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INTRODUCAO

Onicomicose, denominagdo usada para descrever micose nas unhas, constitui
um importante grupo de infec¢des fungicas superficiais que afeta aproximadamente
5% da populagdo mundial (MURRAY, DAWBER, 2002), representando em torno
de 30% das micoses superficiais (MIDGLEY et al., 1994) e mais de 50% das
onicopatias (LOPES et al., 1999; SCHELEFMAN, 1999; GHANNOUM et al.,
2000).

Pacientes imunodeprimidos fazem parte do grupo de risco para onicomicoses
(LEVY, 1997; SCHER, BARAN; 2003; TOSTI, HAY, ARENAS-GUZMAN, 2005;
VENDER, LYNDE, POULIN, 2006). Alguns autores acreditam que essas infec¢des
estejam presentes em mais de 30% de individuos com sorologia positiva para o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) (DAHDAH, SCHER; 2006). Neste caso, o
maior indice das onicomicoses ocorre quando estes pacientes apresentam declinio na
contagem de linfécitos T CD4+ no sangue periférico (GREGORY, 1996; RAJU et
al., 2005).

Os agentes causais da micose ungueal incluem os dermatofitos, que
acometem principalmente as unhas dos pés; as leveduras, especialmente
pertencentes ao género Candida e os fungos filamentosos nao-dermatofitos (FFND)
(MERCANTINI et al. 1996; LUQUE et al.,, 1997; BRILHANTE et al., 2005;
MARTELOZO, GUILHERMETTI, SVIDZINSKI, 2005). Os ultimos fazem parte
de um grupo amplo e heterogéneo, que tem seu habitat sobre vegetais e solos de
todo mundo. Sdo considerados como fungos contaminantes, saprobios e agentes

oportunistas, porém nos ultimos anos tem aumentado sua freqiiéncia na etiologia das

LIMA, KM. .
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onicomicoses (MIDGLEY, MOORE, 1998; ARAUJO et al., 2003a; ESCOBAR,
CARMONA-FONSECA, 2003; GUGNANI et al., 2004).

As diferentes espécies fungicas podem provocar alteragdes ungueais
caracterizadas por hiperceratose subungueal iniciada pelo bordo livre das unhas na
regido lateral e/ou distal, descolamentos ungueais nas proximidades das cuticulas,
reacdo inflamatéria comprometendo as dobras periungueais (paroniquia) e o
aparecimento de manchas brancas nas superficies das unhas (leuconiquia)
(MARTINS et al., 2005).

E importante ressaltar que varias espécies fungicas consideradas de baixo
potencial patogénico em individuos imunocompetentes podem causar infecgdo
ungueal primaria e promover porta de entrada para infec¢do disseminada,
aumentando a mortalidade em pacientes imunodeprimidos (ARRESE, PIERARD,
PIERARD, 1996; GARCIA-RUIZ, AMUTIO, PONTON, 2004; BARAN,
MCLOONE, HAY, 2005; VENKATESAN, PERFECT, MYERS, 2005). Além
disso, em imunodeprimidos, as onicomicoses podem apresentar variagdes nas
formas clinicas, agentes causais e dificuldade de resposta a terapéutica fungica
convencional (BARBER, CLAVEAU, THOMAS, 2006).

O tratamento das onicomicoses tem gerado muitos gastos ao sistema de
saude. Diferentes autores consideram essa infec¢do como a micose superficial de
mais dificil tratamento. E mesmo nos casos em que a medicacdo ¢ adequada ao
agente etiologico identificado, nem sempre se obtem cura, sendo freqiientes as
recidivas (TORRES-RODRIGUEZ, 1986; GUPTA, LAMBERT, 1999; JOISH,
ARMSTRONG, 2002; SCHER, BARAN, 2003).

A resisténcia as drogas entre as leveduras, principalmente espécies de

Candida, tem sido um problema crescente, pois muitas das espécies deste género sao

LIMA, KM. .
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menos susceptiveis aos derivados azolicos dificultando o tratamento da candidiase
(MOHANTY et al., 2007). Essa ¢ uma das razdes da crescente importancia dos
testes de susceptibilidade, pois o conhecimento da sensibilidade as drogas torna
possivel otimizar o tratamento (COLOMBO et al., 1999; EVANS, 1999; ZARDO,
MEZZARI, 2004; ROGERS, 2006).

Sabe-se que existe uma maior freqiiéncia das micoses ungueais, recidivas
comuns ¢ resisténcia ao tratamento (GOODMAN et al., 1987; HERRANZ et al.,
1997; LOVELAND, 1998; GUPTA et al, 2000). Entretanto, ha poucos estudos sobre
os aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em HIV-positivos
(GREGORY, 1996; DOMPMARTIN et al., 1990; CRIBIER et al., 1998; ARENAS
et al., 1999; GUPTA et al., 2000; SALIM, RUNCO, 2002; SURJUSHE et al., 2007).

No Brasil, pais com diferengas geograficas e climaticas que podem provocar
alteragdes na epidemiologia e etiologia das onicomicoses, ndo exitem estudos no
Nordeste a respeito das micoses ungueais em portadores do virus da AIDS.

Desta forma, faz-se importante o estudo das onicomicoses nos pacientes
HIV-positivos. Assim como observar a susceptibilidade de espécies de Candida
isoladas em escamas ungueais frente aos antifungicos, principalmente os azolicos

que sdo utilizados também para o tratamento das micoses sist€émicas.

LIMA, KM. .
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REVISAO DA LITERATURA

Onicomicoses constituem uma das principais causas de enfermidades
ungueais a nivel mundial, tendo aumentado sua ocorréncia nos ultimos anos
(MIDGLEY, MOORE; 1998; DAHDAH, SHER, 2006). Esse evidente aumento de
freqiiéncia pode ser atribuido a imunodeficiéncias e outros fatores, como o uso
abusivo de corticosterdides, de antibidticos e o uso de drogas imunossupressoras em
pacientes transplantados (LEVY, 1997).

Geralmente as onicomicoses sdo subdiagnosticadas e tratadas
exclusivamente como um problema estético de importancia relativamente menor,
desconhecendo-se seu impacto real, pois podem interferir em algumas profissdes
como manipuladores de alimentos, maestros, secretarias ¢ trabalhadores de clubes
desportivos (SCHER, 1994; LUBECK, 1998; FAERGEMANN, BARAN, 2003). O
diagnoéstico clinico e laboratorial das onicomicoses deve ser estabelecido tdo
precocemente quanto possivel, pois €, extremamente importante para o sucesso do

tratamento (KIOSHIMA et al., 2002).

2.1 Funcio e estrutura das unhas

As unhas tém varias funcdes, a de apreender e manipular objetos, proteger o
tecido da ponta dos dedos, além de refletirem, através de suas alteragdes, doengas e
condi¢gOes graves cutaneas ou mesmo internas. Estas estruturas cobrem 1/5 da
superficie dos dedos ¢ chegam a cobrir 50% do halux, além disso, sao constituidas
por queratina, proteina endurecida produzida pelas células da matriz da unha. Essa
proteina da lamina ungueal, bem como da area que a rodeia - tecido sub e

periungueal - pode favorecer a colonizagdo de uma imensa gama de microrganismos
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(RAMOS-E-SILVA, 2000). As unhas sdo consideradas parte integrante da estrutura
sensorial da mao. A perda da margem livre pode reduzir drasticamente a capacidade
sensorial dos dedos, com conseqiiente limitagao da destreza manual.

A onicomicose das unhas dos pés, algumas vezes, causa dor e desconforto,
tornando dificil a permanéncia em pé, andar e praticar esportes. A infeccdo pode
também resultar em prejuizo significativo para a saude geral, a aparéncia fisica e o
desempenho social. Além disso, trazem conseqiiéncias psicoldgicas importantes,
incluindo o constrangimento constante, preocupagdo com aparéncia e o receio de
situagdes intimas (LUBECK, 1993). Podendo, também, funcionar como porta de
entrada para infecgdes disseminadas em pacientes imunocomprometidos (ARRESE,

PIERARD, PIERARD, 1996; BARAN, MCLOONE, HAY, 2005).

2.2 Fatores predisponentes e formas de transmissio das onicomicoses

Numerosos fatores de risco podem favorecer o aparecimento de onicomicose,
como certas enfermidades cronicas (diabetes melito, cancer), algumas afeccdes
cutineas (psoriase, atopias), fatores genéticos, infeccdes micdticas ndo-ungueais,
imunodeficiéncias, idade, formas ¢ estilo de vida (PHILPOT, SHUTTLEWORTH,
1989; GUPTA et al., 2000; SIGURGEIRSSON, STEINGRIMSSON, 2004; TOSTI,
HAY, ARENAS-GUZMAN, 2005; TUCHINDA et al., 20006).

Alguns estudos demonstraram que ha aumento da freqiiéncia e prevaléncia
das onicomicoses predominantemente em pacientes maiores de 40 anos,
principalmente pela diminui¢do do crescimento ungueal, dificuldade circulatoria e
diabetes (ARRESE et al., 2005; ANANE et al., 2007).

Pacientes portadores de micoses nos espagos interdigitais constituem um

grupo com significante risco para acometimento ungueal (GUPTA et al., 1998;
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MIDGLEY, MOORE, 1998). Também ¢ considerada doenga infecciosa, pois
membros da mesma familia estdo sob maior risco de contrai-la de parceiros ou
irmaos afetados (GUPTA et al., 1998) e este risco aumenta para pacientes com
AIDS (ELMETS, 1994; ALY, BERGER, 1996; CRIBIER et al, 1998; GUPTA,
2000; FAERGEMANN, BARAN, 2003; TOSTI, HAY, ARENAS-GUZMAN,
2005).

As onicomicoses podem ser transmitidas de forma direta, contato inter-
humano, ou indiretamente, por roupas de cama, vestuarios, calcados e utensilios
contaminados com propagulos flingicos, que podem ser originados do solo,
liberados juntos com pélos ou material de descamacdo da pele (GODOY,

COLOMBO, 2004).

2.3 Etiologia das onicomicoses

Entre os agentes etiologicos de onicomicose destacam-se as leveduras, os
dermatéfitos e os FFND (BALESTTE, MOUSQUES, GEZUELE, 2003). Os
dermatofitos anteriormente eram citados como os principais responsaveis por
aproximadamente 90% das onicomicoses dos pés e as leveduras por 50% das
infec¢Oes nas unhas das maos (ELEWSKI, 1998).

Espécies de Candida, particularmente Candida albicans, sao as principais
responsaveis por causar onicomicose em unhas das mdos (LOPES et al., 1999;
PONTES et al., 2002). Os FFND sao pouco frequentes, porém algumas espécies,
como Fusarium spp, Scytalidium spp e Acremonium spp, t€m sido descritas como
agentes de onicomicoses (MIDGLEY et al., 1994; TOSTI et al., 2000; PONTES et
al., 2002; HATTORI et al., 2005; REGO et al., 2006; TORREZ-RODRIGUEZ,

SELLART-ALTIENT, 2006). Varios autores consideram os dermatdfitos os
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principais agentes causais, seguidos pelas leveduras (HANEKE, 1991; KENNA,
ELEWSKI, 1996). Entretanto, alguns estudos realizados em diferentes paises
demonstraram que leveduras do género Candida sdo consideradas os principais
responsaveis pela maioria dos casos de onicomicose (JESUDANAM et al., 2002;
ARAUIJO et al., 2003a; KUSMARINAH, UNANDAR, 2005; BRILHANTE et al.,
2005; MARTELOZO, GUILHERMETTI, SVIDZINSKI, 2005). Variagdes entre os
relatos podem ser devidas a distintos grupos geograficos estudados e respectivas
diferencas climaticas (VELEZ et al., 1997; ARAUJO et al., 2003b).

Onicomicoses causadas por FFND, tém se tornado cada vez mais freqiientes
na pratica médica (GUPTA et al.,, 2003; ESCOBAR, CARMONA-FONSECA,
2003). A ocorréncia de infecgdes ungueais por esse grupo de fungos pode levar a
uma dificuldade na decisdo do clinico em relagdo a conduta terapéutica a ser
estabelecida (SIDRIM, ROCHA, 2004). Neste contexto, torna-se essencial uma
insistente busca diagnostica para detecg@o correta da etiologia dessas lesdes, visando
oferecer tratamento mais especifico ¢ adequado para o paciente, principalmente
naqueles casos clinicamente evidentes, com exames micologicos constantemente

negativos ou com detec¢do de fungos considerados contaminantes.

2.4 Aspetos clinicos das onicomicoses

Unhas com infecg¢des fungicas podem apresentar diferentes formas clinicas,
geralmente classificadas de acordo com localizagdo, extensdo do comprometimento
e coloragdo (BARAN, BERKER, DAWBER, 2000; SIDRIM, ROCHA, 2004).
Segundo Roberts, Evans, Allen (1990), as onicomicoses sao classificadas em quatro

tipos clinicos especificos de acordo com as alteracdes presentes: onicomicose
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subungueal distal e lateral (OSDL), onicomicose branca superficial (OBS),
onicomicose subungueal proximal (OSP) e onicomicose distrofica (OD).

A onicomicose subungueal distal e lateral ¢ a forma clinica mais comum. Os
dermatoéfitos predominam nesse aspecto clinico, com envolvimento ocasional por
ndo-dermatéfitos (ROBERTS, EVANS, ALLEN, 1990). Geralmente a OSDL se
inicia na borda livre da unha, onde o fungo invade a por¢do inferior da placa
ungueal, na camada comea do hiponiquio e no leito ungueal. Como resultado da
acdo do patogeno ocorre a formacdo de material amarelado e fridvel. Com a
evolugdo da micose, pode ocorrer o comprometimento do leito ungueal e
descolamento parcial ou queda da unha (SIDRIM, ROCHA, 2004).

A onicomicose subungueal proximal freqlientemente afeta as unhas das
maos, primariamente resultado de infeccdo por Candida. Neste caso, pode ocorrer
paroniquia, comprometimento do tecido periungueal decorrente da reagdo
inflamatoria das dobras da pele em torno da unha, podendo atingir também parte das
dobras laterais com posterior edema, eritema e dor mais intensa nas fases de
agudizagdo (SIDRIM, ROCHA, 2004). Em portadores do HIV pode ser causada por
dermatofitos, principalmente Trichophyton rubrum (ROBERTS, EVANS, ALLEN,
1990). A invasdo fingica se inicia abaixo da borda ungueal proximal, penetrando na
camada ventral da parte proximal da lamina ungueal. Hiperceratose esbranquicada
emergem da por¢do interna da borda ungueal, podendo se espalhar e com a evolugao
ocorre um deslocamento da unha na proximidade da cuticula, tornando-se turva e
espessa (BARAN, BERKER, DAWBER, 2000).

A onicomicose branca superficial ¢ uma infec¢ao superficial da unha causada
primariamente por Trichophyton mentagrophytes e, algumas vezes, pelo

Acremonium sp. Caracteriza-se pelo aparecimento de manchas brancas que podem
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se estender progressivamente. Com a evolugdo da lesdo, podem ser observadas
manchas de coloragdo amarelada (BARAN, BERKER, DAWBER, 2000; SIDRIM,
ROCHA, 2004).

A destruicdo parcial ou total da ldmina ungueal, forma clinica OD ¢
freqlientemente resultado de infec¢do dermatofitica, podendo ser conseqiiéncia do
desenvolvimento de qualquer uma das formas de infec¢do previamente mencionadas
ou desenvolver-se na forma primaria, neste caso a lamina ungueal se torna fragil e se

fragmenta (ROBERTS, EVANS, ALLEN, 1990).

2.5 Onicomicoses em pacientes com AIDS

Desde o aparecimento do HIV, ocorreu aumento significativo do nimero de
casos de infec¢des fungicas em diversos orgdos. As doengas dermatologicas estdo
classificadas entre as manifestagdoes mais freqiientes nos individuos HIV-positivos.
Além disso, podem ser o sinal mais precoce ou o Unico problema apresentado pelo
paciente durante parte do curso da infecgdo (MICHELIM et al., 2004).

Entre as doencas dermatologicas podemos destacar a onicomicose,
considerada como um marcador clinico prévio da infec¢do por HIV, ocorrendo com
freqiiéncia quando a contagem de células CD4 aproxima-se de 450 células/ul (ALY,
BERGER, 1996; GREGORY, 1996; GUPTA et al., 2000).

A onicomicose subungueal proximalorma clinica mais comum em pacientes
com AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome), sendo o Trichophyton rubrum
o agente etiologico encontrado na maioria dos casos (DOMPMARTIN et al., 1990;
VITRAL et al., 1995; JOSEPH, 2005). Entretanto, Pena-Penabad et al. (2001), em
relato de caso, observou a presenca de OBS em crianca de trés anos de idade

infectada com o HIV.
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Arenas et al. (1999), em relato de caso, encontraram alta prevaléncia de
leuconiquia e melanoniquia micotica em portadores do HIV. Esses autores
ressaltaram o valor da exploragao clinica cuidadosa nestes casos.

No mundo, ha poucos trabalhos direcionados especificamente para o melhor
conhecimento da incidéncia e importancia clinica das onicomicoses em
imunodeprimidos, em especial para individuos com AIDS. Na Franga, em estudo
caso-controle realizado com 151 pacientes HIV-positivos e 103 HIV-negativos,
observou-se que os sintomas ungueais sdo mais freqlientes em pacientes
soropositivos, ¢ que esta ocorréncia pode esta ligada ao grau da imunosupressdo
(CRIBIER et al., 1998).

Gupta et al. (2000), comparando o desenvolvimento de onicomicoses em
pacientes HIV-positivos que vivem em pais de clima temperado (Canada) com
pacientes HIV-positivo de clima tropical (Brasil) concluiram que a maior
prevaléncia de doengas ungueais foi em canadenses, sendo os dermat6fitos os
principais agentes causais e os fatores predisponentes a contagem de CD4
aproximadamente de 370, histéria de onicomicose na familia, tinea pedis ¢
caminhadas com pés descalgos em volta da piscina.

Alguns autores demonstraram que dermatofitos, como Trichophyton rubrum
e Microsporum gypseum, podem apresentar lesdes disseminadas na pele de
pacientes imunodeprimidos e estas lesdes se apresentam de forma atipica e
agressiva. Além disso, a resposta @ medicagdo antifingica pode ser menos eficaz do
que a esperada, sendo comuns as recorréncias (ELMETS, 1994; ALY, BERGER,
1996; PORRAS et al., 1998; SCHER, BARAN, 2003; KWON et al., 2004;

GALHARDO et al., 2004).
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Estudos de onicomicoses em soropositivos realizados em paises latinos,
Argentina e Colombia, demonstraram que o maior nimero de casos foi por espécies
do género Candida (RUGELES et al.,, 2001; SALIM, RUNCO, 2002). Estas
leveduras possuem alto poder invasivo e sdo produtoras de enzimas como as
proteinases e fosfolipases (SENET, 1997; RODRIGUES et al., 2003). Estas enzimas
podem facilitar a fixagdo do microrganismo as mucosas do paciente, o que provoca
ulceragdes e ruptura de barreira, chegando a um processo invasivo e infeccioso.
Além disso, podem comportar-se como patdégeno primario em escamas da pele e
mucosas, invadindo também a unha normal em pacientes com AIDS (DANIEL et
al., 1998; TOSTI et al., 1998).

