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RESUMO

Onicomicose ¢ a infec¢cdo da unha causada por amplo espectro de espécies fungicas, incluindo
leveduras, dermatofitos e fungos filamentosos ndo dermatofiticos (FFND). Neste trabalho,
foram estudados pacientes com lesdes de unhas atendidos no Departamento de Dermatologia,
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goiés, os quais foram submetidos a exames
micologicos. Os agentes etiologicos identificados foram avaliados em testes de atividade in
vitro para agentes antifingicos sistémicos. Durante o periodo de mar¢o de 2008 a margo de
2009, foram examinados 114 pacientes com suspeita clinica de onicomicose. As amostras de
unhas coletadas foram submetidas ao exame direto com hidroxido de potassio 20% e
cultivadas em agar Sabouraud dextrose e agar especifico para fungos patogé€nicos. O teste de
suscetibilidade antifingico foi realizado de acordo com o método de microdiluicdo em caldo,
preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), através dos documentos
M38-A e M27-A2. O diagnoéstico de onicomicose foi estabelecido em 83,3% (95/114) dos
pacientes, dos quais a maioria era constituida por individuos do género feminino e com idade
entre 40-59 anos. Os fungos isolados foram identificados como leveduras em 54,6%,
dermat6fitos em 28,7%, e FFND em 16,7%. Entre as leveduras, Candida parapsilosis
(52,5%) foi o agente etioldgico mais comum; entre os dermatofitos, Trichophyton rubrum foi
o mais encontrado (74,2%) e, entre os FFND, Fusarium spp foi o género mais frequentemente
isolado (44,4%). Lesdes subungueal distal e lateral foram predominantes nos casos de
onicomicose por todos os agentes identificados, mostrando que ndo havia correlagdo com a
clinica e a etiologia. Embora a maioria dos isolados tenha se mostrado suscetivel aos
diferentes antifungicos estudados, cinco isolados de Candida foram resistentes; um ao
voriconazol, um ao itraconazol e trés a anfotericina B. O perfil de suscetibilidade in vitro para
dermatofitos foi semelhante para cada antifingico analisado. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) de itraconazol, cetoconazol e griseofulvina para 50% dos isolados foram
menores do que 1 pg/mL, e para terbinafina foi extremamente baixa, com concentragdo 0,015
png/mL para 90% dos isolados. A CIM para o itraconazol foi de 16 pg/mL em 90% dos
isolados de FFND, e para anfotericina B e voriconazol obteve-se uma concentracao de 8
pg/mL. Em resumo, este estudo demonstrou uma maior frequéncia de onicomicose em
mulheres, sendo que os principais fungos envolvidos nesta infec¢do foram Candida spp e
dermatofitos, com emergéncia de FFND, em especial do género Fusarium. Além disso, em
decorréncia da resisténcia observada a alguns antifingicos, 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 Goias 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 pg/mL, and terbinafine was extremely low,
with concentration 0.015 pg/mL for 90% of isolates. The MIC for itraconazole in 90%
isolates of FFND was 16 pg/mL, while for amphotericin B and voriconazole was 8 pg/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 INTRODUCAO

Onicomicose ¢ uma infeccdo fungica que atinge as unhas das maos e/ou dos pés,
sendo responsaveis por cerca de 50% de todas as infecgdes que acometem as unhas (Veer et
al. 2007; Souza et al. 2009), atingindo aproximadamente 5% da populagdo mundial (Kaur et
al. 2008a). Entre os agentes etiologicos destacam-se os dermatofitos, leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatofiticos (FFND) (Vinod 2006; Lorizzo et al. 2007; Seebacher et al.
2007).

O aumento da freqliéncia de onicomicose tem sido atribuido a vdrios fatores
predisponentes. Entre estes se destacam angiopatia, neuropatia periférica, uso de sapatos
fechados, deformidade nas unhas, traumas recorrentes, predisposicao genética e disturbios
metabolicos como diabetes mellitus. Pacientes infectados pelo Human immunodeficiency
virus (HIV) podem ser mais acometidos quando comparados com a popula¢do nio infectada
(Torrez-Rodrigues & Loépez-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 realizacao
das atividades diarias, gerando um desconforto fisico e psicologico, 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 manifestagdes clinicas sao
caracterizadas por uma reagao de hiperqueratose subungueal, inflamag¢ao das pregas ungueais,
alteracdo de cor, onicdlise e distrofias, podendo evoluir para uma destruicao gradual de toda a
placa ungueal (Torrez-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Hay 2005; Seebacher et al. 2007;
Sehgal et al. 2007).

O diagnostico laboratorial das onicomicoses ¢ considerado de grande importancia,
pois nao ¢ possivel definir uma infeccdo flngica somente pelas caracteristicas clinicas das
lesdes (Torrez-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Kioshima et al. 2002; Mahoney et al. 2003;
Scher et al. 2007). A correta identificagdo do agente etiologico pode auxiliar na escolha mais
apropriada do tratamento, evitando com isso as recidivas desta infec¢ao fungica (Mahoney et
al. 2003; Lorizzo et al. 2007).

Vérios antifingicos como cetoconazol, clotrimazol, griseofulvina, itraconazol e
terbinafina sdo utilizados no tratamento das onicomicoses, no entanto observa-se que alguns
pacientes ndo conseguem responder adequadamente as terapias utilizadas (Gupta & Tu 2006).

Entre os fatores que influenciam na escolha do tratamento sdo incluidos a gravidade e forma



clinica da doenga, o uso prévio de antifungicos e sua resposta clinica e o custo financeiro da
terapia (Gupta et al. 2003a).

Falhas no diagnoéstico, constantes recidivas e dificuldades no tratamento das
onicomicoses objetivaram neste estudo, o isolamento e identificacdo das principais espécies
fungicas envolvidas nesta infec¢do e a avaliacdo do perfil de suscetibilidade in vitro para
dermatofitos, leveduras e FFND aos principais antifingicos utilizados no tratamento de

infec¢des fungicas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas da Unha

A unha ¢ um anexo cutdneo, formada por uma substancia protéica chamada de
queratina, que se localiza na superficie dorsal da falange distal dos dedos das maos e dos pés
(Junqueira & Carneiro 2004). Estas estruturas desempenham um importante papel na funcao
de protecdo dos dedos, destreza ao manipular objetos e sdo consideradas parte integrante da
estrutura sensorial da mao (Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Haneke 2006).

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

Cuticula r
.
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\ \ / Matriz ungueal
/

Placa ungueal

Ldnula—"

Placa ungueal
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Laito ungua:l/

Raiz ungueal

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

A matriz ou raiz ¢ responsavel pelo crescimento da unha, localizada na por¢ao proximal,
sendo formada por células epiteliais que se dividem e diferenciam-se, produzindo a queratina
da unha. A matriz ¢ recoberta pelo eponiquio, conhecido popularmente como cuticula, que ¢
uma prega estreita de queratina mole, constituida pelo estrato cérneo da pele. A placa ungueal
¢ limitada pelas pregas ungueais proximais e laterais, sendo que junto as proximais encontra-
se a lunula, que corresponde a por¢do mais distal da matriz ungueal. O leito ungueal ¢ a parte
do dedo visualizada através da transparéncia da unha que se encontra firmemente aderido a
placa ungueal. As pregas ungueais laterais representam a continuacao da porgao epitelial dos
dedos e se unem medialmente com o leito ungueal. Sob a parte livre da ldmina ungueal,
representando a porcao distal, estd o hiponiquio, que ¢ formado pelo espago subungueal e o
epitélio que forma a base da unha (Di Dio 1999; Junqueira & Carneiro 2004; Dangelo &
Fattini 2007).



A estrutura normal da unha se altera com a idade produzindo alteragdes de cor,
espessura, flexibilidade e aspecto. Aumento da fragilidade e perda do brilho da superficie sao
as principais conseqiiéncias do aumento da idade, e em alguns casos sdo marcadas por
disturbios distréficos, principalmente nas unhas dos pés. Essas alteracdes das unhas podem
levar a perda de fun¢des normais tornando-se mais propensas a agressoes, incluindo infecgdes

por varias espécies de fungos (Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000).

2.2 Onicomicose
2.2.1 Aspectos Clinicos

As manifestacdes das onicomicoses podem variar de acordo com a localizacao da
lesdo, extensdo do comprometimento e coloragdo (Elewski 1998; Ballest¢ et al. 2003;

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

a) Onicomicose subungueal distal e lateral: ¢ a forma mais comum da infec¢do. O
organismo infectante invade o leito da unha, comeg¢ando pelo hiponiquio e entdo
migra para a regido proximal da unha através da matriz subjacente. Ocorre uma
hiperqueratose subungueal, causando o destacamento ¢ a coloracdo amarelada da

lamina da unha (Figura 2);

Figura 2. Aspecto clinico da onicomicose subungueal distal lateral



b) Onicomicose subungueal proximal: € um subtipo relativamente incomum, € ocorre
quando o organismo infectante invade a unha pela regido proximal através da area
da cuticula, e migra para a regido distal. As apresentagdes clinicas incluem
hiperqueratose subungueal podendo observar uma reag¢do iunflamatoria leve,
onicoélise proximal, leuconiquia e destruicdo da lamina na regido proximal (Figura
3). A infec¢ao também pode ocasionalmente surgir de traumas secundarios e afeta

igualmente unhas dos dedos das maos e dos pés;

Figura 3. Aspecto clinico da onicomicose subungueal proximal

c) Onicomicose superficial branca: Os fungos invadem diretamente a camada
superficial da lamina da unha, podendo ser reconhecida pela presenga de uma
regido bem delineada opaca na lamina externa da unha, caracterizada pela
localizagdo superficial do fungo na superficie dorsal da lamina ungueal. Quando a
infec¢do progride, as regides opacas coalescem e a unha se torna aspera e mole

(Figura 4);

Figura 4. Aspecto clinico da onicomicose superficial branca

d) Onicomicose distrofica total: representa a evolugdo das lesdes, que se caracteriza
pela fragiliza¢do e queda de todas as ldminas ungueais, persistindo apenas alguns

restos de queratina aderida ao leito ungueal (Figura 5).



Figura 5. Aspecto clinico da onicomicose distrofica total

2.2.2 Epidemiologia

A disseminacao e persisténcia de onicomicoses sao responsaveis pelo aumento de sua
incidéncia em varias regioes estudadas (Sarma et al. 2008). Trabalhos realizados no Brasil
mostraram uma prevaléncia de onicomicose de 52% em 976 pacientes no estado do Ceara
(Brilhante et al. 2005); no estado de Pernambuco, Lima et al. (2008a) mostraram uma
positividade de 58% em 288 amostras de escamas ungueais; em Sdo Paulo, de 588 pacientes
analisados, foi confirmado o diagnodstico de onicomicose em 42% (Godoy-Martinez et al.
2009) e Souza et al. (2009) mostraram que em Goids, houve uma prevaléncia de 56,4% em
2273 pacientes com suspeita clinica de onicomicose.

A ocorréncia de onicomicose aumenta de acordo com a idade da populacao estudada,
observando uma maior predominancia em pessoas maiores de 40 anos (Araujo et al. 2003b;
Arrese et al. 2005; Hof 2009). Djeridane et al. (2006), demonstraram um maior numero 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 criangas ¢ pouco freqiiente, sendo que o indice pode atingir
aproximadamente 0,16% (Jain & Sehgal 2000). A prevaléncia de 0,1% de onicomicose em
23235 criangas de escolas primarias foi relatada em Manisia-Turquia (Gunduz et al. 2006) e
de 0,87%, em 1148 criancas israelitas (Leibovici et al. 2009). Esta baixa freqiiéncia pode ser
explicada por inimeros fatores como crescimento rapido da unha, menor area de contato para
o fungo se instalar, baixa ocorréncia de traumas, baixa freqiiéncia de tinea pedis e menor
contato com o micro-organismo (Arenas & Ruiz-Esmenjaud 2004).

A freqiiéncia de onicomicose em unhas dos pés e das maos pode variar de acordo com

o género (Dorko et al. 2002; Ellabib et al. 2002; Brilhante et al. 2005; Souza et al. 2007). Esta



diferenga ¢ comprovado por Sayed et al. (2006) e Souza et al. (2009), que demonstraram que
onicomicose nas unhas dos pés foram mais freqiientes em pessoas do género masculino, € nas
unhas das maos em pessoas do género feminino

Existem alguns fatores que podem interferir na prevaléncia de onicomicose. Algumas
endocrinopatias como diabetes mellitus predispdem a instalagdo de infec¢des fungicas nas
unhas (Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Saunte et al. 2006; Hof 2009). A prevaléncia
de 17% de onicomicose em pessoas diabéticas, comparado com 6,8% na populagdo normal,
demonstra que os individuos com diabetes mellitus tipo 2 possuem risco 2,5 vezes maior de
desenvolver onicomicose, em comparacdo com pessoas normais (Dogra et al. 2002). Esta
maior freqiiéncia de onicomicose em pacientes diabéticos pode ser explicada, por uma maior
sensibilidade a necrose tecidual na regido plantar, nos dedos e nas unhas (Gayosso et al.
2008); e além disso a maior ocorréncia de infecgdes fungicas superficiais em outros sitios
anatomicos observados nestes paciente podem favorecer a instalagdo de onicomicose (Gupta
& Hunke 2000; Dogra et al. 2002).

