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Resumo: FUNDAMENTOS - A alta frequéncia das micoses cutineas justifica a necessidade de avaliar a
possivel contribuicio da determinagao do perfil de susceptibilidade aos antifangicos in vitro.
Objetivo — Avaliar se existe variabilidade nos isolados fiingicos quanto a susceptibilidade iz vitro de
fungos filamentosos, previamente isolados de micoses cutineas, frente aos antifingicos fluconazol,
cetoconazol, itraconazol e terbinafina.

M¢étodos — Os fungos foram isolados e identificados por meio da metodologia clissica e o teste de sus-
ceptibilidade aos antifingicos foi realizado segundo o método de microdilui¢io em caldo, de acordo
com protocolo preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), documento M38-A.
Resultados — Das 80 amostras de fungos filamentosos identificadas, o género Trichophyton repre-
sentou 81%. As quatro drogas analisadas apresentaram grande variacio nos géneros Trichophyton e
Microsporum. O género Fusarium foi resistente a todas as drogas testadas. A terbinafina foi o anti-
micotico mais eficaz contra a maioria dos isolados fingicos.

Conclusao — Houve uma grande variabilidade nos perfis de resposta aos antifingicos testados. O
estabelecimento de um método-teste de referéncia permitira ao clinico maior objetividade na esco-
lha de uma terapia adequada.
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Abstract: BACKGROUND — The high frequency of cutaneous mycosis justify the need to evaluate the
possible contribution of in vitro profile of susceptibility to antifungal agents.

OBJECTIVE — To evaluate whether there is variability in in vitro susceptibility by filamentous fungi, pre-
viously isolated from cutaneous mycosis, to fluconazole, ketoconazole, itraconazole and terbinafine.
METHODS - Fungi were isolated and identified by classical methods and the antifungal susceptibility
test was performed using the method of broth microdilution, according to a protocol recommend-
ed by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), through M38-A document.

ResuLts — Amongst the 80 filamentous fungi identified, Trichophyton genus represented 81%. The
four examined drugs showed great variation for Trichophyton spp and Microsporum spp. Fusarium
spp was resistant to all tested drugs. Terbinafine was the most effective drug against the majority of
the isolated fungi.

CoNcLUSION - There was great variability in response profiles to the tested antifungals. The definition of
a reference test method will offer higher objectivity for physicians to choose the appropriate therapy.
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INTRODUCAO

As micoses cutaneas siao infeccoes flingicas
localizadas nas camadas superficiais da pele e seus
anexos! e podem ser causadas por dermatofitos, leve-
duras ou fungos filamentosos nao dermatofitos
(FFND). Estudos epidemiolégicos indicam que as
micoses cutineas estio entre as doengas de maior
incidéncia no mundo,? acometendo todas as faixas
etarias e gerando gastos de milhoes de dolares em tra-
tamentos todos os anos.3 A distribuicio e frequéncia
das micoses cutineas e seus agentes etiologicos
podem variar segundo a regiio geografica e o nivel
socio-econdmico da populagio,24 destacando-se,
entre os fatores predisponentes, ocupacao profissio-
nal, habitos e costumes individuais. Dessa forma,
torna-se importante conhecer sua epidemiologia para
se obter um controle dessas infecgoes.>

As micoses cutineas variam quanto as formas
clinicas e agentes causais; porém, a maioria dos auto-
res relata como agentes etiolégicos mais frequentes os
dermatofitos (80 — 90%), seguidos pelas leveduras
(5-17%) e FEND (3 — 12%).2 As infec¢oes por derma-
téfitos afetam aproximadamente 40% da populacio
mundial e representam 30% de todas as infeccoes
micéticas cutineas, sendo mais comuns as que com-
prometem pele e unhas.