Estudo indiano realizado com 60 pacientes portadores de HIV e onicomicose
detectou que a forma clinica mais freqiiente foi a distrofica total, sendo as leveduras
e os FFND os principais agentes das lesdes (SURJUSHE et al., 2007).

Inimeras espécies fungicas antes considerada contaminantes passaram a ser
importantes devido a imunodepressao, sendo responsaveis por infeccdes associadas,
na maioria dos casos, a aumento da morbidade e mortalidade. Por exemplo, espécies
de Fusarium podem causar infec¢do ungueal e promover porta de entrada para
fungemia (ARRESE, PIERARD, PIERARD, 1996; CRIBIER et al., 1998). Neste
caso, a confirmagdo de onicomicose por Fusarium deve ser considerada doenga em
pacientes imunocomprometidos, pois este agente pode produzir infecgdes em unhas,
dermatomicoses e infecgdes sistémicas (LOPEZ-JODRA, TORRES-RODRIGUEZ,
1999; DIGNANI, ANAISSIE, 2004; SILVEIRA et al, 2004).

No Brasil, poucos estudos tratam das onicomicoses em portadores do virus

da AIDS (FEITAL et al.,, 1991; GUPTA et al.,, 2000). Nao existe na literatura
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nenhum trabalho a respeito destas lesdes em pacientes que residam no Nordeste do
pais.

Embora a abordagem clinica/terapéutica dos pacientes HIV-positivos tenham
evoluido bastante nos ultimos anos, o que tem resultado em maior sobrevida e
melhora sensivel da qualidade de vida, as infeccdes micoticas sistémicas e as
onicomicoses ainda representam um dos grandes problemas do século XXI

(FIGUEIREDO, MACHADO, 2003; SCHER, 2003).

2.6 Resposta aos antifingicos

O emprego de qualquer medicagdo, duragdo e via de tratamento vai depender
do diagnodstico correto do exame micoldgico. E ao administrar uma droga
antifingica, deve-se sempre avaliar seus efeitos adversos, prescrevendo apenas
quando necessario, principalmente quando a administracao € via sistémica.

Onicomicose ¢ enfermidade que nao se resolve espontaneamente,
necessitando instituir-se o tratamento, apesar de ser dificultoso e prolongado
(BALESTTE, MOUSQUES, GEZUELE, 2003). Na atualidade se dispdem de
numerosos antifungicos topicos e sistémicos, entretanto a indicacdo de um
tratamento adequado, assim como a atividade do mesmo, depende de multiplos
fatores como: a idade do paciente, a espécie fingica diagnosticada, o niumero de
unhas afetadas, o comprometimento da matriz e bordas laterais, o grau de
engrossamento da unha, a presenga de dermatofitomas, interacdo medicamentosa,
entre outros (ELEWSKI, 1998).

Os antifiingicos de uso topico utilizados para tratamento de onicomicose sdo
bifonazol, isoconazol, tioconazol, miconazol, sertaconazol, amorolfina,

ciclopiroxolamina, estando indicado quase exclusivamente para a OSB, quando esta
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afeta menos que 50% da lamina ungueal e naqueles pacientes em que o tratamento
sistémico estd contra-indicado. Para tratamento sistémico utiliza-se griseofulvina,
cetoconazol, itraconazol, fluconazol e terbinafina. Destes os mais indicados, por
obtencdo de melhores resultados sdo: itraconazol, fluconazol e terbinafina
(NIEWERT, KORTING, 1999; PALACIO et al., 1999; BALESTTE, MOUSQUES,
GEZUELE, 2003).

Evidencia-se uma possivel resisténcia dos dermatofitos ao fluconazol,
entretanto ndo ¢ apropriado falar de resisténcia dos dermatofitos a azolicos, ja que
ndo existe uma metodologia aprovada pelo NCCLS/CLSI para o estudo da
sensibilidade aos antifungicos apresentada por este grupo de fingos. Tém sido
verificados fracassos terapéuticos obtidos quando se realizam tratamentos de
dermatoéfitos com fluconazol, por esta razdo ndo se recomenda o uso (BALESTTE,
MOUSQUES, GEZUELE, 2003).

A terbinafina via oral ¢ o antifungico de elei¢@o para onicomicoses causadas
por fungos filamentosos. Herranz et al. (1997) confirmaram sua eficicia na
onicomicose por dermatofitos associada com AIDS. Entretanto, apesar do sucesso
na terapéutica ser alto, pode ocorrer falha quando o uso desse antifingico se faz por
periodos de tempo prolongados (NUCCI, COLOMBO, 2002).

O fluconazol estd indicado nas onicomicoses causadas por leveduras do
género Candida, com excegdo da C. krusei. Entretanto, o uso freqiiente e prolongado
do fluconazol na profilaxia da candidiase oral tem determinado o aparecimento de
leveduras resistentes a este azolico e este perfil de sensibilidade comega a ser
observado de forma similar para o cetoconazol ¢ itraconazol (EVANS, 1999). Neste
contexto, ndo se pode deixar de mencionar que os azdlicos sdo também utilizados

para tratamento de micoses profundas, de evolu¢do e progndstico grave, portanto
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deve-se utilizar com cautela, indicando-se quando estes sejam estritamente
necessarios ou quando houver a certeza do diagnéstico micolégico (BALESTTE,
MOUSQUES, GEZUELE, 2003).

Assim, a identificacdo prévia da espécie de Candida e a determinacdo da
susceptibilidade in vitro tém sido recomendadas em alguns casos, principalmente
quando se trata de candidiase em pacientes infectados com HIV, micoses sistémicas

e vaginites recorrentes (ZARDO, MEZZARI, 2004).

2.7 Testes de susceptibilidade aos antifiingicos

O avango da medicina nas ultimas décadas, a introdu¢do de novas drogas ¢ a
maior sobrevida de pacientes imunocomprometidos podem ser causas importantes
para o aumento na incidéncia das infec¢des fungicas, sendo as candidiases e as
aspergiloses as mais freqiientes em pacientes imunologicamente comprometidos.
Assim, a necessidade de padronizacdo de testes de susceptibilidade frente aos
antifungicos tornou-se imperiosa, principalmente com a introdu¢do de novas drogas
antifungicas.

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
atualmente designado CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) propds a
primeira norma de padronizagdo para o antifungigrama em 1992, com tentativa de
padronizagdo em 1995 e conclusdo da padronizagdo no ano de 1997. Essas normas
ttm como padrdo ouro a macrodiluicdo em caldo e sua equivaléncia na
microdilui¢do em caldo (NCCLS/CLSI, 1997). Em 2002, nova atualizacdo foi
aprovada e publicada como norma M27-A2 (NCCLS/CLSI, 2002), que € o método

de referéncia para o teste de sensibilidade de leveduras.
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O método de microdiluicdo apresenta vantagens sobre a macrodiluicdo,
devido a manipulagdo ser menos laboriosa, a ndo utilizagcdo de multiplos tubos e sim
de microplacas e, com isto utilizasse menor quantidade de antifiingicos e meios de
cultura, sendo o ponto de corte de Ileitura definido visual e ou
espectrofotometricamente. Porém, ¢ requerido tempo de incubagdo final de 48 horas,
tempo muito elevado principalmente para pacientes graves que requerem uma acao
terapéutica imediata. Devido a estas dificuldades, muitos métodos vém sendo
testados como alternativas para o antifungigrama.

Varios sistemas comerciais, baseados no método de dilui¢do em caldo do
NCCLS/CLSI foram desenvolvidos por diferentes empresas e, entre eles, podem ser
citados o ATB Fungus 2 (API-BioMerieux, Marcy I’Etolile, France); Candifast
(International Microbiol/Stago Group, Milan, Italy); Fungitest [Bio-Rad SDP
(inicialmente Sanofi Diagnostics Pasteur), Paris, France]; e o Sensititre Yeast One
Colorimetric Antifungal Panel (Trek Diagnostic Systems, Inc., Westlake, Ohio,
EUA), método comercial que utiliza o azul de alamar como indicador de oxido-
reducao.

Técnicas baseadas na difusdo da droga em meio sélido, foram desenvolvidas
como o método do Etest (AB Biodisc, Solna, Sweden) e mais recentemente o
método de disco-difusdo em agar/M44-A (NCCLS/CLSI, 2004), com propostas de
leituras em 24/48 horas. O método de disco difusdo apresenta como vantagens a
facil realizagdo e similaridade com o antibiograma, inclusive utilizando-se como
meio de cultura basico o agar Miieller Hinton, porém, os critérios de interpretacao e
padronizagdo foram definidos inicialmente somente para o fluconazol ¢ s6 em 2005

foram propostos pontos de corte para o voriconazol (PFALLER et al., 2005).
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A citometria de fluxo tem sido utilizada para determinar o perfil de
susceptibilidade aos antifiingicos utilizando um fluorocromo que intercala com o
DNA da célula que apresenta lesio em sua membrana celular (RAMANI,
CHATURVEDI, 2000). Trabalhos recentes mostram um potencial para a correlacdo
da técnica baseada na citometria de fluxo com o método de referéncia (M27-A2).
Esta metodologia se apresenta como promissora para o diagnostico da sensibilidade
das leveduras frente aos antifingicos, devido ao fato de ser um método rapido (em
média de 2 a 4 horas de realizagdo), podendo abreviar a agdo ou reorientagdo

terapéutica (VALE-SILVA, BUCHTA, 2006).

LIMA, KM. .



Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

3. Pergunta Condutora
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PERGUNTA CONDUTORA

Quais os aspectos clinicos das lesdes, os principais agentes etiologicos
envolvidos e a susceptibilidade frente aos antifungicos de espécies de Candida em
onicomicoses de pacientes HIV-positivos atendidos no ambulatério de Dermatologia
do Hospital Correia Picanco, Recife-PE, durante o periodo de Janeiro a Outubro de

2007?
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4. Objetivos
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OBJETIVOS

4.1 Geral

Descrever os aspectos clinicos e laboratoriais, bem como a susceptibilidade
da Candida spp aos antifingicos, em onicomicoses de pacientes HIV-positivos
atendidos no ambulatorio de Dermatologia do Hospital Correia Picango, Recife-PE,

durante o periodo de Janeiro a Outubro de 2007.

4.2 Especificos

e Identificar quais as espécies fungicas isoladas de lesdes ungueais de

pacientes HIV-positivos;

e Descrever a presenca de onicomicose segundo sexo, idade, inicio dos
sintomas, localizagdo das lesdes (maos e/ou pés), contagem das células

CD4+ em pacientes infectados com o virus da AIDS;

e Correlacionar os aspectos clinicos das onicomicoses com o grupo fungico
causal (leveduras, dermatofitos e FFND), sexo e a regido anatomica

acometida (maos ou pés).

e Descrever a presenga de onicomicoses em pacientes que estdo em uso de

antifungicos e antiretrovirais.

e Identificar as espécies de Candida responsdveis por onicomicose em

portadores de HIV e as respectivas susceptibilidades antifiingicas in vitro.
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METODOLOGIA

Para que o exame micoldgico tenha um maior indice de positividade ¢
preciso que de inicio se classifique a onicomicose clinicamente. Isto ¢ realizado,
entre outras razoes, para que se possa perceber onde é o limite entre a area sadia e
afetada da unha e ¢é neste ponto que se deve proceder a raspagem do material a ser

examinado.

Antes da coleta micologica, a unha passou por um processo de anti-sepsia
com a utilizagdo de alcool a 70%. Este procedimento minimiza o desenvolvimento
de microrganismos contaminantes, que podem interferir no crescimento do agente

etiologico responsavel pela onicomicose.

5.1 Coleta Micologica

Para coleta micoldgica foram utilizados cureta odontologica, tesoura, bisturi,
alcool a 70%, luvas, gaze, placas de Petri e tubos contendo solugdo salina (NaCl

0,9%) (Figura 1).

Figura 1 — Material utilizado para coleta das escamas ungueais.
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Os fragmentos superficiais de unhas danificadas foram colhidos, raspando-os
com bisturi ou com o auxilio de tesoura estéril. O material que se depositava na
regido subungueal foi retirado cuidadosamente com cureta odontoldgica
previamente esterilizada. Nos casos de paroniquia foram colhidas as escamas e o pus

com swab, posteriomente inserido em solugao salina (NaCl 0,9%).

Na forma clinica proximal utilizou-se cureta para coleta em profundidade,
enquanto nos casos em que a regido lesada apresentava dificil acesso, o material foi
coletado por via transungueal ou técnica da janela (TAGLIALEGNA, 2004). Este
procedimento ¢ realizado com a utilizacdo de um esculpidor discoide cledide
(referéncia Golgran 324), e tem demonstrado ser uma metodologia mais rapida e
minimamente invasiva (Figura 2). Além disso, a técnica apresenta a vantagem
adicional de contribuir para diminuicdo de agentes contaminantes no momento da
coleta, sendo indicada principalmente para avaliagdo de estrias ungueais e
dermatofitomas, massas densas de estruturas fungicas no centro da unha, sem

ocorrer onicolise (ROBERTS, EVANS, 1998).

w8 d &
Figura 2 — Técnica da janela — Aspecto da unha

apresentando dermatofitoma. Apds coleta de
material subungueal por via transungueal.
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5.2 Exame Micologico Direto

Ap0s a coleta do material ungueal, as amostras clinicas foram processadas
para exame micoldgico direto através de clarificagdo com hidroxido de potassio
(KOH) a 30%, onde se colocou uma gota da solugdo e cobriu-se com laminula,
comprimindo levemente. Esse procedimento faz com que as células queratinizadas
se dilatem e sofram clareamento, proporcionando indice de refragdo o6timo para
evidenciar as hifas e as células de leveduras. Apos 30 minutos, as laminas foram
observadas em microscopio Optico (x400) (MINAME, 2003; SIDRIM, ROCHA,

2004).

5.3 Cultura Micologica

A cultura foi realizada em 4gar Sabouraud dextrose (SDA, Difco
Laboratories, Detroit) com cloranfenicol (50 mg/l) e sem cicloeximida, que permite
crescimento geral de fungos, e em agar Sabourand dextrose com cloranfenicol e com
cicloeximida (Mycosel® acrescendido de 50 mg/l de cloranfenicol), que tem como
finalidade a inibicdo do crescimento de bactérias e fungos saprofitas. As placas
contendo os meios foram incubadas a temperatura ambiente (T. A = 28 C+1'C) por

no maximo 30 dias.

No agar Sabouraud com cloranfenicol e sem cicloeximida (SC), as amostras
foram semeadas pela técnica de esgotamento, estando o material anteriormente
suspendido em NaCl 0,9%. Enquanto que no agar Sabourand com cloranfenicol e

cicloeximida (SAC), as amostras foram semeadas em sete pontos eqiiidistantes.
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Apobs o crescimento em cultura, o fungo foi semeado na superficie do meio
Sabouraud simples (sem antibidtico), para posterior confec¢do do microcultivo e

identificacdo das espécies.

O material foi considerado positivo quando houve presenca do fungo em
parasitismo no exame direto. Entretanto, a confirmagdo foi baseada no crescimento

do agente etiologico no meio de cultura.

Quando foi isolado fungo filamentoso ndo-dermatofito, além da hifa no
exame direto e do crescimento em cultura, uma segunda e terceira coleta foi

realizada para confirma¢@o do diagnostico micoldgico (SIDRIM, ROCHA, 2004).

5.4 Identificacdo de fungos filamentosos

Foi realizado o microcultivo em ldmina com agar batata dextrosado (BDA,
Merck, Darmstadt, Germany), que estimula a producdo de estruturas reprodutivas,

como também a formacdo de pigmento (Figura 3).

Figura 3 — Microcultivo em ldmina com BDA para fungos
filamentosos (KONEMANN, DOWELL, SOMMERS,

2001)
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5.5 Identificacio de leveduras

As colonias caracteristicas de leveduras foram submetidas a métodos de
identificacdo “in house” segundo Kurtzman e Fell (1998). Os isolados foram
submetidos a observacdo micromorfoldégica em agar fuba-Tween 80, fermentacdo e
assimilagdo de carboidratos, sendo testados 5 e 7 agucares, respectivamente, além do

crescimento em CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, So Paulo).

Inicialmente, os isolados foram semeados em placas de CHROMagar
Candida® e incubados a 30°C pelo periodo méaximo de cinco dias. Coldnias verdes
foram presuntivamente identificadas como C. albicans/C. dubliniensis e
confirmadas pela observacdo da produgdo de clamidoconidios em agar fuba-Tween
80. A diferenciacdo entre C. albicans/C. dubliniensis foi realizada através da
verificagdo da habilidade da C. albicans de crescer a 42° e 45°C e da capacidade de
crescer em caldo Sabouraud hipertonico até 96h (NaCl 6,5%) (TINTELNOT et al.,
2000; ALVES et al, 2002). Coldnias apresentando outras coloragdes foram
subcultivadas em agar Sabouraud e identificadas de acordo com o método classico

(KURTZMAN, FELL, 1998).

A técnica de microcultivo de leveduras baseia-se no principio de que
leveduras quando incubadas em 4gar fuba-Tween 80 podem apresentam a
capacidade de filamentar, formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. Assim,
pelas caracteristicas morfoldgicas diferenciadas das estruturas filamentosas, pode-se

sugerir a espécie de levedura implicada na identificacao (Figura 4).

LIMA, KM. .




Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a _
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

Figura 4 — Microcultivo de leveduras em microaerofilia e agar fuba-Tween 80.

Além do microcultivo das leveduras, foi realizada a assimilagdo ¢ a
fermentag@o de carboidratos. A assimilacdo de carboidratos baseia-se na capacidade
que as leveduras apresentam de utilizar determinado carboidrato como tnica fonte
de carbono. Desta forma, utilizou-se nesta técnica, meio basal destituido de fonte de
carbono, sendo semeada a levedura que se desejou identificar. Apos a semeadura,
adicionou-se ao cultivo um carboidrato e observou-se a capacidade de utilizacdo
deste como fonte de carbono. Quando o carboidrato foi assimilado pela levedura,

observou-se crescimento desta ao redor da fonte de carbono (Figura 5).