Em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), as onicomicoses
podem apresentar variagdes nas formas clinicas, na sua etiologia e na resposta a terapéutica
fingica convencional (Barber et al. 2006). Geralmente ocorre uma infec¢do de manifestagao
clinica grave, causada por fungos emergentes, € normalmente com uma resposta terapéutica
pouco eficaz. A prevaléncia das onicomicoses nestes pacientes pode variar entre 15-40%,
sendo que indices elevados sdo observados em individuos que apresentam declinio na
contagem de linfocitos T CD4 " no sangue periférico (Michelim et al. 2004; Raju et al. 2005).

Em relacdo a outros fatores de risco tem sido observado que a exposi¢do a traumas,
uso de sapatos fechados e um crescimento lento das unhas induz a maior porcentagem de

lesdes ungueais por fungos (Martelozo et al. 2005; Miigge et al. 2006).

2.2.3 Etiologia das Onicomicoses
2.2.3.1 Dermatofitos

Dermatofitos sdo fungos filamentosos, septados e hialinos que possuem a capacidade
de invadir tecidos queratinizados, como pele, pélo e unha de humanos e animais,
desenvolvendo infec¢des denominadas de dermatofitoses ou tineas (Hay 1992; Weitzman &
Summerbell 1995). As onicomicoses causadas por dermatofitos sdo denominadas tinea

unguium, sendo que estes fungos sdo responsaveis por cerca de 80 a 90% destas infecgdes



(Weitzman & Summerbell 1995; Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Seebacher et al.
2007).

As espécies de dermatofitos sdo classificadas em geofilicas, zoofilicas e antropofilicas
de acordo com o habitat natural. Os geofilicos sdo comumente encontrados no solo e sao
menos frequentemente encontrados causando infecgdes fungicas humanas. Zoofilicos sao
espécies que colonizam primariamente animais, mas sdo responsaveis por cerca 30% das
dermatofitoses humanas com inflamagao aguda. As espécies antropofilicas sdo adaptadas ao
homem, ndo colonizam animais e sdo responsaveis por cerca de 70% das dermatofitoses
humanas. Pelo fato de serem fungos adaptados ao hospedeiro humano as manifestacdes
clinicas apresentam uma evolugdo bastante lenta (Weitzman & Summerbell 1995;
Mahmoudabadi 2005; White et al. 2008; Havlickova et al. 2008).

Existem aproximadamente 40 espécies de dermatofitos, divididos em trés géneros:
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Weitzman & Summerbell 1995; Havlickova
et al. 2008). A caracterizacdo das espécies de dermatdfitos ¢ baseada na morfologia e
distribuicao dos conidios ou estruturas de frutificacdo (Weitzman & Summerbell 1995).

Sao conhecidas duas espécies de Epidermophyton, denominadas E. stockdaleae e E.
floccosum, sendo que apenas a ultima ¢é capaz de produzir infecgdo no homem (Weitzman &
Summerbell 1995) e ocasionalmente ¢ descrito como agente de onicomicose, sendo
geralmente associado com infec¢des de pele (Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000). E.
floccosum cresce lentamente, produzindo colonias com aspecto de camurca, e coloragao
branca que se torna amarela-esverdeada. A microscopia mostra a auséncia de microconidios e
formacdo de numerosos macroconidios claviformes septados, isolados ou agrupados, de base
larga e com extremidade arredondada. Estruturas de ornamentacdo como corpos nodulares,
hifas em espiral e em raquete também sdo frequentemente observadas. Esta espécie ¢
extremamente pleomorfica, sendo que os clamidoconidios aparecem frequentemente em
grande numero com o desaparecimento de macroconidios ap6s alguns dias de crescimento em
cultivo (McCarthy 2004).

O género Microsporum ¢ raramente encontrado como causador de onicomicose.
Algumas espécies como M. gypseum (geofilica), M. canis (zoofilica) e M. audoinii
(antropofilica) podem causar infec¢cdes nas unhas (Torres-Rodrigues & Lopéz-Jodra 2000).
Estes fungos caracterizam-se por apresentar colonias pulvurulentas, algodonosas ou
velutineas, de cores variadas (bege, marrom ou branco amarelada). Microscopicamente
mostra raros microconideos claviformes e numerosos macroconidios fusiformes, com septos

transversais, usualmente de parede espessa e espiculada. Em algumas espécies, sao



encontrados hifas em raquetes, 6rgaos nodulares e clamidoconidios terminais e intercalares
(Weitzman & Summerbell 1995; Escutia et al. 2001; McCarthy 2004).

O género Trichophyton & composto por diversas espécies, sendo que as principais
envolvidas em onicomicose sdo 7. rubrum e T. mentagrophytes var. interdigitale. Outras
espécies, ndo muito freqlientes, podem ser observadas em certas regides geograficas como
agentes de onicomicose, como 7. tonsurans, T. megnini, T. schoenleinii, T. violaceum, T.
soudanense ¢ T. concentricum (Torres-Rodrigues & Lopez-Jodra 2000; Ngwogu &
Otokonefur 2007). As coldnias 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
presenca de grande quantidade de microconidios piriformes, redondos ou ovalados, dispostos
em tirso ou agrupados e macroconidios com varios septos de parede delgada (Weitzman &
Summerbell 1995; Larone 1996).

As espécies T. rubrum e T. mentagrophytes tém sido predominantes nas casuisticas de
tinea unguium estudadas. Miigge 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 freqiiéncia de 7. rubrum em 32,6%. Souza et al.
(2009), mostraram o isolamento de 7. rubrum em 55,3%, enquanto 7. mentagrophytes
correspondeu a 43,7% dos casos de onicomicose por dermatofitos.

Tinea unguium pode levar ao envolvimento subungueal distal/lateral, proximal além
da infeccdo superficial branca (Kaur et al. 2008a). A micose subungueal distal lateral e
proximal ¢ mais comum, sendo causada por 7. rubrum e T. mentagrophytes var. interdigitale.
Onicomicose superficial branca ¢ freqlientemente causada por 7. mentagrophytes var.
interdigitale, sendo identificado em 90% dos casos que caracterizam esta manifestacdo (Jain
& Sehgal 2000; Straten et al. 2003; Alberhasky et al. 2004).

Entre os fatores capazes de influenciar a distribuicdo e transmissao das infec¢des por
dermatofitos nas unhas destacam-se: condi¢des climaticas, higiene, contatos com animais
traumas de repeticdo, presenca de lesdes por dermatdfitos nos pés (tinea pedis), uso de
sapatos fechados, duchas comunitarias, insuficiéncia circulatoria periférica e doengas
sistémicas (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).

Confirmagdo laboratorial de onicomicose por dermatdfitos ¢ realizado através do
exame direto com hidroxido de potdssio (KOH) a 20% e cultivo em meios de cultura

especificos para fungos, como o agar Sabouraud dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol e
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agar seletivo para fungos patogénicos. A identificacdo das espécies ¢ efetuada mediante a
caracterizacao da coldnia, observagdo microscopica da morfologia e arranjo dos elementos de
frutificagdo, provas bioquimicas, como a produgdo de uréase, e fisiologicas como o teste de
perfuragdo do pélo in vitro (Mahoney et al. 2003; Robert & Pihet 2008; Kaur et al. 2008a;
Zanardi et al. 2008).

2.2.3.2 Leveduras

As leveduras sdo componentes da microbiota de mucosas, pele e anexos dos animais, €
até ha pouco tempo eram consideradas contaminantes, sem importancia clinica. Atualmente,
sdo responsaveis por um numero expressivo de casos de infec¢des fungicas, em especial as
onicomicoses (Jayatilake et al. 2009).

Juntamente com os dermatofitos, as espécies do género Candida sdo as principais
responsaveis por onicomicoses, sendo C. albicans e C. parapsilosis freqlientemente isoladas.
Outras espécies ndo-albicans como, C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. famata e
C. krusei tém sido consideradas agentes emergentes de onicomicoses (Jain & Sehgal 2000;
Ellabib et al. 2002; Ballesté et al. 2003; Miigge et al. 2006; Jayatilake et al. 2009).

O envolvimento da unha por leveduras do género Candida pode ser grave, havendo
erosdo e espessamento da borda ungueal que se estende transversalmente pela lamina
tornando-se distrofica e escurecida (Jayatilake et al. 2009). Estas manifestagdes clinicas em
decorréncia da invasdo da unha por estes agentes geralmente apresentam padrdes clinicos
especificos, podendo ser subdividas em trés categorias (Abad-Gonzales et al. 2007; Jayatilake
et al. 2009):

a) Paroniquia é o tipo mais comum e caracteriza-se pela infec¢do da prega ungueal

proximal e lateral, resultando em tipica inflamagao e eritema,;

b) Onicolise ¢ a separagdo da placa ungueal do leito ungueal, ocorrendo na

extremidade distal e progredindo irregularmente para a area lateral;

¢) Granuloma candidosico manifesta-se exclusivamente em pacientes com candidiase

mucocutanea cronica, sendo caracterizada por inchago das pregas ungueais

podendo resultar em deformidades dos dedos e uma fragilidade das unhas.
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Onicomicoses por Candida ¢ observada com mais freqiiéncia acometendo as unhas
das maos, quando comparado com unhas dos pés, em pessoas do género feminino (Jain et al.
2000; Ellabib et al. 2002; Miigge et al. 2006; Lima et al. 2008a). Este fato pode ser explicado
pelo fator ocupacional dos individuos afetados, como servigos domésticos, que sdo mais
predispostos a desenvolver infec¢des fungicas ungueais devido a grande exposi¢do a umidade,
produtos quimicos e microtraumas (Ellabib et al. 2002; Jayatilake et al. 2009).

O diagnostico de onicomicose subungueal por Candida spp ¢ realizado através da
visualizagdo ao exame microscopico direto de leveduras arredondadas ou ovaladas,
pseudohifas e blastoconidios. As leveduras do género Candida sdo de crescimento rapido, de
48 a 72 horas formando colonias cremosas, umidas, branco amareladas em ASD. A
diferenciacdo entre as espécies de Candida pode ser obtida principalmente por métodos
bioquimicos, como fermentagdo e assimilacdo de carboidratos, e fisiologicos onde se observa
a formacao de tubos germinativos a 37°C em soro animal e producdo de clamidoconidios em
agar Cornmeal acrescido de Tween 80 (Kurtzman & Fell, 1998).

As onicomicoses podem estar associadas a outros géneros de leveduras, sendo que
Trichosporon e Geotrichum sdao os mais comumente isolados (Han et al. 2000; Ballest¢ et al.
2003; Miigge et al. 2006; Koksal et al. 2009). O género Trichosporon mostra na microscopia
artroconidios e blastoconidios, enquanto o Geotrichum apresenta somente a presenca de
artroconidios. A diferenciagdo desses géneros pode ser feita utilizando testes bioquimicos,
como assimilagdo de fontes de carbono e producdo de urease (Chagas-Neto et al. 2008;

Magalhaes et al. 2008).

2.2.3.3 Fungos Filamentosos ndo-Dermatofiticos

As onicomicoses podem ser causadas por espécies de FFND, que sdo considerados
contaminantes do ambiente, apresentando-se como agentes oportunistas ou primarios em
infecgdes fungicas (Kioshima et al. 2002; Miigge et al. 2006, Lima et al. 2008a). Algumas
espécies possuem a capacidade de degradar a queratina a partir da produc¢do de enzimas
proteoliticas, como as queratinases, produzindo lesdes clinicamente semelhantes aquelas

causadas por dermatofitos (Gugnani, 2000).
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Os géneros mais freqlientemente isolados nas infec¢des ungueais sdo: Scopulariopsis,
Scytalidium, Fusarium e Aspergillus. Outros géneros como Alternaria, Curvularia,
Penicillium, Paecilomyces e Onychocola podem ser encontrados em alguns casos de
onicomicose (Gupta et al. 2003b; Araujo 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 género Scopulariopsis sdao geofilicos, de ampla distribuicdo geografica
com atividade queratinolitica, sendo considerados patdégenos primarios em onicomicose. Entre
as espécies deste género S. brevicaulis ¢ a mais freqiiente (Marchisio et al. 2000; Ballesté et
al. 2003). Estes micro-organismos mostram colonias de coloragdo branca, que posteriormente
torna-se de cor marrom ou canela e microscopicamente visualizam-se filamentos hialinos,
com fidlides bem formadas, com conidios em pincel apresentando anelideos de parede grossa
e rugosa distribuidos em cadeias (Aratjo et al. 2003a; Cavallera & Asbati 2006). A infec¢ao
nas unhas por S. brevicaulis geralmente comeca nas margens livre ou lateral progredindo até a
margem proximal, com alteracdo de coloracdo que pode ser branca, cinza ou amarelada
(Gupta et al. 2003b).

