%)

Pés
(n/%)

Mãos
(n/%)

Leveduras 33/ 30,6 19 / 17,6 6 / 5,5 1 / 0,9 59 / 54,6

Dermatófitos 20 / 18,5 1 / 0,9 10 / 9,3 - 31 / 28,7

FFND 15 / 13,9 - 3 / 2,8 - 18 / 16,7

Total 68 / 62,9 20 / 18,5 19 / 17,5 1 / 0,9 108 / 100

5.3 Manifestações Clínicas

A onicomicose subungueal distal lateral (Figura 23) foi a manifestação clínica mais

comum apresentada por 95 pacientes com esta infecção.

Figura 23. Onicomicose subungueal distal lateral observada em um paciente com lesões ungueais por
dermatófitos.

Este tipo de lesão ocorreu em 24 (77,4%) casos de dermatofitoses e em 37 (62,7%)

casos de onicomicoses por leveduras. As manifestações clínicas relacionada com a etiologia

da onicomicose encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Classificação clínica de 108 lesões procedentes de 95 pacientes com onicomicose atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG de acordo com os agentes etiológicos identificados.

Manifestações
clínicas

Agentes etiológicos
Total

Leveduras Dermatófitos FFND

n % n % n % n %

OSDL 37 34,2 24 22,2 17 15,7 78 72,1

OSP 12 11,1 - - - - 12 11,1

OSB 2 1,9 1 1 - - 3 2,9

OT 8 7,4 6 5,5 1 1 15 13,9

Total 59 54,6 31 28,7 18 16,7 108 100

OSDL: onicomicose subungueal distal lateral; OSP: onicomicose subungueal proximal; OSB: onicomicose
superficial branca; OT: onicodistrófica total

5.4 Testes de Suscetibilidade In Vitro

Para os isolados de leveduras, embora com concentrações inibitórias mínimas baixas

para a maioria dos isolados, em alguns casos foi possível detectar resistência. A CIM de

fluconazol, para as leveduras mostrou valores que variaram de 0,25 a 32 µg/mL, sendo,

portanto, todos os isolados considerados suscetíveis a este fármaco. Para itraconazol a CIM50

foi de 0,125 µg/mL, mas quatro leveduras mostraram CIM > 1 µg/mL, sendo que uma era C.

albicans e as outras eram Trichosporon sp (CIM= 16µg/mL), Geotrichum sp (CIM= 1µg/mL)

e Rhodotorula sp (CIM= 2µg/mL). Para voriconazol, a CIM50 para as leveduras foi de 0,5

µg/mL, sendo observados dois isolados de C. albicans resistentes a este fármaco. Para

anfotericina B 90% dos isolados foram suscetíveis, no entanto um isolado de C. albicans

(4µg/mL) e dois de C. parapsilosis (CIM de 2µg/mL e 16µg/mL) mostraram-se resistentes a

este fármaco.

Os valores de CIM, CIM50 e CIM90 de anfotericina B, fluconazol, itraconazol e

voriconazol para as leveduras isoladas de onicomicose encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Atividade in vitro de quatro agentes antifúngicos para 59 isolados de leveduras obtidos de pacientes
com onicomicose atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

Espécies
Antifúngicos

CIM (µg/mL)
(nº de isolados) Variação CIM50* CIM90*
C. parapsilosis Fluconazol 0,25 - 8 1 8
(n=31) Itraconazol 0,031 - 0,25 0,125 0,25

Voriconazol 0,031 - 0,25 0,062 0,25
Anfotericina B 0,25 - 16 0,25 1

C. albicans Fluconazol 0,5 - 2 1 4
(n=11) Itraconazol 0,062 - 4 0,125 0,25

Voriconazol 0,062 - 16 0,125 16
Anfotericina B 0,25 - 4 0,25 0,5

Candida spp** Fluconazol 0,5 - 32 2 16
(n=11) Itraconazol 0,062 - 0,25 0,125 0,25

Voriconazol 0,062 - 0,5 0,062 0,5
Anfotericina B 0,25 - 1 0,25 1

Outras Fluconazol 0,5 - 8 2 8
leveduras*** Itraconazol 0,125 - 16 0,5 16
(n=6) Voriconazol 0,062 - 2 1 2

Anfotericina B 0,062 - 1 1 1
*CIM50 e CIM90 = Concentração inibindo 50% e 90% dos isolados.
**C. famata (n=3), C. rugosa (n=3), C. guilliermondii (n=3), C. lusitaniae (n=1) e C. zeylanoides (n=1).
***Trichosporon spp (n=3), Geotrichum spp (n=2) e Rhodutorula sp (n=1).