Figura 5 — Identificagdo de leveduras através da assimilagdo de carboidratos.
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A fermentacdo de carboidratos baseia-se na capacidade de uma levedura
fermentar determinado carboidrato. Esta diretamente relacionada com a produgao de
energia capaz de permitir, em baixas tensoes de oxigénio, degradar acucares para

producdo de energia, formando, entre outros metabdlitos, etanol e gas carbonico

(Figura 6).

Figura 6 — Identificagdo de leveduras através da fermentagdo de carboidratos.

Para identificacdo de leveduras e FFND foram adotados critérios
preconizados por De HOOG et al. (2000); enquanto para o grupo dos dermatofitos
foram considerados critérios apresentados por LARONE (1987) e LACAZ et al.

(2002).

5. 6 Realizagdo do antifungigrama para leveduras do Género Candida

Os testes de sensibilidade a antifingicos in vitro foram realizados através da
galeria ATB® FUNGUS 2 (API-BioMerieux, Marcy 1’Etolile, France) que permite
determinar a susceptibilidade de espécies de Candida aos antifingicos, utilizando

diferentes concentragdes: S-fluocitosina (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ¢ 64 mg/l),
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anfotericina B (0.5, 1, 2, 4, 8 ¢ 16 mg/l), fluconazol (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ¢
128 mg/l) e itraconazol (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 ¢ 4 mg/1) (Figura 7). Além disso, este

kit ultiliza meio semi-so6lido em condi¢cdes muito proximas da técnica de referéncia

de microdilui¢ao do NCCLS/CLSI.

Figura 7 — ATB® FUNGUS 2

Discos de fluconazol de 25 mcg (CECON, Brasil) foram utilizados para
pesquisa de sensibilidade através do método de disco-difusdo em agar Miiller-
Hinton, quando a levedura apresentou resisténcia a este azolico no ATB® FUNGUS
2. No método de disco-difusdo a espécie ¢ considerada sensivel a fluconazol quando
apresenta zona de inibi¢do superior a 19 mm, intermediaria com zona de inibi¢do
entre 19 e 14 mm, e resistente quando apresenta menos de 14 mm de zona de

inibicdo.
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Figura 8 — Teste de susceptibilidade ao fluconazol pelo método de disco-difusio.

5.7 Desenho do estudo e Analise estatistica

Foi conduzido um estudo descritivo, tipo série de casos, de carater
exploratorio, tendo as informagdes obtidas prospectivamente pelo preenchimento de
um formulério especifico para cada paciente incluido na pesquisa. O formulario foi
preenchido a partir de entrevista ao paciente, apos execugdo da coleta micologica e
algumas informagdes foram conseguidas por consulta aos prontuarios médicos.

Os dados foram digitados em dupla entrada no programa EPI-INFO 6.0 e, em
seguida, comparados para correcdo dos erros de digitacdo. A analise foi feita pela
identificacdo das freqii€ncias das variaveis, utilizando tabelas para demonstragio dos

valores absolutos e suas proporgdes correlatas.
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TITULO CURTO: Fungos filamentosos nio-dermatéfitos: onicomicoses em HIV-
positivos.

RESUMO:

A infeccdo causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um fator de
risco para o desenvolvimento de onicomicoses, infecgdes micoticas causadas
principalmente por leveduras e dermatofitos. Os fungos filamentosos ndo-
dermatofitos (FFND) estdo emergindo como agentes de lesdes ungueais em
imunodeprimidos. Apresentamos quatro casos de onicomicose por FFND
(Aspergillus niger, Scytalidium hyalinum, Scytalidium dimidiatum e Fusarium
solani) em pacientes portadores do HIV, residentes na cidade de Recife,
Pernambuco - Brasil. O diagnoéstico de onicomicoses causadas por espécies ndo-
dermatofiticas em HIV-positivos requerem maior aten¢do em relagdo aos aspectos
clinicos e laboratoriais, com a finalidade de estabelecer o agente causal e indicar

tratamento especifico e adequado, prevenindo invasdes fingicas para outros sitios.

PALAVRAS CHAVE:

Imunodeficiéncia, Onicomicose, Aspergillus, Scytalidium, Fusarium.

TITLE: Non-dermatophytic moulds: onychomychosis in four patients infected with
the human immunodeficiency virus

SUMMARY:

Patients infected with human immunodeficiency virus (HIV) are a risk group for
onychomycosis, fungal infections caused mainly by dermatophytes and yeast.
However, non-dermatohytic moulds are becoming common agents for nail
infections in immunecompromised patients. We report four cases of onychomycosis
caused by non-dermatophytic moulds (Aspergillus niger, Scytalidium hyalinum,
Scytalidium dimidiatum and Fusarium solani) in patients infected with HIV from
Recife, Pernambuco, Brazil. Onychomicosis by non-dermatophytic species in HIV-
positive patients require greater attention in clinical and laboratory aspects, this way
is possible to establish the specific and adequate treatment, preventing fungal

invasion.
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KEY WORDS:
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TEXTO:

As onicomicoses constituem uma das principais enfermidades ungueais a
nivel mundial e tem aumentado sua ocorréncia nos ultimos anos. Esse aumento pode
ser atribuido a diversos fatores, incluindo a infeccdo causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Segundo Dahdah e Scher [7], 30% dos pacientes
HIV-positivos apresentam onicomicose, cujo aspecto clinico predominante ¢ a
onicomicose subungueal proximal [17], que podem ocorrer quando as células CD4+
estdo diminuidas no sangue periférico, sendo por isso considerada marcador clinico

prévio da infecgao por HIV [22].

Os fungos filamentosos nao-dermatédfitos (FFND) apresentam baixo
potencial patogé€nico em imunocompetentes, podem causar infeccdo ungueal
primaria e promover porta de entrada para infec¢des disseminadas, aumentando a
mortalidade em imunodeprimidos [3]. Assim, a confirmac¢do de onicomicose por

FFND deve ser considerada patologia séria nestes pacientes.

Apresentamos quatro casos de onicomicose por FFND (A4spergillus niger,
Scytalidium hyalinum, Scytalidium dimidiatum e Fusarium solani) em pessoas

infectadas com o HIV residentes na cidade de Recife, Pernambuco - Brasil.

CASO 1

Paciente masculino, de 54 anos de idade, procedente da zona urbana, com

CD4+ de 753 células/ul, em tratamento antiretroviral (lamivudina, ritonavir,
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tenofovir e atazanavir) ha 9 anos e sem tratamento prévio com antifingico,
apresentava a unha do segundo dedo da méao direita com distrofia, opacificacdo sem
paroniquia, quebradi¢a, amarelada e com pontos negros ha 1 ano (Figura 1A). No
exame direto com hidréxido de potassio (KOH) a 30% se observou a presenca de
hifas hialinas, septadas, irregulares e ramificados em angulo de 45°. As amostras
foram semeadas em placas de agar Sabouraud com cloranfenicol e sem cicloeximida
(SC) e em agar Sabouraud com cloranfenicol e com cicloeximida (SAC), deixando-
se incubar a 30°C durante trés semanas. Apos 2-3 dias, nas placas de SC se
observaram colonias com micélio lanoso de cor branco-amareladas nos sete pontos
inoculados, que foram escurecendo nos 5-6 dias. O exame microscopio com
lactofenol azul de algoddo demonstrou conidiéforos grandes e lisos, fialides
bisseriadas que cubriam completamente a vesicula. O fungo foi identificado como
Aspergillus niger devido a morfologia caracteristica da colonia e seu aspecto

microscopico (Figura 1B).

Figura 1 — A. Unha com opacificagdo sem paroniquia, quebradi¢a, amarelada e com

pontos negros. B. Aspecto microscopico do Aspergillus niger em lactofenol azul de
algodao (x400).
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CASO 2

Paciente sexo feminino, 27 anos, procedente da zona urbana, criadora de
animais domésticos, com CD4+ de 483 células/pl, em tratamento antiretroviral
(atazanavir, zidovudina e lamivudina) ha 2 anos e sem tratamento prévio com
antifungicos, observou, ha 15 dias do exame dermatoldgico, que a unha do primeiro
dedo do pé direito apresentava hiperceratose subungueal distal e lateral com cor
amarelada (Figura 2A). O exame direto com KOH 30% da amostra da unha
demonstrou a presenca de hifas hialinas, ligeiramente irregulares e ramificadas.
Entre o terceiro e quarto dia se observou, no meio SC e no meio SAC, o crescimento
de numerosas colonias brancas algodonosas. O exame microscopico com lactofenol
azul de algoddo evidenciou cadeias ramificadas com paredes grossas e artroconidios
uni ou bicelulares. Através do exame microscopico, o agente patdgeno foi

identificado como Scytalidium hyalinum (Figura 2B).

Figura 2 — A. Unha com hiperceratose subungueal distal e lateral amarelada. B.

Aspectos microscopicos do Scytalidium hyalinum em lactofenol azul de algodao
(400X).
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CASO 3

Paciente sexo feminino, 48 anos, procedente da zona urbana, com CD4+ de
442 células/pl, sem tratamento antiretroviral nem prévio com antifingico,
apresentava as unhas dos pés com hiperceratose subungueal distal ¢ lateral,
opacificacdo escura sem paroniquia ha 1 ano (Figura 3A). O exame direto das
amostras ungueais com KOH 30% demonstrou presenca de hifas hialinas,
irregulares e ramificadas; entre o terceiro e quarto dia se observou no meio SC, o
crescimento de numerosas colonias brancas algodonosas com desenvolvimento
posterior de coloragdo escura. O fungo demacio foi identificado Scytalidium
dimidiatum devido a morfologia caracteristica da colonia e a seu aspecto

microscopico (Figura 3B).

Figura 3 — A. Unha dos pés com hiperceratose subungueal distal e lateral,

opacificacdo escura. B. Aspecto microscopico de Scytalidium dimidiatum em

lactofenol azul de algodao (x400).

CASO 4

Paciente sexo masculino, 45 anos, com neurotoxoplasmose, procedente da

zona urbana, com CD4+ de 16 células/ul, em tratamento antiretroviral (zidovudina,
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lamivudina e efavirenz) hd 2 anos e sem tratamento prévio com antifungico,
apresentava as unhas de ambos os pés com hiperceratose subungueal distal e lateral,
coloracdo esbranquicada e onicolise. Além disso, apresentava também manchas
brancas e opacas na superficie da unha ha 2 anos (Figura 4A). O exame direto das
amostras ungueais demonstrou hifas hialinas, septadas, irregulares e ramificadas em
angulo de 45°, fialides, conidios e clamidoconidios sugestivos de Fusarium sp
(Figura 4B). Entre o quarto e quinto dia, nas placas de agar Sabouraud com
cloranfenicol e sem cicloexemida, observaram-se coldnias branco-lanosas com
reverso incolor. O exame microscopico com lactofenol azul de algoddo demonstrou
abundante producdo de macroconidios cilindricos de trés ou quatro septos,
esporodoquios confluentes e microconidios no micélio aéreo sobre grandes
monofidlides. Desenvolveram-se abundantes clamidosporos globosos, lisos e
rugosos, solitarios e aos pares. A partir destas caracteristicas, a cepa foi identificada

como Fusarium solani.

Figura 4 — A. Unha com hiperceratose subungueal distal e lateral, manchas brancas e
opacas. B. Exame direto com KOH 30% demostrando estruturas fingicas reprodutivas

(x400).
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Tabela 1 — Dados clinicos e achados microbiologicos dos quatro casos de pacientes

diagnosticados com onicomicose por fungos filamentosos ndo-dermatofitos.

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4
Agente etiologico Aspergillus Scytalidium Scytalidium Fusarium solani
niger hyalinum dimidiatum
Sexo/idade M/54 F/27 F/48 M/45
Procedéncia Urbana Urbana Urbana Urbana
CD4+ (células/pl) 753 483 442 16
Unhas afetadas Unhas méo Unha pé direito Unhas pés Unhas pés
direita direito e direito e
esquerdo esquerdo
Aspecto clinico da Distrofia total Hiperceratose Hiperceratose Hiperceratose
Unha Opacificagao latero-distal lateral e distal lateral e distal
amarelada e com amarelada escura com manchas
pontos negros brancas e opacas
Uso prévio de Nao Nao Nao Nao
antifiingicos
ED (KOH 30%) Positivo Positivo Positivo Positivo
Cultivo en agar Positivo Positivo Positivo Positivo
Sabouraud com
cloranfenicol e sem
cicloeximida (SC)
Cultivo em agar Negativo Positivo Negativo Negativo

Sabouraud com
cloranfenicol e com
cicloeximida (SAC)

DISCUSSAO

A imunodepressdo pelo HIV ¢ fator favorecedor importante para o
desenvolvimento de onicomicoses. Nestes pacientes, as onicomicoses ndo devem ser
tratadas como um problema cosmético menor, ja que além de alterar a qualidade de
vida dos pacientes [13,20,30], pode constituir porta de entrada para micoses

disseminadas de dificil tratamento [1,14].

Em pacientes com o HIV, as onicomicoses sdo causadas geralmente por
dermatofitos e leveduras [6,9,16]. Relatamos quatro casos de onicomicoses por
FFND (Tabela 1). Os pacientes foram referidos ao estudo micoloégico depois do
exame dermatologico. Em todos os casos, o exame micologico foi repetido trés

vezes para confirmagdo do diagnostico.
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O primeiro caso apresentou onicomicose distrofica total e os outros
onicomicose subungueal distal e lateral, sendo que o quarto caso demonstrou
também onicomicose branca superficial. A classificagdo das onicomicoses esta de

acordo com a classificacdo preconizada por Roberts, Evans, Allen [29].

A capacidade do Aspergillus niger em causar infeccdo ungueal foi descrito
inicialmente por English [11] e depois por Roberts [28]. Esta espécie tem sido citada
como agente etiologico de otites externa, processos pulmonares e endoftalmites em
imuno-deprimidos [18,23,26]. Cribier et al [6] estudaram fragmentos ungueais de
155 pacientes HIV-positivos e observaram A. niger em apenas 1 caso. Tosti et al.
[33] demonstraram que em onicomicose por A. niger, a lunula apresenta-se
escurecida, entretanto no caso clinico descrito no presente trabalho este fungo

promoveu opacificacdo amarelada da unha e pontos negros.

Espécies de Scytalidium, diferentes da maioria dos fungos ambientais,
possuem capacidade de invadir a queratina da unha [24]. O Scytalidium hyalinum é
fungo hialino, porém pertence ao género Scytalidium pelas semelhancas clinicas,
morfoldgicas e antigénicas com S. dimidiatum, do qual se diferencia pela cor. Além
disso, S. hyalinum nao é encontrado no ambiente ¢ seu achado significa, em geral,
infecgdo [19]. E importante salientar que o S. hyalinum desenvolve-se em agar
Sabouraud com cicloeximida, enquanto outros FFND s3o sensiveis a esse

antimicotico.

O S. dimidiatum possui hifas septadas e pigmentadas, produz infec¢do
adquirida pelo contato com terra ou material vegetal, ndo ocorrendo transmissdo
inter-humana [31]. Apesar de causar onicomicose e dermatomicose em

imunocompetentes [12], o S. dimidiatum pode causar lesdo disseminada, como
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sinusites, micetomas, linfagites, linfadenites em imunodeprimidos [10,21,25]. Tanto
S. hyalinum quanto S. dimidiatum sdo capazes de degradar a queratina, ndo
necessitando de unhas previamente danificadas para produzir infec¢do. O paciente
descrito no caso 3 desenvolveu onicomicose por S. dimidiatum em todas as unhas
dos pés, e as caracteristicas clinicas eram semelhantes as descritas por Pontarelli et

al. [27].

Espécies de Fusarium, também degradadores de queratina, sdo causas comuns
de onicomicose no Brasil [4,5,15]. Em imunocomprometidos, a infec¢do ungueal
pode ser a porta de entrada para fungemia [3]. Além disso, ¢ responsavel por
dermatomicoses e infeccdes sistémicas [8,19]. Geralmente, F. solani e F. oxysporum
provocam comprometimento da regido proximal da unha associado a dor e
inflamag¢ao periungueal [32]. No presente caso, o0 paciente apresentava
comprometimento lateral e distal nas unhas dos pés, além de onicomicose branca
superficial, por Fusarium solani. Outro fato interessante foi a observacdo de
estruturas fungicas reprodutivas no exame direto, sendo o agente etioldgico
secundariamente confirmado no cultivo. Este achado se justifica porque a unha
apresentava onicolise que propicia a formagdo de uma cavidade que, em contato
com o ar, permite acumula¢do de esporos do fungo, produzindo um quadro
semelhante a micotiza¢do. Aspectos semelhantes foram observados por Aratijo et al.

[2] e Torres-Rodriguez, Sellart-Altisent [32].

As infecgdes por FFND podem ser comuns em pacientes infectados por HIV,
0 que requer maior atengdo para nao considera-los simples contaminantes evitando
um agravamento das lesdes e prevenindo a invaso para outros sitios. Desta forma é

importante um diagnostico preciso, com metodologia de estudo correta, e a

LIMA, KM. .




Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

publicagdo de estudos estatisticos, detalhando os principais agentes e as suas

apresentacdes clinicas.
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RELATO DE CASO

Candida albicans e Candida tropicalis isoladas de
onicomicose em paciente HIV-positivo: co-resisténcia “in
vitro” aos azolicos

Kedma de Magalhdes Lima’, Marilia Delgado? Rossana Sette de Melo Régo’ e Célia Maria
Machado Barbosa de Castro®

RESUMO

O presente estudo analisa um caso de onicomicose por espécies de Candida com resisténcia
“in vitro” a fluconazol e itraconazol em portadora do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). A paciente apresentava onicomicose distrofica parcial com paroniquia crénica e uso
prévio de fluconazol para tratamento de candidiase oral. Ao exame microscopico direto de
escamas ungueais das maos foram observadas células de leveduras arredondadas,
blastosporadas, hialinas e pseudohifas; e em cultura, ap6s crescimento: duas espécies de
Candida que foram identificadas como C. albicans e C. tropicalis. Foram realizados testes de
sensibilidade com ATB® FUNGUS 2 e método de disco-difusdo. Ambas as espécies
apresentaram resisténcia a fluconazol e itraconazol. As peculiaridades apresentadas por
diferentes espécies de Candida justificam a necessidade de identificar leveduras em nivel de
espécie, bem como, determinar o perfil de sensibilidade aos antifungicos, com a finalidade de
orientar uma melhor abordagem terapéutica e minimizar a exposicdo destes pacientes a
condi¢des de risco para uma infec¢do disseminada.
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A onicomicose consiste na invasdo da unha por fungos, sejam estes
dermatoéfitos, leveduras ou fungos filamentosos ndo-dermatofitos. Constitui um
importante grupo de infecgdes fungicas superficiais que afeta aproximadamente 5%
da populagdo mundial (23), representando em torno de 30% das micoses superficiais

(19) e mais de 50% das onicopatias (10, 17, 31).

