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“A menos que modifiquemos a nossa
maneira de pensar, ndo seremos capazes de
resolver os problemas causados pela forma como

nos acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, saude, minha familia, meus amigos e por me guiar nessa

incrivel tarefa chamada p6s graduacéo.

A minha querida familia, em especial a minha mée, Maria do Carmo, por ser meu

exemplo de luta, persisténcia, honestidade e amor.

Ao Prof. Dr. Claudio Salgado pela disponibilidade manifestada em orientar este

trabalho, pelo apoio e partilha de conhecimentos.

Ao Prof. Dr. Moises Silva, pela atencdo, disponibilidade e ensinamentos que

ampliaram meu horizonte.

Aos amigos do Laboratério de Dermato-Imunologia, Heleno, Daniella, Téania, Patricia

pelo apoio em diferentes momentos durante a realizacdo deste trabalho.

Aos meus amigos da secdo de Bacteriologia e Micologia, do Laboratério Central do

estado do Para, que me auxiliaram para que este trabalho fosse executado.

Ao Laboratorio Central do Estado do Para (LACEN-PA), onde realizei este trabalho.

As instituicbes Universidade Federal do Para (UFPA) e Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de nivel Superior (CAPES).



Figura 01-

Figura 02-

Figura 03-

Figura 04-

Figura 05-

Figura 06-

Figura 07-

Figura 08-

Figura 09-

Figura 10-
Figura 11-

LISTA DE FIGURAS

Estrutura da unha. Partes constituintes da estrutura
UNQUEAL ...t
Classificacdo das onicomicose, segundo a localizacdo do sito de
infeccdo: a) onicomicose subungueal distal; b) onicomicose
subungueal proximal; c) onicomicose superficial branca; d)
onicomicose distrofica total............ccocoveveiieviriiciic e
Exemplos de wunhas alteradas cujos pacientes foram
encaminhados ao LACEN para exame micoldgico direto e
CUIUT@L .

Coleta do material ungueal. Raspado subungueal distal coletado
para analise pelo exame micoldgico direto e semeio em meio de
(o1 (0 VPSSP

Culturas isolaladas de raspado ungueal. Crescimento de
leveduras em meio de cultura agar sabouraud com
CloranfeniCol.........oov i
Processamento das amostras no instrumento Vitek 2. Tubos de
poliestireno estéril contendo suspensGes com turbidez de 1,8 -
2,2 no padrdo de McFarland, cadastramento, carregamento e
incubacdo das amostras para teste de identificacdo e
ANEIFUNGICO. ...
Caracterizagdo dos fatores de viruléncia. Processamento das
amostras para o teste de fosfolipase e proteinase...........cc.ccecvevennen.
Estruturas fangicas visualizadas na microscopia direta (400x): a)
Blastoconidios; b) Pseudohifa; ¢) Hifas com blastoconidios e d)
Hifas hialinas septadas............ccooveieieiiniiiiieeee e
Atividade enzimatica para fosfolipase..........cc.ccoevvrveiiininennene,
Atividade enzimatica para proteinase...........ccccoeevveeeeieervesreennnn,

Espécies isoladas segundo a idade € género...........c.ccceeeveeveereenenn,

12

13

26

27

28

29

31

33
38
39
41

Vi



Tabela 01-
Tabela 02-

Tabela 03-

Tabela 04-

Gréafico 01-

LISTA DE TABELAS E GRAFICO

Resultado Exame Micol0gico Direto.........ccccevvviveeveeieesinenene

Resultado dos Valores positivos e negativos do Exame
Micoldgico direto versus Cultura positiva e negativa..................
Espécies de Candida isoladas frente ao teste de
SUSCELIDIIAAUE. ....veneieie s
Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas de acordo
oM PRICE €t @l.(1982).......ccceiiiieiieiieie e

Espécies de leveduras isoladas de onicCOMICOSES............ccevereneen.

34

35

37

40
35

vii



RESUMO

Introducdo: Onicomicoses sao infec¢Bes ungueais causadas por fungos, podendo ser causadas
por dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos ndo dermatofitos. O diagnostico de
leveduras como agente de onicomicose tem aumentado significativamente, tal evidéncia tem
sido atribuida ao crescente namero de individuos imunocomprometidos e transplantados, ao
aumento do uso de drogas antibacterianas de amplo espectro, a fatores genéticos, tendéncias
atopicas e ao aumento da vida média da populacdo. O objetivo principal do trabalho foi
determinar o perfil de suscetibilidade antifiungica e alguns dos fatores de viruléncia de
leveduras causadoras de onicomicoses. Métodos e Resultados: Foram estudadas 100 amostras
de raspado ungueal semeadas em Agar Sabouraud com cloranfenicol e em Agar Mycosel. A
identificacdo e o teste de suscetibilidade antifungica (fluconazol, anfotericina B, fluocitocina e
voriconazol) foram realizados através do método automatizado Vitek 2 e visando a pesquisa
dos fatores de viruléncia para deteccdo de fosfolipase e proteinase foram utilizados os meios
com emulsdo de ovo a 50% e o agar BSA (Bovine Serum Albumin), respectivamente. Das
100 amostras coletadas, 57 (57%) foram positivas no exame micoldgico direto e 42 (42%) na
cultura. Dos isolados, 29 (69%) eram Candida parapsilosis, 8 (19%) C. albicans, 3 (7,2%) C.
haemulonii, 1 (2,38%) C. lusitanea e 1 (2,38%) C.tropicalis. Todas as espécies de C.
albicans, C. lusitanea e C. tropicalis foram sensiveis aos antifingicos. As espécies de C.
parapsilosis apresentaram resisténcia em 6 (20,7%) cepas ao fluconazol, e em 3 (10,34%) ao
voriconazol. C. haemulonii apresentou resisténcia em 1 (33,33%) cepa ao fluconazol, 1
(33,33%) a flucitosina, 1 (33,33%) ao voriconazol e 3 (100%) a anfotericina B. Os Fatores de
resisténcia, fosfolipase e proteinase, estiveram presentes somente nas espécies de C. albicans
com positividade de 87,5% e 50% respectivamente. Conclusdo: A espécie C. parapsilosis €
um agente emergente de onicomicose, apresentando cepas resistentes aos antifungicos. C.
haemulonii apresentou perfil multirresistente. C. albicans, ainda que sensivel a todos os

farmacos testados foi a Unica espécie que apresentou os fatores de viruléncia estudados.

Palavras-chave: Onicomicose, Suscetibilibade antifingica, Fatores de viruléncia.
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1. INTRODUCAO

As unhas sdo importantes para protecdao das pontas dos dedos contra traumatismos assim
como aumentam a sensibilidade tactil e melhoram a capacidade de manipular pequenos
objetos (Fernandez et al., 2002).

Porém, a funcionalidade da unha pode ser comprometida por desordens na sua estrutura
fisica, ocasionada por diversos disturbios, sendo a infeccdo a causa mais comum. Infeccdes
nas unhas sdo um grande problema em dermatologia clinica.

As infecgBes ungueais causadas por fungos sdo chamadas de onicomicoses, 0 nimero de
casos novos tem aumentado gradativamente e a prevaléncia dessa infeccdo é variavel e esta
sujeita a influéncia de diversos fatores como clima, habitos culturais, regido geogréafica e
fatores genéticos (Souza et al., 2007).

Os fungos sdo o0s agentes mais comuns das infecgbes ungueais, em especial 0s
dermatdfitos e secundariamente as leveduras e os fungos filamentosos ndo dermatofitos
(Midgley et al., 1998). Espécies de fungos emergentes vém sendo descritas como causadoras
de onicomicoses, tornando necessario o desenvolvimento de novos estudos sobre o tema para

a compreensdo da prevaléncia e importancia deste tipo de infeccdo (Aradjo et al.,2003).

