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RESUMO

Introducdo: A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, caracterizada por lesdes na pele e nervos periféricos. O tratamento é
realizado com esquema de poliquimioterapia, incluindo rifampicina, clofazimina e dapsona.
Corticosteroides também s&o utilizados para tratar a neuropatia e as rea¢es hansénicas. O uso
de antibidticos e corticosteroides, em combinacdo com a presenca de lesbes na pele,
predispdem os pacientes com hanseniase a diversas infec¢des oportunistas, como as micoses
superficiais. Essas micoses tém prevaléncia estimada em 20 a 25% da populagdo mundial e os
tipos mais comuns sdo onicomicose e tinea pedis. O tratamento é realizado com antifingicos
topicos e/ou sistémicos; no entanto, pode ser ineficiente devido ao crescente problema de
resisténcia antifungica, entre outros fatores.

Objetivo: Determinar a prevaléncia das espécies fangicas causadoras de onicomicose e tinea
pedis em pacientes com hanseniase e avaliar sua suscetibilidade antifingica in vitro.

Meétodos: Estudo transversal que incluiu 95 pacientes com hanseniase e 91 pacientes sem
hanseniase (grupo controle), com lesbes caracteristicas de onicomicose e tinea pedis.
Raspados de pele e cortes das unhas foram analisados através de exame micoldgico direto e
cultura. Se o paciente apresentava mais de um local de lesdo, cada amostra foi coletada e
analisada separadamente. Os materiais foram cultivados em &gar Sabouraud dextrose e 0s
isolados fangicos foram identificados através do sequenciamento da regido ITS (internal
transcribed spacer) do rDNA. Os testes de suscetibilidade antifungica in vitro foram
realizados com os protocolos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). As
comparagOes das proporcoes foram feitas com o teste qui-quadrado no software SPSS v.22
(IBM Corporation, Chicago, IL, USA).

Resultados: Ocorreu crescimento fingico em 48 amostras de 40 pacientes com hanseniase e
em 46 amostras de 43 pacientes do grupo controle. A maior parte das amostras foi de casos de
onicomicose, no entanto, pacientes com hanseniase apresentaram mais casos de tinea pedis
(p<0.05). Destes pacientes, 27 (67,5%) apresentavam forma clinica virchowiana e 20 (50%)
possuiam algum tipo de reagdo hansénica no momento da coleta. Em ambos os grupos, o
principal fungo identificado foi Trichophyton interdigitale, ndo sendo encontradas variagdes
na distribuicdo dos agentes etiologicos. A suscetibilidade antifingica ndo apresentou grandes

variagfes. Porém, para os isolados de T. interdigitale e o antifngico itraconazol, as



concentragOes inibitérias minimas (CIM) para os pacientes com hanseniase foram maiores
que para o grupo controle (p<0.05).

Conclusédo: Este foi o primeiro estudo a analisar prospectivamente casos de onicomicose e
tinea pedis na hanseniase. Esses pacientes sdo muito suscetiveis a micoses superficiais, o que
foi comprovado pelos resultados deste estudo, nos quais 26,3% dos pacientes com hanseniase
apresentavam ao menos um tipo de lesdo. Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas
marcantes na suscetibilidade antiflngica, a efetividade reduzida in vitro do itraconazol merece
destaque. Estudos posteriores, com um maior nimero de pacientes, além de correlacGes entre
a suscetibilidade antifungica in vitro e as respostas in vivo dos tratamentos, S&0 necessarios

para determinar a significancia clinica destes achados iniciais.

Palavras-chave: hanseniase; onicomicose; tinea pedis; suscetibilidade antifangica;

dermatofitos.



ABSTRACT

Background: Leprosy is a chronic infectious disease caused by the bacillus Mycobacterium
leprae, characterized by lesions in the skin and peripheral nerves. Treatment is performed
with a multidrug regimen, including rifampicin, clofazimine and dapsone. Corticosteroids are
also used to treat leprosy neuropathy and reactions. The use of antibiotics and corticosteroids,
in combination with the presence of skin lesions, predispose leprosy patients to various
opportunistic infections, such as superficial mycoses. These mycoses have an estimated
prevalence of 20 to 25% of the world population and the most common types are
onychomycosis and tinea pedis. Treatment is performed with topical and/or systemic
antifungal agents; however, it may be ineffective due to the growing problem of antifungal
resistance, among other factors.

Objective: To determine the prevalence of fungal species causing onychomycosis and tinea
pedis in leprosy patients and to assess their antifungal susceptibility in vitro.

Methods: Cross-sectional study including 95 leprosy patients and 91 non-leprosy patients
(control group) with characteristic lesions of onychomycosis and tinea pedis. Skin scrapes
and nail clippings were analyzed by direct mycological examination and culture. If the patient
had more than one lesion site, each sample was collected and analyzed separately. The
materials were cultivated in Sabouraud dextrose agar, and the fungal isolates were identified
by sequencing the ITS (internal transcribed spacer) region of rDNA. In vitro antifungal
susceptibility testing was performed using the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) protocols. Comparisons of proportions were made using the chi-square test using
SPSS v.22 software (IBM Corporation, Chicago, IL, USA).

Results: Fungal growth occurred in 48 samples from 40 leprosy patients and in 46 samples
from 43 control patients. Most samples were from cases of onychomycosis; however, leprosy
patients had more cases of tinea pedis (p<0.05). Of these patients, 27 (67.5%) presented the
lepromatous clinical form, and 20 (50%) had some type of leprosy reaction at the time of
collection. In both groups, the main fungus identified was Trichophyton interdigitale, without
variations in the distribution of etiological agents. Antifungal susceptibility did not vary
greatly. However, for the isolates of T. interdigitale and the antifungal itraconazole, the
minimum inhibitory concentrations (MIC) for leprosy patients were higher than for the
control group (p<0.05).

Conclusion: This was the first study to prospectively analyze cases of onychomycosis and

tinea pedis in leprosy. These patients are very susceptible to superficial mycoses, which was



confirmed by the results of this study, in which 26.3% of leprosy patients had at least one type
of lesion. Although no marked differences were found in antifungal susceptibility, the reduced
in vitro effectiveness of itraconazole is noteworthy. Further studies, with a larger number of
patients, in addition to correlations between in vitro antifungal susceptibility and in vivo

responses to treatments, are needed to determine the clinical significance of these initial

findings.

Keywords: leprosy; onychomycosis; tinea pedis; antifungal susceptibility; dermatophytes.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa cronica causada pelo bacilo da espécie
Mycobacterium leprae e ¢ caracterizada principalmente por lesdes na pele e nervos
periféricos. Ela faz parte do grupo de doengas tropicais negligenciadas, sendo um grande
problema de satde publica nas regides tropicais do planeta e estando diretamente associada
com a pobreza (1,2). A India e o Brasil sdo, nessa ordem, os paises que registram o maior
numero de casos de hanseniase no mundo (3). M. leprae ¢ um patéogeno intracelular
obrigatério que desencadeia um grande espectro de manifestacdes clinicas, que se
correlacionam com a resposta imune de cada individuo (2,4). A transmissdo ocorre
principalmente através de goticulas respiratorias contaminadas, entre uma pessoa nao-tratada
com alta carga bacilar e outra pessoa suscetivel ao bacilo (5). Estima-se que apenas de 5 a
12% dos individuos expostos ao M. leprae sdo efetivamente infectados (6).