Grande parte da procura pelos ambulatérios e
consultorios dermatologicos se deve as micoses super-
ficiais e cutdneas.® As micoses cutdneas, sobretudo as
onicomicoses, algumas vezes sao de dificil tratamento,
e as recidivas costumam ser frequentes, o que, em
parte, pode ser atribuido a falta de adesao ao tratamen-
to pelo alto custo dos medicamentos, tratamento pro-
longado, ma utilizagio ou descontinuidade do firma-
co, ineficacia ou resisténcia a droga e efeitos colaterais,
como hepatotoxicidade e manifestacbes gastrointesti-
nais. O sucesso do tratamento esta vinculado tanto ao
correto diagnoéstico e prescricaio adequada quanto a
total adesao ao tratamento pelo paciente, o que muitas
vezes implica em persisténcia e alteracoes de habitos,
que devem ser orientados pelos profissionais.”

Dentre as micoses cutineas, as que apresentam
as maiores dificuldades de tratamento sao as que com-
prometem as unhas. A monoterapia para tratamento
de onicomicose pode ser falha em grande parte das
vezes,39 e a razao disso nio esta completamente
entendida.8 No entanto, alguns fatores podem estar
relacionados ao insucesso, dentre eles a dificuldade
de se obterem concentragcoes adequadas da droga no
local infectado; alteracbes vasculares periféricas; o
lento crescimento das unhas, especialmente as dos
pés, tornando-as vulneriveis a uma reinfeccio; e o
surgimento da resisténcia antifingica, que, segundo
Baran, pode resultar em fungos que nao respondem
ao espectro de acao de nenhuma droga.8
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Os principais grupos de antifangicos sistémicos
comumente utilizados para o tratamento de micoses
superficiais e cutineas sio os imidazois (cetoconazol),
triazo6is (fluconazol e itraconazol) e alilamina (terbina-
fina). Apesar de atualmente haver uma variabilidade
maior de opc¢oes de antifiingicos, tanto tépicos quanto
sistémicos, o arsenal terapéutico ainda é bastante res-
trito, e € clara a necessidade de novos antifingicos
mais eficazes e menos toxicos.? Muitas dessas drogas
pertencem ao mesmo grupo de acao farmacologica e
possuem o mesmo mecanismo de a¢io; contudo, os
fungos respondem de forma significativamente dife-
rente quanto a susceptibilidade a elas.10.11 Por ser com-
plexa a escolha apropriada do antifangico, é necessa-
rio conhecer informac6es sobre o préprio fungo, bem
como sua interacao com as drogas antifiingicas.'2 No
entanto, o tratamento é usualmente prescrito de forma
empirica, sem a confirmac¢ao micolégica e muitas vezes
ministrado por um tempo inadequado de seguimento.

Ainda hoje o diagnéstico laboratorial das mico-
ses € pouco utilizado. Entretanto, considerando-se a
similaridade das manifestagoes clinicas por infeccoes
fingicas com as de outras etiologias, destaca-se a
importancia da caracterizacao laboratorial para se pro-
porcionar um tratamento eficaz,213 o que também
permitira a reducao dos custos gerados pela terapia
empirica.2 Torna-se cada vez mais importante conhe-
cer o perfil de sensibilidade das cepas clinicas e o
espectro de acao dos antifingicos, pois a deteccao de
resisténcia poderia ser de suma importiancia na hora
de escolher uma alternativa terapéutica ou outra.l4
Além disso, os exames laboratoriais podem ajudar a
distinguir uma reinfec¢io por um mesmo agente de
uma outra infec¢io por um agente novo e fornecer
evidéncias se o proprio fungo é responsavel pela falha
do tratamento ou se hd uma limitacao do agente anti-
fangico.15.16 Nos ultimos anos tém-se padronizado
varias técnicas para deteccao de resisténcia in vitro
que mostram boa correlacio com a evolucao clinica
dos pacientes.