1.1 ESTRUTURA DA UNHA

As unhas ocupam a superficie dorsal das falanges distais de quirodatilos e pododéctilos e
sdo constituidas por quatro epitélios especializados: a matriz ungueal, o leito ungueal, a prega
ungueal (proximal e lateral) e o hiponiquium. A matriz € um epitélio germinativo cuja
proliferacdo celular d& origem a uma estrutura de multiplas camadas de células corneificadas
que cobre o leito, denominada de lamina ungueal. A lamina ungueal é uma estrutura
retangular, translicida, cuja aparéncia rosada lhe é conferida pelos capilares presentes no leito
ungueal. Na porcdo proximal da lamina ungueal é visivel a lunula, uma estrutura opaca,
esbranquicada, em forma de semicirculo que corresponde a visualizacdo da porgéo distal da

matriz. A camada cornea da prega proximal forma a cuticula (Gomes et al., 2012) (Figura 01).
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Figura 01. Estrutura da unha. Partes constituintes da
estrutura ungueal. Fonte: Gomes et al., 2012.

Prega ungueal proximal
Llnula
Lamina ugueal

Prega ungueal lateral

Hiponiquium

O centro germinativo, também conhecido como matriz ungueal, é formado a partir de
células epidérmicas que passam por um processo de diferenciacdo, sofrendo anucleacédo,
achatamento, corneificacdo e finalmente a queratinizacdo, ao final deste processo esta
formada a lamina ungueal ou a unha propriamente dita. O crescimento médio diario é de
0,1mm e 3mm ao més, sendo que o crescimento das unhas dos pés sdo mais lentos quando
comparados com as das maos e os ancides apresentam o crescimento ungueal mais lento que
os jovens (Fernandez et al., 2002).

A estrutura fisica e quimica da unha e pele é composta de queratina que os protegem
das infeccGes flngicas, pois a maioria dos microrganismos ndo pode usar para a nutrigéo,
entretanto, leveduras de Candida albicans e fungos dermatdéfitos, produzem queratinases, que
hidrolisam esta substéncia favorecendo a infec¢do (Wagner et al., 1995).

1.2 ONICOMICOSES

A onicomicose ndo se resume a um problema estético, pois causa importante impacto
psicoldgico e social, além da lesdo ser dolorosa em alguns individuos (Nazar et al., 2012). A
alta prevaléncia de onicomicose deve-se a dificuldade do diagnostico clinico laboratorial, a
coleta do material inapropriado para analise e ao tratamento ndo efetivo (Brilhante et al.,
2005).

Cuidados devem ser tomados para identificar corretamente os sinais e sintomas de

outras doencas que imitam clinicamente a onicomicose. Estes incluem psoriase (a doenca
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mais comum), infecgbes bacterianas, dermatite de contato, onicodistrofia traumatica,
paquioniquia congénita e onicdlise idiopatica (Elewski et al., 1998).

Os fungos invadem o aparelho ungueal, primeiramente aderindo a superficie e em
seguida invadem as subcamadas da unha. O Envolvimento ungueal ocorre apartir da
penetracdo de elementos fangicos e da secre¢do de enzimas que degradam os componentes da
unha. (Grover et al., 2012).

De acordo com as caracteristicas clinicas e o tipo de invasdo do tecido ungueal, as
onicomicoses sdo classificadas, como: onicomicose subungueal distal, onicomicose
subungueal proximal, onicomicose superficial branca e onicomicose distréfica total (Elewski
et al., 1998) (Figura 02).

Figura 02 - Classificacdo das onicomicose, segundo a localizacdo do sito de
infeccdo: a) onicomicose subungueal distal; b) onicomicose subungueal proximal; c)
onicomicose superficial branca; d) onicomicose distréfica total. (fonte: Grover et al.,
2012.)

A Onicomicose subungueal distal é a forma mais comum de onicomicose, €
caracterizada pela invasdo do leito da unha, comegando no hiponiquio (Fig. 2a). O fungo
migra através da matriz da unha subjacente, provocando onicoélise (descolamento da placa
ungueal do leito ungueal) e espessamento da regido subungueal (Elewski et al., 1998).
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Na onicomicose subungueal proximal o fungo invade a unidade ungueal via prega
ungueal proximal através da area de cuticula, penetra na placa ungueal recém-formada e
migra distalmente (Figura 2b). O quadro clinico inclui hiperqueratose subungueal, onicolise
proximal, leuconiquia e destruicdo da placa ungueal proximal (Elewski et al., 1998).

A Onicomicose superficial branca ocorre quando o fungo invade as camadas
superficiais da placa ungueal diretamente (Figura 2c). Enquanto que na onicomicose
distrofica total a unidade de unha se torna inteiramente espessa e distréfica (Figura 2d).
(Elewski et al., 1998).

O crescimento lento das unhas favorece a infec¢do por fungos na populacdo adulta,
sendo as criangas menos afetadas, pois suas unhas crescem mais rapido, além de possuirem
uma menor area superficial para invasdo, menor probabilidade de trauma, reduzida incidéncia
de tinea pedis e apresentam menor contato com esporos infectantes (Arenas et al., 2004).
Entretanto os pacientes geriatricos, com doencas cronicas, como ma circulacdo ou doencas
vasculares periféricas, diabetes, ou complicacbes cardiovasculares estdo mais propensos a
desenvolverem infec¢bes nas unhas (Dias et al., 2011).

A onicomicose ndo é doenca de notificacdo compulsoria o que dificulta a avaliacdo
precisa da extensdo do problema em nossa regido. Assim, é preciso realizar estudos que
determinem a prevaléncia de onicomicose, 0s agentes que predominam neste tipo de infecgéo
em nosso meio, bem como caracterizar o perfil de suscetibilidade antifingica juntamente com
os fatores de viruléncia para que possam ser tomadas medidas efetivas de tratamento
(Aghamirian, 2010).

O tratamento das onicomicoses € dificil e est4 associado a altas taxas de recidiva e a
ineficacia terapéutica interferindo na qualidade de vida do paciente e gerando prejuizo
estético, refletindo diretamente na auto-estima, vaidade, discriminacdo social e no potencial

de trabalho do paciente (Lopes et al., 1999).

1.3 AGENTES ETIOLOGICOS DE ONICOMICOSES

1.3.1 LEVEDURAS

Leveduras que fazem parte da microbiota normal de mucosas, pele e anexos, eram

consideradas agentes contaminantes, sem importancia clinica. Contudo, na atualidade tém
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sido consideradas responsaveis por nimero expressivo de casos de onicomicose confirmados
laboratorialmente (Souza et al., 2007).

Leveduras do género Candida sdo os principais microrganismos leveduriformes
apontados como agentes de onicomicose, resultando em inchaco e vermelhidao, e as infeccbes
persistentes e recorrentes por esta levedura nas membranas mucosas, pele e unhas, pode
ocasionar uma candidiase mucocutanea cronica, forma esta de dificil tratamento (Wagner et
al., 1995).

A candidiase mucocutanea crénica com envolvimento ungueal pode apresentar-se de
forma grave, produzindo espessamento, distor¢édo, e fragmentacdo das unhas, com inchaco
cronico da falange distal (Wagner et al., 1995). A espécie C. albicans é normalmente a mais
relatada como agente de onicomicose, porém atualmente tem-se relatado o envolvimento de
C. parapsilosis em infeccGes de unha com prevaléncia maior que C. albicans (Mujica et al.,
2004; Martins et al., 2007).

1.3.2 FUNGOS DERMATOFITOS

Dermatdfitos sdo fungos filamentos, hialinos, queratinofilicos e sdo usualmente
classificados em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, e dependendo
do habitat primario sdo divididos em zoofilicos, geofilicos e antropofilicos, podendo estar
presente em pacientes assintomaticos (Siqueira et al., 2006; Peres et al., 2010). Os
dermatofitos que normalmente estdo envolvidos na infecgdo da unha sdo Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophyte e Epidermophyton floccosum (Wagner et al., 1995).

O género Trichophyton apresenta poucos macroconidios e quando presentes
apresentam parede lisa e fina com 01 a 12 septos e podem ser alongados ou em forma de
lapis, clavata, fusiforme, ou cilindricos. Eles variam em tamanho 8-86 por 4 a 14 mm. Os
microconidios sdo geralmente abundante neste género podendo ser globosos, piriforme ou
clavata, e sdo produzidas individualmente ao longo dos lados das hifas (Weitzman et al.,
1995).