O periodo de incubagdo da hanseniase ¢ longo, devido a multiplicagdo lenta de M.
leprae (7). As manifestagdes clinicas sdo muito diversas e existem varios sistemas de
classificagdo dos casos, para melhor manejo clinico e progndstico dos pacientes (8). Para fins
operacionais de tratamento, a Organizagdo Mundial da Saude recomenda a classificacdo da
hanseniase em paucibacilar (PB) e multibacilar (MB) (9), pois cada grupo recebe um tipo de
esquema terapéutico. No Brasil, além dessa classificacdo, também ¢ utilizada a de Madri, que
divide a hanseniase em quatro grupos principais: indeterminada, tuberculdide, dimorfa e
virchowiana (10,11).

O diagnodstico da hanseniase ¢ primariamente baseado em achados clinicos, nao
existindo um teste diagndstico absoluto para determinagdo de um caso, apenas testes
subsidiarios (12,13). Entre eles, o principal € a baciloscopia, realizada através de um
esfregaco obtido das lesdes da pele ou de areas frias do corpo, como o Iébulo da orelha e
cotovelos. Esse esfregaco € corado com a coloracdo de Ziehl-Neelsen ou Fite-Faraco para
evidenciar a presenca dos bacilos (14). O diagnostico precoce é essencial para evitar
deformidades fisicas e psicologicas permanentes, pois a hanseniase ainda apresenta um
grande estigma social (15,16). Desde 1981, a Organizacdo Mundial da Saude preconiza o
tratamento da hanseniase com uso de poliquimioterapia, a qual consiste na combinacdo de
rifampicina, clofazimina e dapsona (9,17). A implementacéo desse esquema de tratamento foi
essencial para reducdo mundial do numero de casos de hanseniase e melhora do progndstico

(17). Corticosteroides, principalmente a prednisona, também sdo amplamente utilizados para
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tratamento da inflamag&o associada a neuropatia hansénica e também das rea¢des hansénicas
(18).

O uso de antibidticos e corticosteroides sistémicos, associado a presenca de diversas
lesbes na pele, podem predispor 0s pacientes com hanseniase a diversas infeccdes
oportunistas (19-21). Entre elas, destacam-se as micoses superficiais, que séo infeccoes
fangicas caracterizadas por lesGes no epitélio queratinizado, nos foliculos pilosos ou nas
unhas (22). Elas podem ser causadas por fungos filamentosos dermatofitos, leveduras
(principalmente do género Candida) ou fungos filamentosos nao-dermatofitos (23). Os fungos
filamentosos dermato6fitos dos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton s&o
causadores das dermatofitoses, ou tineas, que sdo denominadas de acordo com o local do
corpo infectado, sendo a principal a tinea unguium (onicomicose) (24,25). Ja leveduras do
género Candida causam candidiase cutanea, mas também sdo patdégenos secundarios em casos
de onicomicose (23,26). Fungos filamentosos ndo-dermatéfitos sdo menos usuais, sendo 0s
principais géneros Aspergillus, Fusarium e Scopulariopsis (23,27). Apesar de os pacientes
com hanseniase serem possivelmente mais suscetiveis a micoses superficiais (28), existem
poucos relatos na literatura dessa associagdo, sendo necessaria uma maior compreensao
acerca das espécies fungicas responsaveis pelas micoses nesses pacientes.

Independentemente do tipo de micose, um problema crescente na micologia médica ¢
a resisténcia antifingica. Nenhuma classe nova de antifungicos foi disponibilizada nos
ultimos 20 anos, enquanto isolados resistentes de Candida spp., Aspergillus spp. e
Trichophyton spp. sdo identificados frequentemente (29-32). Para detec¢do de isolados
resistentes, é essencial a realizacdo de ensaios de suscetibilidade antifingica, os quais
permitem verificar a suscetibilidade/resisténcia in vitro de um isolado fangico para um
determinado antifingico (33). Dessa maneira, esta pesquisa objetivou avaliar a prevaléncia
das espécies fungicas causadoras de micoses superficiais em pacientes com hanseniase, além
de determinar sua suscetibilidade antifingica, se caracterizando como um estudo pioneiro

sobre essa doenca tropical negligenciada.

17



2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura esta focada nos aspectos relacionados a hanseniase, micoses
superficiais, testes de suscetibilidade antifingica e na relacdo da hanseniase com as micoses
superficiais. A estratégia de busca envolveu as bases de dados PubMed e Embase, sem limites
de data e idioma, englobando todos os estudos publicados até outubro de 2021. Os
termos/estratégias utilizados na busca e o numero de artigos encontrados, repetidos e
incluidos em cada secdo da revisdo da literatura estdo apresentados no Quadro 1. Além disso,
também foram incluidas algumas diretrizes e leis brasileiras, além de diretrizes da
Organizagdo Mundial da Saude, disponiveis em sites oficiais na internet, para tratar sobre a

tematica da hanseniase.

2.1 Hanseniase

2.1.1 Aspectos gerais

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa crénica granulomatosa causada pelo
Mycobacterium leprae, caracterizada principalmente por lesdes na pele e nervos periféricos
(1). Ela € conhecida desde os tempos biblicos e considerada uma das doencas mais antigas da
humanidade (3,34). A hanseniase faz parte do grupo de doencas tropicais negligenciadas,
sendo um grande problema de satde publica em muitos paises das regides tropicais do planeta
e estando diretamente associada a condicdes de pobreza (2).

M. leprae € um patdgeno intracelular obrigatorio que ocasiona um grande espectro de
manifestacBes clinicas, as quais se correlacionam com a resposta imune individual do
hospedeiro (2). Apesar de afetar principalmente pele e nervos periféricos, outros 6rgaos
podem estar envolvidos, como o figado, rins, glandulas adrenais, testiculos, olhos e
linfonodos. A hanseniase € entendida como um conjunto de duas doengas: a primeira € uma
infeccdo micobacteriana crbnica, que provoca diferentes respostas imunes celulares; e a
segunda € uma neuropatia periférica causada pela infeccdo e seus eventos imunolégicos, cujas
sequelas podem levar a graves deformidades fisicas e consequéncias sociais e psicologicas
(35).
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Quadro 1. Estratégia de busca de estudos para a revisao da literatura da pesquisa “Prevaléncia de espécies fungicas causadoras de micoses superficiais em
pacientes com hanseniase em um ambulatorio de referéncia de Porto Alegre”, Porto Alegre, 2021.