Scytalidium spp, ¢ um patdégeno eventualmene primario, que pode ser adquirido pelo
contato com terra ou vegetal, onde sao conhecidas duas espécies; uma dematiaceae, S.
dimidiatum e uma hialina S. hyalinum (Oyeka & Gugnani, 1997). Apresentam um
crescimento rapido em cultura, desenvolvendo coldnias negras ou claras de acordo com a
espécie, e a microscopia revela hifas e cadeias de artroconidios ramificados (Gupta et al.
2003b; Pontarelli et al. 2005; Cavallera & Asbati 2006). Lesdes subungueal distal e lateral,
onicolise, paroniquia e fraturas transversais na regido proximal da placa ungueal sao
geralmente observadas em onicomicose causadas por Scytalidium spp (Gupta et al. 2003b;

Pontarelli et al. 2005).
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As espécies de Fusarium sdo saprofitas do solo, fitopatogenos e freqlientemente
agente de infec¢des oportunisticas em humanos, podendo, em alguns casos, ser considerado
patogeno primario (Godoy et al. 2004; Hattori et al. 2005; Cavallera & Asbati 2006). F.
solani, F. oxysporium e F. proliferatum sdo as espécies mais freqlientemente encontradas
como agente de onicomicose (Godoy et al. 2004; Hattori et al. 2005; Ninet et al. 2005;
Cavallera & Asbati 2006). As colonias sao algodonosas e de pigmentacao variada, mostrando
a microscopia macroconidios fusiformes, septados e extremidades afiladas; microconidios
ovoides e clamidoconidios de parede rugosa ou lisa (Gupta et al. 2003b; Campos &
Hernandes-Chavarria 2005). As espécies de Fusarium podem provocar comprometimento
distal e proximal da unha, associado a dor e inflamacao periungueal, apresentando cor branco-
amarelada, com superficie opaca (Aratjo et al. 2003a; Gupta et al. 2003b).

O género Aspergillus, incluindo A. versicolor, A. terreus, A. flavus, A. niger e A.
fumigatus, sdo as principais espécies envolvidas. As colonias destas espécies sao
caracterizadas por um crescimento rapido, textura pulvurulenta e coloracdo que varia de
cinza-esverdeada, amarelo-esverdeada a preta. A microscopia, observam-se filamentos
hialinos com a formagdo da cabega aspergilar, que se caracteriza por um conidi6foro
formando uma vesicula, onde ficam dispostos as fileiras de fidlides e conidios. As espécies de
Aspergillus acometem as pregas ungueais proximais com reacdo inflamatoria e descarga
purulenta com coloragdo 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 avangada, pacientes imunocomprometidos, infeccdo por
dermatofitos, isquemia sao fatores predisponentes a estas infec¢des (Miigge et al. 2006; Kaur
et al. 2008a). Onicomicose ocasionada por FFND ¢ mais observada nas unhas dos pés do que
das maos e na idade adulta, especialmente depois dos 50 anos de idade (Gupta et al. 2003b).

A prevaléncia de onicomicose por FFND varia de 1,45-22%, valores que sofrem
influéncia de acordo com a regido geografica estudada e pelos métodos diagnosticos
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 género 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 responsavel

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 padrdes para o
diagnostico micoldgico devem ser bem aplicados. O aspecto clinico da lesdo sugestiva de
onicomicose, observacdo de estruturas fungicas ao exame direto e crescimento do mesmo
agente em trés 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 identificacdo desses agentes emergentes ¢ muito importante, nao
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 sao utilizados procedimentos terapéuticos topicos
e orais (Gupta & Tu 2006; Garmendia et al. 2008; Kaur et al. 2008a).

Os principais medicamentos topicos utilizados sdo ciclopirox e amorolfina (Gupta et
al. 2004; Finch & Warshaw 2007; Shirwaikar et al. 2008). Ciclopirox atua na inibi¢do da
absor¢ao de ions e aminodcidos enquanto a amorolfina atua na inibi¢do da sintese do
ergosterol da membrana celular (Gupta et al. 1997; Garmendia et al. 2008; Shirwaikar et al.
2008). Os medicamentos topicos sdo mantidos na superficie da unha, difundindo-se por toda a
placa ungueal, inativando as estruturas fungicas (Gupta et al. 2003a; Gupta et al. 2004; Gupta
& Tu 2006; Thappa et al. 2007; Shirwaikar et al. 2008). A terapia topica possui como
vantagem uma menor quantidade de efeitos colaterais (Ballesté et al. 2003), mas em
contrapartida, seu uso ¢ indicado somente quando menos de 50% da unha ¢ afetada e sem o
comprometimento da matriz ungueal (Llambrich & Lecha 2002; Gupta & Tu 2006; Seebacher
et al. 2007). Esta terapia pode ser usada em candidiase ungueal, tinea inguium e em
onicomicose por FFND (Fleckman 2002; Ballesté et al. 2003; Gupta et al. 2003a; Garmendia
et al. 2008).

Os antifungicos de uso oral promoveram grandes avangos 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 periodo de duragdo do tratamento, levando um aumento dos indices
de cura e da diminui¢do das recorréncias (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).
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Na terapia oral da onicomicose ¢ utilizado griseofulvina, terbinafina e derivados
azolicos. A griseofulvina, derivado benzofurano, atua no ntcleo da célula fungica, interagindo
com microtubulos e desfazendo o fuso mitotico, responsavel pela multiplicacao celular. Este
antifingico apresenta atividade fungistatica para diferentes espécies, em praticamente todas as
manifestagdes clinicas de dermatofitoses (Gupta & Tu, 2006). Entretanto, o tratamento com
este farmaco, ¢ pouco utilizado, devido aos varios efeitos colaterais (Huang et al. 2004) como
distarbios gastrointestinais (nauseas, vOomitos, dor epigastrica e diarréia), e alteracdes
neuroldgicas (vertigens, confusdo, perda de concentragdo e memdria, visdo turva e insonia).

A terbinafina ¢ um antifingico pertencente a classe das alilaminas, com atividade
fungicida sobre os agentes fungicos (McClellan et al. 1999; Debruyne & Coquerel, 2001).
Este antifungico tem seu mecanismo de acdo sobre a enzima esqualeno-epoxidase bloqueando
desta forma a biossintese 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 lesdes produzidas por dermatodfitos (Gupta & Tu 2006; Thappa 2007;
Garmendia et al. 2008), porém pouco utilizado para infec¢des causadas por FFND e espécies
de Candida (Cavallera & Asbati 2006; Jayatilake et al. 2009).

Respostas terapéuticas com o uso da terbinafina em pacientes com infec¢des nas unhas
das maos atingem valores de 80-90% e de 70-80% para infec¢des nas unhas dos pés. (Rodgers
& Bassler 2001; Thappa 2007; Negroni 2008). Este antifingico pode ser administrado na dose
diaria de 250mg por um periodo de 6 a 12 semanas ou através de pulsoterapia com dose de
500mg/dia durante uma semana por més por um periodo de trés meses consecutivos (Finch &
Warshaw 2007; Thappa 2007; Garmendia et al. 2008; Negroni 2008).

Os antifiingicos azoélicos, como cetoconazol, fluconazol e itraconazol, atuam inibindo
a enzima 14-o demetilase, que atua na conversdo do lanosterol em ergosterol. Essa enzima
microssomal faz parte do complexo citocromo P450 e sua inibi¢do leva a interrupcao do
crescimento do fungo, caracterizando uma agdo fungistaticas contra os fungos (Gupta et al.

1997; Jain & Sehgal 2001; Chen & Sorrel, 2007).
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O itraconazol possui um amplo espectro de a¢do contra dermatofitos, leveduras e
FFND (Jain & Sehgal 2001; Cavallera & Asbati 2006; Finch & Warshaw 2007; Negroni
2008; Jayatilake et al. 2009). A acidez gastrica ¢ responsavel pela alta absor¢ao sanguinea do
itraconazol, que se une em proteinas plasmaticas, como a albumina, alcangando altas
concentragdes nos tecidos infectados, principalmente na pele e unha, mesmo depois de
finalizada sua administragao (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/més por um periodo que pode
variar de dois a quatro meses, ou por terapia continua com doses didrias de 200mg por um
periodo de 6 a 12 semanas (Llambrich & Lecha 2002; Ballesté et al. 2003; Thappa 2007;
Negroni 2008; Garmendia et al. 2008).

Fluconazol ¢ ativo contra espécies de Candida, dermatéfitos e alguns FFND. Sua
biodisponibilidade pode chegar a 90% apds 30-90 minutos apdés a sua administracdo,
alcancando altos niveis na pele e unha. O esquema de tratamento utilizado consiste em doses
que podem variar de 150-300mg por semana durante um periodo de 3-6 meses dependendo da
localizacdo das lesdes (Llambrich & Lecha 2002; Ballesté et al. 2003; Thappa 2007; Negroni
2008).

Dos derivados azolicos, o cetoconazol € o antifingico menos utilizado, pois apresenta
uma resposta terapéutica relativamente baixa. (Gupta et al. 1997; Llambrich & Lecha 2002;
Ballesté et al. 2003; Kaur et al. 2008a).

As onicomicoses sdo as infecg¢des fungicas superficiais de tratamento mais dificil e,
mesmo nos casos em que a medicagao ¢ adequada ao agente etiologico identificado, nem
sempre se obtém cura, sendo freqiientes as recidivas (Joish & Armstrong 2002; Colella et al.

2006).

2.3 Testes de Suscetibilidade In Vitro

Considerando a resisténcia intrinseca e adquirida de algumas espécies de fungos a
determinados farmacos, tornou-se evidente a necessidade de métodos de referéncia,
devidamente padronizados e validados, para que os testes de suscetibilidade sejam
amplamente utilizados na pratica clinica (Almeida et al. 2009). A terapia prolongada
juntamente com a resisténcia a antifungicos por alguns fungos sdo fatores importantes que
explicam a crescente utilizagdo destes testes, na tentativa de estabelecer uma terapia mais

adequada na cura das infec¢des fingicas.
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Nos ultimos anos tém-se padronizado vérias técnicas para detec¢do de resisténcia in
vitro de fungos envolvidos em infecgdes. A metodologia mais utilizada nas provas de
suscetibilidade aos antifungicos ¢ a de diluicdo em caldo, pradonizada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), sendo a técnica de microdiluicdo a mais utilizada por
ser rapida, de facil execug¢@o e menos honerosa.

Os documentos M27-A2 e M38-A, descritos pelo CLSI, padronizam o teste de
suscetibilidade antifungica, para leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus € para alguns
fungos filamentosos, como Aspergillus spp, Fusarium spp, Pseudallescheria boydii, Sporotrix
schenckii e Rhizopus spp. Estes documentos incluem a padronizagdo de dilui¢des do
antifngico e do in6culo do fungo. Estabelecem o meio de cultura utilizado para crescimento
e estimulacdo da esporulagdo do fungo (4gar batata dextrose), meio de cultura para o teste de
suscetibilidade (RPMI 1640), tamanho do indéculo, periodo e temperatura de incubagdo,
leitura e interpretacdo dos resultados para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM).

Para dermatéfitos ndo ha ainda uma padronizacdo, mas alguns pesquisadores tém
encontrado boa reprodutibilidade dos resultados utilizando o documento M38-A com algumas
modifica¢des segundo alguns pesquisadores, onde sdo estabelecidos o tamanho do inéculo, o
periodo de incubagdo e a interpretacao dos resultados (Santos & Hamdan 2007; Barros et al.
2006; Fernandez-Torres et al. 2006; Sarifakioglu et al. 2007; Siqueira et al. 2008; Aragjo et al.
2009).

Mudancas na etiologia das onicomicoses ocorridas nos ultimos anos, como o
aparecimento de fungos emergentes apresentando suscetibilidade diminuida aos principais
antifngicos utilizados na terapia, demonstra a extrema importancia da realizagdo dos testes
de suscetibilidade in vitro para o direcionamento do tratamento destas infec¢des fungicas

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 Clinicas (HC) da
Universidade Federal de Goids (UFG), Goidnia, Goias e determinar a suscetibilidade in vitro

aos antifingicos.

3.2 Objetivos Especificos

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

fungos;

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

e FFND aos principais antifungicos usados no tratamento das infecgdes fiingicas;

3- Correlacionar as formas clinicas de onicomicose com a etiologia da infecgao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

Este trabalho foi realizado com 114 pacientes com suspeita clinica de onicomicose que
foram encaminhados pelo Depto. Dermatol. do HC em Goiania — Goias ao Laboratério de
Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG, durante o
periodo de margo de 2008 a margo de 2009. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Médica Humana e Animal do HC/UFG, conforme protocolo numero 065/2008
(Anexo 1). Todos os pacientes assinaram o Termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 2), sendo que as informagdes que os identificassem foram mantidas em absoluto

sigilo.
4.2 Diagnostico Laboratorial

4.2.1 Colheita do Material Clinico

O material foi colhido através de raspagem subungueal com a utilizacdo de um bisturi
“cego” previamente esterilizado por flambagem. Foi realizada uma anti-sepsia na unha com
alcool 70%, tomando-se o cuidado de retirar o material nas regides mais periféricas da lesdo,
representada pelo limite de transi¢dao 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 orificio 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 clinica de onicomicose.
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4.2.2 Exame Direto com Hidroxido de Potassio 20%

O material clinico foi tratado com KOH a 20% durante 20 minutos e visualisado ao
microscOpio Optico comum entre lamina e laminula. Este procedimento faz com que as
células queratinizadas se dilatem e sofram clareamento, proporcionando uma refragdo otima

em microscopia oOtica, facilitando a visualizagdo das estruturas fungicas.

4.2.3 Isolamento e Caracteristicas Macroscépicas e Microscopicas das Colonias

Os espécimes clinicos foram semeados em ASD acrescido de cloranfenicol e agar
seletivo para fungos patogénicos distribuidos em tubos de ensaios, incubados a temperatura
ambiente por até 30 dias.