Os Microsporum sdo caracterizados pela presenca abundante de macroconidios
grandes e fusiformes de paredes espessa e verrucosa, possuem septos finos
e poucos microconidios, estes geralmente encontram-se dispostos isoladamente ou ao longo
da hifa (Weitzman et al., 1995).
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O género Epidermophyton apresenta macroconidios abundantes e microconidios
ausentes. Os macroconidios em formato de clava, comparados a sapatos de neve, com paredes
lisa e fina moderadamente espessas, apresentando de 1-9 septos, 20-60 por 4 a 13 um de
tamanho (Weitzman et al., 1995).

1.3.3 FUNGOS FILAMENTOSOS NAO DERMATOFITOS

InfeccBes causadas por fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFND) sdo dificeis de
ocorrer, com excecdo para 0s casos de onicomicose nos quais se tém observado tendéncia
crescente, tornando necessaria a realizacdo de estudos para obtencdo de conhecimentos da
prevaléncia de FFND (L6pez-Jodra et al., 1999). Os FFND foram os agentes mais comuns
isolados de onicomicose em regido de clima tropical, na Malésia, seguido por leveduras do
género candida e pequeno percentual por dermatofitos (Leelavathi et al., 2012).

As espécies de FFND relatadas como agentes de onicomicose sdo: Scytalidium
dimidiatum, Curvularia sp., Fusarium SP, Aspergillus spp (Araujo et al., 2003). Embora o
Aspergillus spp. esteja relacionado com infec¢des de unha de uma populagdo acima de 50
anos, envolvendo tanto homens quanto mulheres (Leelavanthi et al., 2012).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

Na epidemiologia e etiologia das onicomicoses, existem diferencas geogréficas,
especialmente na freqiéncia de cada grupo de fungos responsavel pela infeccdo. A
prevaléncia da onicomicose na Europa situa-se em 8% e nos Estados Unidos da América do
Norte, é estimada em 13% (Roberts, 1992). T. rubrum é a espécie mais freqlente de
onicomicose na Europa, Canadéa e EUA, enquanto a alta prevaléncia de Candida spp. tem sido
relatada na Bélgica, Ardbia Saudita e Espanha (Vélez, et. al., 1997).

Estudos de casos de onicomicose no Brasil revelaram 19,35% de casos no estado do
Rio de Janeiro, tendo como agente predominante os dermatofitos (Aradjo, et. al., 2003).
Enquanto que o estado do Ceard, apresentou 52% de casos, com predominio de leveduras e o
estado do Parana, apresentou 82,18% de positividade, dentre os quais, 47% foram leveduras e

53% foram fungos filamentosos ((Brilhante, et. al. 2005; Souza, et. al., 2007). A positividade
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no estado de Sao Paulo, foi de 71% das amostras estudadas, das quais 0 agente mais comum
foi a levedura (Martins, 2007). O estudo de onicomicose no estado do Para, no periodo de 11
anos, mostrou a incidéncia de dermatofito (20%) e leveduras (30%) presentes em infeccOes
ungueais.

A microbiota fungica € alterada no mundo periodicamente em sua composi¢do
quantitativa e qualitativa, em funcdo de fatores ambientais, como o desenvolvimento urbano,
a industrializacao, a localizacdo geogréafica e condi¢fes climaticas, tais como temperatura e
tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta, assim, o exame periodico da composi¢do da

microbiota torna-se vantajoso e de importancia epidemioldgica (Aradjo, et. al., 2003).

1.5 FATORES DE VIRULENCIA

As capacidades de um dado microrganismo de adesdo, invasdo e infeccdo sdo
definidas como potencial de viruléncia deste agente, sendo estes pontenciais determinados
geneticamente, porém expressos pelos microrganismos quando submetidos a condicGes
adequadas, causando a infec¢do (Tamura et al., 2007).

Os fungos foram desenvolvendo uma variedade de mecanismos para escapar ou
diminuir a regulacdo da resposta imune do hospedeiro, principalmente por modificacdo da
exposicdo do componente da parede celular, tal mudanca fenotipica é uma estratégia
empregada por varios fungos patogénicos, como Candida albicans, sendo capaz de passar de
uma forma da célula, levedura, para a forma de hifas (Rizzeto et al., 2013). A formacdo de
hifas esta associada ao mecanismo de evasdo por perda de reconhecimento adequado pelo
sistema imune do hospediro (Van de Veerdonk et al., 2008).

Espécies de fungos comensais, muitas vezes se tornam patogénicas, quando o
equilibrio da microbiota normal € interrompido ou as defesas imunitarias estdo
comprometidas. Determinar exatamente como essa conversdo de comensal para patdégeno
ocorre e como pode ser prevenida é um desafio permanente para o campo de micologia
médica. Com efeito, verifica-se que a transicdo de comensais inofensivos para patdgeno é
uma linha fina e atribuivel a um repertdrio extenso de determinantes de viruléncia expressos
selectivamente sob condi¢6es adequadas de predisposicao (Naglik et al., 2004).

Algumas condi¢Ges sdo necessarias na interacdo parasito-hospedeiro, dentre elas

temos a oferta nutricional adequada para que haja a propagacdo do especime, bem como, 0
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clima adequado e os habitos dos seres humanos. Os microrganismos foram se desenvolvendo
e se adaptando as predisposicGes do hospedeiro, causando-o0 ou ndo prejuizos (Rubio et al.,
1999).

Leveduras do género Candida geralmente residem como organismos comensais,
fazendo parte da microbiota normal de um individuo e possuem habilidade de passar da
condicdo de comensal a patogénica quando encontram condicGes favoraveis no hospedeiro,
dependendo para isso dos diversos fatores de viruléncia (Macédo et al., 2009). A viruléncia e
patogenicidade de C. albicans é atribuida a sua capacidade de adeséo celular, a producao de
formas filamentosas e a atividade de suas enzimas hidroliticas (Naglik et al., 2004; Wagner et
al., 1995).

Enzimas hidroliticas sdo capazes de destruir ou desorganizar elementos de membranas
das células hospedeiras, levando a disfuncdo da membrana e/ou ruptura fisica (Schulze et al.,
2009). As principais enzimas hidroliticas produzidas por leveduras do género Candida sdo as
proteinases e as fosfolipases (Candido et al., 2000), sendo a espécie Candida albicans maior
produtora de fosfolipase e proteinase (Rorig et al., 2009).

As enzimas proteinase e fosfolipase sdo importantes na patogénese, facilitando a
invasdo do patégeno e a destruicdo das células hospedeiras. A fosfolipase destréi os
fosfolipideos na superficie da célula e a proteinase destrdi algumas proteinas importantes no
sistema imune da célula hospedeira, tais como imunoglobulina, lactoperoxidase, lactoferrina,
mucina (Akcagar et al., 2011).

Embora Candida albicans seja a levedura mais freqlientemente isolada como agente
de infeccdo humana, padrées de mudanca das espécies de Candida detectada entre isolados
clinicos na Ultima década mostram que outras espécies de Candida tém tornado-se
emergentes. Portanto a identificacdo rapida e confiavel de espécies de Candida produtoras de
fatores de viruléncia é importante na rotina da pratica de microbiologia clinica (Dostél et al.,
2003).

1.5.1 FOSFOLIPASE

As fosfolipases sdo enzimas hidroliticas, capazes de degradar fosfolipidios sendo
classificadas fosfolipases A, B, C e D, lisofosfolipases e lisofosfolipases transacilases. Os

fosfolipidios sdo os maiores componentes da membrana biolédgica, podendo ser encontrados
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em todos os animais, plantas e bactérias. Entre os fosfolipidios naturais o mais comum € a
fosfatidilcolina (lecitina) que funciona como substrato para as quatro fosfolipases. A presenca
destas enzimas na superficie da levedura e na extremidade do pseudomicélio propicia a leséo
tecidual (Niewerth et al. 2001).