O comportamento dos dermatófitos com relação à suscetibilidade in vitro foi muito

semelhante para cada antifúngico analisado. A CIM para o itraconazol foi de 0,25 µg/mL para

50% dos isolados, no entanto um T. rubrum e um T. mentagrophytes apresentaram CIM de 16

µg/mL. Para cetoconazol, a concentração de 0,5 µg/mL foi capaz de inibir 50% dos isolados

com duas amostras de T. rubrum mostrando concentrações de 8 µg/mL. A CIM50 para

griseofulvina foi de 1 µg/mL, com a CIM de 8 µg/mL para um isolado de T. mentagrophytes,

enquanto a CIM dos dermatófitos para terbinafina foi extremamente baixa com CIM90 de

0,015 µg/mL.

Para o único isolado de M. gypseum, foi observado valores de CIM de 0,25µg/mL para

itraconazol, 2 µg/mL para cetoconazol, 0,5 µg/mL para griseofulvina e 0,015 µg/mL para

terbinafina.

A Tabela 5 mostra os valores em µg/mL realtivos a variação de CIM, CIM50 e CIM90

dos isolados de dermatófitos para itraconazol, griseofulvina, terbinafina e cetoconazol.
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Tabela 5. Atividade in vitro de quatro agentes antifúngicos para 31 isolados de dermatófitos obtidos de
pacientes com onicomicose atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

Espécies
Antifúngicos

CIM (µg/mL)
(nº de isolados) Variação CIM50* CIM90*
T.rubrum Itraconazol 0,62 - 16 0,25 0,5
(n=23) Cetoconazol 0,062 - 8 0,25 4

Griseofulvina 0,5 - 2 2 2
Terbinafina 0,0075- 0,015 0,015 0,015

T. mentagrophytes Itraconazol 0,125 - 16 0,25 16
(n=7) Cetoconazol 0,5 - 4 0,5 4

Griseofulvina 1-8 1 8
Terbinafina 0,015- 0,062 0,015 0,062

*CIM50 e CIM90 = Concentração inibindo 50% e 90% dos isolados.

A concentração inibitória mínima para o itraconazol foi de 16 µg/mL em 90% dos

isolados de FFND, e para anfotericina B e voriconazol obteve-se uma concentração de 8

µg/mL.

As concentrações de antifúngicos foram elevadas para todos os fungos do gênero

Fusarium, onde se observou CIM ≥ 4 µg/mL para itraconazol, ≥ 2 µg/mL para voriconazol e

≥ 1 µg/mL para anfotericana B nos oitos isolados estudados.

A resposta in vitro para os agentes antifúngicos foi diferente para cada espécie isolada,

sendo que um isolado de Penicillium sp mostrou CIM de 16 µg/mL para voriconazol,

enquanto um isolado de Scytalidium hialinum mostrou CIM de 16 µg/mL para anfotericina B

e para itraconazol e de 8 µg/mL para voriconazol.

Os valores de CIM, CIM50 e CIM90 de anfotericina B, itraconazol e voriconazol para

os isolados de FFND encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Atividade in vitro de três agentes antifúngicos para 18 isolados de FFND obtidos de pacientes com
onicomicose atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

Espécies
Antifúngicos

CIM (µg/mL)
(nº de isolados) Variação CIM50* CIM90*
Fusarium spp Itraconazol 4 - 16 8 16
(n=8) Voriconazol 2 - 8 4 4

Anfotericina B 1 - 2 2 2

Outros FFND** Itraconazol 0,25 - 16 0,5 16
(n=10) Voriconazol 0,125 – 16 0,5 8

Anfotericina B 0,062 - 16 2 16
*CIM50 e CIM90 = Concentração inibitória mínima de 50% e de 90% dos isolados.
**Scytalidium hialinum (n=3), Penicillium sp (n=2), Aspergillus versicolor (n=2), Paecylomyces sp (n=2),
Cladosporium sp (n=1)
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6 DISCUSSÃO

A onicomicose é a infecção mais freqüente entre as onicopatias, representando cerca

de 30% das infecções fúngicas superficiais (Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008a; Koksal et al.