Secio Estratégias de busca/ Base de dados Artigos Artigos Artigos
¢ PubMed Embase encontrados repetidos incluidos
2.1 (leprosy|[Title]) OR (hansen disease[Title])) OR (hansen's ('leprosy':ti OR 'hansen disease':ti OR 'hansen s disease':ti) AND
. disease[Title]) 'review'/it PubMed: 1034 575 90
2.1.7 Filtros: Review; Systematic review; Meta-analysis Filtros (Publication Types): Review Embase: 879
("dermatomycoses”[Title] OR "fungal skin diseases"[Title] OR 'dermatomycoses':ti OR 'fungal skin diseases":ti OR
"dermatophyte infection"[Title] OR "Dermatomycosis”[Title] 'dermatophyte infection':ti OR 'dermatomycosis':ti OR 'tinea':ti
2.2 OR "tinea"[Title] OR "cutaneous candidiasis"[Title] OR OR 'cutaneous candidiasis’:ti OR 'onychomycosis":ti OR
. "onychomycosis”[Title] OR "dermatophytosis”[Title] OR 'dermatophytosis’:ti OR 'trichophyton':ti OR 'microsporum’:ti OR ~ PubMed: 971 £68 91
"Trichophyton"[Title] OR "Microsporum”[Title] OR 'epidermophyton':ti OR 'non-dermatophyte’:ti OR 'pityriasis':ti Embase: 887
2.2.6 "Epidermophyton”[Title] OR "non-dermatophyte"[Title] OR OR 'piedra':ti
"pityriasis”[Title] OR "piedra”[Title]) Filtros (Publication Types): Review
Filtros: Review; Systematic review; Meta-analysis
"antifungal susceptibility"[Title] QR "antifungal susceptibility 'antifungal susceptibility":ti OR 'antifungal susceptibility T T
2.3 ) ; testlng".[Tltle.] ) testing':ti AND 'review'/it ubhed: 44 32
Filtro: Review; Systematic review; Meta-analysis Filtro (Publication Types): Review Embase: 64
("antifungal susceptibility"[Title] OR "antifungal susceptibility
testing”[Title] OR "antifungal resistance"[Title]) AND (‘antifungal susceptibility':ti OR 'antifungal susceptibility
("dermatomycoses"[Title] OR "fungal skin diseases"[Title] OR  testing":ti OR 'antifungal resistance:ti) AND ('dermatomycoses":ti
23.1 “dermatophyte infection"[Title] OR "Dermatomycosis"[Title] OR 'fungal skin diseases":ti OR 'dermatophyte infection":ti OR PubMed: 594
e OR "tinea"[Title] OR "cutaneous candidiasis"[Title] OR 'dermatomycosis':ti OR 'tinea':ti OR 'cutaneous candidiasis':ti OR ubHe X 549 89
2.3.2 “onychomycosis”[Title] OR "dermatophytosis”[Title] OR ‘onychomycosis':ti OR 'dermatophytosis':ti OR 'trichophyton:ti ~ Embase: 759
“Trichophyton”[Title] OR "Microsporum”[Title] OR OR 'microsporum':ti OR 'epidermophyton':ti OR 'non-
"Epidermophyton”[Title] OR "non-dermatophyte”[Title] OR  dermatophyte'sti OR ‘pityriasis'sti OR 'piedra’:ti OR 'candida'sti)
"pityriasis"[Title] OR "piedra"[Title] OR "Candida"[Title])
("leprosy"[Title/Abstract] OR "hansen disease"[Title/Abstract]
OR "hansen s disease"[Title/Abstract]) AND
("dermatomycoses"[Title/Abstract] OR "fungal skin ('leprosy':ti,ab,kw OR 'hansen disease":ti,ab,kw OR 'hansen s
diseases"[Title/Abstract] OR "dermatophyte disease':ti,ab,kw) AND ('dermatomycoses':ti,ab,kw OR 'fungal
infection"[Title/Abstract] OR skin diseases':ti,ab,kw OR 'dermatophyte infection':ti,ab,kw OR
"Dermatomycosis"[Title/Abstract] OR "tinea"[Title/Abstract] '‘dermatomycosis':ti,ab,kw OR 'tinea':ti,ab,kw OR 'cutaneous
2.4 OR "cutaneous candidiasis"[Title/Abstract] OR candidiasis':ti,ab,kw OR 'onychomycosis":ti,ab,kw OR PubMed: 112 89 31
: "onychomycosis"[Title/Abstract] OR 'dermatophytosis':ti,ab,kw OR 'trichophyton':ti,ab,kw OR Embase: 177

"dermatophytosis"[Title/Abstract] OR
"Trichophyton"[Title/Abstract] OR
"Microsporum"[Title/Abstract] OR

"Epidermophyton"[Title/Abstract] OR "non-
dermatophyte"[Title/Abstract] OR "pityriasis"[Title/Abstract]
OR "piedra"[Title /Abstract] OR "Candida"[Title /Abstract])

'microsporum':ti,ab,kw OR 'epidermophyton':ti,ab,kw OR 'non-
dermatophyte':ti,ab,kw OR 'pityriasis':ti,ab,kw OR
'piedra’:ti,ab,kw OR 'candida':ti,ab,kw)

Fonte: elaborado pelo autor.
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No Brasil, a hanseniase era conhecida oficialmente como lepra até o ano de 1995,
quando foi sancionada a Lei N° 9.010, na qual foi definido que o termo “lepra” e seus
derivados ndo poderiam mais ser utilizados (36). No entanto, desde 1975 ja eram feitos
esforcos para substituicdo do termo (35). O termo “lepra” € 0 mesmo que era utilizado na
Biblia, carregando um grande estigma para os portadores da doenca, estando associado a
impureza e ao castigo divino. Dessa maneira, apesar de na literatura internacional ainda ser
amplamente utilizado o termo “leprosy”, vem sendo cada vez mais sugerida e reforcada a
troca para o termo “Hansen’s disease” ou “Hanseniasis”, para reduzir o estigma da doenca,

assim como foi feito no Brasil (35,37).

2.1.2 Breve histérico

A hanseniase ¢ uma doenca milenar e sua origem remonta as primeiras civilizacdes
(38). Sua origem exata é uma questdo de debate entre pesquisadores, sendo atribuida a Asia
ou & Africa (34). De qualquer maneira, ela ja era citada na india, em 300 a.C., e também na
China, em 500 a.C., além de existirem registros no Egito em 4.300 a.C., em papiros e com
presenca verificada em mdmias. A hanseniase também é citada no Antigo Testamento, sendo
considerada como um castigo divino (38). No entanto, em tempos remotos, ela era
amplamente confundida com outras doencas de pele, ndo sendo possivel definir com precisdo
quais casos eram de fato hanseniase. Uma das descri¢Bes antigas que mais se assemelham a
descricdo clinica da hanseniase foi feita em 190 a.C., em um manuscrito chinés que tratava
sobre remedios (34).

A doenca se espalhou para outros paises por meio do comércio, peregrinacoes
religiosas e guerras, surgindo na Grécia, na Galia (parte ocidental da Europa) e Peninsula
Ibérica. Posteriormente, as invasfes arabes, as Cruzadas e o éxodo hebraico espalharam a
hanseniase por todo o continente europeu (38). Durante a Idade Média, a doenca era
considerada infecciosa e incurdvel, com portadores sendo estigmatizados e isolados em
leprosarios afastados da cidade. Devido a esse isolamento estrito, a hanseniase desapareceu de
quase toda a Europa durante o periodo do Renascimento (3).

Nas Ameéricas, existe um debate sobre a existéncia da hanseniase na era pré-
colombiana, também devido a semelhanca das lesbes com outras doengas. A teoria mais
aceita € que a hanseniase foi trazida pelos colonizadores espanhdis e se disseminou nas

Américas a partir das Grandes Antilhas (38). De fato, no Brasil, os primeiros relatos da
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doenca datam do periodo colonial, no ano de 1600, o que condiz com a introducdo pelos
colonizadores europeus (16). Ainda nesse periodo, foi criado no Rio de Janeiro o primeiro
lazareto brasileiro, onde eram abrigados os afetados pela hanseniase. A partir do Rio de
Janeiro, a doenca se espalhou por todos os estados e foi iniciado um programa de segregacéo
compulsoria em todo o pais. 1sso comecou a ser criticado na década de 1940, quando outros
paises endémicos comecaram a abolir os leprosérios devido a descoberta das sulfonas. Com o
inicio da abolicdo do termo “lepra”, em 1975, o cenario nacional da hanseniase comegou a
mudar e, em 1966, foi transformada em lei a politica de descentralizacdo do tratamento da
doenca, com os pacientes sendo tratados pela secretarias estaduais de satde (16,34).