As Fosfolipases invadem as células hospedeiras, clivam os constituintes lipidicos da
membrana celular, provocando danos nos tecidos, ruptura das membranas das celulas
epiteliais, e permitindo que as hifas penetrem no citoplasma prejudicando a estabilidade da
membrana e ocasionando lise celular (D Eca et al, 2011).

As Fosfolipases invadem as células hospedeiras, clivando os constituintes lipidicos da
membrana celular, resultando na ruptura dessas membranas, permitindo que as hifas penetrem
no citoplasma, prejudicando a estabilidade da membrana e ocasionando lise celular (D Eca et
al, 2011).

A producgdo de fosfolipases concentra-se nas pontas das hifas e a atividade de
producdo é maior quando a hifa estd em contato direto com a membrana, mostrando que essas
enzimas sao importantes na invasdo tecidual (Komiyama et al., 2007).

Algumas espécies de Candida sdo produtoras de fosfolipase, principalmente C.
albicans, e a atividade de fosfolipase estd relacionada as cepas mais aderentes as células
epiteliais e, portanto maior € a sua patogenicidade (Barrett-Bee et al., 1985). A importancia
desta enzima na patogenese de leveduras é comprovada pela menor viruléncia apresentada por
C. albicans mutantes, espécies que perderam esta enzima, tornando-as mais sensiveis a

fagocitose (Akcagar et al., 2011).
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1.5.2 PROTEINASE

A Producéo de proteinase aumenta a capacidade de certos organismos de colonizar e
penetrar o tecido hospedeiro, enganar o sistema imunoldgico, causando danos a um numero
significativo de proteinas importantes para a imunidade, tais como imunoglobulinas, proteinas
do complemento e citoquinas (Staniszewska et al., 2012; Ombrella et al.,2008).

Enzimas proteoliticas foram encontradas em espécies de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis obtidas de varias amostras clinicas (Oliveira et al., 1998). A proteinase
extracelular produzida por diferentes espécies de Candida é capaz de degradar varios
substratos, tais como: queratina, coldgeno, albumina, fibronectina, hemoglobina, cadeia
pesada de imunoglobulina e proteinas de matriz extracelular, facilitando a adeséo e invasao de
tecidos e destruicdo das células e moléculas do sistema imunoldgico do hospedeiro para evitar
ou resistir ao ataque antimicrobiano.

As proteinases secretadas por C. albicans pertencem a classe de enzimas aspartil
proteinases (Saps), onde 10 genes Sap sdo responsaveis pela expressdo das proteinases,
indicando que uma variedade de células hospedeiras e de tecidos podem ser acometidos
durante a infec¢do. O gene Sap proporciona um sistema proteolitico eficiente e flexivel que
pode revelar-se essencial para o sucesso de C. albicans como um agente patogénico
oportunista e pode explicar parcialmente a razdo pelo qual C. albicans é um fungo patogénico
comum em humanos (Naglik et al., 2004).

Para C. albicans e C. tropicalis a atividade secretora proteolitica € considerada um
fator importante na viruléncia, porém para C. parapsilosis, ainda ndo foi estabelecido uma
correlacdo entre a actividade proteolitica e viruléncia em seres humanos e animais, apesar do
seu potencial proteolitico (Ruchel et al.,1986).

Estudos sugerem que as proteinases podem influenciar na viruléncia de C. albicans
por provaveis mecanismos que: 1) facilitam a adesdo através da prote6lise das proteinas de
superficie de acolhimento, resultando em dano do tecido hospedeiro; 2) destroem a resposta
imune do hospedeiro; 3) danificam células endoteliais e 4) estimulam mecanismos
proteoliticos no hospedeiro (Akgaglar et al., 2011).

In vitro, a producdo de proteinase é induzida em meio de cultura contendo proteina
exogena, albumina de soro bovino (BSA), como a unica fonte de nitrogénio, e a producdo de
protease é revelada pele formacdo de um halo de hoidrolise translicido ao redor da colénia
(Dostal et al., 2003).
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O nivel de atividade das exoenzimas no laboratério geralmente é avaliado atraves de
uma unidade denominada de zona de preciptacdo (Pz) que é a razdo entre o didmetro da
colbnia mais a zona de precipitacdo (dcp), ou seja, Pz = dc / dcp. A amostra produtora da
enzima forma um halo ao redor do inéculo. De acordo com esse sitema a atividade enzimatica
¢ considerada alta quando Pz < 63, moderada no intervalo de 0,64 <Pz > 0,99 e sem atividade

enzimética quando Pz é igual a 1 (Prince et al., 1982).

1.6 DIAGNOSTICOS DAS ONICOMICOSES

O diagndstico das onicomicoses é baseado na analise clinica, na investigacdo pelo
exame micoldgico direto e cultura do material biolégico em meios especifios para fungos
(Aghamirian, 2010). As amostras para anélise devem ser obtidas o mais préximo possivel da
area lesionada, onde se localiza as estruturas fungicas viaveis. (Tang, 2010).

O exame micoldgico direto deve ser realizado apos a preparacdo do material com
KOH 20-30% e a cultura, necessaria para a identificacdo do fungo a nivel de género e espécie,
deve ser realizada a partir de semeio em agar Sabouraud com cloranfenicol e cicloheximida
(Midgley, 1998).

A cultura para leveduras e FFND é definida pelo crescimento, no minimo, em dois
tubos de semeio e crescimento na area em que o material ungueal é semeado (Nazar J. et al.,
2012). Quanto maior a cronicidade da lesdo ungueal maiores sdo os resultados de cultura
negativa, devido a menor viabilidade do fungo patogénico (Nazar et al., 2012).

Os critérios definidos para o diagndstico de onicomicose sdo: a) presenca de estruturas
fangicas no exame micologico direto independente do resultado da cultura; b) cultura positiva
para fungos, ainda que o resultado do exame micoldgico direto seja negativo (Nazar et al.,
2012).
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1.7 TRATAMENTO DAS ONICOMICOSES

A escolha do tratamento das onicomicoses requer a realizagdo de diagnostico
laboratorial, para que seja fornecido ao clinico informac6es necessarias para a selecdo de uma
terapia antifungica mais adequada (Midgley et al., 1998; Aghamirian, 2010).

A terapia da onicomicose pode ser tanto por medicamento oral, quanto tpico ou por
associacdo. O tratamento tdpico é o ideal uma vez que ndo apresenta risco de efeito colateral
sistémico ou interacdes medicamentosas em potencial, porém é eficaz somente quando a
infeccdo acomente até 50% da unha total, e nos casos de maior acometimento ungueal é
necessario a associacdo com antifungicos sistémicos (Llambrich et al., 2002).

Infecgbes de unha causadas por dermatdfitos, muitas vezes respondem mal ao
tratamento topico, exigindo uso prolongado de um agente antifingico por via oral, como a
griseofulvina, cetoconazol, itraconazol, fluconazol, ou terbinafina (Wagner et al., 1995).
Enquanto que no tratamento das infec¢bes causadas por Candida é empregado 0 uso de
Fluconazol, voriconazol, itraconazol, flucitosina e anfotericina B (Gualco et al. 2007).

Apesar da busca incessante por farmacos cada vez mais eficientes no tratamento das
onicomicoses, o tratamento € dificultado por diversos fatores, tais como: a crescente
incidéncia em pacientes imunodeficientes, a predisposicdo de pacientes com diabetes mellitus,
as caracteristicas farmacocinéticas do medicamento de escolha e o desenvolvimento de
resisténcia do fungo ao farmaco, bem como a correta identificacdo do agente etioldgico
(Carrillo-Muiioz et al., 2010).

1.8 SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

O estudo da suscetibilidade in vitro aos antifingicos auxilia na selecdo de farmacos
mais adequados para o tratamento das infeccdes fungicas com a determinacdo da resisténcia
ou sensibilidade. Dessa forma, o conhecimento de cepas resistentes, conduziu a variagdes nas
diretrizes de tratamento entre as diferentes areas geogréaficas. Além disso, conhecer os valores
da concentracdo inibitoria minima (MIC) dos antifingicos frente a diferentes espéecies pode
ser significativo no tratamento de um caso particular (Cuenca-Estrella et al., 2010).