2009) e, embora não seja importante em relação à mortalidade, influencia negativamente na

qualidade de vida do paciente (Arrese et al. 2005; Colella et al. 2006). Neste estudo em 114

pacientes com suspeita clínica de onicomicose, verificou-se uma freqüência de 83,3% (95)

desta infecção. Este resultado demonstra que as onicomicoses contituem uma das principais

causas de onicopatias na casuística estudada. Das et al. (2008), demonstraram um indice de

positividade em amostras de raspado subungueal de 51,76% em 85 individuos com suspeita

clínica de onicomicose. No Brasil, na cidade de São Paulo, Godoy-Martinez et al. (2009)

confirmaram o diagnóstico de onicomicose em 42% de 588 pacientes estudados. Em Goiânia,

Souza et al. (2009) examinaram 2273 amostras de unhas provenientes de pacientes com

onicopatias, onde observaram um índice de 56,4% de onicomicose.

Maior ocorrência foi verificada entre as mulheres, sendo que dos 95 pacientes com

onicomicose, 83,2% (79) pertenciam ao gênero feminino. Há resultados controversos com

relação ao gênero dos pacientes com onicomicose. Alguns pesquisadores relatam maior

positividade no gênero masculino (Surjushe et al. 2007; Sarma et al. 2008) enquanto outros

mostram que as mulheres apresentam maior número de casos desta infecção (Jesudanam et al.

2002; Mügge et al. 2006; Souza et al. 2007). Esta discrepância com relação ao gênero pode

esta associada com a atividade profissional relatada pelos pacientes que participaram do

estudo. A maioria das mulheres relatou que desenvolve trabalhos domésticos (48,4%),

permanecendo por longos períodos com as mãos e os pés úmidos, além de manter contato

com substâncias químicas, como os detergentes, que propiciam o aparecimento de traumas

ungueais, favorecendo a instalação da infecção. Além disto, as mulheres possuem uma maior

preocupação em procurar o serviço médico para solucionar o desconforto estético

proporcionado pela onicomicose (Hernandez-Salazar et al. 2007).

A faixa etária mais atingida entre os pacientes estudados foi de 40 a 59 anos (62%).

No presente estudo, não havia crianças e adolescentes com onicomicose. A baixa freqüência

de onicomicose em pessoas jovens pode ser atribuída ao crescimento mais rápido da unha,

menor área superficial de contato e a probabilidade reduzida de trauma (Sayed et al 2006). O

aumento de onicomicose em pessoas adultas com idade acima de 40 anos provavelmente

ocorre devido à redução da taxa de crescimento da lâmina ungueal, a maior possibilidade de

traumatismos ungueais, ao contato direto e prolongado com umidade e a presença de algumas
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comorbidades que ocorrem com mais freqüencia nesta faixa etária, como por exemplo

diabetes mellitus (Martelozzo et al. 2005; Oliveira et al. 2006; Hof 2009). Resultados

similares, onde a presença de onicomicose era predominante em indivíduos idosos têm sido

observados por Svejgaard & Nilsson (2004), Martelozo et al. (2005), Das et al. (2008),

Godoy-Martinez et al. (2009) e Souza et al. (2009).

Com relação a localização das lesões, verifica-se que a onicomicose encontra-se

predominantemente nas unhas dos pés (Martelozo et al. 2005; Mügge et al. 2006). No

presente estudo entre as 108 amostras de raspado subungueal obtidas dos pacientes com

onicomicose, 81,6% (87) foram das unhas dos pés. A alta freqüência de infecções nas unhas

dos pés pode ser explicada por uma maior ocorrência de traumas e uma alta umidade,

produzido pelo uso de sapatos fechados e fabricados por material sintético, o que facilita a

penetração de fungos nas unhas (Martelozo et al. 2005). Segundo Mügge et al. (2006), as

unhas das mãos crescem mais rápido do que as unhas dos pés, sendo que a eliminação dos

fungos pelas primeiras ocorre com maior facilidade, dificultando o desenvolvimento destes

micro-organismos nas unhas das mãos.