Atualmente, o teste de susceptibilidade para
fungos filamentosos pode ser realizado em laborat6-
rios seguindo o documento M38-A sugerido pelo
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), agora denominado CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), que, embora nao
seja exclusivo para dermatofitos, padroniza o TSA
(teste de susceptibilidade antifangica) para fungos
filamentosos utilizando duas metodologias (macro e
microdiluicio em caldo), ambas com boa reprodutibi-
lidade interlaboratorial.17,18

O objetivo deste trabalho foi avaliar se existe
variabilidade nos isolados quanto a susceptibilidade
in vitro de fungos filamentosos, previamente isolados
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de micoses cutaneas, frente aos antifangicos flucona-
zol, cetoconazol, itraconazol e terbinafina pelo méto-
do de microdilui¢io em caldo, tendo como base o
documento M38-A do CLSI.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo experimental foi realizado com amos-
tras fingicas provenientes do banco de fungos filamen-
tosos do Setor de Micologia Médica — Laboratério de
Ensino e Pesquisa em Anilises Clinicas (Lepac) da
Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

Foram analisados todos os fungos filamentosos
(n = 80) isolados e identificados como agentes de
micoses cutineas (pele, pelos e unhas), atendendo
encaminhamentos médicos no periodo de trés meses,
assim distribuidos: Trichopbhyton mentagropbytes
(35), Trichophyton rubrum (21), Trichophyton tonsu-
rans (06), Trichophyton raubitscheki (03),
Microsporum canis (08), Microsporum gypseum (02),
Microsporum ferrugineum (01), Fusarium oxyspo-
rum (01), Fusarium solani (01), Fusarium incarna-
tum (01) e Fusarium verticillioides (01). As amostras
foram mantidas em 4gua destilada estéril a 4° C até o
momento do uso.

As concentracoes inibitérias minimas (CIMs)
foram determinadas para fluconazol — FLC (Pfizer),
cetoconazol — CTC (Janssen-Cilag), itraconazol — ITC
(Sporanox® - Janssen-Cilag) e terbinafina — TRB
(Galena e Quimica Farmacéutica), e o método empre-
gado foi o da microdiluicao em caldo de acordo com
o protocolo recomendado pelo CLSI, documento
M38-A (2002). Cada droga foi preparada de modo a
ser testada em 10 concentracoes com 0Os seguintes
limites: 0,12 ug/mL a 64 ug/mL para FLC, 0,06 ug/mL
a 32 ug/mL para TRB e 0,03 ug/mL a 16 ug/mL para
ITC e CTC. Esses antifingicos foram escolhidos por
que ja dispoem de protocolos para o teste e por cor-
responderem aos mais utilizados, por via oral, na pra-
tica clinica. Os resultados podem servir de base para
as possiveis prescrigcoes de medicamentos topicos.

Para preparacao do inéculo, as amostras fingi-
cas foram cultivadas em tubos contendo agar
Sabouraud dextrosado (SDA) e incubadas a 25° C por
72 horas (género Fusarium) ou sete dias (dermatofi-
tos). As coldnias fliingicas foram cobertas com 5 mL de
salina a 0,85% esterilizada e a seguir homogeneizadas
gentilmente com pipeta Pasteur. A mistura de hifas e
conidios foi transferida para tubos cOnicos esteriliza-
dos e deixada em repouso por 20 minutos para sedi-
mentacdao. O sobrenadante foi removido por aspira-
cao, transferido para outro tubo, e a densidade do
in6culo foi ajustada para 68 — 70% de transmitincia
em 530 nm, em espectrofotdmetro (Bausch & Lomb).
Essa suspensio foi diluida em meio RPMI 1640, de
modo a obter uma concentragao final préxima de 104

UFC/mL. Essa concentragao foi conferida por meio do
plaqueamento de 10 uL do in6culo preparado em
agar SDA e contagem do nimero de colOnias.

Cada droga antifiingica foi distribuida, em dilui-
coes seriadas, nas colunas de 1 a 10 em microplacas
de 96 pogos. Para o ensaio, foram adicionados 100 uL
do in6culo aferido, e as placas foram incubadas a 25°
C sem agitacao.