Mecanismos de escape a terapéutica farmacologica podem ser desenvolvidos pelos

fungos, dentre eles temos: a baixa concentracdo intracelular da droga, as mutagdes genéticas,
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a superexpressao de bombas de efluxo de drogas e as alteracGes do teor de ergosterol da
membrana (Bossche, 1997).

Por esses motivos, a conduta no tratamento farmacologico das infec¢des fungicas néo
pode ser generalizada. Além disso, estudos da variabilidade de fungos quanto a
suscetibilidade antifngica frente ao fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terbinafina, tem
mostrado que o mesmo fungo responde de forma distinta a diferentes farmacos, da mesma
forma que a sensibilidade antifungica a determinada droga varia entre as espécies (Almeida et
al., 2009).

Assim, o estudo da fisiologia, da genética e bioguimica dos fungos, bem como da
patogénese, da resposta imunoldgica do hospedeiro frente as infec¢bes por fungos e o estudo
da suscetibilidade aos antifingicos fornecem ferramentas importantes na terapéutica e

profilaxia dessas infeccdes (Peres et al., 2010).

1.9 METODOS AUTOMATIZADOS DE IDENTIFICACAO FUNGICA E
SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA — SISTEMA VITEK 2 (BIOMERIEUX SA,
MARCY L'ETOILE, FRANCA)

O aumento do numero de infeccbes flangicas e da resisténcia aos antiflngicos
adquirida por leveduras justifica a necessidade de uma identificacdo rapida e correta destes
microrganismos. Os métodos de identificacdo convencionais (analise morfoldgica,
assimilacdo das fontes de carbono e nitrogénio, fermentacdo de carboidratos e hidrdlise da
ureia) sdo trabalhosos e demorados, enquanto que os métodos automatizados apresentam
simplicidade técnica e operacional, além da diminuicdo no tempo de identificacdo, aliada a
maior numero de provas bioquimicas, 0 que aumentam substancialmente a confiabilidade do
resultado (Souza et al., 2001).

Varios sistemas comerciais automatizados e semi-automatizados também tém sido
desenvolvidos para a realizacdo do teste de sensibilidade, apartir da padronizacdo dos
procedimentos de testes de suscetibilidade antifungica (AST) pelo Laboratério Clinico
Standards Institute (CLSI), sendo eles métodos acessiveis, simples e flexiveis para uso em
laboratorio clinico (CLSI,2008a; CLSI, 2008b; Cuenca-Estrella et al., 2010).

Atualmente, encontramos diversos métodos de assimilagdo de nutrientes que

simplificam tanto o uso quanto a interpretacdo. O método automatizado Vitek 2 yeast
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(Biomérieux) identifica, confiavelmente, espécies de leveduras clinicamente mais
importantes, dentro de 15h. E um método alternativo de identificacio excelente para os
laboratdrios clinicos que executam diagnosticos fungicos (Meurman et al., 2006).

A tecnologia Vitek 2 por ser um método totalmente automatizado possibilita
determinar o crescimento de leveduras espectrofotometricamente, permitindo a identificacdo e
determinacdo de MIC simultaneamente, obtendo resultados rapidos e precissos (Farina et al.,
2011; Posteraro et al., 2009).

A compatibilidade dos testes de susceptibilidade antifingica foram estudadas entre os
método de referéncia de microdiluicdo CLSI M27-A2 com o sistema Vitek 2 AST-Ys
(Biomérieux), o que mostrou concordancia entre os resultados obtidos (Borghi et al., 2010).

A vantagem do sistema automatizado Vitek 2 é a capacidade de determinar o valor de
MIC mais facil e rapidamente do que outras técnicas desenvolvidos tanto pelo CLSI ou o
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Tambem
proporciona a determinacdo confiavel do teste de suscetibilidade antifungica de espécies de
Candida spp. e outras espécies de leveduras, tais como C. neoformans e espécies emergentes,
contribuindo na identificacdo de resisténcia a azolicos e a anfotericina B, in vitro (Posteraro et
al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil de suscetibilidade antifungica e os fatores de viruléncia fosfolipase e
proteinase dos agentes de onicomicoses isolados de pacientes atendidos no laboratério central

do estado do Para.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar os agentes de onicomicoses;

b) Identificar as leveduras causadoras de onicomicoses;

c) Verificar a suscetibilidade antifungica das leveduras causadoras de onicomicoses
frente ao fluconazol, voriconazol, anfotericina B e flucitosina;

d) Verificar a producdo de enzimas fosfolipase e proteinase das leveduras isoladas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1- AMOSTRAS

As amostras estudadas foram coletadas de 100 pacientes encaminhados para
atendimento ao Laboratdrio Central do Estado do Pard (LACEN), no periodo de Novembro de
2011 a Novembro de 2012.

O material clinico utilizado foi o Raspado ungueal e subungueal (Figura 03). A coleta
foi realizada conforme as instrucGes de detecgdo e identificacdo de fungos de importancia
médica — ANVISA / 2004.

Figura 03 - Exemplos de unhas alteradas cujos pacientes foram encaminhados ao
LACEN para exame micolégico direto e cultura. a) onicoélise; b) paroniquia e
onicorrexe; c) distrofia e alteracdo da coloracao e d) espessamento associado a onicélise.

3.1.1 - CRITERIO DE INCLUSAO

Pacientes apresentando unhas com alteracbes em sua estrutura, com aumento da
espessura ou mudanca da coloracdo da lamina ungueal, associadas ou ndo a onicolise ou

onicorrexe.
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3.1.2 - CRITERIO DE EXCLUSAO

a) Pacientes com unhas tratadas com antifungico por periodo inferior a 15 dias
antes da coleta.

b) Amostras com pomadas, creme, esmalte ou qualquer outro tipo de substancia
no dia da coleta.

C) Pacientes em uso de antifungicos orais.

3.2- COLETA

As coletas das amostras foram realizadas apds assepsia local com solucéo fisiologica,
utilizando uma espatula ou lamina de bisturi para a retirada do material ungueal e sub-
ungueal, desprezando a primeira por¢do. O material coletado foi depositado em placa de Petri
estéril para analise, conforme a figura 04.

Figura 04- Coleta do material ungueal. Raspado subungueal distal coletado para anélise
pelo exame micoldgico direto e semeio em meio de cultura.
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3.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

3.3.1- EXAME MICOLOGICO DIRETO

As amostras foram analisadas pelo método direto entre 1amina e laminula utilizando
KOH 20% por 20 minutos para a clarificacdo das células queratinizadas com observagdo
posterior em microscéopio éptico comum, utilizando as objetivas com aumento de 10x e 40x
para pesquisa de estruturas fangicas. O resultado do exame micoldgico direto foi considerado
positivo quando visualizado estrutura fungica na amostra analisada, tais como: leveduras e
hifas.

3.3.2- CULTURA

As amostras foram cultivadas, em meio de cultura Agar Sabouraud com Cloranfenicol
e Mycosel (Agar Sabouraud + Cloranfenicol+ Ciclohexamida). Todas as amostras foram
semeadas em triplicata e incubadas a temperatura ambiente por até 30 dias.

O resultado da cultura foi considerado positivo quando houve crescimento fngico em
pelo menos dois tubos de cultura (Figura 05). Caracteristicas das col6nias, tais como: a
textura, a cor e presenca de relevo, foram os primeiros critérios para a distin¢gdo dos fungos
filamentosos e de leveduras, com confirmacdo em microscopia direta utilizando KOH 20%

em objetiva com aumento de 10x e 40x.