Pacientes imunodeprimidos fazem parte do grupo de risco para onicomicoses
(30, 36). Alguns autores acreditam que essas infec¢des estejam presentes em mais de
30% de individuos com sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (3). Neste caso, o maior indice ocorre quando estes pacientes apresentam

declinio na contagem de linfocitos T CD4+ no sangue periférico (11, 27).

O tratamento das infec¢des ungueais causadas por fungos tem gerado muitos
gastos ao sistema de saude. A onicomicose ¢ a micose superficial de mais dificil
tratamento, € mesmo nos casos em que a medicacdo ¢ adequada ao agente etiologico

identificado, nem sempre se obtém cura, sendo freqiiente as recidivas (12, 14, 34).

Particularmente, a resisténcia aos antifungicos entre as espécies de Candida
tem sido um problema crescente, pois muitas das espécies ndo-albicans mais
comumente isoladas sdo menos susceptiveis aos derivados azolicos, dificultando o
tratamento da candidiase e de outras infec¢des causadas por leveduras (32, 35). Essa
¢ uma razdo da crescente importancia dos testes de susceptibilidade, pois o
conhecimento da sensibilidade aos agentes antifungicos torna possivel otimizar o

tratamento (2, 9, 28, 37).

Este trabalho relata a ocorréncia de um caso de onicomicose mista causada por
Candida albicans e Candida tropicalis, ambas com resisténcia “in vitro” a

fluconazol ¢ a itraconazol, em paciente HIV - positivo.
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RELATO DO CASO

Paciente do sexo feminino, de 41 anos, doméstica, residente na regido
metropolitana do Recife-PE, sem uso de antiretroviral, com contagem de linfocitos
T CD4+ igual a 88 células/uL e uso prévio de fluconazol para tratamento de
candidiase oral, foi encaminhada para diagnostico micolégico por apresentar lesdo
clinica suspeita de onicomicose. As unhas da mio direita (primeiro ¢ segundo
quirodactilos direitos) ¢ as unhas da mdo esquerda (primeiro, terceiro ¢ quinto
quirodactilos esquerdos) apresentavam-se com distrofia parcial e paroniquia cronica

ha trés meses (Figura 1A).

Na coleta micologica, as escamas ungueais foram retiradas da regido
superficial da unha com o auxilio de um bisturi e, no momento da remog¢do do

material, ndo se observou exudato periungueal.

O exame microscopico direto clarificado com KOH a 30% demonstrou a
presencga de numerosas células de leveduras arredondadas, blastosporadas, hialinas e
pseudohifas (Figura 1B). Na cultura realizada em agar Sabouraud Dextrose (SDB;
Difco, Detroit, USA) acrescido de cloranfenicol (50 mg/L) houve crescimento de

dois tipos de coldnias de leveduras, uma lisa e outra rugosa.

Através da morfologia macroscopica das colonias pode-se pressupor a
existéncia de duas espécies diferentes, mas ndo a identificagdo. Desta forma, para
identificacdo das espécies, as colonias caracteristicas de leveduras foram submetidas

a métodos “in house” propostos por Kurtzman e Fell (16).
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Figura 1. A - Unhas das méos apresentando onicodistrofia parcial e paroniquia. B — Presenca de
células de leveduras blastosporadas (a) e pseudohifas (b) em exame direto com KOH 30% (x400)

Foram usados testes de produg@o de tubos germinativos, de clamidoconidios
e provas de assimilagdo e fermentacdo de carboidratos, além do crescimento em
CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, Sdo Paulo) (Figuras 2A e 2B). As
colonias foram identificadas, respectivamente, como Candida albicans ¢ Candida

tropicalis (Figuras 3A e 3B).

Figura 2. Colonias semeadas em CHROMAgar Candida®. A — Colonias azuis
acinzentadas identificadas presuntivamente como Candida tropicalis. B — Colonias
esverdeadas identificadas presuntivamente como Candida albicans.
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Figura 3. Aspectos microscopicos das leveduras. A — Presenga de clamidoconidios e
blastoconidios em cachos sugestivos de Candida albicans. B — Presenga de blastoconidios em
cadeias simples ou ramificadas sugestivos de Candida tropicalis.

Para determinar o perfil de sensibilidade “in vitro” aos antifungicos foram
utilizados o ATB® FUNGUS 2 (API-BioMerieux, Marcy I’Etolile, France) que
permite determinar a susceptibilidade de espécies de Candida aos antifungicos,
utilizando diferentes concentra¢des inibitorias minimas (CIM): 5-fluocitosina (0.5,
1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 mg/l), anfotericina B (0.5, 1, 2, 4, 8 e 16 mg/l), fluconazol
(0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 mg/l) e itraconazol (0.125, 0.25,0.5, 1,2 e 4
mg/l). Para interpretacdo clinica das CIM (sensivel, intermedidrio e resistente) foram
utilizadas concentracdes criticas recomendadas pelo NCCLS/CLSI, 2002 para

Candida spp (24).

Discos de fluconazol a 25 pug (CECON, Brasil) foram utilizados para
pesquisa de sensibilidade por meio do método de disco-difusdo em agar (25) quando
a levedura apresentou resisténcia a este azolico no ATB® FUNGUS 2. No método
de disco-difusdo a espécie ¢ considerada sensivel quando apresenta zona de inibi¢ao
superior a 19 mm, intermediaria com zona de inibigdo entre 19 e 14, e resistente

quando apresenta menos de 14 mm de zona de inibigao.
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No ATB® FUNGUS 2, Candida albicans apresentou concentracdo
inibitéria minima (CIM) de 64 mg/Lpara fluconazol, e 1 mg/L para itraconazol
enquanto Candida tropicalis apresentou CIM de 64 mg/L para fluconazol, e 4 mg/L

para itraconazol. Ambas apresentaram, desta forma, resisténcia a esses azolicos.

No método de disco-difusdo, as duas espécies apresentaram zona de inibi¢do

menor que 14 mm, confirmando a resisténcia ao fluconazol.
DISCUSSAO

Desde a descoberta do HIV, houve um crescente nimero de casos de
infeccoes fungicas. As doencas dermatoldgicas estdo classificadas entre as
manifestagdes mais freqlientes nos individuos HIV-positivos. A onicomicose pode
ser considerada marcador clinico precoce da infeccdo por HIV por se apresentar
antecipadamente a outros sintomas ou ainda, como Unico quadro clinico do paciente
durante parte do curso da infecgdo, sendo freqiiente quando a contagem de células
CD4+ aproxima-se de 450 células/ml (13, 18). No presente caso, a paciente possuia
contagem de células CD4+ abaixo de 100 células/mL, o que pode ter favorecido a

instalacdo de infeccdo por Candida spp.

Entre os agentes etioldgicos de onicomicose destacam-se as leveduras, os
dermatofitos e os fungos filamentosos ndo-dermatofitos (1). Dermatofitos sdo
responsaveis por aproximadamente 90% das onicomicoses dos pés e as leveduras

por 50% das infec¢des nas unhas das maos (7).

Espécies de Candida, particularmente Candida albicans, sdo as principais
responsaveis por onicomicoses em unhas das maos (8, 26). Daniel et al. (4)
observaram que Candida albicans ¢ o principal agente de onicomicose distrofica em

pacientes imunossuprimidos. Nesta paciente, como ha uma associa¢do entre duas
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espécies de Candida ndo se sabe qual delas possui maior viruléncia ou ¢ a

responsavel pelos aspectos clinicos da lesdo.

A freqiiéncia de Candida em unhas das maos de pacientes do sexo feminino
deve-se as atividades exercidas em ambiente doméstico, nas quais ocorre um maior
contato com a agua, o que propicia a penetracdo do fungo. Em varias casuisticas a
Candida é a principal responsavel por oniquia e paroniquia (8). Estes dados
concordam com o presente caso, no qual a paciente era do sexo feminino e

trabalhava em servicos domésticos.

Sdo poucos os trabalhos que ressaltam as infeccdes mistas em unhas.
Rugeles et al. (29) estudando a etiologia e as caracteristicas das onicomicoses em
pacientes imunodeprimidos na Colémbia observaram a associacdo de Candida a
outros fungos, entretanto, ndo retrata a associagdo de diferentes espécies de
Candida. Sabe-se que outras espécies, como C. tropicalis e C. parapsilosis, causam
infeccdes em unhas, o que comprova a participagdo de espécies nao-albicans como

patogenos emergentes (20).

O uso freqiiente e prolongado do fluconazol para tratamento de candidiase,
mucocutinea e sist€émica, tem determinado o aparecimento de leveduras resistentes a
este azolico e este perfil de sensibilidade comecga a ser observado de forma similar
para o cetoconazol e itraconazol (9). No caso descrito, as espécies de Candida
isoladas em escamas ungueais apresentaram co-resisténcia a fluconazol e

itraconazol.

Para testar a susceptibilidade aos antifiingicos utilizou-se 0 ATB® FUNGUS
2, “kit” comercial desenvolvido pela BioMerieux que se baseia no método de

microdilui¢do em caldo do NCCLS/CLSI. Alguns trabalhos demonstram que o
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ATB® FUNGUS 2, quando comparado ao NCCLS M27-A2 (24) e EUCAST (33)
apresenta-se como método alternativo simples e facil para determinacdo da
susceptibilidade “in vitro” de isolados de Candida spp para anfotericina B, 5-

flucitosina, fluconazol ¢ itraconazol (5, 6, 21).

O método de disco difusdo em agar (25) propde leituras em 24 ¢ ou 48 horas,
apresentando como vantagens a sua facil realizagdo e sua similaridade com o
antibiograma normal, inclusive utilizando-se como meio de cultura béasico o agar
Mueller Hinton. Esta paciente fez uso de fluconazol por periodo prolongado para
tratamento de candidiase bucal, desta forma utilizamos o método de disco-difusido
para confirmar a resisténcia do fluconazol apresentada pelas duas leveduras

ungueais no ATB® FUNGUS 2.

Para a C. albicans, a analise de isolados, provenientes de pacientes com
infec¢des recorrentes, tem mostrado que a resisténcia ao fluconazol ocorre nas
mesmas cepas que anteriormente eram susceptiveis, e isso pode ser decorrente, de
modificagdes ocorridas nessas cepas ao longo da exposi¢do do paciente a medicagao
(22). Alguns trabalhos demonstram que para Candida albicans, a resisténcia ao
fluconazol pode chegar a 45% entre os individuos que receberam terapéutica prévia,
sendo que dos isolados resistentes, 93% apresentam resisténcia cruzada ao
itraconazol (15). Esse mesmo fato pode estar ocorrendo também com espécies nao-

albicans.

A identificacdo da espécie de Candida e a determinagdo da susceptibilidade
“in vitro” aos antifungicos tém sido recomendadas em alguns casos, principalmente
quando se trata de candidiase em pacientes infectados com HIV, tornando-se

necessario o conhecimento do mecanismo de resisténcia das espécies de Candida ao
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fluconazol para auxiliar no desenvolvimento de estratégias em novas agdes

terapéuticas (22).

Neste contexto, ndo se pode deixar de mencionar que os azblicos fazem parte
do arsenal antifungico prescrito para o tratamento das micoses profundas, de
evolugdo e prognoéstico graves, portanto, devem ser utilizados com cautela e quando

houver a certeza do diagnostico micoldgico.
CONCLUSAO

Pacientes HIV-positivos que apresentam baixa contagem de células CD4+ e
com tratamento prévio com fluconazol para candidiase oral, podem desenvolver
novas infecgdes por espécies de Candida resistentes aos azolicos. E de suma
importancia, nestes pacientes, a identificacdo da espécie de candida, bem como a
determinagdo do perfil de sensibilidade aos antifungicos, com a finalidade de orientar

o tratamento e evitar uma possivel disseminagao.
ABSTRACT

Candida albicans and Candida tropicalis isolated from an HIV-positive patient

suffering fingernail onychomycosis: resistance to fluconazole and itraconazole.

The present study analyzes a case of onychomycosis by Candida species with resistance
“in vitro” to fluconazole and itraconazole in a patient infected by the human
immunodeficiency virus (HIV). The patient presented partial dystrophic onychomycosis
with chronic paronychia and previous use of fluconazole for treatment of oral
candidiasis. Scales scraped from the fingernails demonstrated hyaline yeasts with
blastoconidiae and pseudohyphae; and in culture, after growth: two species of Candida
that have been identified as Candida tropicalis and Candida albicans. Antifungal
susceptibility tests with 2 ATB® FUNGUS and method of Disc diffusion for
fluconazole were carried out. Both species presented resistance to fluconazole and
itraconazole. The peculiarities of the various species of Candida justify the need to
identify yeast species, as well as the sensitivity profile to antifungal agents in clinical
use, to better therapeutic and minimize the exposure of these patients to fungal
dissemination.

KEYWORDS: Onychomycosis. Candidiasis. Antifungal agents.
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RESUMO: Em imunodeprimidos, espécies de Candida tém apresentado maior
capacidade de invadir a unha tornando-se agente de onicomicoses. Objetivamos
identificar leveduras responsaveis por onicomicose € as respectivas susceptibilidades
antifingicas in vitro em pacientes com AIDS. Avaliamos 23 cepas de leveduras
isoladas de 21 amostras ungueais das maos e/ou pés. As colonias foram identificadas
por CHROMagar Candida® e testes padroes. O ATB FUNGUS 2® foi utilizado
para testar susceptibilidade aos antifiingicos. Casos de resisténcia a fluconazol foram
confirmados por teste de disco-difusdo. Em 2 casos houve infec¢do mista por duas
espécies de Candida. Das 23 espécies, 48% foram identificadas como C. albicans,
26% C. parapsilosis, 8,5% C. tropicalis, 8,5% C. glabrata, 4,3% C. guilliermondii e
4,3% C. famata. Nas leveduras isoladas, 39% apresentaram resisténcia aos azolicos,
sendo 33% C. albicans ¢ 67% espécies ndo-albicans. Pacientes com resisténcia
relatam utilizacdo prévia de antifungicos para tratamento de candidiase oral ou
onicomicose recorrente. Embora tenha ocorrido prevaléncia de C. albicans, espécies
ndo-albicans mostraram-se menos susceptiveis aos azodlicos. O fluconazol esta
indicado nas onicomicoses causadas por Candida, com exce¢do da C. krusei.
Entretanto, o uso freqiiente e prolongado do fluconazol tem determinado o
aparecimento de leveduras resistentes a este azolico e este perfil de sensibilidade
comega a ser observado de forma similar para o itraconazol.

UNITERMOS: Onicomicose, AIDS, Candida, Fluconazol.

SUMMARY: In immunocompromised patients, Candida sp tend to invade the
normal nail and to cause onychomycosis. We objectify to identify yeast responsible
for onychomycosis and respective antifungal susceptibility “in vitro” from patients
with AIDS. Were evaluated 23 Candida species of 21 nail samples of the hands
and/or feet. The colonies were identified by CHROMagar Candida® and tests
biochemists. ATB FUNGUS 2® was used for antifungal susceptibility testing. The
resistance for fluconazol was confirmed by disk diffusion. In 2 cases there mixing
infection for two species. Of the 23 isolated species, 48% were C. albicans, 26% C.
parapsilosis, 8,5% C. tropicalis, 8,5% C. glabrata, 4,3% C. guillermondii and 4,3%
C. famata. 33% of the species had presented resistance the azolic, 33% C. albicans
and 67% no-albicans species. Patients with resistant specie had previously used
antifungal for treatment of oral candidiasis or recurrent onychomycosis. C. albicans
was species most isolated, however no-albicans species had shown little
susceptibility to the azolic. The fluconazole is indicated in onychomycoses caused
for Candida, with the exception of C. krusei. However, the frequent and prolonged
use of fluconazole has given the emergence of resistant yeast to this azolics and this
profile of sensitivity starts to be observed so similar to itraconazole.

KEY WORDS: Onychomycosis, AIDS, Candida, Fluconazole.
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INTRODUCAO

Leveduras, especialmente pertencentes ao género Candida, fazem parte da
microbiota normal, no entanto, quando encontram fatores locais ou sistémicos
predisponentes podem comporta-se como patdgeno primario ou secundario em
escamas da pele, mucosas e unhas. Em pacientes imunodeprimidos, esse género tem
demonstrado apresentar maior capacidade de invadir a unha normal tornando-se um
dos principais agentes causais de onicomicose, patologia ungueal causada por

fungos(g’ 27),

Diferentes estudos demonstram que os dermatoéfitos sdo os principais
agentes de onicomicoses em pacientes com o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV)(S’ ) entretanto, trabalho realizado na América latina evidenciou leveduras do
género Candida como principais agentes de onicomicose em imunodeprimidos,
incluindo pacientes com HIV®. Essas onicomicoses se caracterizam por apresentar
padroes clinicos diferentes, variando de onicomicose proximal associada a
paroniquia cronica, onicomicose distal secundaria a candidiase mucocutanea cronica

(11

e g g, . 2 . . - . -
e onicolise candidiasica ?® As micoses ungueais sdo enfermidades que ndo se

resolvem espontaneamente, necessitando instituir-se tratamento, apesar de ser

dificultoso e prolongado(2).

A resisténcia as drogas entre as espécies de Candida tem sido um
problema crescente, refor¢ando ainda mais a importancia da identificagdo das
leveduras e a realizacdo dos testes de susceptibilidade, pois o conhecimento da

o . , o 7,12
sensibilidade as drogas torna possivel direcionar o tratamento”" %),

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),

atualmente designado CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) propds a
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primeira norma de padronizagdo para o antifungigrama em 1992, com inicio da
padronizagdo em 1995 e conclusdo em 1997. Essas normas t€ém como padrdo ouro a
macrodiluicdo em caldo e sua equivaléncia na microdiluicdo em caldo"” '™ Em

2(18)

2002, nova atualizacdo foi aprovada e publicada como norma M27-A2"", que é o

método de referéncia para o teste de sensibilidade de leveduras.

O método de microdiluicdo apresenta vantagens sobre a macrodiluicio,
devido a manipulagdo ser menos laboriosa, a ndo utilizagdo de multiplos tubos e sim
de microplacas e, com isto utilizando-se uma menor quantidade de antifungicos e
meios de cultura, sendo o ponto de corte de leitura definido visual ¢ ou
espectrofotometricamente. Porém ¢ requerido um tempo de incubagdo final de 48
horas, tempo esse muito elevado principalmente para pacientes graves que requerem

uma agao terapéutica imediata.

