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Resumo

Micoses superficiais sdo infecgdes fungicas que acometem as camadas superficiais da
pele e seus anexos. Essas micoses sdo prevalentes em todo mundo, e, embora o
semiarido nordestino apresente clima propicio para o surgimento dessas infecgdes, sdo
raros os estudos acerca do assunto. Diante do exposto, essa pesquisa teve como
objetivo diagnosticar e evidenciar a incidéncia de micoses superficiais em pacientes
atendidos na area de dermatologia de um centro de saude publica na cidade de Patos - PB,
além de determinar o perfil de sensibilidade antifungica dos agentes etiolégicos isolados.
Foram coletadas 34 amostras biolégicas, obtidas através de escarificagdes epidérmicas ou
ungueais. Das amostras coletadas, 15 (44,11%) apresentaram resultado positivo para
dermatomicose. As infec¢gdes que mais acometeram os pacientes foi Candidiase (60%),
Pitiriase versicolor (26,66%), Fusariose cutanea (6,66%) e Onicomicose aspergilar (6,66%).
Nos testes de sensibilidade antifingica, os isolados de Candida sp. foram sensiveis a todos
os farmacos testados, ja o Fusarium sp. apresentou resisténcia. A Candida sp. foi o agente
etiolégico isolado mais frequente e isso pode ser explicado pelos fatores climaticos e
socioecondémicos da regido, que séo propicios para o desenvolvimento desse fungo oportu-
nista.
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INTRODUGAO

As micoses superficiais sdo infecgées causadas por
fungos que mais comumente atingem a populagédo humana,
restringindo-se as camadas mais superficiais da pele e seus
anexos, acometendo pele, cabelo e unhas, sendo os fungos
queratinofilicos seus principais agentes etiol6gicos.!"?3

As principais dermatomicoses no homem séo as
dermatofitoses (tinhas), pitiriase versicolor, além das leve-
duroses superficiais. Segundo Criado et al.,”’ as micoses
superficiais sdo prevalentes em todo o mundo, sendo fre-
quentes no Brasil devido a seu clima tropical, sendo mais
encontrada em locais de clima quente e umido. Na regiao
Nordeste, o maior niimero de casos de dermatoses encon-
tram-se em regides litoraneas, no entanto ndo ha pesqui-
sas suficientes acerca do assunto no semiarido, embora
saibamos que o referido clima é propicio para o desenvol-
vimento de tais micoses.® Segundo um dos raros estudos
epidemiolégicos realizados no estado da Paraiba, obser-

vou-se um alto indice de pitiriase versicolor, com 78% de
acometimento da populagédo.®

Para a obtengéo do tratamento adequado é necessa-
rio conhecer o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos
e o espectro de agéo dos antifingicos, e para isso € impor-
tante arealizacédo da analise in vitro da atividade antifingica
através do antifungigrama.® Pouco tempo atras, o anti-
fungigrama n@o era solicitado na pratica médica, pois a
maioria dos fungos apresentavam-se sensiveis a anfotericina
B; entretanto, os fungos desenvolveram resisténcia a algu-
mas drogas, e isso, somado ao fato do tratamento tornar-
se mais dificil quando o paciente apresenta um imunocom-
prometimento, levou a necessidade de se determinar o perfil
de sensibilidade dos isolados clinicos para orientacdo da
terapéutica de forma correta. Além disso, esses farmacos
podem causar diversos efeitos colaterais, entre eles desta-
cando-se a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade.("®

A frequéncia com que micoses superficiais acome-
tem a populagdo humana vem aumentando, tornando-as
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de grande interesse na pratica médica; além disso, as
micoses nao constituem doenca de notificacdo obriga-
toria, portanto ndo sabemos a extenséao dessa prevaléncia.
Isso evidencia a necessidade de estudos que investiguem
os agentes etiolégicos dessas infecgdes em conjunto com
a realizagédo dos testes de antifungigrama.