Neste trabalho, as leveduras especialmente do gênero Candida foram mais

frequentemente diagnosticadas como agentes de onicomicoses em comparação com os fungos

filamentosos. Estes resultados são similares aos relatados em algumas localizações do Brasil

como Pernambuco (Lima et al. 2008a), Goiás (Souza et al. 2009) e São Paulo (Godoy-

Martinez et al. 2009). Entretanto em várias casuísticas os dermatófitos foram mais freqüentes

como causa de onicomicose (Araújo et al. 2003b; Mügge et al. 2006; Sarma et al. 2008; Kaur

et al. 2008b). Fato interessante foi observado por Lima et al. (2008a) e Meireles et al. (2008),

que relataram que os FFND foram a segunda causa de onicomicose em trabalhos realizados

na região Nordeste do Brasil, diferente dos dados obtidos neste estudo, que identificou este

grupo como a terceira causa de onicomicose.

A distribuição das espécies de Candida causando onicomicose é variável em

diferentes casuísticas. Embora C. albicans seja a principal espécie responsável por esta

infecção (Garg et al. 2004; Sayed et al. 2006; Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008b; Godoy-

Martinez et al. 2009; Koksal et al. 2009; Souza et al. 2009), C. parapsilosis, no presente

estudo foi a espécie predominante como agente da doença em 58,5% dos casos

diagnosticados, o que mostra a emergência desta espécie. Similaridade de comportamento,

onde C. parapsilosis apresenta-se como a principal responsável por candidiase ungueal tem

sido observada por diferentes pesquisadores (Segal et al. 2001; Mügge et al. 2006; Djeridane

et al. 2007; Koklu et al. 2007; Figueiredo et al. 2007).
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Alguns fatores como distrofia traumática e atividades relacionadas ao solo podem ser

considerados como importantes para a maior freqüência de onicomicose por C. parapsilosis,

já que esta levedura é frequentemente isolada do solo (Gautret et al. 2000; Figueiredo et al.

2007).

No presente estudo foram identificadas outras espécies de leveduras como agentes de

onicomicoses. Os gêneros, Trichosporon sp, Geotrichum sp e Rhodotorula sp, apesar de

serem micro-organismos pertencentes da microbiota de humanos, foram confirmados em três

amostras diferentes de raspado subungueal e têm sido relatadas como causadoras de infecção

nas unhas em várias casuísticas (Han et al. 2000; Vijaya et al. 2004; Álvarez & Caicedo 2007;

Djeridane et al. 2007; Souza et al. 2007; Chagas-Neto et al. 2008; Sarma et al. 2008; Cunha et

al. 2009; Souza et al. 2009).

Os dermatófitos, como a segunda etiologia mais comum de onicomicose observada

neste estudo, após as leveduras do gênero Candida, tem sido encontrada por Sarma et al.

(2008) e Godoy- Martinez et al. (2009). Dermatófitos antropofílicos, como T. rubrum foram

observados em 74,2% dos casos como agentes de onicomicose. Esta espécie tem sido relatada

como a mais comum por diferentes pesquisadores (Torrez-Rodrigues & López-Jodra 2000;

Costa et al. 2002; Chinelli et al. 2003; Garg et al. 2004; Dolenc-Voljc et al. 2005; Martelozo

et al. 2005; Djeridane et al. 2006; Mügge et al. 2006; Hernandez-Salazar et al. 2007; Maraki

et al. 2007; Sarma et al. 2008; Rezende et al. 2008; Godoy-Martinez et al. 2009; Neji et al.

2009; Souza et al. 2009; Yenisehirli et al. 2009).