Figura 05- Culturas isolaladas de raspado ungueal. Crescimento de leveduras em meio de
cultura agar sabouraud com cloranfenicol.
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3.3.3- PROCEDIMENTO DO TESTE DE IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

As leveduras foram identificadas pelo sistema Vitek 2, utilizando os cartdes do Vitek 2
yeast (ID-YST), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As suspensdes do inoculo para os cartbes Vitek 2 ID-YST foram obtidos a partir de
culturas puras de leveduras com 24h de crescimento em &gar Sabouraud Dextrose, com a
turbidez ajustada para 1,8 - 2,2 no padrdo de McFarland utilizando o instrumento Bio-
Meérieux Densicheck, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A suspensdo padronizada, contida em tubo poliestireno estéril, foi colocada numa
cassete de Vitek 2 e inserido neste tubo um cartdo Vitek 2 ID-YST contendo a série
bioquimica para a idententificacdo de leveduras. Na sequéncia houve o carregamento da
cassete com a diluicdo das suspensdes de leveduras, sendo o enchimento do cartdo executado
automaticamente pelo sistema de Vitek 2. O tempo de incubacdo variou de acordo com a taxa
de crescimento. Cepas de controle de qualidade foram incluidas em cada sesséo de trabalho
(Figura 06).

3.3.4 - PROCEDIMENTO DO TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

Os testes de suscetibilidade antifingica para as leveduras foram realizadas pelo
sistema vitek 2, utilizando cartdes AST-YS, que possibilita realizacdes de testes de
suscetibilidades antifingica automatizada, padronizada e rapida, excelente para laboratério
clinico. Os antifungicos testados foram o fluconazol, voriconazol, anfotericina B e flucitocina.

As suspensdes do inoculo para as cartelas Vitek 2 YS-AST foram obtidos a partir de
culturas puras de leveduras com 24h de crescimento em &gar Sabouraud Dextrose, com a
turbidez ajustada para 1,8-2,2 no padrdo de McFarland utilizando o instrumento Bio-Mérieux
Densicheck, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os testes de suscetibilidade com o sistema Vitek 2 (Biomérieux) foram realizados de
acordo com as instrugdes do fabricante. A suspensdo padronizada, contida em tubo
poliestireno esteéril, foi colocada numa cassete de Vitek 2 e inserido neste tubo um cartéo
Vitek 2 AST-YS contendo duas dilui¢cbes em serie de anfotericina B (intervalo de 0,25-16 pg
/ ml), flucitosina (intervalo de 1 a 64 ug / ml), o fluconazol (intervalo de 1-64 pug / ml), e o

voriconazol (intervalo de 0,12-8 ug / ml). Na sequéncia houve o carregamento da cassete com
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a diluicdo das suspensfes de leveduras, sendo o enchimento do cartdo executado
automaticamente pelo sistema de Vitek 2. O tempo de incubacdo variou de acordo com a taxa
de crescimento. Cepas de controle de qualidade foram incluidas em cada sessao de trabalho
(Figura 06).

Figura 06 - Processamento das amostras no instrumento Vitek 2. a) Tubos de poliestireno
estéril contendo suspensGes com turbidez de 1,8 - 2,2 no padrdo de McFarland; b)
cadastramento; c) carregamento e d) incubacdo das amostras para teste de identificacdo e
antifangico.

4. CARACTERIZACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA

4.1 PRODUCAO DE FOSFOLIPASE

A atividade de fosfolipase foi realizada de acordo com método de Price et al., 1982.
Culturas de leveduras com 24h de crescimento em agar Sabouraud Dextrose foram inoculadas
em placas com meio base, contendo emulsdo de ovo a 50% em solugéo fisioldgica. O meio
base é constituido de 10g de peptona, 30g de glicose, 57,3g de cloreto de sodio, 0,55g de
cloreto de calcio, 20g de agar e 1000 mL de agua destilada. A esta solucdo previamente
esterilizada em autoclave foi acrescentada 4% da emulsdo de gema de ovo 50% (Difco). Para
cada levedura foi preparada uma suspensédo de células em solucgdo salina ajustada na escala 1

McFarland. Foram inoculados 10uL dessa suspensdo de leveduras em pontos equidistantes
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nas placas. Em cada placa foram inoculadas duas leveduras em duplicata (Koga-Ito et al.,
2006) (Figura Q7).

Figura 07 - Caracterizacdo dos fatores de viruléncia. a) meios utilizados no teste de
fosfolipase e proteinase; b) inoculacdo de 10uL da suspensdo de levedura em duplicata e em
pontos equidistantes.

A leitura do teste foi realizada ap6s quatro dias de incubacdo a 37°C, sendo
considerado como positivo a producdo de zona opaca de precipitacéo ao redor da col6nia.

A atividade enzimaética (Pz) foi medida, de acordo com Price et al., 1982, através da
razdo entre o didmetro da colbnia e o didmetro da colonia mais a zona de precipitacdo. Quanto
menor o valor de Pz, maior a atividade enzimatica, assim sendo, Pz= 1 indica auséncia de
atividade enzimatica, 0,64 < Pz < 1 indica atividade enzimatica positiva e quando Pz < 0,63

héa atividade enzimatica fortemente positiva.

4.2 PRODUGAO DE PROTEINASE

As leveduras foram cultivadas por 24h em Agar Sabouraud Dextrose a 25°C e

inoculadas em placas com agar BSA (Bovine Serum Albumin), que consiste em uma solucao

31



de 300 mL de &gua destilada, 0,2g de sulfato de magnésio heptahidratado, 2,5g de fosfato de
potéssio bibasico, 5g de cloreto de sodio, 1g de extrato de levedura, 20g de glicose e 2,59 de
albumina bovina fracdo V (Sigma), que foi ajustada a pH 3,5 com HCI e posteriormente
esterilizada por filtracdo em filtros Millipore de 0,22 um de diametro e adicionada de 20g de
agar em 700 mL de &gua esterilizados por autoclave (Koga-Ito et al., 2006). A padronizagao
do in6culo foi feita conforme descrito para o teste de producédo de fosfolipase. Em cada placa
foram inoculadas duas leveduras em duplicata (Figura 07).

A leitura do teste foi realizada ap6s sete dias de incubacdo a 37°C, sendo considerado
como positivo a producédo de halo transparente ao redor da colonia.

A atividade enzimatica (Pz) foi medida, de acordo com Price et al., 1982, através da
razdo entre o didmetro da col6nia e o didmetro da coldnia mais a zona de precipitacdo. Quanto
menor o valor de Pz, maior a atividade enzimatica, assim sendo, Pz= 1 indica auséncia de
atividade enzimatica, 0,64 < Pz < 1 indica atividade enzimatica positiva e quando Pz < 0,63

ha atividade enzimatica fortemente positiva.
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5. RESULTADOS

5.1 EXAME MICOLOGICO DIRETO

Foram analisadas 100 amostras de material ungueal e subungueal pelo método
micoldgico direto, das quais 57 (57%) amostras apresentaram estruturas fungicas quando
observadas com KOH 20%, tais como: blastoconidios, pseudohifas, hifas com blastoconidios
e hifas hialinas septadas (Figura 08).

Figura 08 — Estruturas fangicas visualizadas no exame micolégico direto com KOH 20%
(400x): a) Blastoconidios; b) Pseudohifa; ¢) Hifas com blastoconidios e d) Hifas hialinas

septadas.
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Das 57 amostras positivas no exame micologico direto, 44 (77,2%) foram positivas
para leveduras quando apresentaram blastoconidios com ou sem hifas e pseudohifas e 13
(22,8%) apresentaram hifas hialinas septadas com ou sem artroconidios compativeis com
fungos filamentosos, incluso tanto os dermatofitos quanto os fungos filamentosos néo
dermatdfitos (FFND) (tabela 01).

Tabela 01 - Resultado Exame Micoldgico Direto.

Fungos
Microscopia Direta
Leveduras Filamentosos Total
Positivo 44 (77,2%) 13 (22,8%) 57 (57%)
Negativo - - 43 (43%)
Total 44 (77,2%) 13 (22,8%) 100 (100%)

5.2 CULTURA

Foram semeadas 100 amostras em meios de cultura Agar Sabouraud com
Cloranfenicol e em Agar Mycosel, dentre as quais, 42 amostras foram positivas para
leveduras. Das 57 amostras positivas no exame micoldgico direto, 54,4% (31/57) foram
positivas na cultura e dentre as 43 amostras negativas no exame micolégico direto, 25,6%
(11/43) foram positivas na cultura. A associacdo do exame micoldgico direto e cultura

aumentou a positividade de onicomicose para 68% (68/100) (Tabela 02).
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Tabela 02 - Resultado dos Valores positivos e negativos do Exame Micoldgico direto versus
Cultura positiva e negativa.