Devido a manipulacdo laboriosa, tempo de incubagdo elevado e utilizagao
de grande quantidade de materiais, muitos métodos vém sendo testados como
alternativas para o antifungigrama. Varios “kits” comerciais, baseados no método de
dilui¢do em caldo do NCCLS/CLSI foram desenvolvidos por diferentes empresas e,
entre eles, podem ser citados, ATB FUNGUS 2 (API-BioMerieux, Marcy [’Etolile,
France). Além disto, mais recentemente foi aprovado o método de disco difusdo em
agar M44-A"" com propostas de leituras em 24 e ou 48 horas. O método de disco
difusdo apresenta como vantagens a sua facil realizagdo e sua similaridade com o
antibiograma normal, inclusive utilizando-se como meio de cultura basico, o agar
Miieller Hinton, porém, os critérios de interpretagcdo e padronizagdo foram definidos
inicialmente somente para o fluconazol ¢ s6 em 2005 foram propostos pontos de

- 21
corte para o voriconazol ¢!,
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Nao existem trabalhos que retratem a susceptibilidade de leveduras em unhas
de pacientes imunodeprimidos. Desta forma, torna-se importante o estudo das
espécies e as respostas aos azodlicos de leveduras do género Candida isoladas nas
unhas de pacientes com AIDS, ja que estas s@o as drogas de escolha para tratamento

de micoses superficiais, cutdneas e profundas tdo comuns nestes pacientes.

O presente trabalho tem como objetivo identificar espécies de leveduras
isoladas de onicomicose em portadores de HIV e as respectivas susceptibilidades

antifingicas in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Cepas estudadas

Foram analisadas 23 cepas de leveduras isoladas de 21 amostras ungueais
das maos e/ou pés de pacientes HIV-positivos de ambos os sexos e idade entre 25 e
55 anos. Os pacientes procuraram o ambulatério de dermatologia do Hospital
Correia Picango com queixa de onicomicose, esta unidade hospitalar localiza-se em

Recife e ¢ referéncia para atendimento de pacientes com AIDS em Pernambuco.

As amostras foram coletadas, apos anti-sepsia da unha com alcool a 70%, por
raspagem da lamina subungueal com auxilio de uma cureta odontologica
esterilizada, obtendo-se escamas bem finas que foram recolhidas em placas de Petri

esterilizadas e em tubos estéreis contendo solucao salina (NaCl 0,9%).
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Isolamento e identificacao das leveduras

Apo6s 3 dias de crescimento em agar Sabouraud dextrose (SDB; Difco,
Laboratories, Detroit) acrescido de cloranfenicol (50 mg/l), os isolados foram
semeados em placas de CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, Sio Paulo) e
incubados a 30°C pelo periodo maximo de cinco dias. Coldnias esverdeadas foram
presuntivamente identificadas como C. albicans/C. dubliniensis e confirmadas pela
observagdo da producdo de clamidoconidios em dagar fuba-Tween 80. A
diferenciacdo entre C. albicans e C. dubliniensis foi realizada através da verificacdo
da habilidade da Candida albicans em crescer a 42° e 45°C e em caldo Sabouraud
hipertonico "*”. Colénias apresentando outras coloragdes foram subcultivadas em
agar Sabouraud e identificadas de acordo com os critérios adotados por Kurtzman e

Fell (1998) e De HOOG et al (2000)'% 1.

Testes de susceptibilidade a antifingicos

Os testes de sensibilidade in vitro a antifingicos foram realizados através da
galeria ATB FUNGUS 2® (Biomérieux), que permite determinar a sensibilidade das
leveduras aos antifingicos em meio semi-solido em condi¢des muito proximas da
técnica de referéncia de microdiluicdo do NCCLS/CLSI'®. A utilizacdo deste
sistema permite identificar a susceptibilidade aos antifungicos: flucitosina,

anfotericina B, fluconazol e itraconazol; com leituras realizadas apos 24 horas.

As cepas que se mostraram resistentes ao fluconazol, foram submetidas ao
teste de disco-difusdo em agar Miiller Hinton com fluconazol 25 mcg (CECON,

Brasil) de acordo com a norma M44/NCCLS M27-A"),
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RESULTADOS

As 23 espécies isoladas possuiam caracteristicas macroscopicas de leveduras,
mostrando-se como coldnias esbranquigadas, com bordas lisas ou irregulares apds

24 a 48 horas do semeio no agar Sabouraud com cloranfenicol.

Apos semeio em CHROMagar Candida®, as leveduras foram
presumidamente identificadas como Candida albicans e Candida tropicalis (Figura
1). As outras espécies de Candida foram identificadas apenas pelo método

classico™.

Figura 1. Leveduras semeadas em CHROMagar
Candida®. Colonias esverdeadas, azul acinzentadas e
esbranquicadas, identificadas presuntivamente com C.
albicans, C. tropicalis e Candida sp, respectivamente.

Apobs o método classico, identificamos as 23 espécies, 11 (48%) C. albicans,
6 (26%) C. parapsilosis, 2 (8,5%) C. tropicalis, 2 (8,5%) C. glabrata, 1 (4,3%) C.

guilliermondii e 1 (4,3%) C. famata (Figuras 2 e 3).
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Espécies de Leveduras isoladas em unhas de
pacientes com HIV

1;4%

1;4%

B8 Candida parapsilosis
O Candida albicans

8 Candida tropicalis

O Candida glabrata

@ Candida famata

@ Candida guillermondii

Figura 2. Espécies de leveduras isoladas em unhas de pacientes com HIV.
A Candida albicans foi a espécie mais observada, seguida pela Candida
parapsilosis.

Figura 3. Micromorfologia em agar fuba Tween 80 de espécies de Candida agentes de
onicomicose em pacientes HIV-positivos. A- Candida parapsilosis, B- C. albicans, C- C.
tropicalis, D- C. glabrata, E- C. famata, F- C. gulliermondlii.
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Em 2 casos houve infec¢do mista por Candida albicans e Candida tropicalis,
que foram evidenciadas no CHROMagar Candida®, como colonia esverdeada e

azul acinzentada, respectivamente.

Em todos os casos de cultura positiva para leveduras, observou-se em exame
direto, ap6s clarificacdo com hidroxido de potassio a 30%, presenca de numerosas
células de leveduras arredondadas, hialinas, blastosporadas e em alguns casos,

pseudohifas e filamentos verdadeiros.

Nos testes de susceptibilidade in vitro aos antifungicos, das 23 cepas
isoladas, 39% (9) apresentaram resisténcia aos azoélicos, sendo 33% (3) C. albicans e
67% (6) espécies nao-albicans. Destas, 39% (8) das espécies apresentaram
resisténcia ao fluconazol, 13% (3) a itraconazol e 21,7% (5) apresentaram resisténcia
intermediaria a fluconazol e/ou itraconazol. Nao foram observadas espécies de

Candida resistentes a flucitosina e a anfotericina B (Tabela 1).

Tabela 1. Susceptibilidade in vitro das espécies de Candida através do ATB FUNGOS 2®.

FLUCONAZOL ITRACONAZOL ANFOTERICINA FLUCITOSINA
b S I R S I R S I R S I R
C. albicans 11 9 0 2 8§ 1 2 11 0 0 11 0 0
C. parapsilosis 6 1 3 2 6 0 0 6 0 0 6 0 O
C. tropicalis 2 1 0 1 1 0 1 2 0 0 2 0 0
C. glabrata 2 0 0 2 2 0 0 2 0 0 2 0 0
C. famata 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
C.guilliermondii 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
TOTAL 23 12 3 8 18 2 3 23 0 0 23 0 0
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Todos os casos de resisténcia ao fluconazol foram confirmados pelo método
de disco-difusdo, demonstrando halo inferior a 14 mm (Sensivel: >19; intermediario:

15-19 mm; Resistente: <14).

DISCUSSAO

Infec¢des por leveduras do género Candida tém sido observadas desde o

., . . . (26)

tempo de Hipdcrates que descreveu a doenga em pacientes imunocomprometidos'™.
Essas leveduras podem comportar-se como patégeno primario em escamas da pele e

mucosas, invadindo também a unha normal principalmente em pacientes com

AIDS®2®).

Além da imunodepressdo, o aumento de infec¢des causadas por Candida tem
sido relacionado ao uso indiscriminado de antifingicos, que pode selecionar
3 ; ; (6,7,24)
populacdo de cepas resistentes a determinadas drogas . O emprego de qualquer
medicacdo, a duragdo e a via de tratamento depende do diagnoéstico correto do
exame micologico, ¢ ao administrar uma droga antifungica, deve-se sempre avaliar
seus efeitos adversos, prescrevendo assim apenas quando necessario, principalmente

quando a administragao € via oral.

Leveduras do género Candida sdo comumente encontradas nas unhas. C.
albicans ¢ o patdgeno mais comum, enquanto C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis ¢ C. guilliermondii sao encontradas com menor freqliéncia @, No
presente trabalho foram isoladas seis espécies relacionadas a onicomicoses (Candida

albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii e C. famata).
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A Candida albicans foi a espécie mais observada nas amostras ungueais dos
pacientes com AIDS. E, sem duvida alguma, o agente mais freqiientemente isolado
de infecgdes superficiais e invasivas em diferentes sitios anatdmicos e em casuisticas
de todas as partes do mundo. Esta espécie ¢ naturalmente sensivel a todas as drogas
antifingicas de uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida a azodlicos sdo
conhecidos em pacientes que foram expostos prolongadamente a estes

. 3,15
medicamentos 1),

Foram isoladas C. albicans em onze amostras ungueais e espécies nao-
albicans em doze amostras. Ao todo, nove isolados demostraram resisténcia a
fluconazol e/ou itraconazol. Estes pacientes haviam utilizado previamente azolicos
para tratamento de candidiase oral e/ou onicomicose, que se apresentava como
recorrente. Alguns trabalhos demonstraram que para Candida albicans, a resisténcia
ao fluconazol pode ser alta entre os individuos que receberam terapéutica prévia, e
esses isolados resistentes quase sempre apresentam resisténcia cruzada ao
itraconazol “'®. Esse mesmo fato pode estar ocorrendo também com espécies nio-

albicans.

A presenca de outras espécies de Candida como agentes de infecgdo reafirma
o surgimento de espécies ndo-albicans como agentes de onicomicose. No presente
trabalho estas espécies apresentaram menor sensibilidade aos azdlicos quando
comparadas com a C. albicans. Alguns estudos demonstram que muitas espécies
ndo-albicans mais comumente isoladas sdo menos susceptiveis aos derivados

azolicos, dificultando o tratamento da candidiase ©.

No presente estudo observou-se dois casos de infec¢des mistas envolvendo

C. albicans e C. tropicalis, um dos casos com resisténcia cruzada a fluconazol e
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itraconazol. S@o poucos os trabalhos que ressaltam as infec¢des mistas em unhas.
RUGELES et al ® estudando a etiologia e as caracteristicas das onicomicoses em
pacientes imunodeprimidos na Colombia observaram a associacdo de Candida a
outros fungos, entretanto, ndo retrataram a associacdo de diferentes espécies de

Candida.

Em pacientes susceptiveis ao aparecimento de micoses oportunisticas, deve-
se tentar por mecanismos os mais diversos, evitar o aparecimento de micoses. O
diagnodstico precoce e o perfil de susceptibilidade se impde, uma vez que as
infeccdes oportunistas sdo sempre mais graves nos pacientes imunodeprimidos e,

muitas vezes, podem tornar-se disseminada e resistente ao tratamento.

Até os dias atuais ndo ha relatos, especificamente, sobre identificagdo de
leveduras ¢ testes de susceptibilidade a antifingicos em escamas ungueais de
pacientes com AIDS. Os trabalhos publicados referem-se a ocorréncia desta micose,
de uma forma geral, em imunodeprimidos. Dai a importancia do conhecimento das
principais espécies de Candida envolvidas em lesdes ungueais e as respectivas

susceptibilidades antifungicas em HIV-positivos.

CONCLUSOES

A Candida albicans foi a espécie mais isolada dentre as cepas em estudo.
Percentual importante de espécies de Candida foi resistente a fluconazol e
itraconazol, sendo que as espécies ndo-albicans se mostraram menos susceptiveis
aos azdlicos. Desta forma, torna-se importante a realizacdo de testes de identificagdo

e antifungigrama para os episodios de candidiase em escamas ungueais de pacientes
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com AIDS, principalmente nos casos de recorréncia, com metodologia de estudo

correta ¢ publicagdo de estudos estatisticos, detalhando as principais espécies de

Candida e as respectivas respostas as medicagdes utilizadas na rotina médica.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

11

. ALVES, S.H. et al. Hypertonic sabouraud broth as a simple and powerful

test for Candida dubliniensis screening. Diagn Microbiol Infect Dis, v. 43, n.
1, p. 85-6, 2002.

BALLESTE, R.; MOUSQUES, N.; GEZUELE, E. Onicomicosis. Revisién
del tema. Rev Med Uruguay, v. 19, p. 93-106, 2003.

. BATISTA, J. M.; BIRMAN, E. G.; CURY, A. E. Suscetibilidade a anti-

fungicos de cepas de Candida albicans isoladas de pacientes com estomatite
protética. Rev Odontol Univ Sdo Paulo, v. 13, n. 4, p. 343-348, 1999.

CALDERONE, R.A.; FONZI, W.A. Virulence factors of Candida albicans.
Trends Microbiol, v. 9, n. 7, p. 327-35, 2001.

CENTENO, V. et al . Prevalencia de patrones de sensibilidad al Fluconazol
de las especies de Candida aisladas en pacientes de Unidades de Cuidado
Intensivo de Bucaramanga, Colombia. Infectio, v. 8, n. 3, p. 191-193, 2004.

CIRAK, M.Y.; KALKANCI, A.; KUSTIMUR, S. Use of molecular methods
in identification of Candida Species and evaluation of fluconazole resistance.
Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 98, n. 8, 2003.

COLOMBO, A.L. et al. High rate of non-albicans candidemia in Brazilian
tertiary care hospitals. Diagn Microbiol Infect Dis, v. 34, p. 281-86, 1999.

CRIBIER, B. et al. Nail changes in patients infected with human
immunodeficiency virus. A prospective controlled study. Archives of
Dermatology, v. 134, p. 1216-1220, 1998.

DANIEL, C.R.I. et al. Candida infection of the nail: role of Candida as a
primary or secondary pathogen. Dermatology, v. 37, p. 904-907, 1998.

DE HOOG, G.S. et al. Atlas of clinical fungi. 2. ed. The Netherlands-Spain:
CBS/Universitat Rovira I Virgili, 2000.

. ELEWSKI, B.E. Onychomycosis: pathogenesis, diagnosis and management.

Clinical microbiology reviews, v. 11, n. 3, p. 415-29, 1998.

LIMA, KM. .




12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

EVANS, E.G. Resistance of Candida species to antifungal agents used in the
treatment of onychomycosis: a review of current problems. Br J Dermatol, v.
141, p. 33-5, 1999.

KURTZMAN, C.P.; FELL, J.W. The yeast’s: a taxonomic study, 4th Ed.
Elsevier, New York, p. 919-925, 1998.

GUPTA AK. et al. Epidemiology and prevalence of onychomycosis in
HIV-positive individuals. Int J Dermatol, v. 39, p. 746-753, 2000.

MORETI, M.L. A importancia crescente das infec¢des fungicas, Ver Panam
Infectol,v. 9,n. 2, p. 8-9, 2007.

MORSCHHAUSER, J. The genetic basis of fluconazole resistance
developement in Candida albicans. Biochem Biophys Acta, v. 1587, p. 240-
48, 2002.

NATIONAL COMMITTEE FOR  CLINICAL LABORATORY
STANDARDS/ CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
veasts. M27-A. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Wayne, Pa, 1997.

NATIONAL COMMITTEE FOR  CLINICAL LABORATORY
STANDARDS/ CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
veasts. M27-A2. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Wayne, Pa, 2002

NATIONAL COMMITTEE FOR  CLINICAL LABORATORY
STANDARDS/ CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUT.
Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
yeasts. M44-A. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Wayne, Pa, 2004.

NUCCI, M.; COLOMBO, A. L. Emergence of resistant Candida in
neutropenic patients. Braz J Infect Dis, v. 6, n. 3, p. 124-128, 2002.

PFALLER, M. A. et al. Results from the ARTEMID DISK global antigungal
surveillance study: a 6,5 — year analysis of susceptibilities of Candida and

other yeast species to fluconazole and voriconazole by standardized disk
diffusion testing. J Clin Microbiol, v. 43, p. 5848-5859, 2005.

PANIZZO, M. M.; PEREZ, C.; MANISCALCHI, M. T. Susceptibilidad in
vitro a los antifungicos de Candida sp y serotipos de Candida albicans

aisladas de pacientes con vaginitis primaria y resurrente. BSVM, v. 20, n. 1,
p. 1-1, 2000.

ROBERTS, D. T.; EVANS, E. G. Subungueal dermatophytoma complicating
dermatophyte onychomycosis. Br J Dermatol, v. 138, p. 189-90, 1998.

LIMA, KM. .




Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a _
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

24. ROGERS, T.R. Antifungal drug resistance: limited data, dramatic impact?.
International Journal of Antimicrobial Agents, v. 27, p. 7-11, 2006.

25. RUGELES, M.J. et al . Etiologia y caracteristicas clinicas de la onicomicosis
en um grupo de pacientes inmunosuprimidos, Infectio, v. 5, p. 7-13, 2001.

26. SERRACARBASSA, P. D.; DOTTO, P. Endoftalmite por Candida albicans.
Arq Bras Oftalmol, v. 66, n. 5, p. 701-707, 2003.

27. TINTELNOT, K. et al. Evaluation of phenotypic markers for selection and
identification of Candida dublinienses. J Clin Microbiol, v. 38, n. 4, p. 1599-
608, 2000.

28. TOSTI, A. et al. Candida onychomycosis in HIV infection. Eur J Dermatol,
v. 8,n. 3, p. 173-4, 1998.

Enderego para correspondéncia:
Kedma de Magalhaes Lima
Rua Paes Cabral, n° 379, Apt. 02, Cordeiro CEP: 50630-170 Recife-PE

e-mail: kedma.biom@gmail.com

Fone: (81) 3226-9079

LIMA, KM. .



Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

INVESTIGAGCAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA,
LABORATORIAL E TERAPEUTICA.

Caracteristicas clinicas e microbioldgicas de onicomicoses em pacientes HIV-
positivos

Clinical and microbiological characteristics of onychomycosis in HIV-positives
patients

Kedma de Magalhdes Lima’, Idalina Inés Fonséca Nogueira Cambuim?, Marilia
Delgado3, Claudio Figueiredo de Araujo Pereira® & Célia Maria Machado Barbosa
de Castro’

LIMA, KM. Mestranda em Medicina Tropical, Universidade Federal de
Pernambuco e Micologista do NKB-PE Medicina Diagnostica.