A observagdo macroscopica das colOnias obtidas em isolamento primario foi o
primeiro critério para a distingdo dos fungos filamentosos e de leveduras. Foram analisadas
caracteristicas como: cor, textura, relevo, e pigmento difusivel no meio de cultura. O
subcultivo em placas de Petri contendo ASD ou agar batata dextrose (Difco”™) proporcionou o
crescimento de uma “colonia gigante”, sendo que foi realizado para uma melhor
caracterizacao da coldnia.

A visualizagdo das estruturas microscopicas, tais como hifas, conidios, leveduras
(morfologia e disposicdo) e estruturas de ornamentagdo, foi realizada com o auxilio de

lactofenol azul de algoddo (Newprov®™).

4.2.4 Testes Adicionais para Identificacao de Dermatoéfitos
4.2.4.1 Microcultivo em Lamina

Esta técnica consiste na estimulagdo da producdo das estruturas de frutificagdo com
caracteristicas microscopicas integras. O fungo foi subcultivado em pequena quantidade de
agar batata dextrose (meio de cultura pobre em nutrientes) para estimular a formacdo de

estruturas de reproducdo assexuada, as quais foram visualizadas a microscopia Optica. A

técnica do microcultivo esta esquematizada na Figura 7.
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Figura 7. Microcultivo em lamina: placa de Petri contendo meio de cultura com crescimento fingico.

4.2.4.2 Teste da Hidrolise da Uréia

Para a realizacdo desta prova, foi utilizado o 4gar uréia de Christensen’s (Difco®),
contendo vermelho de fenol como indicador de pH. A degradacao da uréia em duas moléculas
de amoénia e uma de anidrido carbonico ocorre quando o fungo ¢ produtor de urease, sendo
que esta caracteristica ¢ um importante critério para a identificagdo de algumas espécies de
dermatofitos. Todos os isolados de T.mentagrophytes e T. rubrum foram semeados no agar
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 mudanga da coloragdo para rosa intenso.

4.2.4.3 Teste de Perfuracao do Pélo In Vitro

Este teste ¢ utilizado para distingao entre 7. mentagrophytes e T. rubrum. Fragmentos
da cultura de dermatoéfitos foram semeados em 25 mL de uma solugdao de agua e extrato de
leveduras 10%, contendo pélos autoclavados. Em seguida, esta solugdo foi incubada a
temperatura ambiente por até 40 dias. A formagao de perfuragdes perpendiculares no pélo que
foi observada em microscopia optica em um aumento de 400 vezes, permitiu a identificagao

das espécies de T. mentagrophytes.

4.2.5 Identificacido de Leveduras

As colonias caracteristicas de leveduras foram submetidas a métodos de identificagao
segundo Kurtzman & Fell (1998). Foram realizados a produgao de clamidoconidios em agar

Cornmeal (Difco®) acrescido com Tween 80, producdo de tubo germinativo em soro fetal
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bovino, assimilacdo e fermentagdo de fontes de carbono e crescimento em meio de
CHROMagar Candida (Microbiology, France). Quando a identificacio da espécie de
levedura nao foi possivel pelos métodos citados acima foi utilizado o kit comercial
denominado API 20C AUX" (BioMérieux, France).

A diferenciagdo entre C. albicans e C. dubliniensis foi realizada através de
crescimento das leveduras a 45°C em ASD, assimila¢do de xilose e a metil-D-glicoside e
crescimento em meio de CHROMagar  Candida (Dolapci et al. 2002; Faggi et al. 2005)

Outras leveduras ndo pertencentes ao género Candida foram identificadas através das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas das coldnias, e quando necessario através dos
testes bioquimicos, como assimilagdo de fontes de carbono e teste da hidrolise da uréia de
Christensen’s (Difco”). A confirma¢io diagnostica de onicomicose por leveduras néo-
Candida foi realizada através da colheita de trés amostras com crescimento do mesmo agente

etioldgico.

4.2.6 Identificacao dos Fungos Filamentosos nao Dermatofiticos

Os FFND causadores de onicomicose foram identificados através de macroscopia e
microscopia das colonias e microcultivo em lamina quando necessario.

Os critérios para confirmagdo destes fungos como agentes de onicomicose, foram
seguidos de acordo com Gupta et al. (2003c), nos quais se verificava a manifestag¢do clinica,
estruturas fungicas observadas ao exame micologico direto com KOH 20% e crescimento do
mesmo agente obtida em trés amostras consecutivas com um intervalo de 15 dias entre uma

colheita e outra.

4.3 Teste de Suscetibilidade In Vitro
4.3.1 Microdilui¢ao em Caldo para Dermatoéfitos e FFND

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

com algumas modificagoes.
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4.3.1.1 Agentes Antifiingicos

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 dermatofitos. Para os
FFND foram utilizados voriconazol (Pfizer International, New York, NY), itraconazol (Jansen
Pharmaceuticals, Beerse, Belgium) e anfotericina B (Squibb, USA). Todos os antifungicos
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), e diluidos ao dobro em caldo RPMI 1640
(Sigma Chemical Co) sem bicarbonato de sédio tamponado a pH 7,0 com acido morfolino-
propanossulfonico (MOPS; Sigma Chemical Co), de tal modo que as concentragdes finais
desejadas variaram de 0,031 a 16 pg/ml para cetoconazol, itraconazol, voriconazol,

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

4.3.1.2 Preparacao do Inoculo

Os dermatéfitos e os FFND foram subcultivados em tubos contendo agar batata
dextrose, durante 7-15 dias para dermatofitos, e 2-3 dias para os FFND a 28°C. Ao meio de
cultivo, foram adicionados aproximadamente 5 mL de salina estéril (0,85%), e a superficie
das colonias foram raspadas suavemente com o auxilio de alga bacteriologica. A suspensao
resultante contendo conidios e hifas foram transferidas para um tubo estéril, e deixada em
repouso por 10 a 15 minutos para sedimentagcdo das particulas mais pesadas. As particulas
suspensas foram utilizadas para o inoculo, o qual foi ajustado em espectrofotometro para uma
transmitancia de aproximadamente 70% a 72%, em um comprimento de onda de 530 nm, que
equivale a aproximadamente 2 a 4 x 10° UFC/mL (Santos et al. 2006). Em seguida, a
suspensdo contendo o inoculo foi diluida a 1:50 e 1:20 em caldo RPMI 1640 de tal modo que

se obtivesse uma concentracdo final de 0.4 a 5 x 10* UFC/mL.

4.3.1.3 Procedimento do Teste

Foram utilizadas placas de microdiluicdo contendo 96 pocos, nos quais a cada pogo,
foram pipetados 100uL do agente antifungico e 100uL do indculo. Controle dos agentes
antifungicos, do ino6culo 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 realizagdo do teste de suscetibilidade in vifro pelo método de
microdilui¢do em caldo.

4.3.1.4 Incubacio e Interpretacio dos Resultados

As placas de microdilui¢do foram incubadas a 28°C, sendo a leitura da CIM realizada
até sete dias de crescimento (com visualizagdo diaria) de acordo com o controle do indéculo.
Para os derivados azoélicos a CIM foi definida como a concentragdo que apresentou uma
inibicdo de 50% e para terbinafina e griseofulvina, uma inibicdo de 80% do crescimento
fingico, comparadas ao controle do inéculo. Para a anfotericina B a CIM foi considerada
como a concentracdo que inibiu 100% do crescimento fungico. CIMsy e CIMy, foram

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

4.3.2 Microdiluicio em Caldo para Leveduras

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

CLSIL

4.3.2.1 Agentes Antiflingicos

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 agua destilada. Todos os
agentes antifangicos foram diluidos ao dobro em caldo RPMI 1640 (Sigma®) sem bicarbonato

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

itraconazol.

4.3.2.2 Preparacao do Inoculo

Os isolados de leveduras foram subcultivados em ASD, por 24-48 horas a 28°C. A
concentragdo do indculo foi ajustada em espectrofotometro a 85% de transmitancia no
comprimento de onda 530 nm. Essa suspensdao foi diluida, a 1:50 e em seguida 1:20, em

RPMI 1640 de tal modo que se obtivesse uma concentracgao final de 1 a 5 x 10* 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 Incubacio e Interpretacio dos Resultados

As placas de microdilui¢do foram incubadas em estufa a 37°C, sendo que a leitura da
CIM foi realizada em 48 horas. Para os derivados azolicos a CIM foi considerada aquela que
apresentou uma inibi¢cdo de 50% comparadas ao controle do indculo e para a anfotericina B a
CIM foi considerada como a concentracao que inibiu 100% do crescimento fungico.

Isolados de leveduras foram considerados como resistentes seguindo valores de CIM
preconizados no documento M27-S3 (2008) do CLSI em concentracdes de > 1 pg/mL para
itraconazol), > 64 pg/mL para o fluconazol e >4 ug/mL para voriconazol. Para anfotericina B
valores de CIM > 1 pg/mL foram considerados resistentes, como sugerido por estudos de

Nguyen et al. (1998).

4.3.3 Controle de Qualidade

Em todos os testes foi incluida a suscetibilidade para a cepa padrio Candida
parapsilosis ATCC 22019.
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S RESULTADOS

5.1 Caracterizacio dos Pacientes com Onicomicose

5.1.1 Género

Dentre os 114 pacientes, que apresentavam lesdo nas unhas, 95 (83,3%) obtiveram a
confirmacdo do diagnostico de onicomicose. Desses pacientes, 79 (83,2%) pertenciam ao
género feminino, e 16 (16,8%) ao masculino (Figura 9).

16,8%

83,2%

B Masculino B Feminino

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

5.1.2 Idade

A andlise da faixa etaria dos individuos 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 numero de casos de onicomicose com

um percentual de 36,8%, como mostra a Figura 10.

40 -
35 36,8
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -
5 4
0

Percentual

19-29 30-39 40 - 49 50-59 60 - 69 >70

Anos

Figura 10. Distribui¢do percentual de onicomicose de acordo com a idade de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG.
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5.1.3 Localizacao das Lesoes

Dos 114 pacientes analisados, foram obtidas 136 amostras de raspados subungueais
das maos e dos pés, nas quais 108 (79,4%) apresentaram positividade aos exames micologico
direto com KOH e em cultura. As amostras foram colhidas mais de uma vez quando apenas
um dos exames micoldgicos resultava positividade.

Das 25 amostras obtidas das unhas das maos, 21 (18,4%) mostraram crescimento
fingico, enquanto das 111 obtidas das unhas dos pés, 87 (81,6%) verificou-se o isolamento de
fungos (Tabela 1).

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

Exames micologicos
Total de amostras

Loca~l de Positivos Negativos
lesdo
n % n % n %
Pés 87 64 24 17,6 111 81,6
Mios 21 15,4 4 3 25 18,4
Total 108 79,4 28 20,6 136 100

Considerando a localizacdo das lesdes, as unhas dos pés foram mais acometidas tanto
no género feminino como no masculino. Nas mulheres haviam sete (7,4%) lesdes nas maos e
59 (62,1%) nos pés. Nos homens verificou-se auséncia de lesdes com localizagdo apenas nas
maos, mas observou-se 15 (15,8%) lesdes nos pés. Lesdes nos pés e nas maos foram

verificadas em um (1%) paciente do género masculino (Figura 11).
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Figura 11. Distribuigdo percentual de onicomicose de acordo com o género e a localizagdo da lesdo em 95
pacientes atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

5.1.4 Profissao

Em relacdo a profissdo dos pacientes que apresentaram diagnodstico de onicomicose,
observou-se que 48,4% deles estavam diretamente ligados aos servicos domésticos, sendo
representado por donas de casa e servigos gerais. A Figura 12 mostra as principais atividades

profissionais mais freqiientes relatadas pelos pacientes com onicomicose.

40 -
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20 -
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35,8
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Profissdes

Figura 12. Distribuigdo percentual das principais atividades profissionais segundo relato das pacientes atendidos
no Depto. Dermatol./HC/UFG.
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5.2 Identificacdo dos Fungos

O cultivo das 108 amostras de raspado subungueal dos 95 pacientes permitiu o
isolamento e identificacdo de leveduras em um total de 59 (54,6%), dermatofitos em 31

(28,7%) ¢ FFND em 18 (16,7%).

5.2.1 Leveduras

As leveduras mostraram-se ao exame direto do raspado subungueal elementos
arredondados com blastoconidios e, em determinados casos, visualizou-se a presenga de

pseudohifas (Figura 13).

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

As coldnias de leveduras obtidas do isolamento das amostras de unhas mostraram-se
cremosas ¢ umidas com varia¢do na coloragdo e textura. A Figura 14 mostra as caracteristicas

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

Figura 14. Aspecto macroscopico de leveduras dos géneros Candida sp (A), Rhodotorula sp (B) e
Trichosporon sp (C) cultivadas em meio de agar Sabouraud dextrose.
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Na identificagio das espécies de Candida, o meio de CHROMagar Candida,
permitiu a identificacdo presuntiva de C. albicans que apresentou-se uma colonia de
coloragdo esverdeada, e em seguida foi observado a capacidade de produzir tubo germinativo

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

Figura 15. Candida albicans. A - Colonia verde em CHROMagar Candida” B - Clamidoconidios terminais
(400x). C - Tubo germinativo (1000x).

Das 59 leveduras isoladas foram identificadas 53 (89,8%) como pertencentes ao
género Candida. C. parapsilosis e C. albicans foram as mais freqlientes, como mostra a
Figura 16. Leveduras dos géneros Trichosporon sp, Geotrichum sp € Rhodotorula sp foram

isolados em 6 amostras.