Durante toda a historia, dois dos eventos mais importantes na hanseniase foram a
descoberta do bacilo M. leprae pelo Dr. Gerhard Armauer Hansen, em 1874 na Noruega, € 0
inicio do uso das sulfonas pelo Dr. Guy Faget em 1941, no leprosario de Carville (Estados
Unidos da América) (39). Além disso, na década de 1980, foi instituida a poliquimioterapia
pela Organizacdo Mundial da Salde, reduzindo drasticamente o tempo de tratamento da
hanseniase e permitindo uma organizacdo de servicos regionais para atendimento da doenca
no Brasil (16,40). Nesse mesmo periodo, surgiu no Brasil o Movimento de Reintegracdo das
Pessoas Atingidas pela Hanseniase (MORHAN), que foi criado inicialmente para garantir os
direitos dos pacientes ainda isolados nas coldnias de leprosos, e que segue atuando até hoje
pelos direitos das pessoas com hanseniase e pela reducdo do estigma (16). Mesmo assim, até a
atualidade, o estigma da hanseniase, principalmente causado pelas deformidades fisicas, ainda

é um grande problema a ser enfrentado (41).

2.1.3 Agentes etioldgicos

O agente etioldgico da hanseniase, Mycobacterium leprae, também é chamado de
bacilo de Hansen, devido ao nome de seu descobridor, Dr. Gerhard Armauer Hansen, em
1873. M. leprae tem a forma de um bastonete reto ou ligeiramente curvo, com extremidades
arredondados e possui entre 4 e 7 um de comprimento. Microscopicamente, se caracteriza
como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), apresentando cor vermelha proveniente da
fucsina na coloracéo de Ziehl-Neelsen (Figura 1). 1sso ocorre pois, devido ao seu alto teor de
lipidios, ele ndo perde essa cor quando lavado com alcool e acido. M. leprae infecta
principalmente macrofagos e células de Schwann, sendo um parasita intracelular obrigatorio.

Ele ndo pode ser cultivado em nenhum meio de cultura artificial existente, apenas in vivo em
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animais, especificamente em patas de camundongos e também no tatu-de-nove-bandas
(Dasypus novemcitus), que é um hospedeiro natural de M. leprae (42). O bacilo de Hansen
cresce lentamente, se dividindo por fissdo binaria apenas a cada 12 a 14 dias, 0 que 0
caracteriza como a bactéria de crescimento mais lento ja conhecida (43). Para sobreviver e se
reproduzir, ele necessita de temperaturas mais baixas, entre 27 e 30°C. Isso explica a
preferéncia de M. leprae pela pele das extremidades do corpo e nervos periféricos. Quando no

ambiente, ele permanece viavel por até nove dias (3,4).

.

Figura 1. Biopsia corada com coloracéo de Ziehl-Neelsen, mostrando alta carga bacilar de M.

leprae (aumento de 1000x).
Ref.: Han et al. 2014 (44)

A classificacdo cientifica de M. leprae é a seguinte: classe Schizomycetes, ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (4). A espécie M. leprae
esta relacionada proximamente com M. tuberculosis, o bacilo causador da tuberculose, com
muitos registros histéricos de coinfec¢do. No entanto, M. tuberculosis pode ser cultivado em
meios de cultura usuais, por ser patdgeno intracelular facultativo, e apresenta crescimento
mais rapido (45). Em 2001, foi sequenciado o primeiro genoma de um isolado indiano de M.
leprae, com 3.268.203 pares de bases, em compara¢do com o genoma de M. tuberculosis que
apresenta 4.411.532 pares de bases. Além disso, enquanto 90,8% do genoma de M.
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tuberculosis codifica proteinas, esse percentual é de apenas 49,5% em M. leprae, este
apresentando também um alto teor de pseudogenes. Isso demonstra um caso de evolucao
redutiva, muito documentada em parasitas intracelulares obrigatorios, pois nesse nicho
altamente especializado muitos genes sdo inativados devido a perda de funcdo (43,46).
Acredita-se que o ancestral de M. leprae divergiu dos bacilos da tuberculose ha
aproximadamente 66 milhdes de anos, e a adaptacdo intracelular com a associada reducédo de
genes ocorreu ha 9 milhdes de anos (47).

Em 2008, foi identificada uma nova espécie, Mycobacterium lepromatosis, em dois
pacientes do México que morreram devido a hanseniase lepromatosa difusa, uma forma de
hanseniase que é endémica na regido de origem dos pacientes (48). Posteriormente, M.
lepromatosis foi reconhecido como agente etiolégico em casos com manifestacfes clinicas
semelhantes nos Estados Unidos, Canada e Costa Rica, acreditando-se que essa espécie estava
localizada primariamente na América do Norte e Central (49). Entretanto, a espécie também
ja foi identificada no Brasil e em Mianmar, sugerindo ampla distribuicdo de M. lepromatosis
(44). Alguns autores especulam que a existéncia de M. lepromatosis, além de M. leprae, pode
ser um dos fatores responsaveis pela grande variabilidade clinica e geografica da hanseniase
(48).

2.1.4 Epidemiologia e controle

A transmissdo da hanseniase ocorre principalmente através de goticulas respiratorias
contaminadas, de humano para humano. No entanto, estima-se que apenas de 5 a 12% dos
individuos expostos ao M. leprae sdo efetivamente infectados (6), pois o desenvolvimento da
doenca e suas manifestacdes clinicas dependem da interacdo do bacilo com o sistema imune
do hospedeiro, além de sua suscetibilidade genética (50). Diversas variantes de genes ja foram
identificadas como fatores de risco para o desenvolvimento da hanseniase, para suas formas
clinicas e para a ocorréncia de reacdes hansénicas (6). Portanto, um dos principais fatores para
a transmissdo da hanseniase é o contato prolongado entre um doente ndo-tratado apresentando
alta carga bacilar e uma pessoa suscetivel ao bacilo (5). Por esse motivo, 0s contatos de
pessoas com hanseniase, com convivio intradomiciliar, séo um grupo de risco para a doenga e
devem ser monitorados (51). Em regides endémicas, existem portadores da hanseniase com
infeccdo latente e assintomatica, que podem ser agentes de transmissdo (52). A infeccédo

latente pode durar por décadas e se resolver espontaneamente a qualquer momento, ou
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progredir para manifestacGes clinicas da hanseniase, dependendo, como mencionado, da
suscetibilidade individual de cada pessoa (3).

Cerca de 80% de todos os casos de hanseniase no mundo sdo encontrados no Brasil,
india e Indonésia (53). india e Brasil sd0, nessa ordem, responséaveis pelo maior nimero de
casos, com cada pais apresentando mais de 10.000 registros novos em 2018 (3) (Figura 2). A
introducdo da poliquimioterapia, em 1981, levou a grandes mudancas na epidemiologia da
hanseniase, cujo nimero de casos reduziu de mais de 5 milhdes, na década de 80, para menos
de 200.000 em 2015 (54). Em 1991, ocorreu a 44% Assembleia Mundial da Saude, na qual foi
estabelecida a meta de eliminagdo da hanseniase como um problema de salde publica no
mundo até o ano 2000. Essa meta era reduzir os casos de hanseniase para menos de um por
10.000 habitantes (55). No final dos anos 2000, 108 dos 122 paises listados como endémicos
alcancaram a meta, este numero aumentando para 116 no final de 2005 (56). Mesmo com o
cumprimento da meta pela maior parte dos paises, 60,2% dos casos notificados em 2015 ainda
eram multibacilares, com presenca de incapacidade fisica no momento do diagndstico,
indicando deteccdo tardia. Além disso, nesse ano, 8,9% dos casos foram registrados em

criancas (3).