CAMBUIM, LLF.N. Doutoranda em Biologia dos Fungos, Universidade Federal de
Pernambuco.

SDELGADO, M. Médica Dermatologista do Hospital Correia Picanco, Recife,
Pernambuco.

*PEREIRA, C.F.A.P. Médico Patologista Clinico e professor Assistente do
departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal Fluminense,
Rio de Janeiro.

*CASTRO, C.M.M.B. Professora associada do departamento de Medicina Tropical e
responsavel pelo Laboratorio de Imunopatologia da Universidade Federal de
Pernambuco.

Trabalho desenvolvido no Hospital Correia Picango, setor de Micologia Médica do NKB-PE
Medicina Diagnoéstica e Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de
Pernambuco.

ENDERECO AUTOR PRINCIPAL:

Kedma de Magalhaes Lima

Rua Paes Cabral, n° 379, Apt. 02, Cordeiro CEP: 50630-170 Recife-PE
e-mail: kedma.biom@gmail.com

Fone: (81) 3226-9079

LIMA, KM. .



Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

Caracteristicas clinicas e microbiolégicas de onicomicoses em pacientes HIV-
positivos

RESUMO: FUNDAMENTOS-Onicomicoses afetam 15-40% dos individuos com HIV. Sao
causadas por leveduras, dermatéfitos e fungos filamentosos ndo-dermatéfitos (FFND),
apresentando as formas clinicas de onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL), branca
superficial (OBS), distréfica (OD) e subungueal proximal (OSP). Objetivamos descrever os
aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em HIV-positivos. METODOS-Estudo
série de casos realizado no Hospital Correia Picango, Recife, Pernambuco. Foram coletadas
escamas ungueais de lesdes sugestivas de onicomicose em pacientes encaminhados para
exame micoldgico. Os fragmentos foram retirados com cureta estéril e submetidos a
pesquisa direta e cultura. RESULTADOS — Dos 100 pacientes com micoses superficiais,
35(35%) possuiam suspeita de onicomicose. Destes, 5(14,5%) apresentavam lesdes ungueal
em pés e nas maos. Das 40 amostras, 22(55%) pertenciam ao sexo feminino, 18(45%) ao
masculino; 21(52,5%) eram em unhas das maos e 19(47,50%) em unhas dos pés. A idade
média foi de 40,7 anos. Dos 21 casos de OSDL, 71,42% eram nos pés e dos 15 casos de OD,
93,33% eram nas maos. Leveduras foram isoladas em 21(52,5%), FFND em 7(17.5%),
dermatofitos em 4(10%) e infeccdes mistas (leveduras + bactérias) em 3(7,5%). O
diagnodstico micoldgico para as suspeitas de onicomicose foi confirmado nas 40 amostras,
entretanto ndo houve crescimento fingico em 5 cultivos. CONCLUSOES-A OSDL foi a
principal forma clinica nas unhas dos pés, enquanto a OD, nas unhas das maos. Em todas as
suspeitas de onicomicose houve confirmagdo por exame direto e/ou cultura micoldgica.
Levedura foi patogeno predominante, seguido em freqiiéncia por FFND, passando os
dermatofitos a um plano inferior.

PALAVRAS-CHAVES: Onicomicoses, HIV, ndo-dermatofitos, leveduras.

SUMMARY: BACKGROUND-The onychomycosis affect 15-40% of individuals with
HIV. They are caused by yeast, dermatophytes and nondermatophytic molds (NDM) that
can cause distal and lateral hyperkeratosis, dystrophy, paronychia and leukonychia. Our
objective is to describe the clinical and laboratory aspects of onychomycosis in HIV-
positive. METHODS-A case series study was carried out in Hospital Correia Picango,
Recife, Pernambuco. They were collected material of nail lesions suggestive of
onychomycosis in patients assigned to mycological examination. The fragments were
removed with sterile curette. We made direct microscopy examination and culture for
identification of species. RESULTS-Of the 100 patients assigned to mycological
examination, 35(35%) had suspected onychomycosis. Of these, 5(14.5%) had injury toenails
and fingernails. Of the 40 samples, 22(55%) belonged to the female, 18(45%) were males,
21(52.5%) were fingernails and 19(47.50%) in toenails. Mean age was 40.7 years. Of the 21
cases of distal and lateral hyperkeratosis, 71.42% were in toenails. Of the 15 patients with
dystrophy, 93.33% were fingernails. Yeasts were isolated in 21(52.5%), NDM in 7(17.5%),
dermatophytes in 4(10%) and mixed infection (yeasttbacteria) in 3(7.5%). The diagnosis
mycological for suspected onychomycosis has been confirmed in 40 suspected, however
there has been growth in 5 culture. CONCLUSIONS-The distal and lateral hyperkeratosis
was the main clinical aspect of the toenails, while dystrophyin fingernails. In all suspected
of onychomycosis were confirmed by direct examination and/or culture. Yeast was
predominant pathogen, followed in frequency by NDM, passing the dermatophytes the
lower level.

KEYWORDS: Onychomycosis, HIV, non-dermatohytic, yeast.
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INTRODUCAO

Em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
ocorrem inimeras doengas cutdneas e mucocutineas'. Entre as doencas
dermatologicas podemos destacar a onicomicose, considerada como um marcador
clinico precoce da infec¢do por HIV. Essa micose ungueal ocorre com freqiiéncia
quando a contagem de células CD4 aproxima-se de 450 células/pl*.

Onicomicose associada a sindrome de imunodefici€éncia adquirida (Aids) ¢é
caracterizada pela maior frequéncia de aspectos clinicos incomuns e resisténcia ao
tratamento convencional®. Varias espécies flngicas oportunistas sdo frequentemente
isoladas e podem ser reflexo do estado de imunocomprometimento’. Apenas alguns
estudos tém demonstrado a etiologia e as altera¢des clinicas provocadas por fungos
nas unhas que ocorrem em associagdo com infecgdo pelo HIV>¢,

Os agentes causais de patologias ungueais incluem as leveduras,
especialmente pertencentes ao género Candida; os dermatofitos, que acometem
principalmente as unhas dos pés; e os fungos filamentosos nao-dermatofitos
(FFND), que fazem parte de um grupo amplo ¢ heterogéneo, que ocorrem em
vegetais ¢ solos de todo mundo’. Os FFND sio considerados como fungos
contaminantes, saprobios e agentes oportunistas, porém, sua freqiiéncia como agente
etiologico de onicomicose tem aumentado®.

As diferentes espécies fungicas podem provocar alteragcdes ungueais
caracterizadas por hiperceratose subungueal iniciada pelo bordo livre das unhas na
regido lateral e/ou distal, descolamento ungueal na proximidade da cuticula, reagdo
inflamatéria comprometendo as dobras periungueais (paroniquia) € o aparecimento

: ’ = \9 , .
de manchas brancas na superficie das unhas (leuconiquia)’. A melanoniquia
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longitudinal, manhas escuras na superficie da unha, também ¢ considerada sintoma
bem conhecido em associag¢io ou ndo a tratamento com zidovudina'’.

Sabe-se que infecgdo fungica nos pés (tinea pedis) associada a onicomicose
possui maior freqiiéncia em pacientes HIV-positivos''. Além disso, onicomicoses
em imunodeprimidos podem apresentar variagdes nas formas clinicas e agentes
causais'>. O Trichophyton rubrum tem sido relacionado em vérios trabalhos como

. . . . oy 11, 13
principal agente causal de onicomicose em HIV-positivos

, sendo a onicomicose
branca superficial a principal caracteristica clinica. Estudos mais recentes tém
demonstrado que, em paises da America latina, a realidade das onicomicoses em
portadores do HIV ¢ diferente, ocorrendo outros grupos de fungos como principais
agentes causais e diferentes formas clinicas de apresentagio™ ',

Para pacientes HIV-positivos, existem poucos estudos que correlacionem os
aspectos clinicos das onicomicoses e os grupos fungicos, bem como idade, sexo do
paciente, tempo de inicio da lesdo, nivel de CD4 e regido anatomica (maos ou pés).
Justifica-se ainda o presente estudo pela variagdo de doencas dermatologicas
verificada entre diferentes paises ou regides, sendo relevante conhecer o espectro
das onicomicoses entre pacientes infectados pelo HIV em distintas regides. Assim, o
objetivo do presente estudo € descrever os aspectos clinicos e microbiologicos das

onicomicoses em um grupo de pacientes com HIV residentes na regido

metropolitana do Recife, Pernambuco, Nordeste no Brasil.
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PACIENTES E METODOS

Selecio dos pacientes

Foram estudas lesdes sugestivas de onicomicose em maos e/ou pés de todos
os pacientes HIV-positivos que foram atendidos no ambulatorio de Dermatologia do
Hospital Correia Picango, Recife, Pernambuco, Brasil e encaminhados para pesquisa
micologica de lesdes diversas no periodo de Janeiro a Outubro de 2007. Os
pacientes provinham da regido metropolitana do Recife. O Hospital Correia Picango
¢ referéncia para acompanhamento de pacientes com AIDS no estado de
Pernambuco.

Todos os pacientes foram inicialmente avaliados por dermatologista.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal de Pernambuco. Foram incluidos no estudo os pacientes
que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e que permitiram o
preenchimento de um formulario contendo dados pessoais, caracteristicas das lesdes,
fatores predisponentes, além do uso de antifungicos e antiretrovirais.

Apos o diagnoéstico, o dermatologista responsavel pela suspeita clinica da
onicomicose recebeu o laudo micologico com informagdes do exame direto e

cultura.

Coleta e processamento das amostras

Antes da coleta micologica, a unha passou por um processo de anti-sepsia
com a utilizacdo de alcool a 70%, este procedimento minimiza o desenvolvimento
de microrganismos contaminantes, que podem interferir no crescimento do agente

etiologico responsavel pela micose ungueal.
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As amostras foram coletadas de acordo com o quadro 1 visando obtencdo de

escamas bem finas que foram recolhidas em placas de Petri e em tubos

estéerelizados contendo solugdo salina (NaCl 0,9%).

Quadro 1 - Coleta de escamas ungueais de acordo com os aspectos clinicos da lesao.

Forma Clinica

Coleta

Onicomicose subungueal distal e lateral

Onicomicose branca superficial

Onicomicose subungueal proximal

Onicomicose distrofica

Realizada com bisturi de ponta fina por baixo da
lamina ungueal, retirando o material existente entre a
zona sd e a afetada.

Obtida da superficie externa da ldmina ungueal
mediante raspado intenso da zona afetada.

Material geralmente  apresenta  dificuldade,
inicialmente deve-se fazer um raspado ao nivel da
lamina externa da unha e progressivamente abrir um
orificio em profundidade para se realizar a coleta da
amostra (Coleta via transungueal).

As amostras sdo retiradas da regido superficial e
subungueal da unha; se houver exudato também deve

ser coletado.

Apods a coleta do material ungueal, a amostra clinica foi processada para
exame micologico direto através da clarificagdo com hidroxido de potassio (KOH) a
30%, onde se colocou uma gota da solug@o e cobriu-se com laminula, comprimindo
levemente. Esse procedimento promove a dilatacdo das células queratinizadas,
proporcionando indice de refracdo Otimo para evidenciar as hifas e as células de
leveduras. Apos 30 minutos, a lamina foi observada em microscéopio (x400).

A cultura foi realizada em agar Sabouraud (SDB; Difco, Detroit, USA)
acrescido de cloranfenicol (50 mg/l) e agar Sabouraud com cicloeximida
(Mycosel®) e cloranfenicol. As placas contendo as amostras semeadas foram
incubadas a temperatura ambiente (T. A = 28°Ci1°C) por 30 dias. Apos o

crescimento em cultura, o fungo foi isolado na superficie do meio Sabouraud
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simples (sem antibidtico), para posterior confeccdo do microcultivo e identificagdo
das espécies.

Para identificacdo de fungos filamentosos, foi utilizado o microcultivo em
lamina com agar batata dextrosado (BDA, Merck, Darmstadt, Germany). A presenga
de estruturas fingicas em exame direto confirmou a suspeita de onicomicose.

Em pacientes com cultura positiva para fungo filamentoso ndo-dermatofitos,
além da observagdo de estruturas fingicas no exame direto e do crescimento em
cultura, uma segunda e terceira coleta foi realizada para confirma¢@o do diagnoéstico
micoldgico.

As leveduras foram identificadas de acordo com métodos propostos por
Kurtzman e Fell'> além do crescimento em CHROMagar Candida® (Probac do

Brasil, Sao Paulo).

Desenho do estudo e Analise estatistica

Foi conduzido um estudo descritivo, tipo série de casos, de carater
exploratorio, tendo as informacdes sido obtidas prospectivamente pelo
preenchimento de um formulario especifico para cada paciente incluido na pesquisa.
O formulario foi preenchido a partir de entrevista ao paciente, apds execugdo da
coleta micoldgica e algumas informagdes foram conseguidas por consulta aos
prontuéarios médicos.

Os dados foram digitados em dupla entrada no programa EPI-INFO 6.0 e, em
seguida, comparados para correcdo dos erros de digitacdo. A analise foi feita pela
identificacao das freqii€ncias das variaveis, utilizando tabelas para demonstracao dos

valores absolutos e suas proporgdes correlatas.
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RESULTADOS

Dos 100 pacientes com suspeita de micoses diversas e encaminhados para
exame micologico, 35 (35%) possuiam alteragdes ungueais compativeis com
onicomicose. Destes, 19 (54,28%) eram do sexo feminino e 16 (45,72%) do sexo
masculino. Sendo que 5 pacientes (14,5%), 2 homens ¢ 3 mulheres, apresentavam
lesdes em unhas dos pés e das maos. A média da idade foi de 40,7 anos, variando de
22 a 59 anos. Desta forma, das 40 amostras analisadas, 22 (55%) pertenciam ao sexo
feminino, 18 (45%) ao sexo masculino; 21 (52,5%) eram em unhas das maos ¢ 19
(47,50%) em unhas dos pés.

Todas as 40 amostras foram positivas para fungos em exame direto e/ou
cultura micolodgica.

Quanto aos fatores predisponentes, 42,85% dos pacientes possuiam micose
ndo-ungueal (66,7% tinea pedis), 14,28% onicomicose de recorréncia, 8,57%
possuiam historia de candidiase oral.

Os niveis de CD4 mais recentes eram conhecidos em todas as amostras € a
média foi de 495,9 células/pl (= 278,61), variando entre 16 ¢ 1158 células/ul.

Dos 35 pacientes, 51,42% estavam em tratamento com antiretroviral,
28,58% utilizavam algum tipo de antifiingico oral ou topico e 20% estavam em uso
de antiretroviral e antifungico.

Em relagdo ao tempo de inicio da lesdo ungueal, 16 (45, 71%) observaram o

aparecimento da onicomicose ha 6-12 meses (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes HIV-positivos acometidos por onicomicose segundo sexo,
localizacdo, fatores predisponentes, contagem de CD4+ e tempo de inicio da lesdo.

Variaveis Onicomicoses
N %
Casos
Suspeitos 40 100%
Confirmados 40 100%

Regido acometida

Maos 21 52,5%
Pés 19 47,5%
Sexo

Mulheres 19 54,28%
Homens 16 45,72%

Fator predisponente

Micose ndo-ungueal 15 42,85%
Candidiase oral 3 8,57%
Onicomicose recorrente 5 14,28%

Contagem CD4

<200 9 24,71%
251-350 2 5,71%
351-500 14 40%

>500 10 28,58%

Uso de medicac¢io

Antiretroviral 18 51,42%
Antifingico 10 28,58%
Antiretroviral e antifingico 7 20%

Inicio da lesdo ungueal

<1 més 1 2,86%
1-6 meses 8 22,86%
6-12 meses 16 45,71%
>12 meses 8 22,86%
Desconhecido 2 5,71%

Em relagdo aos aspectos clinicos das onicomicoses, das 40 amostras
ungueais, 21(52%) apresentavam OSDL, 15 (37%) possuiam OD, em 3 (8%) casos
foram observadas OSP, enquanto em 1 (3%) caso houve associagdo de OBS com

OSDL (Figura 1). Os halux e os polegares formam os principais dedos acometidos
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pelas onicomicoses. Foram observados 2 casos de melanoniquia associada a OSDL e

8 casos de paroniquia associada a OD.

Figura 1 — Aspectos clinicos das onicomicoses em pacientes HIV-positivos. A-
onicomicose subungueal distal e lateral, B-onicomicose distrofica, C-
onicomicose subungueal proximal, D-onicomicose superficial distal e lateral
associada a onicomicose branca superficial.

Nas laminas montadas com KOH, estruturas fingicas foram observadas
nas 40 amostras, entretanto houve crescimento fungico em 35 cultivos (87,50%).
Das 35 culturas positivas, leveduras foram isoladas em 21 (52,50%), sendo que em 2
amostras observou-se infec¢do por duas espécies distintas de Candida, FFND em 7
(17,50%), dermatofitos em 4 (10%) e infecgdes mistas (leveduras + bactérias) em 3

(7,50%).

Dos 21 casos de OSDL, 13 (61,90%) foram em unhas dos pés, 14 (66,66%)

em amostras ungueais femininas e 52,38% causadas por leveduras. Para as OD, dos
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15 casos, 12 (80%) foram em unhas das maos, 8 (53,3%) em amostras ungueais

femininas e 10 (66,6%) causadas por leveduras.

A tabela 2 demonstra a correlagdo dos grupos fingicos isolados em relagéo
ao sexo dos pacientes, localizacdo e aspectos clinicos das onicomicoses em HIV-

positivos.

Dos 5 pacientes que apresentaram simultaneamente lesdo em unhas das maos
e dos pés, 4 possuiam os mesmos agentes em ambas regioes e 1 apresentou levedura
em unhas das maos e FFND em unhas dos pés.

Das 23 espécies de leveduras puras isoladas, 11 (48%) foram identificadas
como C. albicans, 6 (26%) C. parapsilosis, 2 (8,5%) C. tropicalis, 2 (8,5%) C.
glabrata, 1 (4,3%) C. guilliermondii e 1 (4,3%) C. famata.

Dentre as 7 culturas positivas para FFND, foram identificadas as espécies
Scytalidium hyalinum (1 caso), Sytalidium dimidiatum (1 caso), Phialophora reptans
(1 caso) Aspergillus niger (1 caso), Cylindrocarpon destructans (1 caso) e Fusarium
solani (2 caso).

Dos 4 dermatofitos isolados em cultura, 3 foram Trichophyton rubrum e 1
Trichophyton mentagrophytes.