C. parapsilosis 52,5

C. albicans

C. famata

C. rugosa

C. guilliermondii
C. zeylanoides
C. lusitaniae

Outras leveduras

0 10 20 30 40 50 60
Percentual

Figura 16. Distribui¢do percentual das leveduras isoladas de lesdes de unhas de 95 pacientes atendidos
no Depto. Dermatol./HC/UFG.
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5.2.2 Dermatofitos

Os 31 dermatofitos 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 micolégico direto com KOH 20% de raspado subungueal mostrando artroconidios (A) e
filamentos hialinos regulares (B) (400x).

O cultivo das amostras de unhas permitiu o isolamento de 7. rubrum, espécie mais
freqliente, sendo responsavel 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 colonias de T rubrum mostraram-se com aspecto algodonoso, producdo de
pigmentacao avermelhada, sendo visualizada na microscopia a presenga de microconidios

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

Figura 18. Trichophyton rubrum. A - Aspecto macroscopico: colonias algodonosas brancas de pigmento
avermelhado B - Aspecto microscopico: hifas septadas hialinas e microconidios dispostos em acladio
(400x).
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Colonias pulvurulentas ou algodonosas de cor branca amarelada mostrando, hifas em
espiral e microconidios agrupados na microscopia caracterizaram 7. mentagrophytes (Figura
19). Todos os isolados desta espécie foram capazes de hidrolizar a uréia e apresentaram teste

de perfuragdo do pélo in vitro positivo (Figura 20).

Figura 19. Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes. A - Aspecto macroscopico: colonia pulvurulenta
branco-amarelada. B - Aspecto microscopico: hifas em espiral e microconidios agrupados (400x).

Figura 20. Trichophyton mentagrophytes. A - hidrolise da uréia: tubo amarelo=> controle negativo; tubo rosa
—> hidrolise positiva. B — Microscopia do pélo mostrando orgdos perfuradores ao longo do fio de
cabelo (400x).

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

pregueadas e pela presenga de macroconidios fusiformes septados, com extremidade

arredondada e superficie rugosa (Figura 21).
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Figura 21. Microsporon gypseum. A - Aspecto macroscopico: colonia pulvurulenta com bordas pregueadas. B -
Aspecto microscopico: hifas septadas hialinas e macroconidios fusiformes septados, parede rugosa e
extremidade arredondada (400x).

5.2.3 Fungos Filamentosos nio Dermatofiticos

Ao exame direto do raspado subungueal, estes fungos mostraram-se como hifas
hialinas septadas. Presenca 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 género Fusarium foi identificado em oito amostras (44,4%).

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

Figura 22.

Fusarium spp 44,4

Scytalidium hialinum
Penicillium spp
Aspergillus versicolor
Paecilomyces spp

Cladosporium sp

0 10 20 30 40 50

Percentual

Figura 22. Distribuicdo percentual de 18 isolados de FFND obtidos de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG.
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A anélise dos dados com relagdo a localizagcdo das lesdes, ao género e a etiologia,
mostrou que os pés de individuos do género feminino foram mais comumente acometidos por
todos os grupos de fungos identificados. Nos pés de mulheres foram isoladas 33 leveduras

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

Tabela 2. Distribuicdo dos 108 isolados de amostras de unhas de 95 pacientes atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG de acordo com o género e o local de infecg@o.

Género
Grupos de fungos Feminino Masculino ;l;]j);r/a;;
Pés Maios Pés Maios
(/%) (/%) (/%) (/%)
Leveduras 33/ 30,6 19/17,6 6/5,5 1/0,9 59 /54,6
Dermatofitos 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 Manifestacdes Clinicas

A onicomicose subungueal distal lateral (Figura 23) foi a manifestagdao clinica mais

comum apresentada por 95 pacientes com esta infecgao.

Figura 23. Onicomicose subungueal distal lateral observada em um paciente com lesdes ungueais por
dermatofitos.

Este tipo de lesdo ocorreu em 24 (77,4%) casos de dermatofitoses e em 37 (62,7%)
casos de onicomicoses por leveduras. As manifestagdes clinicas relacionada com a etiologia

da onicomicose encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Classificagdo clinica de 108 lesdes procedentes de 95 pacientes com onicomicose atendidos no Depto.
Dermatol./HC/UFG de acordo com os agentes etiologicos identificados.
Agentes etioldgicos

Manifestagdes Total
.. Leveduras Dermatofitos FFND
clinicas
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
OoT 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: onicodistréfica total

5.4 Testes de Suscetibilidade In Vitro

Para os isolados de leveduras, embora com concentragdes inibitorias minimas baixas
para a maioria dos isolados, em alguns casos foi possivel detectar resisténcia. A CIM de
fluconazol, para as leveduras mostrou valores que variaram de 0,25 a 32 pg/mL, sendo,
portanto, todos os isolados considerados suscetiveis a este firmaco. Para itraconazol a CIMs5
foi de 0,125 pg/mL, mas quatro leveduras mostraram CIM > 1 pg/mL, sendo que uma era C.
albicans e as outras eram Trichosporon sp (CIM= 16ug/mL), Geotrichum sp (CIM= 1ug/mL)
e Rhodotorula sp (CIM= 2ug/mL). Para voriconazol, a CIMs, para as leveduras foi de 0,5
ng/mL, sendo observados dois isolados de C. albicans resistentes a este farmaco. Para
anfotericina B 90% dos isolados foram suscetiveis, no entanto um isolado de C. albicans
(4pg/mL) e dois de C. parapsilosis (CIM de 2pg/mL e 16pug/mL) mostraram-se resistentes a
este farmaco.

Os valores de CIM, CIMso e CIMg, 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 antifungicos para 59 isolados de leveduras obtidos de pacientes
com onicomicose atendidos no Depto. Dermatol./HC/UFG.

Espécies o CIM (pg/mL)
(n° de isolados) ~ Antifingicos Variagio CIM,* CIMoy*
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

*CIMs e CIMg, = Concentragdo 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 dermat6fitos com relacdo a suscetibilidade in vitro foi muito
semelhante para cada antifungico analisado. A CIM para o itraconazol foi de 0,25 pg/mL para
50% dos isolados, no entanto um 7. rubrum e um 7. mentagrophytes apresentaram CIM de 16
ng/mL. Para cetoconazol, a concentragdo de 0,5 pg/mL foi capaz de inibir 50% dos isolados
com duas amostras de 7. rubrum mostrando concentragdes de 8 pg/mL. A CIMs, para
griseofulvina foi de 1 pg/mL, com a CIM de 8 pg/mL para um isolado de 7. mentagrophytes,
enquanto a CIM dos dermatoéfitos para terbinafina foi extremamente baixa com CIMyy de
0,015 pg/mL.

Para o Unico isolado de M. gypseum, foi observado valores de CIM de 0,25ug/mL para
itraconazol, 2 pg/mL para cetoconazol, 0,5 pg/mL para griseofulvina e 0,015 pg/mL para
terbinafina.

A Tabela 5 mostra os valores em pg/mL realtivos a variagdo de CIM, CIMsy e CIMy,

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

Espécies o CIM (pg/mL)

(n° de isolados) Antifingicos Variagio CIM,* CIMyo*

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

*CIMs, e CIMy, = Concentragdo inibindo 50% e 90% dos isolados.

A concentracdo inibitéria minima para o itraconazol foi de 16 pg/mL em 90% dos
isolados de FFND, e para anfotericina B e voriconazol obteve-se uma concentracdo de 8
png/mL.

As concentragdes de antifungicos foram elevadas para todos os fungos do género
Fusarium, onde se observou CIM > 4 pg/mL para itraconazol, > 2 pg/mL para voriconazol e
> 1 pg/mL para anfotericana B nos oitos isolados estudados.

A resposta in vitro para os agentes antifungicos foi diferente para cada espécie isolada,
sendo que um isolado de Penicillium sp mostrou CIM de 16 pg/mL para voriconazol,
enquanto um isolado de Scytalidium hialinum mostrou CIM de 16 pg/mL para anfotericina B
e para itraconazol e de 8 pg/mL para voriconazol.

Os valores de CIM, CIMsy e CIMy, de anfotericina B, itraconazol e voriconazol para

os isolados de FFND encontram-se na Tabela 6.

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

Espécies N CIM (pg/mL)

(n° de isolados) ~ Antifingicos Variagio CIM,* CIMoy*

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

*CIMs e CIMg, = Concentragdo inibitéria minima de 50% ¢ 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 DISCUSSAO

A onicomicose ¢ a infeccao mais freqiiente entre as onicopatias, representando cerca
de 30% das infeccdes flngicas superficiais (Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008a; Koksal et al.
2009) e, embora ndo seja importante em relacdo a mortalidade, influencia negativamente na
qualidade de vida do paciente (Arrese et al. 2005; Colella et al. 2006). Neste estudo em 114
pacientes com suspeita clinica de onicomicose, verificou-se uma freqiiéncia de 83,3% (95)
desta infeccao. Este resultado demonstra que as onicomicoses contituem uma das principais
causas de onicopatias na casuistica estudada. Das et al. (2008), demonstraram um indice de
positividade em amostras de raspado subungueal de 51,76% em 85 individuos com suspeita
clinica de onicomicose. No Brasil, na cidade de Sao Paulo, Godoy-Martinez et al. (2009)
confirmaram o diagndstico de onicomicose em 42% de 588 pacientes estudados. Em Goiania,
Souza et al. (2009) examinaram 2273 amostras de unhas provenientes de pacientes com
onicopatias, onde observaram um indice de 56,4% de onicomicose.

Maior ocorréncia foi verificada entre as mulheres, sendo que dos 95 pacientes com
onicomicose, 83,2% (79) pertenciam ao género feminino. Ha resultados controversos com
relagdo ao género dos pacientes com onicomicose. Alguns pesquisadores relatam maior
positividade no género masculino (Surjushe et al. 2007; Sarma et al. 2008) enquanto outros
mostram que as mulheres apresentam maior niimero de casos desta infec¢do (Jesudanam et al.
2002; Miigge et al. 2006; Souza et al. 2007). Esta discrepancia com relagdo ao género 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 periodos com as maos e os pés umidos, além de manter contato
com substancias quimicas, como os detergentes, que propiciam o aparecimento de traumas
ungueais, favorecendo a instalacao da infec¢ao. Além disto, as mulheres possuem uma maior
preocupagdo em procurar o servico médico para solucionar o desconforto estético
proporcionado pela onicomicose (Hernandez-Salazar et al. 2007).

A faixa etaria mais atingida entre os pacientes estudados foi de 40 a 59 anos (62%).
No presente estudo, ndo havia criancgas e adolescentes com onicomicose. A baixa freqiiéncia
de onicomicose em pessoas jovens pode ser atribuida ao crescimento mais rapido da unha,
menor area 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 a reducao da taxa de crescimento da lamina ungueal, a maior possibilidade de

traumatismos ungueais, ao contato direto e prolongado com umidade e a presen¢a de algumas
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comorbidades que ocorrem com mais freqiiencia nesta faixa etaria, como por exemplo
diabetes mellitus (Martelozzo et al. 2005; Oliveira et al. 2006; Hof 2009). Resultados
similares, onde a presenca de onicomicose era predominante em individuos idosos tém 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 relacao a localizacao das lesdes, verifica-se que a onicomicose encontra-se
predominantemente nas unhas dos pés (Martelozo et al. 2005; Miigge 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 freqiiéncia de infecgdes nas unhas
dos pés pode ser explicada por uma maior ocorréncia de traumas e uma alta umidade,
produzido pelo uso de sapatos fechados e fabricados por material sintético, o que facilita a
penetragcdo de fungos nas unhas (Martelozo et al. 2005). Segundo Miigge et al. (2006), as
unhas das maos crescem mais rapido do que as unhas dos pés, sendo que a eliminagdo dos
fungos pelas primeiras ocorre com maior facilidade, dificultando o desenvolvimento destes
micro-organismos nas unhas das maos.

Neste trabalho, as leveduras especialmente do género Candida foram mais
frequentemente diagnosticadas como agentes de onicomicoses em comparagao com os fungos
filamentosos. Estes resultados sdo similares aos relatados em algumas localiza¢des do Brasil
como Pernambuco (Lima et al. 2008a), Goids (Souza et al. 2009) e Sao Paulo (Godoy-
Martinez et al. 2009). Entretanto em varias casuisticas os dermatofitos foram mais freqiientes
como causa de onicomicose (Araujo et al. 2003b; Miigge 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 regido Nordeste do Brasil, diferente dos dados obtidos neste estudo, que identificou este
grupo como a terceira causa de onicomicose.