Novos casos de hanseniase, 2018
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Figura 2. Distribui¢do geografica mundial de novos casos de hanseniase em 2018.
Ref.: adaptado de World Health Organization, 2019 (57)

Dessa maneira, a Organizagdo Mundial da Saude iniciou a implementacdo de novas

estratégias globais para a hanseniase. Com a “Estratégia Global da OMS para a Hanseniase
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2016-20207, foi possivel reduzir o nimero de casos diagnosticados com incapacidade fisica e
também a taxa de deteccdo de casos infantis. Atualmente, a “Estratégia Global da OMS para a
Hanseniase 2021-2030” se concentra na interrupcao da transmissdo e na obtencdo de zero
casos autdctones (58). Para isso, um dos pilares € a deteccdo ativa de casos, principalmente
nos contatos de casos novos (51). A quimioprofilaxia, principalmente com dose Unica de
rifampicina, j& se mostrou efetiva para reduzir a incidéncia de hanseniase em contatos (59,60).
Além disso, é possivel utilizar a imunoprofilaxia, com vacinacao pela BCG, a qual tem efeito
protetivo confirmado contra a hanseniase, e substitui o uso da quimioprofilaxia. Outras
vacinas especificas também estdo em desenvolvimento (61).

Além disso, existem outros desafios que vao além da meta de eliminacdo da
hanseniase (62). Entre esses, se destacam a existéncia de casos de M. leprae multirresistente,
cujo impacto global ainda néo é totalmente conhecido, mas que tem potencial de gerar falhas
no tratamento com a poliquimioterapia e causar recidivas (63,64). Outra questdo importante é
a falta de adesdo ao tratamento que, no caso da hanseniase, ocorre em um nudmero
significativo de pacientes e pode prejudicar a eliminacdo da doenca (64). Também ainda é
muito necessaria a reducdo do estigma associado a hanseniase, que traz grande sofrimento aos
pacientes e seus familiares (65).

Outro ponto importante para eliminacdo da hanseniase € a compreensdo do modo
preciso de transmissdo e seus fatores, os quais ainda ndo foram completamente esclarecidos
(66). Como mencionado, a transmissdo entre humanos, através de goticulas respiratdrias
contaminadas, € considerada o fator primordial (67). No entanto, diversas evidéncias sugerem
que fatores do ambiente, junto com artrépodes, amebas de vida livre e reservatdrios animais
de M. leprae desempenham um papel importante na transmissdo continua da hanseniase
(47,68) (Figura 3). Dessa maneira, a transmissdo da doenca é provavelmente muito mais
complexa do que o imaginado, com fatores ambientais e animais estando associados a
permanéncia da hanseniase em muitos locais endémicos. Assim, alguns autores sugerem que
deve ser abordado o conceito de One Health nas pesquisas sobre hanseniase, a fim de elucidar
todos 0os mecanismos de transmissdo de M. leprae e permitir um maior controle da doenga.
Esse conceito trata a saide humana, ambiental e animal como algo indissociavel (69). Além
disso, também existem fatores socioecondmicos, como pobreza e ma-nutricdo, que estdo
associados e que devem ser considerados na transmissdo e fatores de risco da hanseniase
(47,70-72).

25



HUMANOS

Rota de transmissao aceita m

Rota hipotética
.
~
N
AN

RESERVATORIOS ANIMAIS :' M. leprae VETORES

Macacos / esquilos / tatus

\

\
\

| & \ a4
\ \ AMBIENTE ’
\ /
\ 7/
N
N >~ S SR

)
)

\

Insetos / amebas

Solo / 4gua / vegetagao

Figura 3. Rotas de transmissdo aceitas e hipotéticas de M. leprae.
Ref.: adaptado de Ploemacher et al. 2020 (69)

Especificamente em relacdo a epidemiologia no Brasil, o pais € considerado de alta
carga para a hanseniase, ndo tendo atingido, em 2019, a meta de menos de um caso para
10.000 habitantes. Nesse ano, a taxa de detec¢do foi de 1,3 casos por 10.000 habitantes
(73,74). Devido a isso, 0 pais tem suas proprias estratégias nacionais para enfrentamento da
doenga, tendo como visdo um Brasil sem hanseniase (75). Em 2019, foram reportados 29.936

casos novos de hanseniase nas Ameéricas e, destes, 27.864 (93%) foram notificados no Brasil.
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Destes, 23.483 foram avaliados para incapacidades fisicas no diagnéstico, com 2.351 (9,9%)
ja apresentando deformidades visiveis. Além disso, 1.545 (5,5%) do total de casos foram
diagnosticados em menores de 15 anos, com taxas de deteccdo altas que mostram a
continuidade de transmissdo da hanseniase (76). No Brasil, 0 maior numero de casos €
registrado entre 50 e 59 anos de idade, com predominio do sexo masculino em todas as faixas
etarias (73). A hanseniase ndo se distribui de forma homogénea no pais, se concentrando nas
regibes Centro-Oeste, Norte e Nordeste. Os estados com maior nimero de casos, em 2019,
foram Mato Grosso e Tocantins, sendo considerados de alta endemicidade. Os estados
brasileiros com menor nimero de casos, considerados de baixa endemicidade, sdo Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (73,75). Essa distribuicdo heterogénea € atribuida
principalmente as condicdes socioeconémicas de cada local, pois a hanseniase € uma doenca
atrelada principalmente a pobreza e a dificuldade de acesso aos servicos de saude (75,77).

No estado do Rio Grande do Sul, entre 1990 e 2011, foram registrados 4.770 casos de
hanseniase, resultando em uma taxa de deteccéo de 0,21 casos para 10.000 habitantes (78), e
média de aproximadamente 227 casos por ano. A partir de 2006, ha um inicio de tendéncia de
gueda no nimero de casos novos, se estabilizando em uma média de 112 casos ao ano a partir
de 2015 (dados ndo publicados). Assim como no cenario nacional, hd predominio do sexo
masculino, porém discreto. No periodo de 1990 a 2011, 1,9% dos 4.770 casos foram em
menores de 15 anos e 74,7% foram detectados como multibacilares no diagndstico (78). Entre
2000 e 2019, o percentual de casos em menores de 15 anos foi de 1,88%, mostrando uma
estabilidade desde 1990 (79). O diagnostico de casos multibacilares e com grau de
incapacidade fisica, tanto em adultos como em menores de 15 anos, mostra que, mesmo com
classificagdo de baixa endemicidade, o estado do Rio Grande do Sul ainda tem muitos
desafios em relacdo a hanseniase, principalmente no que tange a realizacdo de diagndsticos

mais precocemente (78,79).

2.1.5 Manifestacdes clinicas e classificagéo

As manifestacOes clinicas da hanseniase sdo muito diversas, dependendo da relagéo do
sistema imune do hospedeiro com M. leprae, podendo ir de poucas lesdes até lesdes
disseminadas (3,11). Antes de ocorrerem manifestacdes, o periodo de incubacgéo € longo, em
média de 2 a 5 anos, mas podendo ir de 3 meses até 40 anos (7). Apesar de sua grande

variabilidade, os principais sinais e sintomas da hanseniase s&o: (1) manchas esbranquicadas,
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acastanhadas ou avermelhadas, com alteracbes de sensibilidade ao calor e/ou dolorosa, e/ou
ao tato; (2) formigamentos, choques e caimbras nos bragos e pernas, que evoluem para a
dorméncia; (3) papulas, tubérculos e nddulos, normalmente sem sintomas; (4) diminuicdo ou
queda de pelos, localizada ou difusa, principalmente nas sobrancelhas (madarose); e (5) pele
infiltrada (avermelhada), com diminui¢do ou auséncia de suor no local (80).