Cultura
Exame Micoldgico Direto
Positivo Negativo Total
Positivo 31 (54,4%) 26(45,6%) 57 (100%)
Negativo 11 (25,6%) 32 (74,4%) 43 (100%)
Total 42 (42%) 58 (58%) 100 (100%)

5.3 RESULTADOS LIBERADOS NOS LAUDOS LABORATORIAIS

De acordo com a visualizagdo de estruturas flngicas no exame micoldgico direto e o
crescimento fungico nos meios de cultura, os resultados foram liberados para os pacientes
como exame micoldgico direto positivo para leveduras ou fungos filamentosos, com cultura

negativa ou cultura positiva, neste caso associada ao perfil de resisténcia.
5.4 IDENTIFICACAO DOS AGENTES ETIOLOGICOS

Todas as leveduras isoladas, 42 (100%) foram identificadas como pertencentes ao
género Candida, sendo 29 (69%) Candida parapsilosis, 8 (19%) C. albicans, 3 (7,2%) C.

haemulonii, 1 (2,38%) C. lusitanea e 1 (2,38%) C. tropicalis (Grafico 01).

Graéfico 01- Espécies de leveduras isoladas de onicomicoses.

30 -

B C. parapsilosis
B C. albicans

C. haemuionii
u C. tropicalis
B C. lusitaneae

Levedurasisoladasde onicomicase
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5.5 SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA

Todas as espécies de C. albicans, C. lusitanea e C. tropicalis foram sensiveis aos
antifangicos fluconazol, anfotericina B, fluocitocina e voriconazol, enquanto que 20,7%
(6/29) de C. parapsilosis e 100% (3/3) de C. haemulonii apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antifangicos testados (Tabela 03).
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Tabela 03 - Espécies de Candida isoladas frente ao teste de suscetibilidade.

Espécies

Fluconazol Voriconazol Flucitosina Anfotericina B
(n° de isolados) s | R s | R s | R s | R
C. parapsilosis 23 6 23 3 3 29 6 29
(29) (79,32%) (20,68%) (79,32%) (10,34%) (10,34%)  (100%) (20,68%)  (100%)
C. albicans 8 8 8 8
(8 (100%) (100%) (100%) (100%)
C. haemulonii 1 1 1 2 1 2 1 3
3) (33,33%) (33,33%) (33,33%) (66,66%) (33,33%) (66,66 %) (33,33%) (100%)
C. lusitaneae 1 1 1 1
1) (100%) (100%) (100%) (100%)
C. tropicalis 1 1 1 1
(1) (100%) (100%) (100%) (100%)
S — Sensivel; | — Intermediario; R - Resistente
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5.6 PRODUCAO DE FOSFOLIPASE

Quarenta e duas cepas do género Candida, foram submetidas a prova de deteccao de
enzima fosfolipase. A producdo de fosfolipase esteve presente apenas na especie C. albicans,
com 03 cepas apresentando 0,64 < Pz < 1 (atividade enzimatica positiva) e 04 cepas com Pz
< 0,63 (atividade enzimatica fortemente positiva), com positividade de 87,5% nas espécies C.

albicans (Figura 09 e Tabela 04).

Figura 09- Atividade enzimatica para fosfolipase. Fosfolipase positivo: formacdo de zona
opaca ao redor da coldnia de levedura. Fosfolipase negativo: Auséncia de formacao de zona
opaca ao redor da colonia de levedura.
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5.7 PRODUGCAO DE PROTEINASE

A producdo de proteinase esteve presente somente na espécie C. albicans, com 04
cepas apresentando Pz < 0,63 (atividade enzimatica fortemente positiva), com positividade de
50% nas espécies C. albicans (Tabela 04 e figura 10). Quarenta e duas cepas do género
Candida, foram submetidas a prova de deteccao de enzima proteinase.

Figura 10- Atividade enzimatica para proteinase. Proteinase positivo: formacdo de zona
opaca ao redor da coldnia de levedura. Proteinase negativo: Auséncia de formacdo de zona
opaca ao redor da col6nia de levedura.
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Tabela 04 - Perfil de atividade enzimatica de leveduras isoladas de acordo com PRICE et

al. (1982).
L Atividade Fosfolipase Atividade Proteinase
Especies
(N° de isolados) Negativo Positivo Altar_nfente Negativo Positivo Altar_nfe nte
Positivo Positivo
C. parapsilosis 29 29
(29) (100%) (100%)
C. albicans 1 3 4 4 4
(8) (12,5%) (37,5%) (50%) (50%) (50%)
C. haemulonii 3 3
(3) (100%) (100%)
C. lusitaneae 1 1
1) (100%) (100%)
C. tropicalis 1 1
1) (100%) (100%)
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A andlise do perfil de suscetibilidade antifingica e da atividade enzimética das

espécies isoladas segundo a idade e género, aponta o género feminino no intervalo de 51- 60

anos, com 0 maior numero de cepas resistentes e produtoras de enzimas proteinase e

fosfolipase (Figura 11).

Figura 11 - Espécies isoladas segundo a idade e género.

Idade
Espécies isoladas Sexo
15-20 | 30-40 | 41-50 51-60 61-70 | 71-80
Masculino 1 1 2 1*
C. parapsilosis
Feminino 1 1 3 14** 4 2*
Masculino 1*F
C. albicans
Feminino 6 *P [**F 1*F
Masculino 1*
C. haemulonii
Feminino 1* 1*
C. lusitaneae Masculino 1
C. tropicalis Feminino 1

*: 1 cepa resistente; **: 4 cepas resistentes; *P: 4 cepas produtoras de proteinase; *F: 1 cepa

produtora de fosfolipase; **F: 5 cepas produtoras de proteinase.
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6. DISCUSSAO

Em nossa regido sdo escassos 0s relatos, especificamente, sobre identificacdo e testes
de suscetibilidade a antifingicos em onicomicoses, assim como estudos que caracterizem 0s
fatores de viruléncia presentes em leveduras causadoras deste tipo de infeccdo, o que torna
este trabalho importante para o conhecimento das principais espécies fungicas envolvidas em
onicomicose e suas respectivas respostas a drogas.

No Laboratério Central do estado do Para no periodo de Novembro de 2011 a
Novembro de 2012 foram avaliados 100 casos com suspeita clinica de onicomicose. O
diagndstico laboratorial (micolégico direto e/ou cultura positiva) foi confirmado em 68%
(68/100) das amostras clinicas analisadas, semelhante a Rubeena et al. em 2013, que obteve
em 150 clinicas com suspeita de onicomicose a confirmacdo diagndstica de 60% (90/150). No
entanto, Mikaeili et al. em 2013, ao analisar um nimero maior de 2.402 amostras suspeitas de
onicomicose, conseguiu confirmar a doenca em 45,2% (1.086/2.402) dos pacientes através de
exames laboratoriais.

Das 100 amostras clinicas com exame micolégico direto e/ou cultura positiva
analisadas em nosso estudo, foi possivel observar o exame micoldgico direto positivo em 57%
(57/100) das amostras coletadas, enquanto a cultura foi positiva em 42% (42/100) do total das
amostras estudadas, mostrando maior positividade obtida através do exame micoldgico direto,
0 que pode ser explicado por diferentes situacGes como: distribuicdo irregular dos fungos nas
lesGes; dificuldade na coleta do material, especialmente na regido subungueal; facilidade com
que ocorre a contaminacdo das culturas por fungos anemofilos e microbiota bacteriana,
dificultando assim a identificacdo do verdadeiro agente etiolégico; limitacdes inerentes ao
exame, como a intensa queratinizacdo das unhas, que dificulta a observacao microscopica dos
microorganismos e; viabilidade fungica, que pode resultar em culturas falso negativo e pelo
uso prévio de medicacgdes antifingicas pelo paciente antes da coleta (Martelozzo et al., 2005;
Brilhante et al., 2005).