O encontro de fungos antropofílicos pode estar relacionado ao processo de

urbanização. T. rubrum é um fungo bem adaptado ao tecido queratinizado do hospedeiro

humano, que causa um processo inflamatório crônico, sendo que a transmissão ocorre

facilmente de homem ao homem, principalmente nos grandes centros urbanos. Nestes locais a

aglomeração de indivíduos facilita a disseminação do fungo, justificando a predominância

desta espécie (Chinelli et al. 2003). Embora T. mentagrophytes var. interdigitale seja relatado

como o segundo agente de tinha ungueal, após T. rubrum (Torrez-Rodrigues & López-Jodra

2000; Djeridane et al. 2006; Mügge et al. 2006; Maraki et al. 2007), no presente trabalho foi

verificado que T. mentagrophytes var. mentagrophytes foi mais comum. Este fato pode ter

ocorrido devido ao relato de contato direto com animas de estimação pelos pacientes, já que

este agente é zoofílico.
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A distribuição dos agentes etiológicos de FFND relacionados com onicomicose é

bastante variável, sendo que há uma grande diversidade destes fungos como causadores de

infecção. Bassiri-Jahromí & Khaksarí (2009), no Iran, identificaram em 100 casos de

onicomicose em unhas dos pés, 19 por Aspergillus spp, seguido de seis por Acremonium spp e

quatro por Fusarium spp. Na Índia, Aspergillus spp foi o fungo mais comum, seguido de

Fusarium spp, Curvularia sp, Alternaria sp e Penicillium sp (Sarma et al. 2008). No presente

trabalho, o fungo mais isolado foi Fusarium spp, representando 44,4 % dos isolados, seguido

de Scytalidium spp, Penicillium spp, Aspergillus versicolor, Paecylomyces spp e

Cladosporium spp. Em muitas regiões a presença de Fusarium como agente predominante

deste tipo de onicomicose tem sido verificada. Em Taiwan de 30 casos de onicomicose por

FFND, 17 eram por Fusarium spp, 11 por Aspergillus spp e um por Acremonium sp e outro

por Scopulariopsis brevicaulis (Chi et al. 2005). Nos Estados Unidos, Fusarium spp foi

relatado em 34,1% (Ghannoum et al. 2000). No Brasil, no estado do Ceará, Brilhante et al.

(2005), observaram somente o crescimento de fungos do gênero Fusarium como agente de

oncomicose por FFND.

Embora fungos da espécie Scytalidium hialinum seja pouco comum no Brasil, no

presente trabalho, foi verificado o isolamento de 16,7% entre os FFND. Esta espécie, de

ocorrência maior na África, Tailândia, Inglaterra e Austrália pode ter surgido no território

brasileiro em decorrência de intensos movimentos migratórios nas últimas décadas. Trabalhos

realizados mais recentemente, no Brasil, têm conseguido o isolamento deste fungo como

agente de onicomicose (Araujo et al. 2003a; Oliveira et al. 2006; Lima et al. 2008a; Lima et

al. 2008b; Godoy-Martinez et al. 2009).

O encontro de elementos reprodutivos em vida parasitária ao exame microscópico

direto pode ser uma característica importante no diagnóstico em casos de onicomicose por

Aspergillus spp (Veraldi et al. 2009) Neste trabalho, foram observados conídios ao exame

micológico direto com KOH 20% de um caso por Aspergillus versicolor. Nesta unha,

verificou-se a formação de cavidades na sua porção distal, o que favorece o desenvolvimento

de elementos de reprodução, similar ao que ocorre em aspergiloma pulmonar.

Lesões subungueal distal e lateral, que foram predominantes nos casos de onicomicose

estudados, constituem a forma clínica mais comum deste tipo de infecção (Grover 2003; Garg

et al. 2004; Sayed et al. 2006; Bonifaz et al. 2007; Gupta et al. 2007; Kasemi 2007; Sarma et

al. 2008; Veer et al. 2008; Godoy-Martinez et al. 2009). A correlação da etiologia com o tipo

de lesão mostrou que o grupo de dermatófitos, de leveduras e de FFND foi capaz de produzir

o mesmo tipo de lesão, como observado para o caso de OSDL e OT.
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A OSP, normalmente encontrada em casos de onicomicose por Candida e por FFND (Araújo

et al. 2003b; Negroni 2008), foi verificada em 11,1% das lesões, causadas exclusivamente por

leveduras. A ocorrência de OSB foi relativamente rara em todos os grupos de fungos

encontrados, dado similar aos de vários pesquisadores que relatam a OSB como uma das

manifestações clínicas de onicomicose menos comum (Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008b,

Neupane et al. 2009).