Existem diversos sistemas de classificacdo da hanseniase, utilizados para melhorar a
compreensdo, 0 manejo clinico e o prognostico dos pacientes (8). No Brasil, é utilizada a
classificacdo de Madri, definida na Conferéncia Internacional de Hanseniase em 1953, que se
baseia em critérios clinicos, bacterioldgicos, imunoldgicos e histologicos. Essa classificacéo
divide a hanseniase em quatro grupos principais: indeterminada, tuberculdide, dimorfa e
virchowiana (10,11). Para fins operacionais de tratamento, a Organizacdo Mundial da Saude,
em 1982, recomendou a classificacdo da hanseniase em paucibacilar (PB) e multibacilar (MB)
(9), pois cada grupo recebe um tipo de esquema terapéutico. Um caso PB se caracteriza pela
presenca de até cinco lesdes de pele com baciloscopia de raspado intradérmico negativo
(quando realizada), enquanto um caso MB se caracteriza pela presenca de seis ou mais lesées
de pele ou pelo resultado de baciloscopia positiva, independentemente do nimero de lesdes de
pele (80). A baciloscopia permite verificar a presenca do bacilo em esfregagos de lesdes
cuténeas, do l6bulo da orelha ou dos cotovelos (7). Na classificagdo de Madri, os casos de
hanseniase indeterminada e tuberculéide sdo paucibacilares, enquanto os casos de hanseniase
dimorfa e virchowiana sdo multibacilares (10). No Brasil, essa classificacdo também ¢
utilizada para melhor compreensdo e diagndstico, pois nem sempre as lesdes de pele sdo
visiveis ou estdo presentes (no caso de hanseniase primariamente neural) para classificacdo
apenas em paucibacilar e multibacilar (80).

A hanseniase indeterminada € um estagio inicial da doenca, com caracteristicas
clinicas inespecificas, pelo qual todos os pacientes passam (7,80). Nesse estagio, o individuo
ainda n&o desenvolveu uma resposta imune celular contra M. leprae, podendo progredir para a
cura espontanea, para a forma tuberculéide ou para a forma virchowiana (7,14). As lesdes
cutaneas sdo maculares e hipopigmentadas, com superficie lisa e ndo pruriginosa, geralmente
associadas a perda de sensacdo térmica (11,15). Essas lesdes usualmente surgem na face,

tronco e superficie extensora das extremidades (7) (Figura 4).
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Figura 4. Mancha hipocrémica lisa e mal delimitada na face, caracteristica da hanseniase
indeterminada.
Ref.: Ministério da Saude, 2017 (80)

A hanseniase tubercul6ide ocorre em individuos com intensa imunidade mediada por
células, conseguindo destruir os bacilos espontaneamente. E caracterizada por lesbes Gnicas
ou pouco numerosas de pequeno porte, com bordas bem definidas e elevadas (papulas e
placas). As lesGes podem apresentar diminuicdo da sudorese, perda de pelos e sempre ha
perda total de sensibilidade, associada ou ndo & alteracdo de funcdo motora de forma
localizada (15,80) (Figura 5).

i \\ A & il

Figura 5. Lesdo Unica na mdo, com bordas bem definidas e elevadas, caracteristica da
hanseniase tuberculdide.

Ref.: Talhari et al. 2015 (11)
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A hanseniase dimorfa é a forma mais comum de apresentacéo da doenca, englobando
mais de 70% dos casos. As lesdes de pele sdo multiplas, avermelhadas ou esbranquicadas,
com bordas elevadas e mal delimitadas na periferia; podem ser Unicas e bem delimitadas,
como nas lesdes tuberculdides, mas nesse caso apresentam borda externa esmaecida (80).
Usualmente h& grave envolvimento mdltiplo de nervos periféricos, levando a sequelas
permanentes. Sem tratamento, os pacientes dimorfos podem progredir para a hanseniase
virchowiana. Reagdes hansénicas sdo comuns nesses pacientes, com piora intensa das leses

na pele e nos nervos (11) (Figura 6).

Figura 6. LesGes de pele caracteristicas da hanseniase dimorfa. (A) Lesdo avermelhada
elevada, mal delimitada, com centro irregular; (B) Multiplas manchas hipocrdmicas com
bordas esmaecidas.

Ref.: Ministério da Saude, 2017 (80)

Por fim, a hanseniase virchowiana ocorre em individuos incapazes de desenvolver
uma resposta imune celular eficaz contra M. leprae, constituindo a forma mais grave e mais
contagiosa da doenca. Se ndo tratada, ocorre disseminacdo hematogénica ampla dos bacilos,
com possivel envolvimento de olhos, nariz, ossos, testiculos, bago, figado e suprarrenais
(11,15). A pele pode se apresentar avermelhada em geral, seca, infiltrada e com poros
dilatados, sem manchas visiveis; ou podem existir numerosas lesées como méculas, papulas e
placas com coloracdo avermelhada, infiltragdo difusa e borda indistinta. Com a evolugdo do
guadro, comumente aparecem hansenomas, que sdo nodulos escuros, endurecidos e
assintomaticos. Além disso, também pode haver perda das sobrancelhas (madarose), dos
cilios e de outros pelos do corpo, exceto no couro cabeludo. Os nervos periféricos e seus
ramos superficiais ficam espessados, e sdo comuns cadimbras e formigamentos nas maos e pés
(7,80). A hanseniase virchowiana apresenta um progndstico ruim e esta associada com

reacOes hansénicas (7) (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas tipicas da hanseniase virchowiana. (A) Numerosas lesdes

avermelhadas no dorso de um paciente; (B) Infiltracdo difusa da face com envolvimento
bilateral do pavilh&o auricular; (C) Nodulos duros nas coxas, alguns ulcerados.
Ref.: van Hoang et al. 2016; Talhari et al. 2015; Ministério da Saude, 2017 (7,11,80)

2.1.5.1 Reacg0es hansénicas

As reacdes hansénicas sdo fenémenos imunoinflamatdrios, resultado da reativacdo da
resposta imune celular com a producdo de mediadores inflamatérios, levando a graves danos
nos tecidos e nervos de maneira local ou sistémica. Elas podem ocorrer antes, durante ou apos
0 tratamento com poliquimioterapia, afetando de 30 a 50% dos pacientes. As reacOes
hansénicas sdo graves e necessitam de diagnostico e tratamento precoce, para prevenir o
comprometimento da fungdo nervosa e a incapacidade permanente. Elas podem ser
classificadas em dois tipos principais: tipo 1, também chamada de reacdo reversa (T1R), e
tipo 2, cuja principal manifestacdo é o eritema nodoso hansénico (ENH) (13,81-83). Apesar
da gravidade das rea¢fes hansénicas, ainda ndo existe nenhum método diagndstico rotineiro
efetivo para detecta-las, além de ndo existirem marcadores conhecidos que possam definir
quais pacientes irdo apresentar essas reacoes (84).

As reagdes do tipo 1 estdo associadas a ativacdo da imunidade celular contra
antigenos de M. leprae, causando inflamacdo na pele e nos nervos (85). Elas podem ocorrer
tanto em pacientes paucibacilares como em multibacilares, mas estdo altamente associadas
com a hanseniase dimorfa (86). As caracteristicas clinicas principais sdo aumento da
gravidade das lesdes cutaneas ja existentes, além do surgimento de novas lesdes, e quase
sempre ha& neurite envolvendo nervos periféricos (7). O tratamento é realizado com

analgésicos e corticosteroides (prednisona) (15) (Figura 8, A).
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As reacdes do tipo 2 sdo causadas pela resposta imune humoral a determinantes
antigénicos de M. leprae. Elas sdo uma complicacdo imunoldgica de individuos com
hanseniase dimorfa ou virchowiana, e estes pacientes tendem a ter multiplos episodios de
ENH ao longo dos anos (7,86). Aproximadamente 50% dos pacientes virchowianos
desenvolvem essa complicacdo (87). As caracteristicas clinicas incluem mal-estar, febre,
lesbes dolorosas nos nervos periféricos e nddulos cutaneos doloridos e endurecidos, podendo
também ocorrer hepatomegalia e esplenomegalia. A neurite € menos grave que na reacdo de
tipo 1, mas também deve ser tratada precocemente para evitar a perda permanente de funcéo
(7,86). O tratamento inclui o uso de corticosteroides (prednisona) e talidomida, ambos
devendo ser utilizados com cautela devido a imunossupressdo e aos efeitos teratogénicos,

respectivamente (88) (Figura 8, B).