Em cada placa do teste foram incluidos contro-
le positivo, representado pelo crescimento de cada
isolado na auséncia de droga (coluna 11), e controle
negativo, que corresponde a auséncia de droga e de
fungo (coluna 12). Além disso, um microrganismo
padrao Candida parapsilosis ATCC 22019 foi testado
em todas as placas, com todas as diluicbes de cada
droga, a fim de garantir a reprodutibilidade e acuricia
do teste.

As CIMs foram determinadas ap6s 72 horas de
incubacao para o género Fusarium e apos 7 dias para
os dermatéfitos, pela observacao visual da inibicao de
crescimento em cada pogo e comparagao com o cres-
cimento observado no poco do controle positivo. As
CIMs para FLC e CTC foram definidas como a concen-
tracao na qual ocorreu reducio de 50% do crescimen-
to fangico. Para ITC e TRB considerou-se como CIM a
menor concentra¢io da droga que resultou em 100%
de inibi¢ao do crescimento do microrganismo.

CIM,, foi definida como a CIM capaz de inibir
90% dos isolados de uma mesma espécie.

RESULTADOS

Das 80 amostras testadas, o género
Trichophyton representou 81%; Microsporum, 14%; e
o género Fusarium, 5%. Foi possivel demonstrar uma
grande variabilidade quanto a resposta in vitro desses
agentes frente aos quatro antifiingicos mais utilizados
na terapéutica de micoses cutineas. As espécies de
Trichophyton (com excecao de T' raubitscheki) mos-
traram grande variacio das CIMs relativas as quatro
drogas analisadas, assim como as amostras de M.
canis (exceto frente a TRB). As espécies de Fusarium
nao exibiram variabilidade, pois apresentaram CIM
elevada para todas as drogas analisadas.

A CIM do ITC foi baixa para a maioria dos isola-
dos fingicos (em torno de 0,25 — 0,5 ug/mL), mas
frente as oito amostras de I mentagrophytes (23%) e
11 das de T rubrum (52%) a CIM foi elevada (=
16ug/mL) (Grifico 1).

A tendéncia das amostras frente ao CTC foi de
apresentarem uma CIM de mediana (1 — 2 ug/mL) a
alta; no entanto, as duas amostras de M. gypseum
apresentaram CIM elevada, de 8 ug/mL (Grifico 2).

As amostras fingicas apresentaram importante
variacao quanto as CIMs do FLC, sendo que a maioria
teve resposta em torno de 4 — 8 ug/mL (Grafico 3).
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GrAFICO 1: Numero de amostras, por espécie, dos 80 fungos
filamentosos isolados de micoses cutineas, testados frente ao
itraconazol, indicando qual das 10 concentracoes avaliadas
correspondeu a concentragao inibitéria minima (CIM)

A TRB foi a droga que apresentou CIM mais
baixa (0,06 ig/mL) para a maioria das amostras, porém
48% dos isolados de T rubrum revelaram CIM eleva-
da (= 32 ug/mL) (Grifico 4).

O género Fusarium sp nao mostrou resposta iz
vitro a nenhum dos antifingicos testados, uma vez que
todas as amostras cresceram mesmo na presenca das
concentracoes mais elevadas recomendadas para teste.

Analisando o género Trichopbyton, para T. men-
tagrophytes e T tonsurans a CIMy, foi elevada para
todas as drogas testadas. T rubrum também apresen-
tou CIMy, elevada para a maioria dos antifingicos,
sendo sua melhor resposta ao FLC (CIMy, = 16
ug/mL). Ao contrario, I raubitscheki respondeu bem
as drogas testadas.

GRAFICO 2: Numero de amostras, por espécie, dos 80 fungos
filamentosos isolados de micoses cutineas, testados frente ao
cetoconazol, indicando qual das 10 concentra¢oes avaliadas
correspondeu a concentragao inibitéria minima (CIM)

Quanto ao género Microsporum sp, M. canis s6
respondeu bem a TRB (CIMy, = 1 ug/mL); ja as outras
espécies apresentaram boa resposta para TRB e ITC.