A maioria dos isolados de Candida e de dermatófitos foi suscetível a todos os

antifúngicos avaliados, mostrando que todos estes fármacos, os quais estão disponíveis no

mercado, possuem uma boa atividade contra os principais agentes etiológicos das

onicomicoses sendo eficazes no tratamento destas infecções.

Embora vários estudos relatam baixas proporções de resistência para as espécies de

Candida (Calvo et al. 2003; López et al. 2005; Asadzadeh et al. 2008; Bueno et al. 2009), os

resultados obtidos neste trabalho mostram uma tendência de resistência destas espécies a

derivados azólicos. De acordo com os breakpoints estabelecidos pelo CLSI para leveduras,

foram verificados três isolados de C. albicans resistentes a estes antifúngicos. Espécies de

Candida resistentes ao voriconazol foi observado por Sabatelli et al. (2006), que investigaram

a suscetibilidade de 3535 isolados de diferentes amostras clínicas.

Para anfotericina B, o encontro de resistência de três isolados de Candida, merece

destaque. As leveduras do gênero Candida normalmente são suscetíveis a este antifúngico

(Asadzadeh et al, 2008), sendo que são relatados poucos isolados resistentes. O encontro de

resistência a anfotericina B tem sido observado em amostras de Candida causando lesões em

outros locais do organismo, como relatado por Swinne et al. (2005) e Passos et al. (2007) em

amostras de sangue, que observaram isolados de C. parapsilosis resistentes a este fármaco.

Para os dermatófitos não há um protocolo estabelecido para a determinação destes

fungos como resistentes ou suscetíveis aos antifúngicos. A avaliação da atividade in vitro dos

antifúngicos testados revelaram que para os dermatófitos, a terbinafina foi a mais eficaz na

inibição de crescimento destes micro-organismos, assim como mostra Ghannoum et al.

(2000), Gupta & Kohli (2003a), Gupta & Kohli (2003b), Cetinkaya et al. (2005), Santos &

Hamdan (2007), Sarifakioglu et al. (2007), Nowrozi et al. (2008) e Bueno et al. (2009). Este

antifúngico é recomendado para o tratamento das onicomicoses, tanto por uso tópico, quanto

oral pelo método de pulsoterapia (Carrillo-Munoz et al. 2008; Takahata et al. 2008).
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Os derivados azólicos, apresentaram baixos valores de CIM para os dermatófitos.

Estes valores mostraram-se menores para itraconazol do que para cetoconazol. A similaridade

dos resultados de suscetibilidade dos dermatófitos a estes fármacos tem sido verificada por

Gupta & Kohli (2003b), Ozkutuk et al. (2007) e Araújo et al. (2009).

Similar aos resultados de Favre et al. (2003), Barros et al. (2007), Nowrozi et al.

(2008) e Araújo et al. (2009), maiores valores de CIM foram encontados nos testes de

suscetibilidade in vitro utilzando a griseofulvina, que apresentou CIMs relativamente elevados

em comparação com os derivados azólicos e a terbinafina.

Valores de CIMs com variações significativas foram evidenciadas com relação aos

FFND. Segundo Ortoneda et al. (2004), Selleslag (2006), as espécies do gênero Fusarium,

podem apresentar baixa suscetibilidade frente a vários antifúngicos. Altos valores de CIM

encontrados para os isolados de Fusarium spp, têm sido relatados por diferentes

pesquisadores (Sabatelli et al. 2006; Guilhermetti et al. 2007; López et al. 2008; Bueno et al.