A distribuicdo das espécies de Candida causando onicomicose ¢ varidvel em
diferentes casuisticas. Embora C. albicans seja a principal espécie responsavel por esta
infeccdo (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 doenca em 58,5% dos casos
diagnosticados, o que mostra a emergéncia desta espécie. Similaridade de comportamento,
onde C. parapsilosis apresenta-se como a principal responsavel por candidiase ungueal tem
sido observada por diferentes pesquisadores (Segal et al. 2001; Miigge et al. 2006; Djeridane
et al. 2007; Koklu et al. 2007; Figueiredo et al. 2007).
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Alguns fatores como distrofia traumatica e atividades relacionadas ao solo podem ser
considerados como importantes para a maior freqiiéncia de onicomicose por C. parapsilosis,
ja que esta levedura ¢ 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 géneros, Trichosporon sp, Geotrichum sp e Rhodotorula sp, apesar de
serem micro-organismos pertencentes da microbiota de humanos, foram confirmados em trés
amostras diferentes de raspado subungueal e tém sido relatadas como causadoras de infec¢ao
nas unhas em varias casuisticas (Han et al. 2000; Vijaya et al. 2004; Alvarez & 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 dermatofitos, como a segunda etiologia mais comum de onicomicose observada
neste estudo, apds as leveduras do género Candida, tem sido encontrada por Sarma et al.
(2008) e Godoy- Martinez et al. (2009). Dermatofitos antropofilicos, como 7. 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 & Lopez-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; Miigge 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 antropofilicos pode estar relacionado ao processo de
urbanizagdo. 7. rubrum ¢ um fungo bem adaptado ao tecido queratinizado do hospedeiro
humano, que causa um processo inflamatdério cronico, sendo que a transmissao ocorre
facilmente de homem ao homem, principalmente nos grandes centros urbanos. Nestes locais a
aglomeragdo de individuos facilita a disseminacdo do fungo, justificando a predominancia
desta espécie (Chinelli et al. 2003). Embora 7. mentagrophytes var. interdigitale seja relatado
como o segundo agente de tinha ungueal, apds 7. rubrum (Torrez-Rodrigues & Lopez-Jodra
2000; Djeridane et al. 2006; Miigge et al. 2006; Maraki et al. 2007), no presente trabalho foi
verificado que 7. mentagrophytes var. mentagrophytes foi mais comum. Este fato pode ter
ocorrido devido ao relato de contato direto com animas de estimagdo pelos pacientes, ja que

este agente € zoofilico.
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A distribuicdo dos agentes etiologicos de FFND relacionados com onicomicose ¢
bastante variavel, sendo que hd uma grande diversidade destes fungos como causadores de
infeccdo. Bassiri-Jahromi & Khaksari (2009), no Iran, identificaram em 100 casos de
onicomicose em unhas dos pés, 19 por Aspergillus spp, seguido de seis por Acremonium spp €
quatro por Fusarium spp. Na India, 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 regides a presenca 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 € um por Acremonium sp € 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 Ceara, Brilhante et al.
(2005), observaram somente o crescimento de fungos do género 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
ocorréncia maior na Africa, Tailandia, Inglaterra e Australia pode ter surgido no territorio
brasileiro em decorréncia de intensos movimentos migratorios nas ultimas décadas. Trabalhos
realizados mais recentemente, no Brasil, ttm 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 parasitaria a0 exame microscopico
direto pode ser uma caracteristica importante no diagndstico em casos de onicomicose por
Aspergillus spp (Veraldi et al. 2009) Neste trabalho, foram observados conidios ao exame
micoldgico direto com KOH 20% de um caso por Aspergillus versicolor. Nesta unha,
verificou-se a formacao de cavidades na sua porg¢ao distal, o que favorece o desenvolvimento
de elementos de reproducdo, similar ao que ocorre em aspergiloma pulmonar.

Lesdes subungueal distal e lateral, que foram predominantes nos casos de onicomicose
estudados, constituem a forma clinica mais comum deste tipo de infeccao (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 correlagao da etiologia com o tipo
de lesdo mostrou que o grupo de dermatoéfitos, de leveduras e de FFND foi capaz de produzir

0 mesmo tipo de lesdo, 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 (Aratjo
et al. 2003b; Negroni 2008), foi verificada em 11,1% das lesdes, causadas exclusivamente por
leveduras. A ocorréncia de OSB foi relativamente rara em todos os grupos de fungos
encontrados, dado similar aos de vérios pesquisadores que relatam a OSB como uma das
manifestagdes clinicas de onicomicose menos comum (Gupta et al. 2007; Kaur et al. 2008b,
Neupane et al. 2009).

A maioria dos isolados de Candida e de dermatofitos foi suscetivel a todos os
antifingicos avaliados, mostrando que todos estes farmacos, os quais estdo disponiveis no
mercado, possuem uma boa atividade contra os principais agentes etiologicos das
onicomicoses sendo eficazes no tratamento destas infecgoes.

Embora varios estudos relatam baixas propor¢des de resisténcia para as espécies de
Candida (Calvo et al. 2003; Lopez et al. 2005; Asadzadeh et al. 2008; Bueno et al. 2009), os
resultados obtidos neste trabalho mostram uma tendéncia de resisténcia destas espécies a
derivados azolicos. De acordo com os breakpoints estabelecidos pelo CLSI para leveduras,
foram verificados trés isolados de C. albicans resistentes a estes antifungicos. Espécies de
Candida resistentes ao voriconazol foi observado por Sabatelli et al. (2006), que investigaram
a suscetibilidade de 3535 isolados de diferentes amostras clinicas.

Para anfotericina B, o encontro de resisténcia de trés isolados de Candida, merece
destaque. As leveduras do género Candida normalmente sao suscetiveis a este antiflingico
(Asadzadeh et al, 2008), sendo que sdo relatados poucos isolados resistentes. O encontro de
resisténcia a anfotericina B tem sido observado em amostras de Candida causando lesdes 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 farmaco.

Para os dermat6fitos ndo hd um protocolo estabelecido para a determinagdo destes
fungos como resistentes ou suscetiveis aos antifungicos. A avaliagdo da atividade in vitro dos
antifngicos testados revelaram que para os dermatoéfitos, a terbinafina foi a mais eficaz na
inibicdo 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
antifngico ¢ recomendado para o tratamento das onicomicoses, tanto por uso topico, quanto

oral pelo método de pulsoterapia (Carrillo-Munoz et al. 2008; Takahata et al. 2008).
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Os derivados azoélicos, apresentaram baixos valores de CIM para os dermatofitos.
Estes valores mostraram-se menores para itraconazol do que para cetoconazol. A similaridade
dos resultados de suscetibilidade dos dermatéfitos a estes farmacos tem sido verificada por
Gupta & Kohli (2003b), Ozkutuk et al. (2007) e Araujo et al. (2009).

Similar aos resultados de Favre et al. (2003), Barros et al. (2007), Nowrozi et al.
(2008) e Araujo et al. (2009), maiores valores de CIM foram encontados nos testes de
suscetibilidade in vitro utilzando a griseofulvina, que apresentou CIMs relativamente elevados
em compara¢ao com os derivados azolicos e a terbinafina.

Valores de CIMs com variagdes significativas foram evidenciadas com relagdo aos
FFND. Segundo Ortoneda et al. (2004), Selleslag (2006), as espécies do género Fusarium,
podem apresentar baixa suscetibilidade frente a varios antifungicos. Altos valores de CIM
encontrados para os isolados de Fusarium spp, tém sido relatados por diferentes
pesquisadores (Sabatelli et al. 2006; Guilhermetti et al. 2007; Lopez et al. 2008; Bueno et al.
2009). A fusariose ¢ de dificil tratamento, sendo que as espécies envolvidas nesta infecgao
respondem de forma inadequada a maioria dos antifiingicos, havendo geralmente recidivas
das lesdes (Pastor & Guarro 2007), alem disto, a onicomicose por Fusarium pode ser a causa
de quadros sistémicos de infeccdes por este micro-organismo, em pacientes
imunocomprometidos (Arrese et al. 1996).

Neste trabalho valores de CIMgy para a maioria dos antifungicos utilizados na
suscetibilidade in vitro aos FFND foram relativamente elevados, mostrando que
provavelmente ha fungos em que os antifingicos ndo atuam, ou seja, podem apresentar
resisténcia ao tratamento. Altos valores de CIM em testes de suscetibilidade in vitro, foram
relatados por outros autores que avaliaram diferentes agentes antifingicos para varias espécies
de FFND (Torrez-Rodrigues et al. 1998; Lacroix & Chauvin 2008; Trovato et al. 2009). Em
resumo, os resultados de suscetibilidade in vitro aos antifngicos fornecem evidéncias
confidveis para auxiliar no tratamento clinico das infec¢des fungicas, como no caso das

onicomicose (Cuenca-Estrella & Rodriguez-Tudela, 2002).
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7 CONCLUSOES

1-

A onicomicose apresentou uma frequéncia de positividade de 83,3% entre os pacientes

estudados.

Entre a populagdo estudada verificou-se que a onicomicose foi predominante nas

mulheres e na faixa etaria entre 40-49 anos.

A onicomicose causada por leveduras representou a etiologia mais comum, sendo que

C. parapsilosis foi 1solado em 52,5% dos casos de candidiase ungueal.

Entre os dermatofitos, houve predominancia da espécie antropofilica, 7. rubrum, em

74,2% dos casos, sugerindo a transmissao direta de individuo a individuo.

Com rela¢ao aos FFND, o género Fusarium, fungo constantemente presente no meio

ambiente, foi o mais freqiiente.

Entre os tipos de lesdes observadas nas unhas, a onicomicose subungueal distal lateral

foi de ocorréncia comum, independente do agente etiologico.

Embora as onicomicoses apresentem dificuldades na terapia convencional, a maioria
dos antifingicos 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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Lhatr

Background Onychomycosis &5 the nall infection caused by a wide spectrum of fungi species, Including yeasts.
dermataphytes and flamentous fungl non-dermatophytes (FFND This fungal infection represents an important
medical problemn because it involves the patient’a Hifs quality.

Objective The aim was to isolate and identify the fungal agents of onychomycosis, and to daterming the in vitre
susceptibility to antifungal agents.

Methods Dudng the pedod of March 2008 to March 2008, 114 patisnts clinically suspected of having
onyehomyeosis were axamined. Demographic data, mamly age and gender were obtalned from eash patient, The
nail samples collactad {136) were submiited to direct examination with potassium hydroxide 20% and grown on
Sabouraud dextrosa agar. The in viiro antifurgal susceptibility testing was performed according to the method of
broth micredilution, recommanded by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSH),

Results Crychorycosis was obsarved in 95 (83.3%) patients, including 16 mean (16.8%) and 79 women (B3.2%),
with mean age of 48,1 vears. Candida parapsiosis, Trichophyton rubrom and Fusarim spp wers the fungi most
fraquantly isolated, The most of the isolated yeasts showed suscaeptibifity to aptifungal agents studied. Among
filamentous furgi, high MIC values o ftraconazele were found for T, awbrm and T menfagrophyfes, while Fusarium
spp showed decreased susceptibility to traconazole and vorconazole,

Conglusion C. pampsioss was the most common funpal species |solated from patlents with enyehemycosia. The
different response obtained by in vitro susceptibility testing to drugs shows the importance of thase mathods to
asgist clinicians in choosing the best therapeutic option,

Recalvad: 21 February 2011; Acceptad: 4 October 2011

of

Nonie declarad.

This study was financlally supported by Consalio Necional de Desemalvimsnte Clentfico & Tecnoldgico.

In vitro antifunga] swsceplibilily lesting could help to choose
Onychomyross is # Rangal infection that aftects fingernails and7or  between the different antimycotics wsed in therapy of onychomy-
toenails, representing about 50% of el nail infections, and it is costs™ The broth dilution methods sccording lo Clinical and
considered the most common superficial fimgal jnfection in many  Labaratory Standards Instituge (CLSLL by documents 127-45°
countries, and M38-A” with some modifications may be used 1o determine

Dermatophyies, yeasts and filamentous funpi non-dermato-  the minimal inhibitory concentration (MIC] of antifingal agenis

phyte (FEND) are (he astiological agents of onychomycosis.” This
myeosis Fepresents an important medical problem because it
involves he patient’s life quality and it has high cosl on treal-
mens,* The onychemycosis reguires prolonged teatment and it
has poor response o therapy.”
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evaluate the s vitre antifungal activity of some antifungsl agents
agninst these clinical isolates,

Patients

This study was conducted with 114 patients chinically suspecied of
onychomycosis, with 2 total of 136 sumples {locnails and finger-
nails), attended at the Dermarology Depariment from Hospital dias
Chiniens in Goldnia — Golkds, Braxil, from March 2008 4o March
2009, Demographic data, mainky age and gender were obtained
from gach patient, Different clinical patterns, suck as distal and
lateral subungual onychomycosis (DTSQ), proximal subungual
anychomycosis (PSO), white superficial enychomycosis (SWO§
and total dystrophic onychemycosis (TDO), were telated for each
nail lesion. All patients gave written informed consent to pardd-
pate i research and the study was approved by Bioethics Commit-
tee of Hospital das Clinicas in Goidafa-GO {protocol 065/2008),

Isolates

The samples of patient’s nails were obtzined by subungual serap-
ing using a sterile scalpel. Diagnosis of onychomycosis was proven
by direct microscopic examination with 20% potassium hydroxide
salution. Only direct microscopy-positive specimens were used
for culture examination. If a patient had mors than one sile of
involvement, cach one was examined and cultured separately,

The clinical positive samples of the nails were cultured on eack
one of two isolation media, Sabouraud dextrose agar (Difco™,
with and withoul cycoheximide, This last medium inhibits the
growth of some opportunistic moulds, The aidtures were incu
bated ar 25°C and examined daily for up to 1 month.