DISCUSSAO

A micologia médica tem passado por muitas
mudancas. A profilaxia antifingica e a terapia empiri-
ca tém contribuido para alteragoes epidemioldgicas,
com a apari¢ado de cepas com resisténcia secundaria
aos antifingicos e a substituicao de algumas espécies
sensiveis por outras com resisténcia intrinseca.ll,14
Nesse contexto, os testes de sensibilidade em micolo-
gia tém apresentado grande importancia,!® apesar de
a correlacdo entre os testes in vitro e a resposta tera-
péutica in vivo ainda nao estar totalmente definida,
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GRAFICO 3: Numero de amostras, por espécie, dos 80 fungos
filamentosos isolados de micoses cutianeas, testados frente ao
fluconazol, indicando qual das 10 concentracoes avaliadas
correspondeu a concentragao inibitéria minima (CIM)

An Bras Dermatol. 2009;84(3):249-55.

GRAFICO 4: Numero de amostras, por espécie, dos 80 fungos
filamentosos isolados de micoses cutineas, testados frente a
terbinafina, indicando qual das 10 concentracoes avaliadas
correspondeu a concentrac¢ao inibitéria minima (CIM)
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uma vez que o tratamento depende de variaveis liga-
das a clinica do hospedeiro.14,16

Os testes in vitro para avaliar a susceptibilidade
antimicrobiana sio fundamentais para uma adequada
antibioticoterapia. Eles contribuem na escolha da
melhor alternativa de tratamento, reduzindo a possi-
bilidade de falha terapéutica. No entanto, diferente-
mente do que acontece com as bactérias e leveduras,
na atualidade niao existem métodos de referéncia
padronizados para medir a atividade in vitro de fun-
gos filamentosos, dermatéfitos ou nao, frente aos anti-
fiingicos.515,18,20 O documento M38-A do CLSI, dire-
cionado para fungos filamentosos, ainda nio determi-
na valores de corte (sensivel, intermedidrio ou resis-
tente), nem inclui protocolos para dermatofitos. Essa
é uma das razoes que contribuem para que o trata-
mento seja empirico, uma vez que o TSA nao estd
padronizado para dermatofitos.

Apesar disso, ¢ importante o conhecimento das
caracteristicas biolégicas dos principais agentes, pois a
identificacao ja permite direcionar o tratamento. Como
exemplo, Fusarium mostrou CIM elevada para todas as
drogas avaliadas, confirmando os resultados de
Guillermetti e cols., 200721 e Azor e cols., 2007.22 Um
problema importante que dificulta o tratamento das
infeccoes invasivas por Fusarium é a sua elevada taxa de
resisténcia  generalizada  aos  antifingicos.23.24
Aparentemente a resisténcia é uma caracteristica intrin-
seca desse género, o que dificultaria também o tratamen-
to das infecgoes cutineas, sinalizando para a necessida-
de da busca de novas opcoes de tratamento antifiingico.

Fusarium pertence ao grupo dos FFND e é
amplamente distribuido no solo, plantas, ar e dgua.?2
As espécies que mais frequentemente causam patoge-
nicidade ao homem sao E solani, considerado mais
resistente ao tratamento, seguido por F oxysporum.23
As infecgoes por Fusarium frequentemente sao relata-
das em pacientes imunodeprimidos, mas no estudo
de Paz e cols., 2004, 76% das infeccoes eram em imu-
nocompetentes; no de Guilhermetti e cols., 2007,
todos os isolados de Fusarium foram obtidos de pes-
soas imunocompetentes.21,25

Para fungos antropofilicos, como I rubrum e T.
tonsurans, por terem maior adaptagao ao ser huma-
no, eram esperadas CIMs mais altas, como de fato
ocorreram. Um dado importante observado neste tra-
balho foi a resposta de T rubrum frente a terbinafina:
48% das amostras responderam a CIM mais baixa
(0,06 pg/mL); porém, 48% foram altamente resisten-
tes, pois nao foram inibidas nem na mais alta concen-
tracao avaliada, ou seja, CIM = 32 ug/mL. Isso torna
claro que, além da identificacao, a utilizacao de méto-
dos eficazes para testar a sensibilidade antifiingica de
rotina sera obrigatéria num futuro préximo, facilitan-
do a institui¢ao da terapéutica.