Foram observados 3 casos de associacdo de Candida albicans com
Pseudomonas aeruginosa, 1 em OD e 2 em OSDL associada a melanoniquia.

O apanhado dos casos de onicomicose com 0s respectivos sexos, idade,
contagem de CD4, regido anatdmica, aspectos clinicos da lesao e espécies isoladas

pode ser resumido no quadro 3.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos microrganismos isolados segundo sexo dos pacientes, localizacdo e
aspectos clinicos das onicomicoses em HIV-positivos.

Cultura Micolégica n % Maos Pés Aspectos clinicos
M F M F OSDL OD OSP 0SDL/OBS

LEVEDURAS 21 | 52.50% 5 9 4 3 11 10 O 0
FFND 7 | 17.50% 3 0 0 4 1 1
DERMATOFITOS 4 | 10% 1 0 3 0 0 2 0
BACTERIAS + LEVEDURAS 3 7.50% 0 2 1 0 0 0
Negativo 5 12.5% 1 0 0 4 2 0 0
AMOSTRAS TOTAIS 40 | 100% 10 11 8 11 21 15 3 1

Dos 5 pacientes que apresentaram simultaneamente lesdo em unhas das méos
e dos pés, 4 possuiam os mesmos agentes em ambas regioes e 1 apresentou levedura
em unhas das maos e FFND em unhas dos pés.

Das 23 espécies de leveduras puras isoladas, 11 (48%) eram C. albicans, 6
(26%) C. parapsilosis, 2 (8,5%) C. tropicalis, 2 (8,5%) C. glabrata, 1 (4,3%) C.
guilliermondii e 1 (4,3%) C. famata.

Dentre as 7 culturas positivas para FFND, observamos Scytalidium
hyalinum (1 caso), Sytalidium dimidiatum (1 caso), Phialophora reptans (1 caso)
Aspergillus niger (1 caso), Cylindrocarpon destructans (1 caso) e Fusarium solani
(2 caso).

Dos 4 dermatofitos isolados em cultura, 3 foram 7richophyton rubrum e 1
Trichophyton mentagrophytes.

Observamos 3 casos de associagcdo de Candida albicans com Pseudomonas
aeruginosa, 1 em OD e 2 em OSDL associada a melanoniquia.

O apanhado dos casos de onicomicose com 0s respectivos sexos, idade,
contagem de CD4, regido anatomica, aspectos clinicos da lesdo e espécies isoladas

pode ser resumido no quadro 2.
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Quadro 2 — Apanhado dos casos de onicomicose com os respectivos sexos, idade, contagem de
CD4, regido anatdmica, aspectos clinicos da lesdo e espécies isoladas.

Sexo Idade CD4 Regido anatdmica Aspecto Etiologia
1 M 54 753 MAOS oD Aspegillus niger
2 M 25 387 PES OSDL C. albicans +P. aeruginosa
3 F 41 88 MAOS e PES 0D (ambas) C. albicans+C.tropicalis e NEG
4 F 41 84 MAOS OSDL C. albicans+P. aeruginosa
5 F 27 483 PES OSDL Scytalidium hyalinum
6 F 48 442 PES 0SDL Scytalidium dimidiatum
71 M 51 697 PES oD C. parapsilosis
8 F 49 19 PES OSDL NEG
9 F 46 686 PES OSDL NEG
10 F 34 644 MAOS oD C. glabrata
11 M 29 445 PES OSDL C. guilliermondi
12 F 51 1158 MAOS OSDL C. albicans
13 F 36 382 MAOS 0D C. albicans
14 M 45 16 PES OSDL/OBS Fusarium solani
15 M 31 764 MAOS 0SDL C. famata
16 M 22 16 MAOS e PES OSP (ambas) Trichophyton rubrum (ambas)
17 F 29 400 PES OSDL C. albicans
18 F 55 614 MAOS oD C. albicans+P. aeruginosa
19| M 53 461 MAOS oD C. albicans
20 F 49 44 MAOS OSDL C. albicans
21 M 46 725 MAOS oD Phialophora reptans
22 M 55 453 MAOS e PES OSDL (ambas) C. parapsilosis (ambas)
23 M 34 394 MAOS oD C.albicans + C. tropicalis
24 M 40 347 MAOS 0D C. albicans
25 F 40 607 MAOS e PES OSDL e OSP C. parapsilosis e Cylindrocarpon destructans
26 F 59 931 PES OSDL C. glabrata
27 M 43 458 PES OSDL Trichophyton rubrum
28 M 39 275 PES OSDL Trichophyton mentagrophytes
29 F 40 585 MAOS e PES OSDL (ambas) C. parapsilosis (ambas)
30| F 29 165 PES 0D NEG
31 M 32 36 MAOS OSDL NEG
32 F 36 109 PES OSDL Fusarium solani
33 F 33 314 MAOS 0D C. albicans
34| M 49 454 MAOS 0D C. albicans
35 F 34 470 MAOS oD C. albicans
DISCUSSAO

Recentemente, houve um aumento no interesse das onicomicoses em

pacientes infectados pelo HIV. Entretanto, existem poucos estudos realizados no
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mundo, inclusive no Brasil, pais com caracteristicas geograficas e climaticas que
podem provocar alteragdes na epidemiologia e etiologia das onicomicoses.

A literatura relata que a prevaléncia de onicomicose em portadores de HIV
varia entre 15-40% '®'7 Estudo comparando onicomicoses em HIV-positivos do
Canada e Brasil demonstrou prevaléncia de 24% (96/400) e 20% (20/100),
respectivamente’. Da mesma forma, Surjushe et al.® em estudo realizado na India,
relatou prevaléncia de 24% (60/250). A prevaléncia em nosso estudo foi 35%
(35/100), o que cocorda com os estudos acima.

No presente estudo, a idade média dos pacientes afetados foi de 40,7 anos.
Este resultado ¢ similar aos estudos de Cribier et al.”® (idade média de 36,5 + 8,0
anos) e Salim, Runco’, onde o maior nimero de casos pertenceu ao grupo entre 31 e
40 anos. A observacdo destas patologias em individuos adultos provavelmente esta
relacionado com o aumento da exposi¢ao ocupacional ao traumatismo e aos fungos
patogénicos com a idade.

Em nosso estudo, 19 pacientes eram do sexo feminino ¢ 16 do sexo
masculino. Foi observada predominidncia de envolvimento feminino, dado em
desacordo com estudos de Surjushe et al.® (sexo propor¢do h/m de 2:1) e Ravnborg
et al."® (sexo propor¢do h/m 2:1). Este fato nio se deve ao tamanho da amostragem,
pois Herranz et al." observou mais casos de onicomicoses em homens em estudo de
21 pacientes (sexo propor¢do 9.5:1). Um dos fatores que pode facilitar o
envolvimento ungueal, favorecendo a invasdo por fungos em mulheres, ¢ o contato
constante com agua em servigos domésticos, ocupagdes que sdo mais propensas a
traumas ungueais” .

Dos pacientes com onicomicoses do presente estudo, 37,14% possuiam

associacdo de onicomicose com algum tipo de micose ndo-ungueal, principalmente

LIMA, KM. .




Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a
susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

tinea pedis. Dos 21 pacientes HIV-positivos e onicomicose estudados por Herranz et
al."’, 7 possuiam micose ndo-ungueal, a maioria tinea pedis (5/21).

Dos 22 doentes estudados por Ravnborg et al.'®

, 21 apresentavam
envolvimento em unhas dos pés ¢ 19 em unhas das maos. Em estudos de Cribier et
al.'’ com 47 pacientes, 42 possuiam onicomicose em unhas dos pés, 3 em unhas das
maos ¢ 2 em unhas das maos ¢ dos pés. Em nosso estudo, em 35 pacientes, 16
possuiam lesdo em unhas das maos, 14 em unhas dos pés ¢ 5 possuiam onicomicose
em ambas regides. Assim, as unhas das maos foram mais comumente afetadas. Este
achado discorda de varios estudos realizados anteriormente. O envolvimento
predominante da unha da mao pode ser devido a uma maior sensibilidade da unha ao
trauma por trabalhos manuais com posterior invasao pelo fungo.

Foi observada uma distribuicdo heterogénea quanto a presenga de
onicomicose ¢ sua relacdo com a contagem de células CD4, sendo o maior nimero
de pacientes observados no intervalo de 351-500 células/ul. Segundo Michelim et
al.!, as doencas dermatoldgicas sdo prevalentes entre os pacientes infectados pelo
HIV, sendo que a freqiiéncia ¢ o nimero dessas manifestagdes correlacionam-se
com o status imunologico ¢ com a progressao da doenga. Entretanto, os dados
observados no presente estudo concordam com pesquisas que revelam a existéncia
de correlagdo negativa entre contagem de linfocitos CD4 e doengas
dermatologicas®" 2.

Neste contexto, Gupta et al.” observaram que a maior prevaléncia de doengas
ungueais era em portadores do HIV com contagem de CD4 aproximadamente de

370, historia de onicomicose na familia, tinea pedis e caminhadas descal¢o em volta

da piscina.
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No grupo de pacientes analisados foi observada predominancia de OSDL,

119

seguido pela OD. Estes dados concordam com Herranz et al.”’ ¢ Gupta et al.® que

observaram a OSDL como aspecto predominante, e discordam com estudos
anteriores em que OSP constituiu mais freqiiente aspecto clinico'" .

As formas clinicas apresentaram variagdo no inicio dos sintomas, nao
necessitando de maior tempo para producgdo de onicomicose distrofica.

No estudo conduzido por Surjushe et al.® na India, das 32 culturas positivas,
dermatofitos foram isolados em 21,66%, leveduras em 20% e FFND em 11,66%.
Salim, Runco’ observaram em 68 cultivos, crescimento de leveduras em 57,3%,
dermatofitos em 25,6% e FFND em 17,1%. Em nosso estudo, das 35 culturas
positivas, leveduras foram isoladas em 52,50%, FFND em 17,50%, dermato6fitos em
10% e infec¢des mistas (leveduras + bactérias) em 7,50% amostras. Variagdes da
etiologia podem ser devidas a distintos grupos geograficos estudados e respectivas
diferengas climaticas, tipo de coleta de amostra realizada, amostragens com
variacoes de outros parametros (idade, habitos de vida e sexo). Estes fatores podem
gerar resultados divergentes sobre a amplitude de espécies envolvidas na etiologia
das onicomicoses™.

Entre as leveduras, a Candida albicans foi a espécie mais isolada seguida
pela C. parapsilosis, acometendo principalmente as unhas das maos e causando
OSDL e OD. A predominancia de onicomicoses causadas por espécies de leveduras
pode esta relacionada as constantes exposi¢des a umidade. Além disso, em dois
casos, observamos duas espécies distintas de Candida como agente de onicomicose.

Nos pacientes positivos para onicomicoses causadas por FFND, Fusarium

solani, foi isolado em 2 casos, ambos em unhas dos pés e com aspecto clinico de

OSDL, sendo que 1 deles apresentou associagdo com OBS. A associacdo de dois
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aspectos de onicomicose em um mesmo paciente também foi observado por Gupta
et al’. O isolamento do Fusarium solani em unhas dos primeiros pododactilos
concordam com estudos realizados por Baran, Tosti, Piraccini®’. De forma similar,
Godoy et al.”® relataram oito casos de onicomicoses por Fusarium solani e Fusarium
oxysporum, esses achados foram confirmados por cortes histologicos.

No presente estudo ndo foi detectada onicomicose por fungos filamentosos
associada a doenga sistémica, mas existem varios relatos na literatura em que o
paciente com AIDS foi a 6bito devido a infecgdo sistémica por Fusarium que
provavelmente originou-se de unha infectada. Com o aumento da freqiiéncia de
onicomicose por Fusarium & necessaria uma aten¢do redobrada no diagnostico
laboratorial, devido ao potencial invasivo deste fungo >,

Foram detectadas também espécies do género Scytalidium em unhas dos pés
de dois pacientes. Embora, Lacaz et al.?’ tenham observado onicomicose OD
causada por S. dimidiatum em dois pacientes HIV-positivo, os dois casos de espécies
de Scytalidium observados nesse estudo possuiam aspecto de OSDL.

Espécies de Scytalidium e de Fusarium possuem capacidade de metabolizar
queratina das unhas, no entanto com intensidade menor que os dermatoéfitos. Do
ponto de vista clinico, Maraki, Tselentis™ consideram como fungo agente de
onicomicose aquele que, uma vez removido do organismo com terapia antifungica,
permite a cura clinica da unha. No presente estudo, ndo foi possivel acompanhar a
terapéutica das onicomicoses, pois o tratamento requer periodo minimo de trés a seis

mesesw

, € nem todos os pacientes t&ém a medicagdo especifica disponivel.
Além do Fusarium e Scytalidium, observamos onicomicose por Aspergillus

niger (1 caso), Phialophora reptans (1 caso) e Cylindrocarpon destructans (1 caso).
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Aspergillus e Phialophora causaram OD; enquanto o Cylindrocarpum causou OSP,
forma clinica ainda ndo relatada para FFND.

Nos casos em que foram isolados dermatofitos, Trichophyton rubrum foi
isolado em 3 amostras com aspecto de OBS, sendo 2 provenientes do mesmo
paciente (unhas dos pés e das maos); Trichophyton mentagrophytes foi isolado em 1
amostra com aspecto de OSDL. Dois destes pacientes eram portadores de tinea
pedis, o que pode explicar a dermatofitose ungueal, e 1 paciente possuia
dermatofitose disseminada por 7. rubrum. Vérios autores demonstraram que
dermatofitos podem causar lesdes disseminadas na pele de pacientes com
imunodepressdo, estas lesdes se apresentam de forma atipica e agressiva em
pacientes imunodeprimidos, dificultando o tratamento®*.

Nao foi possivel isolar o fungo em 5 cultivos. Em todos os casos os pacientes
utilizaram tratamento com antifingico para candidiase oral ou onicomicose de
recorréncia.

Das 40 amostras estudadas, 7,5% apresentaram exame direto positivo para
numerosas cé¢lulas de leveduras e bactérias Gram-negativas, dois casos em unhas das
maos. Entretanto, houve acentuado crescimento de coldnias oxidase-positiva,
identificadas como Pseudomonas aeruginosa, e crescimento reduzido de leveduras
identificadas como Candida albicans, apenas por meio cromogénico. A presenca de
bactérias resistentes ao cloranfenicol adicionado ao dgar Sabouraud, ndo permitiu
que as espécies do género Candida demonstrassem suas caracteristicas fenotipicas
nos outros testes adicionais.

E importante salientar que em todos os casos de interagdo fungo-bactéria, o
paciente apresentava unhas escurecidas ¢ haviam passado por internamento em

enfermaria hospitalar. Alguns estudos tém demonstrado que a P. aeruginosa forma
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biofilme denso nos filamentos da C. albicans, provocando a morte do fungo,
evitando, desta forma, o crescimento no meio de cultura *°. Outros fatores de
viruléncia importantes em doencas causadas por Pseudomonas também estdo
envolvidos na inviabilidade de estruturas somaticas da C. albicans *'. Em nenhum
estudo anteriormente descrito relatou-se caso de infeccdo mista por fungos e
bactérias em unhas de HIV-positivos.

Onicomicoses em pacientes infectados pelo HIV demostra muita diversidade,
em comparagdo com pacientes HIV-negativos. Nao apenas pelas diferencas na
clinica, mas também agentes etiologicos. Isto pode ser devido a imunossupressdo
nos doentes infectados com HIV, o que predispde esta populagdo a infecgdes pouco
frequentes.

O presente estudo demonstrou que leveduras, FFND e infec¢des mistas
foram causas comuns de onicomicose, sendo estes agentes responsaveis por
variacoes nos aspectos clinicos das lesdes. Apesar de todas as suspeitas de
onicomicose terem sido confirmadas em exame direto e/ou cultura micologica,
observamos que os diversos agentes podem provocar diferentes aspectos clinicos.
Desta forma, apenas o exame micoldgico possibilita o direcionamento do

tratamento.
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CONCLUSOES

A espécie Candida albicans foi o principal agente de onicomicose na
populacdo estudada, sendo identificada principalemente nas formas clinicas:
superficial distal e lateral e distrofica. Alguns pacientes apresentaram infecgdo
por duas espécies distintas de Candida, ¢ em um deles foi observada co-

resisténcia a azolicos.

Fungos filamentosos ndo-dermatofitos foram mais observados que os
dermatofitos. Algumas espécies de FFND raramente encontradas como agente
de micose foram observadas neste estudo, Phialophora reptans e

Cylindrocarpum aquaspersum.

A infeccdo mista de Candida albicans com Pseudomonas aeruginosa
possibilitou o desenvolvimento atenuado das colonias de leveduras em meio

Sabourand com cloranfenicol.

Os halux e os polegares foram os principais dedos acometidos por

onicomicose.

A onicomicose subungueal proximal foi observada em poucos casos. A forma
clinica predominante nas unhas dos pés foi a onicomicose subungueal distal e
lateral, e nas unhas das maos a onicomicose distrofica. Sendo que os agentes
apresentaram variagdes quanto aos aspectos clinicos observados. Observamos

associacdo de dois tipos de onicomicose em um Unico paciente.

Os pacientes com lesdes ungueais apresentaram niveis de CD4 no intervalo de

16 a 1158 células/pl, com deteccdo de maior prevaléncia entre 351 a 500
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células/ul. Nao foi detectada diferenga estatistica da presenga de onicomicose

com a diminuicdo da contagem de CD4.

Houve predominancia de onicomicose no sexo feminino. A idade média dos
pacientes afetados foi de 40,7 anos. O tempo médio entre o aparecimento dos
sintomas e o diagnodstico micologico foi de 6 a 12 meses. Micoses ndo-ungueais

representaram importante fator predisponente ao desenvolvimento da infecgao.

Muitos pacientes informaram ja haver utilizado antifungico sistémico ou
topico para tratamento de onicomicose ou de outras dermatoses, sendo que todos
apresentaram recorréncia da lesdo. Mesmo pacientes em uso de antiretroviral ou

que fizeram uso de antifiingicos foram acometidos por onicomicose.

Percentual importante de espécies de Candida foi resistente a fluconazol e
itraconazol, sendo que as espécies nao-albicans se mostraram menos
susceptiveis aos azodlicos. Dos antifungicos testados, as leveduras isoladas
apresentaram menor susceptibilidade ao fluconazol, o que poderia ser explicado

pelo uso prévio desta medicagao.

Apesar de todas as suspeitas de onicomicose terem sido confirmadas em
exame direto e/ou cultura micologica, observamos que os diversos agentes
podem provocar diferentes aspectos clinicos. Desta forma, apenas o exame

micologico possibilita o direcionamento do tratamento.
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9.2 Formulario do paciente

INSTRUMENTO DA PESQUISA: Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em
pacientes HIV - positivos, com referéncia a susceptibilidade da Candida spp a antifliingicos.