Figura 8. ReagOes hansénicas. (A) Eritema nitidamente demarcado e edema da mao direita
em reacdo de tipo 1 (reacdo reversa); (B) Papulas, placas e nédulos ocorrendo bilateralmente
nas extremidades superiores em reacao de tipo 2 (eritema nodoso hansénico).

Ref.: Kamath et al. 2014 (82)

2.1.6 Diagnostico

O diagnostico da hanseniase é primariamente baseado em achados clinicos, com um
caso se caracterizando pela presenca de um ou mais dos seguintes sinais cardinais: (1)
lesdo(Bes) e/ou area(s) da pele com alteracdo da sensibilidade térmica e/ou dolorosa e/ou tatil;
(2) espessamento de nervo periférico, associado a alteragdes sensitivas e/ou motoras e/ou

autondmicas; (3) presenca de bacilos M. leprae, confirmada na baciloscopia de esfregaco
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intradérmico ou na biodpsia de pele (14,89). No entanto, destaca-se a necessidade de incluir a
hanseniase como diagndstico diferencial, pois suas caracteristicas podem se assemelhar a
outras doencas, como sifilis, micose fungoide, tuberculose cutanea, sarcoidose e doencas do
colageno. Isso é especialmente importante em locais nos quais a hanseniase teve grande
reducdo do nimero de casos e se tornou uma doenca rara (14,90).

Até 0 momento, ndo existem exames laboratoriais absolutos para diagndstico da
hanseniase. Os testes existentes sdo apenas subsidiarios, auxiliando na classificacdo e
acompanhamento do paciente (13,91), sendo importantes pois a hanseniase possui um grande
espectro possivel de manifestagdes clinicas (92). Entre eles, se destaca a baciloscopia,
realizada a partir de esfregacos obtidos das lesbes do paciente. Se as lesbes ndo estdo
aparentes, a amostra é coletada das partes mais frias do corpo, principalmente dos I6bulos das
orelhas e dos cotovelos. E utilizada a coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada ou Fite-Faraco
para visualizagdo dos bacilos alcool-acido resistentes. Os bacilos sdo contados e avaliados de
acordo com uma escala logaritmica, para determinacdo do indice bacilar (13,14). Em
pacientes paucibacilares, a baciloscopia € negativa; nos multibacilares, normalmente é
positiva. Caso seja negativa em pacientes MB, deve ser considerado em conjunto o quadro
clinico, que continua sendo multibacilar caso a apresentacdo seja dimorfa ou virchowiana
(80).

Outro exame que pode auxiliar no diagnéstico, classificacdo e deteccdo de surtos
reacionais € a histopatologia. Para isso, é importante que a bidpsia seja coletada do local
correto (da borda da lesdo na hanseniase tubercul6ide e do centro da lesdo na hanseniase
virchowiana) e que seja feita uma boa coloracdo de Fite-Faraco para visualizagdo de M.
leprae. Também é feita coloracdo de hematoxilina-eosina, para analisar o tipo, a extensao e as
caracteristicas do infiltrado (13,14,93). Apesar de a histopatologia ser muito Util na maior
parte dos pacientes, em alguns deles as bidpsias de pele podem mostrar achados ndo-
diagndsticos e/ou que sdo confundidores, como, por exemplo, achados comuns de outras
doencas similares (94).

Além da baciloscopia e da histopatologia, existem outros testes que podem ser
utilizados, mas que, em geral, sdo menos usuais. Esses testes sdo Uteis principalmente para
melhorar a sensibilidade do diagnoéstico, porém, ndo estdo disponiveis em todos os locais (95).
Entre eles, se destacam os testes soroldgicos e moleculares. Em relagédo a sorologia, diversos
testes ja foram desenvolvidos para deteccdo de anticorpos circulantes, que devem ser

responsivos a antigenos de proteina nativa ou recombinante de M. leprae. A maior parte dos
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testes, com diferentes antigenos, mostrou resultados satisfatorios para pacientes multibacilares
no inicio da doenca. No entanto, para casos paucibacilares, quase 60% destes ndo s&o
detectados, devido a baixa producdo de anticorpos. Dessa maneira, novas pesquisas buscam
encontrar melhores antigenos para superar essa dificuldade (96,97). Em relacdo aos métodos
moleculares, é utilizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢do de M. leprae
em amostras biologicas, com alta especificidade e sensibilidade, inclusive para pacientes
paucibacilares. No entanto, € um exame caro que nao estd disponivel rotineiramente em
muitos locais onde a hanseniase é endémica (91,95).

Independentemente do método diagndstico utilizado, o aspecto primordial na
hanseniase é que ele seja realizado precocemente. Isso é importante para interrupcdo da
transmisséo e, principalmente, para evitar sequelas fisicas e psicologicas ao paciente. Em um
estudo realizado com 40 pacientes em Sao Paulo, Brasil, 55% destes tiveram o diagndstico em
até um ano apos notarem os primeiros sintomas. No entanto, nesse periodo de tempo, 54%
dos pacientes deste grupo ja tinham algum grau de incapacidade fisica instalado. Os autores
encontraram que os principais fatores que influenciam no diagndstico tardio sdo o0s
diagnosticos equivocados e o desconhecimento da doenca (98). As principais consequéncias
fisicas do diagnostico tardio sdo as incapacidades fisicas permanentes, causadas
principalmente por danos nos nervos, como a mao em garra, € pela reabsorcdo 6ssea (15)
(Figura 9). Além disso, as consequéncias psicologicas da hanseniase também séo
devastadoras, com um grande numero de pacientes apresentando morbidades psiquiatricas

como depressao, transtornos de ansiedade e tentativas de suicidio (99).

Figura 9. Deformidades fisicas decorrentes da hanseniase. (A) M&do em garra causada por
lesdo do nervo ulnar; (B) Mao gravemente comprometida devido a lesdes nos nervos e
reabsorcéo 0ssea.

Ref.: Virmond et al. 2015 (15)

34



2.1.7 Tratamento

Em 1981, a Organizacdo Mundial da Saude implementou o uso da poliquimioterapia para
tratamento da hanseniase, a qual consiste em trés farmacos: rifampicina, clofazimina e
dapsona (9). A implementacdo desse sistema teve um enorme sucesso na reducdo do nimero
de casos, do tempo de tratamento e das sequelas associadas a hanseniase (17). Inicialmente,
pacientes paucibacilares recebiam apenas rifampicina e dapsona por seis meses, enquanto 0s
multibacilares recebiam rifampicina, clofazimina e dapsona por 12 meses. Recentemente, em
2018, a OMS recomendou o uso uniforme, com os trés medicamentos e as mesmas doses,
tanto para pacientes pauci como multibacilares, respeitando os tempos de tratamento de 6 e 12
meses, respectivamente (12,100). Para tratamento da inflamacdo associada a neuropatia
hansénica, uma das complicacdes mais comuns da hanseniase, sdo amplamente utilizados
esteroides, principalmente prednisona (18).