Entre as 35 amostras de T mentagrophytes ava-
liadas, observou-se grande variagdo quanto a suscepti-
bilidade aos antifiingicos. A tendéncia de resposta foi
para CIMs intermediarias; no entanto, oito amostras
foram inibidas apenas pela CIM mais alta de itracona-
zol, e outras quatro exibiram esse comportamento
para todas as drogas, sugerindo serem resistentes a
todos os antifangicos testados. Essa intensa variabili-
dade pode estar relacionada as variedades dessa espé-
cie: aparentemente as zoofilicas responderiam melhor
que as antropofilicas. Porém ¢é importante lembrar
que o comportamento in vitro frente aos antifingicos
nao tem implicacao direta na resposta terapéutica in
vivo. Ainda assim € interessante conhecer a caracteris-
tica inerente do microrganismo de nao responder
homogeneamente aos antifingicos.

O fluconazol caracteriza-se por sua boa biodis-
ponibilidade, baixa ligacio a proteinas e alto tempo
de meia-vida.!® Porém, foi o antifingico que apresen-
tou maior variabilidade, as CIMs variando de 0,25 a =
64 ug/mL para as 80 amostras avaliadas. Na pritica o
tratamento com fluconazol é associado com bons
indices de cura, apesar de algumas limitacoes.26

A terbinafina ¢ um dos mais novos agentes anti-
fangicos e possui atividade in vitro direcionada para
uma ampla gama de dermatoéfitos e FFND, embora
apresente baixa atividade contra leveduras.l® Neste
estudo, foi o antifiingico que apresentou melhor per-
formance dentre as drogas avaliadas, sendo que 67%
das amostras foram inibidas na CIM mais baixa (0,06
Ig/mL). Porém, é importante destacar que 24% dos
fungos analisados foram sensiveis apenas a concentra-
¢ao mais alta (CIM = 32 ug/mL). Alguns casos de resis-
téncia a terbinafina em dermatofitos tém sido relata-
dos,2” mas de modo geral a resposta é boa. E um dos
antifingicos mais recomendados para o tratamento,
sobretudo de onicomicoses, tanto para uso topico,
quanto oral, incluindo a pulsoterapia.28

Enfim, este foi um estudo voltado exclusiva-
mente a0s microrganismos, mas que corrobora as
constatagoes de autores que comprovam na clinica a
eficacia do tratamento sistémico com itraconazol, ter-
binafina e fluconazol, drogas consideradas de escolha
na terapia de infeccoes fiingicas da pele e unhas.2®
Apesar disso, autores chamam a atencio para a neces-
sidade da abordagem diferenciada em populacoes
especiais, como idosos, criangas, gestantes e indivi-
duos imunocomprometidos.39

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que existe gran-
de diversidade em relacao a susceptibilidade as drogas
antifingicas entre os fungos filamentosos isolados de
infeccoes cutaneas. Embora os resultados dos testes
in vitro nao tenham correspondéncia obrigatéria com
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a resposta in vivo, nio é mais permitido negar a varia-
bilidade de resposta dos fungos aos diversos agentes

N

antifingicos. Esse fato, associado a identificagio do
fungo responsavel pela micose cutinea, permitiria ao
clinico maior objetividade na escolha de uma terapia
adequada e facilitaria a individualizacao do tratamen-
to, permitindo inclusive alteragoes de posologia ou da
opg¢ao pelo grupo de droga.

Considerando a comprovacgao iz vitro da resis-
téncia intrinseca de algumas espécies de fungos a
determinados antifingicos, tornou-se evidente a
necessidade de métodos de referéncia, devidamente
padronizados e validados, para que os testes de sus-
ceptibilidade aos antifangicos sejam amplamente uti-
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