Este trabalho teve por objetivo verificar a ocorréncia
de micoses superficiais em um centro de saude publica da
cidade de Patos, isolar e identificar os agentes etiologicos
dessas infecgdes e determinar o padrao de sensibilidade
desses fungos isolados frente aos antifingicos comercial-
mente disponiveis.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 34 amostras clinicas de pacientes
atendidos na area de dermatologia do Centro de Saude
Frei Damido da cidade de Patos - PB. Nos casos sugesti-
vos de Pitiriase versicolor, foi realizada uma assepsia no
local da leséo e, em seguida, feita a coleta através da
escarificacdo das escamas epidérmicas em placa de Petri
devidamente esterilizada. Paralelamente foi realizado o
método de Porto, sendo em seguida semeado parte do
material em meio agar Sabouraud, para que pudesse ser
feita a identificacdo do agente etiol6gico, sendo também
realizado o exame direto, onde as escamas epidérmicas
eram colocadas entre [amina e laminula e adicionada KOH
a 20%, para ser possivel a visualizacdo das estruturas
fangicas caso houvesse; ja para a técnica de Porto utili-
zou-se o corante azul de metileno, com o objetivo de
visualizar também estruturas fungicas. Nos casos suges-
tivos de dermatofitoses (tinhas) e leveduroses, foi feita
assepsia no local da lesdo, e o material foi entdo coletado
por meio de escarificagées epidérmicas, ungueais ou re-
tirada de pélo ou cabelo onde apresentavam lesées com
indicio de infecgédo fungica. Estas coletas foram realiza-
das com auxilio de bisturi esterilizado, coletadas em pla-
cas de Petri, devidamente estéreis, sendo posteriormente
analisadas por exame direto preparado com adi¢do do
KOH a 20% e semeado em agar Sabouraud para o isola-
mento e identificagcdo do fungo baseado nos estudos
macro e micromorfolégico das coldnias, e, posteriormente,
feita a verificagdo da sensibilidade aos antifungicos.

Foram avaliados dois isolados de Candida e um iso-
lado de Fusarium quanto ao perfil de sensibilidade para
agentes antifungicos. Os métodos utilizados seguiram as
condi¢des descritas no documento em M27-A3 para leve-
duras (CLSI, 2008) e M38-A2 para fungos filamentosos
(CLSI, 2008).

Os agentes antifingicos comerciais utilizados no tes-
te in vitro foram cetoconazol, itraconazol e ciclopirox
olamina (Medley S.A., Campinas - SP, Brasil) diluidos em
dimetil sulféxido (DMSO; Gibco - Minas Gerais, Brasil) e o
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fluconazol (FLU; Pfizer, Nova York, EUA), preparado em agua
destilada. Concentragcdes diferentes de ambos os
antifingicos foram preparados e usados nos intervalos de
0,03 a 16 uyg/mL" para cetoconazol e itraconazol, 0,06 a
32 pg/mL" para ciclopirox olamina e 0,125 a 64 ug/mL"
para fluconazol.

As amostras clinicas de Candida foram mantidas
em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Difco) e incu-
badas a 37°C por 24 horas. Suspensdes dos isolados
foram preparadas e a densidade foi ajustada de acordo
com a escala 0,5 de MacFarland em 90% da transmitancia
a 530 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro (Spectronic
Genesys, Application Softcard™, Milton Roy). O volume
final do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina
esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para
uma concentracdo de 2-5x10° céls/mL" .

Os isolados de fungos filamentosos foram repica-
dos em Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Difco) e incuba-
dos a 37°C até ser obtida boa esporulagédo. Sequencial-
mente, 1 mL de solugdo salina (cloreto de s6dio a 0,85%)
esterilizada foi adicionada as colénias fangicas e prepara-
da uma suspensao mexendo-se delicadamente as colnias
com a ponta de uma pipeta de transferéncia. Posteriormen-
te, a mistura resultante foi transferida para tubo de ensaio
esterilizado, adicionado de 10 puL de tween 20 para facilitar
a dispersao dos esporos. Apo6s cinco minutos de repouso,
o sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio
esterilizado e agitado por 15 segundos em vértex. A densi-
dade da suspenséao foi ajustada por espectrofotometro a
530 nm para obter uma transmitancia de 65-70%. Em se-
guida, as suspensoes foram diluidas (1:50) em RPMI 1640,
obtendo-se uma concentragao final de 5 x 10* céls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas pla-
cas de microtitulacdo de 96 pocos (TPP; Trasadingen,
Suica). O inéculo foi adicionado aos pog¢os com as drogas
testadas, e as placas foram incubadas a 37°C durante 48
horas antes da leitura dos resultados para determinacao
da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) dos antifingicos
avaliados.