2009). A fusariose é de difícil tratamento, sendo que as espécies envolvidas nesta infecção

respondem de forma inadequada à maioria dos antifúngicos, havendo geralmente recidivas

das lesões (Pastor & Guarro 2007), alem disto, a onicomicose por Fusarium pode ser a causa

de quadros sistêmicos de infecções por este micro-organismo, em pacientes

imunocomprometidos (Arrese et al. 1996).

Neste trabalho valores de CIM90 para a maioria dos antifúngicos utilizados na

suscetibilidade in vitro aos FFND foram relativamente elevados, mostrando que

provavelmente há fungos em que os antifúngicos não atuam, ou seja, podem apresentar

resistência ao tratamento. Altos valores de CIM em testes de suscetibilidade in vitro, foram

relatados por outros autores que avaliaram diferentes agentes antifúngicos para várias espécies

de FFND (Torrez-Rodrigues et al. 1998; Lacroix & Chauvin 2008; Trovato et al. 2009). Em

resumo, os resultados de suscetibilidade in vitro aos antifúngicos fornecem evidências

confiáveis para auxiliar no tratamento clínico das infecções fungicas, como no caso das

onicomicose (Cuenca-Estrella & Rodríguez-Tudela, 2002).
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7 CONCLUSÕES

1- A onicomicose apresentou uma frequência de positividade de 83,3% entre os pacientes

estudados.

2- Entre a população estudada verificou-se que a onicomicose foi predominante nas

mulheres e na faixa etária entre 40-49 anos.

3- A onicomicose causada por leveduras representou a etiologia mais comum, sendo que

C. parapsilosis foi isolado em 52,5% dos casos de candidiase ungueal.

4- Entre os dermatófitos, houve predominância da espécie antropofílica, T. rubrum, em

74,2% dos casos, sugerindo a transmissão direta de indivíduo a indivíduo.

5- Com relação aos FFND, o gênero Fusarium, fungo constantemente presente no meio

ambiente, foi o mais freqüente.

6- Entre os tipos de lesões observadas nas unhas, a onicomicose subungueal distal lateral

foi de ocorrência comum, independente do agente etiológico.

7- Embora as onicomicoses apresentem dificuldades na terapia convencional, a maioria

dos antifúngicos mostrou baixos valores de CIM, demonstrando que a suscetibilidade

in vitro encontrada para os fungos nem sempre expressa a resposta obtida in vivo.
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Anexo 1
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Você está sendo convidado (a) para participar, como voluntário, na pesquisa intitulada

“ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE DERMATÓFITOS ISOLADOS DE

PACIENTES COM ONICOMICOSES. SUSCETIBILIDADE IN VITRO E

GENOTIPAGEM”.

Após ler com atenção este documento você será esclarecido (a) sobre o trabalho a ser

realizado, e no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que está

em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsável. Em caso de recusa

você não será penalizado (a) de forma alguma. Se aceitar participar e decidir retirar seu

consentimento, não será prejudicado em seu tratamento. Em caso de dúvidas sobre a pesquisa,

você poderá entrar em contato com o pesquisador, Fábio Silvestre Ataídes nos telefones (62)

3209 61 27 ou 9631 85 45. Em caso de dúvidas sobre os seus direitos como participante nesta

pesquisa, você poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das

Clínicas da Universidade Federal de Goiás, nos telefones: (62) 3269 83 38 – 3269 84 26.

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA:

Título: “ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE DERMATÓFITOS ISOLADOS DE

PACIENTES COM ONICOMICOSES. SUSCETIBILIDADE IN VITRO E

GENOTIPAGEM”.

PESQUISADORES PARTICIPANTES : Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues Silva -

Investigadora responsável  Fone: 62 3209 61 27.

Fábio Silvestre Ataídes – Biomédico / Pesquisador. Fones; 62 3209 61 27 / 9631 85 45

OBJETIVO DO ESTUDO

Será avaliado um grupo de pacientes, atendidos no setor de Dermatologia do Hospital

das Clínicas (HC) durante o período de maio a dezembro de 2008, com suspeita de micose de

unha causado por um grupo de microrganismo chamado de dermatófitos.

Este trabalho consiste em identificar o fungo que está causando a micose e realizar um

teste, chamado de suscetibilidade, para saber qual medicamento irá combater este fungo. Será

realizado ainda um estudo do DNA do fungo, com a finalidade de tentar esclarecer o motivo

da dificuldade de cura deste tipo de micose.