Como observamos em nosso estudo, para se obter resultados mais consistentes, é
fundamental a associacdo do exame micoldgico direto e da cultura, concordando com o0s
resultados obtidos por Rubeena et al. em 2013; Vasconcelos et al., 2013, que demonstraram
maior sensibilidade dos resultados com a combinacdo dos dois exames.

Atualmente, é crescente o numero de casos de onicomicose causada por leveduras e o

género Candida é o principal patogeno isolado (Gelotar et al., 2013). Um estudo recente com
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124 amostras, das quais 42% (52/124) foram positivas para onicomicose, demonstra
envolvimento de Candida em 30,76% (16/52) nos casos clinicos avaliados (Ahmed et al.,
2013). Do mesmo modo, houve um predominio de leveduras em nosso estudo, porém com
uma frequéncia bem maior (80,8%; 55/68) das amostras positivas para leveduras,
exclusivamente do género Candida, principalmente C. parapsilosis (69%; 29/42).

A presenca de outras espécies de Candida como agente de infecgdo reafirma relatos
anteriores de espécies ndo albicans como agentes de onicomicose. O predominio da espécie
C. parapsilosis (69%) neste trabalho como agente de onicomicose estd de acordo com
pesquisas realizadas por outros autores (Nazar et al., 2012; Manzano-Gayosso et al., 2011,
Figueiredo et al., 2007; Mujica et al., 2004; Lopez- Jodra et al., 1999). nO entanto, ha
descricdo da presenca de C. parapsilosis (51.3%) como componente da microbiota normal em
amostras subungueais (McGinley et al., 1988), o que indica que este patdgeno pode ser mais
um saprdfita presente na pele humana com possibilidade de causar doenca, especialmente no
aparelho ungueal.

A maior freqiiéncia de isolamento de C. parapsilosis em comparagdo com C. albicans
em onicomicose pode ter implicacbes terapéuticas importantes (Segal et al., 2000), pois
estudos demonstram que muitas espécies ndo albicans sdo menos suscetiveis as drogas,
dificultando o tratamento da candidiase (Villar et al., 2004).

Diferentes trabalhos com o isolamento de C. parapsilosis a partir de casos de
onicomicose em Minas Gerais (Silva et al., 2013; Ataides et al., 2012) ndo enontraram cepas
resistentes aos antifingicos voriconazol, cetoconazol e itraconazol. Em nosso trabalho, a
presenca de cepas resistenstes variou de 10,34% para o voriconazol, a 20,68% para o
fluconazol e a flucitosina, indicando a possivel emergéncia de cepas resitentes, mesmo a
antifingicos mais modernos como o voriconazol.

Essa tendéncia a resisténcia pode ser devida ao uso indiscriminado de drogas como o
fluconazol, e a ndo aderéncia ao esquema terapéutico pelo paciente, o que poderia justificar
eventual falha terapéutica, ou pode ainda estar relacionada a tratamentos irregulares. O fato
dos pacientes imunodeprimidos previamente tratados com fluconazol possuirem grande
possibilidade de desenvolver infeccbes por espécies de Candida resistentes aos azolicos,
indica a importancia da identificacdo do agente etiolégico em nivel de espécie neste grupo de
pacientes e a necessidade da determinacdo do perfil de sensibilidade aos antifingicos para

evitar a disseminacéo da infecgédo (Lima et al., 2008).
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Dado o namero limitado de drogas antiflngicas adequadas e eficazes, ao aumento
continuo na incidéncia de infeccbes por Candida, juntamente com crescente resisténcia,
destaca-se a necessidade de conhecer melhor a patogenicidade das espécies envolvidas nas
infeccdes de unha (Pappas et al., 2004) e a fisiopatologia do processo. Adesdo, filamentacao,
secrecdo de enzimas extracelulares e desenvolvimento de resisténcia antifungica sdo alguns
dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida associados com onicomicose.

A espécie Candida albicans possui maior capacidade de aderéncia as células epiteliais
e a outras superficies, o que pode estar relacionado com sua maior patogenicidade, quando
comparada as outras espécies de Candida. A invasdo flngica também é facilidada pelo
dimorfismo com producdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invaséo tissular, a
termotolerancia significativa e a producdo das enzimas proteinases e fosfolipases — como
observadas em nossas amostras — que auxiliam na aderéncia da levedura a mucosa do
hospedeiro (Costa, et al., 2010).

Semelhante a C. albicans, os fatores que influenciam a viruléncia em C. parapsilosis
incluem adesdo, formacdo de biofilme, o metabolismo lipidico, e secrecdo de enzimas
hidroliticas tais como lipases, fosfolipases e proteinases (Singaravelu, et al., 2013).

As enzimas fosfolipase e proteinase foram detectadas somente nas espécies de C.
albicans, concordando com trabalhos que mostram que a producédo destas enzimas € realizada
principalmente por esta espécie (Candido, et al., 2000; Schaller, et al., 2005 Kumar, et al.
2006; Gokece, et al. 2007).

H& vérios estudos relacionados a fatores de viruléncia de C. albicans e C. ndo
albicans, mas somente poucos relatos na literatura investigam a viruléncia em espécies de
Candida relacionados a localizacdo em um sitio especifico no hospedeiro. Em nosso estudo, a
atividade proteolitica foi identificada em 50% (4/8) das espécies de Candida albicans isoladas
de amostras de unhas, o que pode contribuir para o aumento da capacidade deste
microrganismo em colonizar e penetrar nos tecidos do hospedeiro e evadir-se da resposta
imune (Naglik et al., 2004). Em adicéo a presenca de proteinases, a producdo de fosfolipases
foi detectada em um ndmero ainda maior das cepas isoladas de C. albicans. Oitenta e sete
porcento (7/8) das espécies de C. albicans isoladas apresentaram fosfolipases. A presenca
destas enzimas na superficie desta levedura e na extremidade do pseudomicelio propicia a
lesdo tecidual por danificagdo dos constituintes lipidicos da membrana celular do hospedeiro
(Niewerth, et al., 2001). A atividade enzimatica apresentada por C. albicans pode indicar

maior viruléncia quando comparada com espécies nao albicans.
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Um dado interessante foi a presenca de proteinases e fosfolipases apenas em cepas
sensiveis aos antifingicos testados. Enquanto a maioria das cepas de C. parapsilosis
apresentaram resisténcia aos antifungicos, sem a presenca de proteinases ou fosfolipases, a
maioria das cepas de C. albicans isoladas foram sensiveis as drogas, porém apresentaram
atividade enzimatica. Enquanto a C. parapsilosis vem sendo encontrada em um ndmero cada
vez maior de amostras de onicomicose (Segal et al., 2000), as cepas de C. albicans continuam
predominando em amostras sistémicas, como aquelas coletadas do sangue periférico (Mohan
et al., 2008). A habilidade das cepas de C. albicans em secretar fofolipases e/ou proteinases
poderia favorecer a invasao do organismo, enquanto que as cepas de C. parapsilosis ficariam
mais confinadas ao leito ungueal, sendo inclusive encontradas em unhas aparentemente
saudaveis (McGinley et al., 1988). Novos estudos in vitro e trabalhos com um nimero maior

de pacientes sdo necessarios para avaliar estas possibilidades.
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7. CONCLUSOES

As leveduras, particularmente Candida parapsilosis, desempenham um papel
importante como agentes causadores de onicomicose em nossa regido, apresentando perfil de
resisténcia aos antifingicos testados, porém com auséncia da atividade de fosfolipase e
proteinase.

As cepas de C. albicans foram isoladas em menor ndmero, porém com atividade
enzimatica de fosfolipases e proteinases, e foram sensiveis aos antifungicos testados.

Foram isoladas cepas de C. haemulonii de onicomicoses, apresentando o mesmo perfil
da C. parapsilosis, com auséncia de atividade enzimatica e presenca de resisténcia
medicamentosa, indicando a possivel emergéncia de um novo patdgeno de doencas fungicas

ungueais.
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