A sensibilidade antifungica foi determinada de acordo
com o método de referéncia publicado pelo Clinical Laboratory
Standard Institute, baseado na variacé@o de sensibilidade.
O valor de CIM para as leveduras foi definido como a menor
concentracdo de cetoconazol, ciclopirox olamina e itraco-
nazol capaz de inibir totalmente o desenvolvimento dos
isolados clinicos e a concentracdo do fluconazol capaz de
inibir 50% de desenvolvimento em relagdo ao controle. O
valor de CIM para o Fusarium sp. foi definido como a menor
concentracao itraconazol capaz de inibir totalmente o
desenvolvimento do isolado clinico, a concentracdo do
cetoconazol e fluconazol capaz de inibir 50% de desenvol-
vimento em relacdo ao controle e a concentragédo de
ciclopirox olamina capaz de inibir pelo menos 80%.
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RESULTADOS

Foram analisadas 34 amostras biolégicas (pele, unha
e cabelo) coletadas de 32 pacientes, no periodo de agosto
a setembro do ano de 2012. Destas, 15 amostras foram

positivas para micoses superficiais, representando um in-
dice de 44,11% de positividade. Além disso, em sete
amostras foram observadas a presenca de bactérias.
O resultado dos exames micol6égicos é sumarizado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados dos exames micolégicos das amostras bioldgicas

Tipo de

Paciente Sexo Amostra Exame Direto Cultura
1 F Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
2 M Pele Pseudo- hifas curtas e tortuosas Néo realizada
3 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
4 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
5 F Pele Células leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
6 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
7 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
8 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
9 F Pele Filamentos micelianos hialinos e septados Fusanum sp.
10 F Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
11 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
12 F Pele Leveduras agrupadas em cachos Nao realizada
13 M Pele Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
14 F Unha Células de leveduras hialinas globosas isoladas ou unibrotantes Candida sp.
15 F Unha Filamentos micelianos hialinos, sepatos e em dicotomia Aspergilus fumigatus

Conforme os resultados descritos na Tabela 1, obser-
vamos que, dentre as quinze amostras positivas, em nove
(60%) identificamos Candida sp., quatro (26,66%) apresen-
taram resultado do exame direto sugestivo de Malassezia
sp., em uma (6,66%) identificamos Fusarium sp. e, em ou-
tra (6,66%), Aspergillus fumigatus.

Foi avaliada a atividade antifingica de cetoconazol,
ciclopirox olamina, itraconazol e fluconazol frente a dois
isolados clinicos de Candida sp. e um isolado clinico de
Fusarium sp. A variagdo da concentragcdo minima inibi-
toria de cada antifungico testado é apresentada na Ta-
bela 2.

Tabela 2 - Atividade antifungica de cetoconazol, ciclopirox olamina,
itraconazol e fluconazol frente dois isolados clinicos de Candida sp.
e um isolado clinico de Fusanum

Antifingicos (CIMs® em mg/mL)

Cetoconazol Ciclopirox ltraconazol Fluconazol

Olamina
ATCC 220192 0,125 1 0,125 2
Candida sp. 10 0,06 2 0,125 05
Candida sp. 13 0,125 2 0,06 1
Fusarium sp. 17 Re 16 R R

aCandida parapsilosis ATCC 22019 was used as reference strain
°CIM = Concentragao Inibitoria Minima
‘R = Resistente
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De acordo com a Tabela 2 observamos que os isola-
dos de Candida sp. apresentaram menor CIM para o
cetoconazol e itraconazol e demonstraram sensibilidade
in vitro frente a todos os antifungicos testados. Ja para o
Fusarium sp. s6 foi determinado CIM do ciclopirox olamina
de 16 mg/mL, considerado resistente, assim como os de-
mais antifingicos.

DISCUSSAO

De acordo com Tomaz et al.,® estima-se que 20% a
25% da populacdo mundial é acometida por micoses super-
ficiais. Nossos resultados demonstraram uma incidéncia de
44 11% de infecgbes superficiais causadas por fungos.