CONDUÇÃO DO ESTUDO

Você que procurou o setor de Dermatologia do HC será encaminhado ao Laboratório

de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP), onde será coletado
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o material de raspado da sua unha para a realização dos exames solicitados pelo seu médico.

Se for diagnosticado micose por dermatófitos, no exame direto e na cultura, o tratamento com

itraconazol será doado a você, que se comprometerá em retornar para nova coleta de material

clínico assim que o tratamento for concluído. Os resultados dos exames antes e após o

tratamento serão acompanhados pelo seu médico responsável. Os exames e o tratamento

prescritos pelo seu médico serão doados a você que estiver participando da pesquisa.

TRATAMENTO

O medicamento que você irá tomar é o itraconazol na dosagem de 100mg. Este

medicamento (itraconazol) é o mais adequado para o tratamento de micoses de unhas, onde o

seu médico irá prescrever a receita e também irá lhe explicar a forma de tomar.

A dosagem que você irá tomar será de 4 comprimidos por dia, sendo 2 após o café da

manhã e 2 após o jantar durante 7 dias. Você irá ficar sem tomar o medicamento por 21 dias e

repetir o procedimento por 2 vezes.

PARTICIPAÇÃO AUTORIZADA

Participar deste estudo será uma decisão autorizada por você, que também poderá se

recusar a participar. O período da sua participação na pesquisa será desde o momento da

primeira coleta de material da unha até o momento do seu retorno ao setor de Dermatologia

onde será apresentado ao médico os resultados dos exames micológicos realizados antes e

após o tratamento com itraconazol.

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Com sua autorização, você será incluído neste estudo devido a suspeita clínica de

micose de unha por dermatófitos pelo médico que lhe atendeu no setor de Dermatologia do

HC da Universidade Federal de Goiás (UFG). Não poderá participar deste estudo pacientes

que já estiverem tomando ou passando medicamento para micose, e também mulheres

grávidas e crianças.

RISCOS

O médico responsável irá lhe esclarecer todos os possíveis efeitos colaterais

decorrentes do tratamento com itraconazol proposto no estudo.

Se você não tomar este medicamento corretamente (sempre após refeições) como o

médico explicar, você poderá ter problemas gastrintestinais como: náuseas, vômitos e dores

abdominais.

Para colheita do material, você não será maltratado, este procedimento não lhe

implicará em nenhum mal estar.
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BENEFÍCIOS

O estudo realizado por nós possivelmente contribuirá enormemente para um melhor

entendimento em relação ao tratamento conduzido para micose de unha causada pelos fungos.

O medicamento escolhido para tratamento, itraconazol é considerado de elevada eficácia.

CONFIDENCIALIDADE

Se você concordar em participar, as informações clínicas e laboratoriais relacionadas e o

manuseio de suas amostras clínicas serão confidencialmente mantidas em sigilo o tempo todo,

nem o seu nome ou mesmo iniciais irão constar em qualquer registro nesta pesquisa.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO DA

PESQUISA

Eu,____________________________________________________________________CPF:

_____________________RG:____________________n° prontuário___________

abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO

DE DERMATÓFITOS ISOLADOS DE PACIENTES COM ONICOMICOSES.

SUSCETIBILIDADE IN VITRO E GENOTIPAGEM.”, sob a responsabilidade da, Profa.

Dra. Maria do Rosário Rodrigues Silva, como sujeito voluntário. Fui devidamente informado

e esclarecido pelo pesquisador Fábio Silvestre Ataídes sobre a pesquisa, os procedimentos

nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha

participação. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem

que isto leve à qualquer penalidade ou interrupção de meu

acompanhamento/assistência/tratamento.

___________________________________________

Local e data

____________________________________________________________________

Assinatura

______________________________________________________________________

Pesquisador responsável: Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues Silva

______________________________________________________________________

Pesquisador: Fábio Silvestre Ataídes

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do

sujeito em participar.

Testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores):

1°_____________________________________________________________________

2°_____________________________________________________________________