FORMULARIO PARA COLETA MICOLOGICA
1. DADOS DO PACIENTE

Nome: Procedéncia: a) Rural b)Urbana
Idade: Sexo: a)M b) F
Profissdo: Telefone p/contato:

2. HISTORICO DA DOENGA BASE
Tempo da doenga:

CD4/CDS:

Uso de HAART: a) sim b)ndo
Patologias relacionadas:

3. CARACTERISTICAS DAS LESOES UNGUEAIS

Localizagdo: a)maos b)pés c)Jambas Quant. Unhas afetadas:
Inicio onicopatia:

Caracteristicas:

a) OSDL

b) OBS

c) OSP

d) ODT

e) ODP

Cor: 0 Amarelada 0 Esbranquicada 0 Escurecida 0 Esverdeada ONegra
Dermatofitoma: a) sim b) nado Paroniquia: a) sim b) ndo

Fatores predisponentes: 0 esportista 0 infecgGes micdticas ndo-ungueais maos

0 infecgBes micédticas ndo-ungueais pés 0 trabalho de jardinagem 0 familiares ¢/
micoses superficiais 0 animais de estimag¢do 0 outros (qual? )

4. USO DE ANTIFUNGICOS
Sistémico: a)sim b) ndo Toépico: a)sim b)ndo
Tempo de uso do antifungico:

Tipos de antiftingicos utilizados:

5. PESQUISA MICOLOGICA:
Exame direto:

Cultura:
Microcultivo:

Sensibilidade a antifungicos:

6. OBSERVAGOES
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9.3 Instrucées aos autores da Revista Iberoamericana de Micologia
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9.3 Instrucdes aos autores da Revista de Patologia Tropical

REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

Normas para publicacdo

e A Revista de Patologia Tropical se propde a difundir o conhecimento no campo das
doengas transmissiveis, seus agentes e vetores nos seres vivos e suas
conseqiiéncias na saude publica. Para tal, aceita originais de artigos, revisoes,
resenhas, comunicacgdes, relatos de casos, tanto na area humana como animal,
sobre temas de interesse da Patologia Tropical e Saide Publica, em portugués,
espanhol e inglés.

e 0 encaminhamento do manuscrito devera ser acompanhado de carta assinada por
todos os autores, reafirmando que o material ndo foi publicado nem esta sendo
submetido a outro periédico. As pesquisas que envolvam seres humanos ou
animais requerem uma prévia aprovacio do Comité de Etica correspondente.

e Ostrabalhos sdo submetidos aos consultores e s6 sdo publicados caso recebam
parecer favoravel. As opinides emitidas sdo de inteira responsabilidade do autor,
nao refletindo a opinido do Conselho Editorial.

e Ostextos devem ser apresentados em disquete (programa Microsoft Word 8.0 ou
conversiveis, assim como tabelas, legendas e equa¢des no menu do programa) e
em duas cdpias impressas, espago duplo, em uma sé face do papel.

e Osartigos devem apresentar, sempre que possivel, a seguinte estrutura:

titulo
autor(es)
endereco para correspondéncia
filiacdo cientifica (Departamento, Instituto, Faculdade, Universidade);
6rgao financiador (se houver)
resumo (com, no maximo, 200 palavras)
descritores (no minimo, trés)
introdugao
material e métodos
resultados
discussao
abstract e keywords
. agradecimentos
referéncias.

e Asreferéncias devem ser apresentadas em ordem alfabética, com entrada pelo
ultimo sobrenome do(s) autor(es). Quando houver mais de um trabalho do mesmo
autor citado, deve-se seguir a ordem cronoldgica das publicagdes.

e Exemplos de referéncias:

a. artigo: Wilson M, Bryan RT, Fried JA, Ware DA, Schantz PM, Pilcher ]B,
Tsang VCW. Clinical evaluation of the cysticercosis enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot in patients with neurocysticercosis. ] Infect Dis

164:1007-1009, 1991.
LIMA, KM. .
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b. tese: Spadeto AL. Eficacia do Benzonidazol no tratamento de criancas com
infeccdo cronica recente pelo Trypanosoma cruzi ap6s 6 anos
deseguimento: Ensaio clinico aleatério, duplo-cego, placebo controlado.
Goiania [Tese de Mestrado em Medicina Tropical - IPTSP/UFG], 1999.

c. livro: Smith PG, Morrow RH. Ensayos de Campo de Intervenciones en Salud
en Paises en Desarrollo: Una Caja de Herramientas. OPAS. Washington,
1998.

As chamadas numéricas devem corresponder ao nimero estabelecido nas
referéncias bibliograficas. Notas de rodapé devem ser evitadas.

Das comunicag¢des cientificas ndo se exige a estrutura comum aos artigos.

As ilustra¢des devem apresentar a qualidade necessaria para permitir uma boa
reproducio grafica, trazendo no verso o nome do autor, o nimero e a legenda
respectiva. Devem estar designadas como figura (Figura 1, Figura 2 ...) no texto. As
tabelas devem ser executadas no mesmo programa usado na elaboracdo do texto.
Em caso de inserc¢do de fotografias coloridas, as despesas decorrentes do processo
de separacdo de cores caberdo aos autores do trabalho.

Os autores terdo direito a cinco separatas de seus trabalhos. Maior nimero podera
ser solicitado as expensas dos autores, através de contato com o Editor.

Os trabalhos deverao ser enviados para:

Revista de Patologia Tropical
Caixa Postal 131
74001-970 - Goiania - Goias - Brasil
ou pelo E-mail: revista@iptsp.ufg.br

LIMA, KM. .
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9.4 Instrucdes aos autores do Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial

2 u= INSTRUGCOES AOS AUTORES

iPATOLOGIA . ...

e Direitos autorais
ISSN 1676-2444 versdo impressa e Etica
ISSN 1678-4774 versdo online e Como preparar um trabalho antes de envid-
lo aos Editores
e Endereco para envio dos originais

TR |

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial,
continuagdo do Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade
bimestral (fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro),
destina-se a publicagdo de trabalhos cientificos que contribuam
para a divulgagdo do conhecimento e para o desenvolvimento da
area de Medicina Laboratorial (Patologia Clinica, Patologia,
Citopatologia) e aceita artigos escritos em portugués, inglés ou
espanhol, das seguintes categorias: artigos originais, relatos de
casos, comunicagdes breves, cartas aos editores e resenhas.
Profissionais de competéncia reconhecida serdo convidados pelo
Conselho Editorial a escrever artigos de revisdo e de atualizagdo.

Analise dos trabalhos

O manuscrito recebido para publicagao sera enviado para um ou
mais avaliadores, pares cientificos, de renome e conhecimento
especifico que contemple o assunto abordado no artigo. Apds
resposta do avaliador, o Editor do JBPML entrara em contato com
os autores comunicando a eventual rejeicdo ou os passos a serem
tomados para a publica¢do definitiva do manuscrito.

Direitos autorais

Solicita-se aos autores enviar, junto com a carta aos Editores, um
termo de responsabilidade. Desta forma, os trabalhos, quando
submetidos a publica¢do, deverdo ser acompanhados de
documento de transferéncia de direitos autorais, contendo a
assinatura de cada um dos autores, cujo modelo é apresentado a
seguir:

“Eu/N0s..., autores do trabalho intitulado..., o qual

LIMA, KM. .
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submeto(emos) a aprecia¢do do Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, concordo(amos) que os direitos autorais a
ele referentes se tornardo propriedade exclusiva da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial, vedada
qgualquer reprodugao total ou parcial, em qualquer outra parte ou
meio de divulga¢do impresso sem que a prévia e necessdria
autorizacgdo seja solicitada e obtida.

Declaro(amos) também que o artigo é original em sua forma e
conteldo, ndo tendo sido publicado em outro periédico
cientifico, completo ou em parte, e certifico(amos) que nao se
encontra sob andlise em qualquer outro veiculo de comunicagao
cientifica.

Atesto(amos) que o(s) autor(es) participou(aram) efetivamente
da concepgdo e realizagdo do artigo em questdo e dos
experimentos que resultaram nessa comunicacao.

De igual forma, declaro(amos) estar comprometido(s) com a
andlise dos dados e com a redagdo do manuscrito.

De forma inequivoca, ndo tenho(mos) nenhum conflito de
interesse com o tema abordado nem com os produtos citados.

Data:.. Assinatura:..”

Estudos realizados com seres humanos, incluindo-se érgdos e/ou
tecidos isoladamente, bem como prontudrios clinicos ou
resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo com a
Resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(http://www.bioetica.ufrgs.br/res19696.htm). O trabalho a ser
publicado deverd ser acompanhado de consentimento, por
escrito, do paciente e de copia da aprovagao (certificado) do
Comité de Etica da Instituicdo onde foi realizada a pesquisa, em
consonancia com a Declaragdo de Helsinki, 1989
(http://www.bioetica.ufrgs.br/helsin4.htm).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser
respeitados os principios éticos de experimentag¢do animal do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)
(http://www.cobea.org.br/etica.htm#10) e as normas
estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life
Sciences, National Research Council, Washington, D.C., 1996)
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(http://oacu.od.nih.gov/regs/guide/guidex.htm).

E essencial que as drogas e substancias quimicas usadas sejam
identificadas com precisdo. Ndo devem ser utilizados nomes ou
iniciais do paciente no material ilustrativo, assim como é vetado
informar nomes comerciais, de empresas e/ou registros de
hospitais.

Como preparar um trabalho antes de envia-lo aos Editores

Deverdo ser enviadas trés copias impressas dos trabalhos, bem
como uma cépia em disquete 3 1/2, contendo o arquivo do texto
em Word for Windows 6.0 ou posterior. As ilustra¢des e tabelas
devem ser preparadas em programa processador de graficos.

Devem constar na primeira pagina: 1) titulo do artigo: deve ser
conciso e completo, descrevendo o assunto a que se refere.
Palavras supérfluas devem ser omitidas. Apresentar a versao do
titulo para o inglés; 2) nome completo do(s) autor(es); 3)
titulacdo académica e indicagdo da instituicdo a que cada autor
esta filiado, acompanhada do respectivo endereco; 4) nome do
departamento e/ou instituicdo no qual o trabalho foi realizado; 5)
indicacdo do autor responsdvel pela correspondéncia; 6) se foi
subvencionado, indicar o nome da agéncia de fomento que
concedeu o auxilio; 7) se foi baseado em tese, indicar titulo, ano e
instituicdo onde foi apresentada; 8) se foi apresentado em
reunido cientifica, indicar nome, local e data de realiza¢do do
evento.

Resumos e unitermos

Devem constar na segunda pdagina dois resumos: um em
portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos
devem identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes
do trabalho (maximo de 150 palavras para resumos nao-
estruturados e de 250 para resumos estruturados). Os resumos
estruturados, a serem apresentados pelos artigos originais e de
revisdo, devem incluir as informag¢des do contetdo dos artigos,
com a indica¢do dos cabecalhos, que constituem a divisdo formal
do artigo. Os unitermos, palavras que representam o assunto
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tratado no trabalho, devem ser em numero de trés a seis,
fornecidos pelo autor, utilizando-se o vocabuldrio controlado
Decs — Descritores em Ciéncias da Saude (Bireme), acrescidos de
outros termos, quando necessario. Devem ser apresentados em
portugués e inglés.

O endereco para correspondéncia do autor responsavel deve vir
no final do artigo.

Agradecimentos

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou as
instituicdes que contribuiram substancialmente para a
elaboragdo do trabalho. Virdo antes das referéncias bibliograficas.

Estrutura do texto
Artigos originais

Sdo contribuigdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa
original inédita que possam ser replicados ou generalizados. Os
artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir o esquema de apresentagdo do texto para esse tipo
de artigo: Introducgdo, Objetivos, Material e método, Resultados,
Discussdo e ConclusGes. O uso de subtitulos é recomendado
particularmente na Discussdo do artigo. Implicagdes clinicas e
limitagOes do estudo devem ser apontadas. Sugere-se o
detalhamento do tépico Material e método. Para esses artigos
exige-se a apresentacgdo de um resumo estruturado em
portugués e inglés, com cabecgalhos obedecendo a apresentagao
formal do artigo: Introdugdo (Background), Objetivos
(Objectives), Material e método (Material and method),
Resultados (Results), Discussdo (Discussion) e Conclusdes
(Conclusions). O Abstract (resumo em inglés) deve ser precedido
pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto.

ComunicagOes breves

Sdo relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos
preliminares com achados sugestivos que garantam uma
investigacdo mais definitiva; 2) estudos de replicagdo; e 3)
estudos negativos de tdpicos importantes. Esses artigos devem
ter até 1.500 palavras, incluir resumo nado-estruturado e, no
maximo, uma tabela ou figura, além das referéncias
bibliograficas. Artigos de revisao e atualiza¢do Artigos de revisao
e/ou atualizagcdo apenas serdo publicados por convite especifico
dos editores. Avaliagdo critica sistematizada da literatura sobre
determinado assunto, devendo conter conclusdes. Devem conter
até 5 mil palavras. A organizagao do texto do artigo, com exceg¢do
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de Introducdo, Discussdo e Conclusdo, fica a critério do autor.
Para esses artigos exige-se um resumo estruturado no idioma do
texto e outro em inglés. Uma lista extensa de referéncias
bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Relatos de casos

Sdo trabalhos de observagdes clinicas originais acompanhados de
andlise e discussdao. Devem conter até 1.500 palavras. A sua
estrutura deve apresentar, no minimo, os seguintes topicos:
Introducgdo, Relato(s) dos(s) caso(s), Discussdo.

Incluir um resumo ndo-estruturado no idioma do texto e em
inglés.

Cartas aos Editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na
revista ou a relatar pesquisas originais ou achados cientificos
significativos. Cartas breves, com no maximo 500 palavras
(incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo
consideradas se estiver explicita a frase para publicagao.

A carta deve ser assinada por todos os seus autores.
Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo,
em ordem alfabética numerada. Devem seguir as normas da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — NBR-6023 (agosto
2000). Os titulos dos periddicos deverdo ser referidos na forma
abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a
norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados,
sem revisdo de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no
texto constam da lista de referéncias com datas exatas e nomes
de autores corretamente grafados. A exatiddo das referéncias
bibliograficas é de responsabilidade dos autores. Comunicagdes
pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser
citados, quando absolutamente necessarios, mas ndao devem ser
incluidos na lista de referéncias bibliograficas; apenas
mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista de
referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo, e se mais de
trés autores colaboraram numa publicagdo, deve ser listado o
primeiro seguido da expressado latina et al.

Exemplos:
e Artigos de periddicos (um so autor)
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COTRIM, F.L.S. Coleta de sangue para dosagem de triglicerideos. J
Bras Patol, v. 33, n. 4, p. 201-02, 1997.

¢ Artigos de periddicos (mais de trés autores)

ABREU, E.S. et al. Doencga de Hodgkin infanto-juvenil no estado do
Ceard e sua relagdo com o virus Epstein-Barr: parametros clinicos
e analise morfoldgica imuno-histoquimica e por hibridizacdo in
situ. J Bras Patol, v. 33, n. 4, p. 178-84, 1998.

¢ Artigo de periddico on-line

YAZLE, J.S.R. et al. Assisténcia hospitalar como indicador da
desigualdade social. Rev Saude Publ, Sdo Paulo, v. 31, n. 5, 1997.
Disponivel em: http://www.fsp.usp.br/rsp. Acesso em: 23 mar.
1998.

e Livros no todo (dois autores)
RINGSVEN, M.K.; BOND, D. Gerontology and leadership skills for
nurses. Albany, N.Y.: Delmar Publishers, 1996.

e Capitulos ou parte de livro editado por outro autor

SCIVOLETO, R. Sistema nervoso autonomo. In: ZANINI, A. C.; OGA,
S. Farmacologia aplicada. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1989. Cap. 9;
p.97-141.

¢ Parte de livro em meio eletronico
SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e
organizagdes ambientais em matéria de meio ambiente. In:

. Entendendo o meio ambiente. Sdo Paulo, 1999. v. 1.
Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.
Acesso em: 8 mar.1999.

¢ Evento em meio eletronico

SILVA, R. N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagdgicos do paradigma da
qualidade total da educacdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UFPE, 4., 1996, Recife. Anais eletrdnicos... Recife:
UFPe, 1996. Disponivel em:
http://www.propesq.ufpe.br/anais/educ/ce04.htm. Acesso em:
21jan.1997.

¢ Tese ou dissertacao

Oliveira, C.M. Isolamento e caracterizagao de estreptococos de
placa dental. Rio de Janeiro, 1974. Tese (doutoramento) —
Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

e CitagOes no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-
indice). Podem também ser acrescentados o nome do autor e o
ano. As referéncias com mais de um autor devem conter o
sobrenome do autor seguido da expressao et al., como, por
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exemplo, Higashi et all.
Tabelas e figuras

As tabelas deverdao sernumeradas consecutivamente com
algarismos arabicos e encabecadas por seu titulo, recomendando-
se a ndo-repeticdo dos mesmos dados em graficos. Na montagem
das tabelas, seguir as Normas de apresentagao tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas
pelo IBGE (1993). As ilustragdes (graficos, fotografias, desenhos,
etc.) deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos e citadas como figuras.

Devem ser suficientemente claras para permitir sua produgdo. Os
graficos deverdo vir preparados em programa processador de
graficos. Deverdo ser indicados os locais aproximados no texto
onde as ilustragdes serdo intercaladas como figuras.

Abreviagbes e nomes de medicamentos

As abreviagGes devem ser indicadas no texto no momento de sua
primeira utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos
e indicar a fonte de componentes ndo-disponiveis para
prescrigao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser
expressas no sistema métrico decimal e, quando o autor assim o
desejar, também no System International (SI) entre parénteses.

Enderecgo para envio dos originais

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
R. Dois de Dezembro, 78/salas 909 e 910 — Catete

CEP 22220-040 — Rio de Janeiro-RJ — Brasil

Tel.: (21) 3077-1400 ou 3077-1408

E-mail: jopml@sbpc.org.br

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

© 2007 SBPC/ML, SBP, SBC Rua Dois de Dezembro, 78/909 Catete

22220-040 Rio de Janeiro RJ Brasil

Tel.: +55 21 3077-1400 / 3077-1408
Fax. +55 21 2205-3386

LIMA, KM. .



o0
(a0}
—

Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a

susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.

9.5 Instrucdes aos autores dos Anais Brasileiros de Dermatologia
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Aspectos clinicos e laboratoriais das onicomicoses em pacientes HIV-positivos, com referéncia a

susceptibilidade da Candida spp a antiflingicos.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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