As leveduras sdo um dos principais agentes etiolégicos
responsaveis pelas micoses superficiais e nesse estudo foi
observado uma alta incidéncia de leveduras do género
Candida sp. como o principal agente causador das derma-
tomicoses nessa regido, o que pode ser explicado pelos
fatores climaticos e socioecondmicos que sdo propicios
para o desenvolvimento deste fungo que é oportunista.("

Em um trabalho realizado por Pontes et al.,® a Candida
sp. foi o fungo mais isolado como agente etiol6gico das
onicomicoses em Jodo Pessoa - PB com uma incidéncia
de 82%, dados esses que corroboram nossos achados, pois

291



Oliveira EP, Andrade FS, Lima-Neto RG

observamos as leveduras do género Candida sp. como as
responsaveis por 75% das onicomicoses.

Um estudo realizado em Cuiaba - MT, no qual se
pesquisaram leveduras do género Candida sp. na pele,
mucosas e unhas de profissionais militares que apresenta-
vam lesdes clinicas compativeis com leveduroses, demons-
trou um indice de positividade de 46,2% de candidiase.("®
Nessa pesquisa observamos a Candida sp. como a respon-
savel por 60% das infecgdes flngicas superficiais, acome-
tendo pele e unha. Com relacéo a distribuicao por sexo, essa
levedura apresentou uma predisposic¢ao pelo sexo feminino.

Pitiriase versicolor é outra das dermatomicoses que
mais acomete o homem, sua frequéncia varia de 5% a 50%
em climas quentes e Umidos. Os raros estudos sobre essa
micose realizados no estado da Paraiba evidenciam uma
incidéncia de 78%.¢™ No presente estudo obtivemos uma
incidéncia de 26,66 % de casos compativeis com pitiriase
versicolor.

A andlise in vitro da atividade antifingica permite a
comparacao entre os diferentes antifingicos, podendo as-
sim auxiliar na escolha da terapia eficaz para os pacientes
acometidos porinfecgdes fungicas. As espécies de Candida
sp. foram sensiveis a todos os antifingicos testados, o que
também foi observado no estudo de Silva et al.,("? que
verificaram a sensibilidade aos antifungicos de leveduras
desse género.

A fusariose representa uma complicagéo de alta morbi-
dade e mortalidade em imunocomprometidos, pois as op-
¢Oes terapéuticas sao limitadas devido a relativa resistén-
cia do Fusarium sp. aos antifingicos mais comumente utili-
zados.™ Nesse estudo, o Fusarium sp. aparece como agen-
te etiol6gico de uma micose superficial, que apresentou re-
sisténcia para os farmacos testados, confirmando os resul-
tados de Guillermetti et al.,(" Azor et al.,"™® e Almeida et
al.,"onde o Fusarium sp. apresentou CIM elevada frente
aos antifangicos comercialmente disponiveis. Nossos resul-
tados possibilitaram determinar CIM apenas para ciclopirox
olamina de 16 mg/mL.

CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo que as infeccdes
que acometeram os pacientes foram Candidiase, Pitiriase
versicolor, Onicomicose aspergilar e Fusariose cutanea,
onde o Fusarium sp. apresentou resisténcia frente a todos
os agentes antifungicos testados, o que sinaliza a neces-
sidade da busca de nova opg¢des de terapéuticas antifiingica.
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Abstract

Supetrficial mycoses are fungal infections that affect the more supetrficial
layers of the skin. These mycoses are prevalent woridwide, and although
semi-arid present favorable climate to the emergence of these infections,
there are few studies about this question. Considering the above, this
work aimed to diagnose and to display the incidence of superficial
mycoses in patients served in the dermatological service of a public
health center at Patos, Paraiba, Brazil, besides to determine the
antifungal susceptibility profile of the etiologic agent isolates. We
collected 34 samples obtained by epidermal and nail scraping. Our
results showed that 15 (44.11%) were positive for dermatomycosis.
Infections that attacked patients were candidiasis (60%), tinea versicolor
(26.66%), cutaneous fusariosis (6.66%) and aspergillar onychomycosis
(6.66%). In the antifungal susceptibility testing all Candida isolates were
susceptible to cetoconazole, fluconazole, itraconazole and anidulafungin.
However, Fusarium sp. was resistant all drugs tested. Candida was the
most common etiologic agent and this can be explained by climatic and
socioeconomic factors in the region that are conducive to the development
of opportunistic fungus.

Keywords
Mycoses; Diagnosis; Candida sp.; Fusarium sp.; Antifungal sensitivity
tests
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