Criteria to adequately define the aetiological agent of onyche-
miyeosis were performed according to Grigorin & Grigoriu'” and
English."' When the dermuatophyles appeared in the culture, they
were comsidered as responsible pathogen, even when vther species
have grown, Confirmation of a mould as sole astiological ssent
was accomplished by reprodudbly prowth from the naif at differ-
ent titnes by repeated cultvre attempts, The yeasts were implicated
as actiological agents when demonstated in direct examination
and grown in cultures,

The dermatophytes were identified according to standard mth-
ods using macroscopic and microscopic characteristics of the colo-
nies, biochemical and physivlogical tests as urea activily and
i witro hair perforation.’

The identification of Candida strains was performed using germ
tube {est, micromerphology of colonies on corn meal agar medinm
{Difco™), catbon and nilrogen assimikition and sugar fermenta-
ton'? [n addition, ull the isolates were streaked in parallel onto
CHROMagar™ Candida medium plaies (Difee™) for presump-
tive identification of Candida albicans. For Candivda specics that
could not be identified by the methods ciled above, API 200 ATX
commercial systen was used (BloMeries, Marcy PEtoile, Francel.

Ataides st al.

The filamentous fungi non-dermatophytes were identifiad by
nmeroscopical morphelogy and microscopic strachures evaluations
of the colonies following slide culture on potalo dexrrose agar
(Difen "™,

Inr vitro susceptibility testing

Antifungal susceplibilily lesls were parformed using a broth
microdilution method following the protocols of C181, according
to documents M27-A3° for veasts and M38-A” with some modifi-
cations for filimentous fungt,

Amntifungal agents and incoulum preparation for dermatophytes
afd filamentals fungi non-dermatophyies  Ketoconazole, itrac-
onagole (Jansen Pharmaceulicals, Beerss, Belgium), terbinafine
{Novartis Research Institute, Viemna, Ausiria} and griscofulvin
{Sigma Chemical Company, 3L Louis, Me.) were used to evalvate
the in vitro susceptibility of dermatophytes. Voriconazole (Plizer
Tnternational, New York, NY), ilraconazale (Tansen Pharmaceuri-
cals, Beerse, Belginm} and amphotesicia B {Syuilh, Princeton, N,
1ISA} were nsed for FEND.

For preparalion of inocolum, the isolates were subcultured on
potato dextrose agar at 28"C Lo produce conidia for 7 days for
dermatophytes and 3 days for FEND, The fungal colonies were
covered with 5 mL of sterile saline (0.85%), and Lhe suspensions
were made by scraping the surface with the tip of a Pasteur pip-
ette, The resulting conidia and hyphal particles were transferred Lo
a sterile tube, allowed to settle for 15-20 min at room temperature
ta heavy particles, and then the upper suspension was mixed using
a vorlex moixer [or 13 s The optical density of these suspensions
was adjosted using a specrophotometer at 2 wavelength of
520 nm o 2 transmirtance level of T0-82%, as cstablished by CLSL
for fungi filamentous.” The resulting suspension was diluted to
1:30 in RPMI mediom (Sigme Chemical Co., 5t Louis, MO
USA) to obtain the final inoculum size of approximately 2 = 10¢
to 4 ¥ 10" CEU/ml..

Antifungal agents and inoculurn  preparation for yesasls
liracoparole (fansen Phanmaceulicals. Brerse, Belgium?, vorico-
nazole and Huconeole (Phzer Intermational, Mew York, NY) wers
used to evaluate the fit vitro susceptibility of yeasts.

The yeast isolates were subcullured on Sabouraud’s dextrose
agar for 2448 h at 35°C. Suspensions were prepated in stenle sal
ine (0.85%) and the oplical densily was acjusted using spectro-
photometer to ¥5% transmittance at a wavelength ol 530 mm,
This suspension was diluted to 1:50 and then 1:20 in RPMI 1640
imedium to obtain the final inocalum size of approximately 1 o
5 % 10° CRU/mL.

Testing procedure for yeasts and flamentous fungi  Serial
dilotioms of the antifimgal drogs were performed in BPML 1640
medivm bulfered W pH 7.0 with 0,165 mol/L. morpholinepro-
panesulfonic acid (MOPS; Sigma Aldrich). Final corcentralions
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ranged from 0.125 to 64 pg/mL for fluconazole and griseofubving
and (103 to 16 pp/mL for ketoconazole, itraconazole, voriconazole
and amphotericin B.

Elat-bottom microdilution plates contzining 100 uL of serial
dilutions of the antifungal drops were inoculated with 100 pL of
the inoculam, The MICs were determined aller 5 days of incuba-
don at 28°C for dermatophytes, while far FEND the read was veri-
fied daily for the presence of growth at 35°C. For yeasts, the plates
were incobated at 35°C and MICs were determined visually after
48 h. The quality control was performed by using standard strain
Candida pavapsilosis (ATCC 22019} and each samiple was tested in
duplicale,

For azole agents and griseofulvin, the MIC was defined as the
lowest concentration, showing 80% growth inhibition compared
with growth in the control (deag-lree) well, Fur terbinafine and
amphotericie B, the MIC was delined as the lowest concentration
shawing 1060% growth inhibiticn.

tolerpretative breakpoints for Candida spp were applivd for
Buconseole, iteaconzzole and voriconazole, according o CLSI rec-
ommendation.'* Tsolates with MICs =64 pg/ml for fluconazole,
=1 pg/ml. for itraconazole and 24 pg/mlb for voriconazole were
considered resistant. For dermatophytes and FIND thete are no
standardized thresholds o classify these fongi as susceptible or
resistant to antiflingal apents.

He

Among, 114 clinically suspected patients of onychomycosis, 93
{83.3%] had confirmation of this infection, including 16 men
(16.8%]) and 79 women (83.2%), The age of patient. varied from
19 Lo 84 vears (mean age: 48.1 years) and the maximum number
wats between 40-4% years of age. Toenails involvement was seen in
74 patients, fingemail affection in 14 while seven patients luad
invohvement of both fingernails and toenais, Direct microscopy
and fungal coliures were posilive in 102 samples. ‘The organisms
most frequently found in the nail samples were the yeasts (36.890),
{ollowed by dermatophytes species (30.4%) and FFNTI (12.7%).

Among the yeasts, C. proapsilosis was tound in 31 samples
{53.4%), This species showed light pink colour in CHROMagar ™
Candida medium and short pseudohyphae without clamidoconi
dia production on corn meal agar medium. Trichophyton rubrm
was the species most frequently isolaled among the dermato-
phyies, found in 23 samples (74.235) and Fusarium spp was found
in cighl samples (61.5%) among the FENIY. The identilication of
funpi isolated from nails is showed 1n Table 1. Of 102 samples was
verified that the toenails were more frequently involved, ie, 84
(82.3%), The fingernails accurred in 17.7% of the palienis. The
samples of nails infected in relation to aetiological agents and sites
imvalved are showed in Tuble 2,

Among the dinical pattern of onychomycosis, DESO was the
masl common (72.1%), followed by then TDO {13.9%). PSO
(1L.1%) and SWO (29%) az shown in Fig 1. Dermatophyies,
yeasts and FEND could give rise io more than one clinical 1ype.

Table 1 Distributlon of microorganism found amang 102 nail
samples

Yeasts n % Fungi filamentous o %
Landida 31 als  Trichophyton rubrum 283 225
Paraosilosis
Coalbicans 11 108 T mentagraphytes 7 6.9
C. famata 5 28 Mfcrosparon guoseunt 1 1
C. nugosa ) = 2.8  Fusaniim spp B T8
C. guilliermondi 3 28 Scyaidium hialnam 3 28
C. zeylanoides 1 i Aspergillus versicofor 2 2
C. lusitariae 1 1 B

e

. e

58 56.9 44 437

Table 2 Distribution of nall samples Infected in relation to its
actiological agents and sites of invelvemeant

Fungal agents Sties of involvement
: Toenails Fingemails
” % n %
Yeasts _h 402 7 16.7
Dermatophytes an 20.4 1 1
FEND" 13 12.7 = =
Total a4 B2.3 16 17T

*Hiamentoss fungi nor-dermatophyte

In vitro susceptibility data for yeast isolates showed low MICs
for the most isolates. C. parapsdosis isolates were susceptible Lo
antifungal agents tested, but elevated MICs of fluconazele of
8.0 pg/ml were observed for this species. In one C. aflicans iso-
falg, iL was pussible (o detect resistance to ittaconazole with MIC
=1 pg/ml. The geametic means, runge, MICs; and MICq, of
yeasts isolates to fluconmeole, Hraconazole, vericonacole and
amnphotercin B are showed in Table 3.

In vitro susceptibifity for dermatophytes was very similar for
each antifungel agenl analysed. Terbinafine showed the Jowest
MIC values to detimataphytes, as the MICy, was of 0.045 yg/mlL
for 1. rubrien and of (062 ppsml for T mentagrophtes with
geometric mean of 0.01 for buth spacies. A high MIC value of
16 pg/mlL to itraconaeole was found for one fsolaw of T, rubrum
and one jsolate of T. sentagrophyies. For the single isolate of
M. gypsewa, dn vitre susceptibility test showed values of MIC
of (.23 pg/ml for itraconasele, 2 pp/ml for ketoconazale,
0.5 ye/mL for griseofudvin and 0,015 pg/mi for terbinafine,

Filamentous fungl of the genus Fusarinn showed high MICs for
itraconaxole and voriconazole with mems geometric of 872 and
4.76, respectively. [n relalion {0 other FIND, #t was verified that
one Scpralidien spp isolate presented high MICs for all antifingal
agenls tested. The geometric means, range, MIC,; and MICy, of
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Figure 1 Clinical pattern of onychomycosis. (2) Distat and lateral subungual; () total dystrophic; (c) proximal subungual and

(d) superficial white.

Table 3 in vitro susceptibility data of fluconazole, itraconazole, vericonazeole and amphetericin B for yeast isolates

Isolates in) AntHungal agents MIC [pg/mL)
Range MICs" MiCg" amt
C. parapsitosls (31) Fluconazaie 0.25-8 1 3 1.48
ltraconazole 0.031-0.25 0.125 025 0.1
Variconazola 0.031-0.5 0.062 0.25 0.08
C. athicans (11} Fluconazaole 1.5-2 1 - 2 1.07
lraconazode 0.062-4 025 - - -
Voriconazole 0.062-2 0125 2 0.37
Candiga eppf (11} Fluconazole 0.5-32 2 16 = 3.52
ltraconazole 0.062-0.5 0,125 0.5 {14
0.031-05 {.062 05 013
Cthars Yeaast§ (5} 0.5-8 2 & 2
Htraconazole =) 0.125-0.5 0.5 s o oal
‘Yoriconazole 0.062-2 1 = 0,49

*MICey and MICy: MIC at wrlch 508 and 90% of the isolates were inhibited,

TEeametr' e Means.

3T famata (o= 3), € nigoss (n = 31, C guifiermondi n - 3), C lusitonioe 17 = 1) & € 7ewanaldes in = 1)

GTrAmNosEaron spp et - 3, Seolr

T. rutrum, T, mentagropivies and FEND isolates to antifungal
agendy studied are showed in Table 4.

Discussion

Onychontycosis represants aboul 30% of fungal superficial infec-
tions, affects the patient’s life yuality in a significant proportion
and, therefore i; is considered & problem for public heallth, ™ This
infection occurs at any age, but i wore cormmon in adidis
bebween 40 and 60 vears."® In our study, the majority of subjects
(62%] were between 40 and 60 years of age. The incresed preva-
lence of anychomycasis in this age group is justified by reduced
tate of nail growth and inreased trauma of nails campared with
the younger age group.” Similar to other studies, ¥ we verified
that the temale gender was frequently infected cncompassing a
total of 83.2% of patients pasitive for onychomyrosis. The preva-
fence in women can be the result of traumas, as the use of high-
heeled shoes or because of manual activities which facilitate such
irjury. Moreover, women with nail infections seek for medical
Lrestment more often than men.

A high incidence of onychomyeosis of the locuails Tuve been
reported by varions authors. % in the present study. the Locnails
were found to be involved more often (82.3%) than fingernails
{17.7%] with a ratio of 4.6 1 1. According Lo Migge er al.” this
higher proportion could be because of slow growth of Locnails
when compared with fingernail and/or may be a result of Lhe
increased chance of traumsa in locnails.

In owr study, different clinical munifestations weee scen in
nail infections. Althongh DLSO has been predominant {72.4%)
in our patients, with commeon manifestation ameng dermato-
phyte infection, we verified that this lesion type could alvo he
caused by yeasts and TEND. Total dystrophic onychomyeosis
was also seen in 4 reasomable pumber of patients (13.09) with-
out corelation iv actiology. So, by our results il was not possi-
ble for the climico-sclologic correlation. According Lo Garg
et al, ™ it is very hard lo identify the causative apeni by simply
looking at the diseased nail.

The tmain pathogens fovolved in onychomycasis indude yeasts,
dermaiophytes and non-dermatophyie moulds, Yeasts have been
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Table 4 in vitro susceplibility data of antifungal drugs far dermatophytes and FFND isolates
Isolatas [n) Antifungal agents MIC {(ng/mL)
Range MICe:" WGy GMT
T. rubruwm [23) Itraconazole 0.062-18 .25 " 0.5 fafi=r 3
Ketoconaiole 0.062-8 025 4 132
Grissofulvin 0.5-2 2 2 ) _ 048
Terbinafine 0.0075-0.015 N 0.015 0.0
T. mentagrophytes (7) itraconacale 0.125-16 025 16 41
Ketoconazola 0.5=4 0.5 4 1.48
Griseofubun 18 : & T
Terbinafine 0,01 50,062 0.5 0.062 o
Fusarium spp (8) itraconazole 418 : a 16 B.72
Voriconazole 2-8 RSN TR
Amphotaricin B 1-2 2 2 1.54
Cures FRNDE (5) itraconazala 0.25-16 .5 16 1.16
Voriconazele 012516 0.5 i) 1
Amphatericin B 0.082-158 2 18 264

*WiCen and MiCqe: MIT at weich 50% and 90% of the isclates were [~hibited

Toeumer © maans.
Faoptaildicn Rlalinue (0 = 3}, Aspergiive versicolar (7 = 2).

guoied in the literature as being responsible for the most cases of
onychomycosis,®™ The yeasts were the most common fungi
mvolved as agents of onyehanivensis in Lhis sludy, accounted for
56.9% of cases evaluated. Although C. albicars is e main species
of this infection,™ nowadays other species are emarging s aclio-
logical agents™ Among the veasts isolaled in our study, C. por-
apstlosis was found in 534% (31 of 38), This yeast has been
prodominant in several researches.* According to Tavanli e al®*
L, pavapstlosis is separated into threg species, C parapsilosis sersu
strict, Candida orthopsilosis and Candida metpsilosis which are
phenolypically identical. Among the isolaies presumed 1o be
C. purapsilosis, has heen verified in Latin America 12.7% of C. ort-
hursilosis.* This species have been identilied from different body
locations inclusing the nails ™ By the way it has been verified that
. parapsilosis is able Lo cleave keraun, representing another step
in understanding the pathogenesis of omychomycosis caused by
thiy species. ™

Dermatophytes were the second cause of ourpchomycosis
observed in this study, Anthropophilic. dermatoplvtes, such as
. rubriatn, were observed in 22.5% of subungual samples, repre-
senting 74.2% (23 of 51) among the dermatophivies. T rubriom
has been observed as the most cormmion desmatophytes that act as
seticlogical agent of onychomyeosis.™ ™ This high prevafence of
T2 ribrian can be explained because this fimgus is well adapted o
the keratinized tissuc of the human host, causing 2 chronic inflam-
matory process, and transmission gocurs easily from man to man,
cspecially in large arban centres™

tn additior: to the causslive denmatophytes and yeast, the pres-
et study shewws that FEND can be the cause of onychomycosis.
The incidence of FEND it the pathagenesis of onychomycosis s
varishle in the epidemiclogical studies. i this study, FFND were

JEAEN 2011 Aol¥ra of i burcpean Azadamy o Dennlogy ans Vanssalogy & 201° Euwspean Acadary of Dernetingy and Venceoology

found in 12.7% of nail samples. Gianni et 4L.* verified in Fuly o
percentage of §%6, while Chadeganipour i al,'"? in lran ahserved a
high percemtage (28.4%} of these fungi as cavsative of onveha-
mycosis. These fungi have lower keratinolytic activity than the
dermatophytes, being that they are less capable to cause injury
lhe nails. ™

The mould most frequently isolated from infected nails was
Fusariisiz spp, fungus that has been demonsirated as agent of ony-
chomycosis in many studies, In Taiwan,™ at 30 cases of onycho-
mycosis by FEND, Fusarisnt spp was found in 17, In the United
States,™ Fusarium spp was reported in 34.1% ol funyeal nail infec-
tions. In the siale of Crara, Brazil, Brilhante ot al,™ observed anly
the growth of (ungi of genus Frsarium as ageats of onychomyeosis
by FENIL. The rale of Pusarium spp as 2 causative agent of ony-
chomycosis s still a big matter of debate, These spucies are widely
disteibuted in soil and can penstrate and invade the keratinous
part of the nails plate, causing infection.

The methodologics used for in vitro antifungal susceptibilicy
may be useful to predict the ability of 4 given aniimicrobial to
eralicate determined fungi and the detection of resistance trends
by miceaorganisms, There are few data in our counlry about the
trends in antifitngal susceptibilily among Candid isnlates respon
sible for nail infection. In the present snidy, we found one C, albi-
cans fsolate resistant o itraconazole, 'This drug i an antifungal
agent widely available for syslemic treatment of onychomycasis,”
thus we recommended cautinus for tse of itraconazole apainst dif
fesent Cundida strains. Although in the presenl sludy, there were
10 & parapsilosis resistant o antifimgal azents, 1949 of isolates
had MICs of fluconazole of 8 py/mE. These resulis supgest the
presence of . erthapsilosis and C. metapsilosis amony he O par-
apsilusis sensie luto isolates. According to Lockhari of af,® the
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MICs distributions of C. orthopsitosis and C. wierapsilosiz were
higher than those of C. parapsiosic. Miranda-Zapico et al™ vert
fied one C. metapsilosiz isolated from a patient with otite externa
resistant to uconazole.

For dermatophytes, there is no protocol to establish whether
these fungi are resistant or sensitive Lo antifungal agents. In the
present study, the evaluation of fn wiiro activicy of antifungal
agents tested revealed that terbinafine was the mast effective agent
in ichibiting growth of dermatophytes (with Iow MIC values).
These resulls are similar to several researchers thar verified that
i vitro activity was satisfactory with this drug. ™ Terhinafine
can be very useful for the treatment of onychomycosis associated
1o dermatophytes.™

Although among the azole derivatives, itraconazole has showed
Jawer MIC values for the dermatophytes as observed by geometric
means results, of 0.24 for T. rubrn and 0.41 for ¥° mentgro
phytes, we found two isolates thet presented MIC of 16 Jg/mlL for
this dewg. Similar data of #u witro susceptibility of dermatophytes
1o itraconazole have been verified by Gupta & Kolii*

In the present study, itraconazole and voriconazole showed very
high MICs for most Fusarium isolates. These drugs have been
reported to be used to trear fungal infections in immunocompro-
mised patients, including those caused by Fusarium spp &4
There are no consensuses about the i vitro activity of drugs for
these fungl. Although Ortoneda e al® and Selleclas™ have
showed that the antifungal agents have limited aclivily against
these fungl, Bueno e al.™ showed low MICs of voriconazale for
Fusariwm species. Despite its pephrotoxicity and s low efficacy,
amphotericin B is still the drug ased for the clinical treatment of
fisariosis.* Althongh this drug is not used for onychomycosis
treatment, it was taken as the antifoegal reference and, in our
study, low MIC values of this drug were found [or Fusariym
species.

Onychomycosis, caused by Fusariumm, can be the starting poin
o a sysiermic infection in immunocompromised patients, being of
preat importance the appropriate choice of antifungal for treating
mfections cavsed by this filamentous fungus® According to
Cuenca-Estrella & Rodriguez Tudela,* the results of in vitro sus-
ceptibility to antifungal agents provides reliable evidence 1o assist
in clinical treatment.

Antifungal activities of voriconazole, itraconazole and ampho-
lericin B preserived in our study high MICs for Soptalidiun fiali-
nur, These results can be explained by clinical response of
onychomycosis cavsed by FEND, which are generally more resis-
tant to treatment,”™ High MIC values i vitro susceptibility tests
have been reparted by other researchers who evaluated different
antifungal agents for seversl species of FEND™ According to
Bueno et ai.”® the FEND have in vivo and in virre reslsiance o
most available antifungal drugs.

In candusion, C. parapsilosis emergent yeast was the most com-
mon fungal species isolated from clinical samples of the fingernails
and toenails of patients with onychomycosis. The different

Ataides et al.

responses to drugs cbtained by in vt susceplibilily lesting of
fangi causative of onychomyrosis show the imporiance of (hese
methods to assis clinicians in choosing the best therapeulic
option.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, na pesquisa intitulada
“ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS ISOLADOS DE
PACIENTES COM ONICOMICOSES. SUSCETIBILIDADE IN VITRO E
GENOTIPAGEM”.

Apo6s ler com atengdo este documento vocé sera esclarecido (a) sobre o trabalho a ser
realizado, e no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa
vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma. Se aceitar participar e decidir retirar seu

consentimento, nao serd prejudicado em seu tratamento. Em caso de duvidas sobre a pesquisa,

vocé podera entrar em contato com o pesquisador, Fabio Silvestre Ataides nos telefones (62)

3209 61 27 ou 9631 85 45. Em caso de duividas sobre os seus direitos como participante nesta

pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goids, nos telefones: (62) 3269 83 38 — 3269 84 26.
INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo: “ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS ISOLADOS DE
PACIENTES COM  ONICOMICOSES. SUSCETIBILIDADE IN VITRO E
GENOTIPAGEM”.

PESQUISADORES PARTICIPANTES : Prof* Dr* Maria do Roséario Rodrigues Silva -
Investigadora responsavel Fone: 62 3209 61 27.

Fébio Silvestre Ataides — Biomédico / Pesquisador. Fones; 62 3209 61 27 / 9631 85 45
OBJETIVO DO ESTUDO

Sera avaliado um grupo de pacientes, atendidos no setor de Dermatologia do Hospital
das Clinicas (HC) durante o periodo de maio a dezembro de 2008, com suspeita de micose de
unha causado por um grupo de microrganismo chamado de dermatofitos.

Este trabalho consiste em identificar o fungo que estd causando a micose e realizar um
teste, chamado de suscetibilidade, para saber qual medicamento ird combater este fungo. Sera
realizado ainda um estudo do DNA do fungo, com a finalidade de tentar esclarecer o motivo
da dificuldade de cura deste tipo de micose.

CONDUCAO DO ESTUDO
Vocé que procurou o setor de Dermatologia do HC sera encaminhado ao Laboratério

de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP), onde sera coletado
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o material de raspado da sua unha para a realizagdo dos exames solicitados pelo seu médico.
Se for diagnosticado micose por dermatoéfitos, no exame direto e na cultura, o tratamento com
itraconazol sera doado a voc€, que se comprometera em retornar para nova coleta de material
clinico assim que o tratamento for concluido. Os resultados dos exames antes e apds o
tratamento serdo acompanhados pelo seu médico responsavel. Os exames e o tratamento
prescritos pelo seu médico serdo doados a vocé€ que estiver participando da pesquisa.
TRATAMENTO

O medicamento que vocé ira tomar ¢ o itraconazol na dosagem de 100mg. Este
medicamento (itraconazol) ¢ o mais adequado para o tratamento de micoses de unhas, onde o
seu médico ira prescrever a receita e também ira lhe explicar a forma de tomar.

A dosagem que vocé ird tomar sera de 4 comprimidos por dia, sendo 2 apos o café da
manha e 2 ap0s o jantar durante 7 dias. Vocé ird ficar sem tomar o medicamento por 21 dias e
repetir o procedimento por 2 vezes.

PARTICIPACAO AUTORIZADA

Participar deste estudo sera uma decisdo autorizada por vocé, que também podera se
recusar a participar. O periodo da sua participacdo na pesquisa serd desde o momento da
primeira coleta de material da unha até o momento do seu retorno ao setor de Dermatologia
onde sera apresentado ao médico os resultados dos exames micoldgicos realizados antes e
apods o tratamento com itraconazol.

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO

Com sua autorizacdo, vocé sera incluido neste estudo devido a suspeita clinica de
micose de unha por dermatofitos pelo médico que lhe atendeu no setor de Dermatologia do
HC da Universidade Federal de Goias (UFG). Nao podera participar deste estudo pacientes
que j& estiverem tomando ou passando medicamento para micose, € também mulheres
gravidas e criangas.

RISCOS

O médico responsavel irda lhe esclarecer todos os possiveis efeitos colaterais
decorrentes do tratamento com itraconazol proposto no estudo.

Se vocé ndo tomar este medicamento corretamente (sempre apds refeigdes) como o
médico explicar, vocé podera ter problemas gastrintestinais como: nauseas, vomitos ¢ dores
abdominais.

Para colheita do material, voc€ ndo sera maltratado, este procedimento nao lhe

implicard em nenhum mal estar.
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BENEFiCI0S
O estudo realizado por nés possivelmente contribuira enormemente para um melhor

entendimento em relagdo ao tratamento conduzido para micose de unha causada pelos fungos.
O medicamento escolhido para tratamento, itraconazol ¢ considerado de elevada eficécia.
CONFIDENCIALIDADE

Se vocé concordar em participar, as informagodes clinicas e laboratoriais relacionadas e o
manuseio de suas amostras clinicas serdo confidencialmente mantidas em sigilo o tempo todo,
nem o seu nome ou mesmo iniciais irdo constar em qualquer registro nesta pesquisa.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA
Eu, CPF:

RG: n° prontuario
abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
DE DERMATOFITOS ISOLADOS DE PACIENTES COM ONICOMICOSES.
SUSCETIBILIDADE IN VITRO E GENOTIPAGEM.”, sob a responsabilidade da, Profa.

Dra. Maria do Rosario Rodrigues Silva, como sujeito voluntério. Fui devidamente informado
e esclarecido pelo pesquisador Féabio Silvestre Ataides sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos € beneficios decorrentes de minha
participacgdo. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupg¢ao de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data

Assinatura

Pesquisador responsavel: Prof* Dr* Maria do Rosario Rodrigues Silva

Pesquisador: Fabio Silvestre Ataides

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do
sujeito em participar.

Testemunhas (nao ligadas a equipe de pesquisadores):

1°
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