A rifampicina € um antibidtico bactericida que atua bloqueando a sintese de RNA
bacteriano. J& a dapsona apresenta efeito bacteriostatico e atua pela inibicdo de enzimas
fundamentais na via de biossintese de folato do M. leprae. Por fim, a clofazimina é um
corante cristalino lipossolivel que apresenta acdo bacteriostatica e anti-inflamatoria. Sua
funcdo antimicrobiana ainda ndo é totalmente compreendida, mas possivelmente envolve
blogueio da funcdo molde do DNA e aumento da capacidade de fagocitose dos macréfagos. A
utilizacdo de um esquema de poliquimioterapia se justifica pelo fato de que os trés farmacos
apresentam mecanismos antimicrobianos diferentes, o que minimiza o problema de resisténcia
(40).

No entanto, casos de resisténcia a rifampicina sdo encontrados em todo o mundo, ndo s6
em recidivas, mas também em casos novos. Em uma analise recente, foi encontrada uma taxa
de 8% de resisténcia a rifampicina em 1.932 casos de hanseniase de 19 paises. Apesar de ser
baixa, essa resisténcia prejudica o esquema de poliquimioterapia, pois a rifampicina é o
farmaco mais potente e a base do tratamento. Portanto, essa questdo deve ser monitorada
atentamente (17,101). Além disso, apesar da OMS ter declarado a inexisténcia de efeitos
toxicos com o esquema de poliquimioterapia, existem diversos relatos de efeitos adversos no
tratamento da hanseniase, principalmente com a rifampicina e com a dapsona, que podem
causar erupgdes cutdneas, hepatite, anemia hemolitica, metahemoglobinemia, choque,
insuficiéncia respiratoria, entre outros (102,103). Assim, novos farmacos e novas estratégias

de entrega de farmacos seguem sendo pesquisados e desenvolvidos (104-106). No entanto,
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até o momento, ndo existe nenhum esquema de tratamento que seja tdo efetivo quanto a

poliquimioterapia recomendada pela OMS (107).

2.2 Micoses superficiais

2.2.1 Aspectos gerais

As micoses superficiais (ou dermatomicoses) sdo infecgdes fungicas caracterizadas
por lesdes no epitélio queratinizado, nos foliculos pilosos ou nas unhas (22). Estima-se que
sua prevaléncia mundial seja de 20 a 25% da populacdo, sendo que a maior parte das
infeccdes fungicas em paises de clima temperado e tropical sdo micoses superficiais (108).
Fatores como aumento da urbanizacdo, uso de roupas e sapatos apertados e oclusivos, baixo
nivel socioecondmico e auséncia de cuidado medico sdo elencados como os principais para a
alta prevaléncia dessas micoses (108,109). Além disso, o turismo e as migracdes crescentes
também influenciam na expansdo de casos no mundo, disseminando espécies menos comuns
em diversos paises (108).

Em geral, as micoses superficiais podem ser divididas de acordo com o agente
etioldgico, causadas por fungos filamentosos dermatdfitos, leveduras ou fungos filamentosos
ndo-dermatofitos (23). Os fungos filamentosos dermatofitos dos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton sdo causadores das dermatofitoses, ou tineas, que sdo
denominadas de acordo com o local do corpo infectado, sendo as principais tinea corporis,
tinea cruris, tinea faciei, tinea pedis, tinea manuum, tinea capitis, tinea barbae e tinea
unguium (24). Dentre estas, a forma mais comum € a tinea unguium (onicomicose), a forma
mais usual de doencas nas unhas no mundo inteiro (25).

Leveduras do género Candida, principalmente C. albicans, causam candidiase
cuténea, mas também sdo patégenos secundarios em casos de onicomicose (23,26). Outras
leveduras relevantes sdo as do género Malassezia, que causam pitiriase versicolor, uma
infeccdo da pele muito comum, aléem de também poderem estar associadas a casos de
dermatite seborreica e dermatite atépica (23,110). Mais raramente, outros géneros de
leveduras estdo envolvidos em casos de micoses superficiais, como Trichosporon, que causa
uma micose rara dos pelos chamada piedra branca (111), e Rhodotorula, que pode também

estar associada a casos de piedra branca (111) e de onicomicose (112).
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Fungos filamentosos ndo-dermatofitos sdo menos usuais, habitando normalmente o
solo e restos de plantas em decomposicdo (23,113). Porém, sua incidéncia principalmente em
casos de onicomicose tem crescido ao longo do tempo, possivelmente devido ao uso crescente
de técnicas de identificagdo com biologia molecular. Os principais géneros sdo Scopulariopsis
(principalmente S. brevicaulis), Fusarium e Aspergillus (23,27).

As principais caracteristicas dos tipos de micoses superficiais mais usuais estdo
descritas no Quadro 2: candidiase cutanea, piedra branca, piedra negra, pitiriase versicolor,
tinea barbae, tinea capitis, tinea corporis, tinea imbricata, tinea faciei, tinea cruris, tinea
genitalis, tinea manuum, tinea pedis e tinea unguium (onicomicose). No quadro, estdo
descritos o local do corpo afetado, principais agentes etiologicos, métodos diagndsticos mais
utilizados, tratamentos indicados e estdo ilustradas com figuras as manifestacdes clinicas mais
comuns de cada tipo de micose (Quadro 2). Alguns aspectos mais especificos sobre os agentes
etiologicos, a epidemiologia, as manifestacdes clinicas, o diagnostico e o tratamento serdo
abordados nas proximas secgoes.
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Quadro 2. Principais tipos de micoses superficiais e suas caracteristicas.
. . Principais Principais métodos S . ~ P .
Tipo de micose  Local do corpo P “1pals m Principais tratamentos Manifestacoes clinicas usuais Ref.
espécies diagndsticos
Qualquer area do
corpo. . . Exame micolégico direto com - .
Mais comuns: ggg(jlcfjaozlf:;z’;)s hidréxido de potassio (KOH) 10 Uscr)lit;)tzltcigadirfilcocf;:;slz ol,
Candidiase - Intertrigo 0 a20% ’ (114-116)
cutanea ) Ql.lelhte Candida tropicalis . Uso oral de fluconazol e
- Dermatite de fralda (20% dos casos) Cultura em agar itraconazol
- Candidiase 0 Sabouraud/Mycosel
interdigital R
Intertrigo candidisiaco abaixo do seio
(114)
ERCIEL: Trichosporon spp.:
Mais comum: p PP Exame micolégico direto com Remocio dos fios de cabelo
- Couro cabeludo T inkin hidroxido de potassio (KOH) 10 afetados
- . o )
Piedra branca Menos usuais: T. beigelii = . . B0
- Barba , . . Uso de imidazois tépicos, 119)
. (espécies mais . . .
- Bigode B Tricoscopia e exame com principalmente xampu de
- Axila . lampada de Wood cetoconazol
- Plibis americano)
Nédulos brancos nos fios de cabelo
(117)
Haste pilar. L . ~ '
Mais comuns: Exame micolégico direto com Remocio dos fios de cabelo
- Couro cabelu(.io hidroéxido de potassio (KOH) 10 afetados
0,
a20% (117,118)

Piedra negra

Continuacdo da tabela na préxima pagina

- Barba
Menos usuais:
- Axila
- Pubis

Piedraia hortae

Tricoscopia e exame com
lampada de Wood

Uso de imidazois tépicos,
principalmente xampu de
cetoconazol

e
Nédulos pretos no fio de cabelo (117)
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Principais
espécies

Tipo de micose Local do corpo

Principais métodos
diagnosticos

Principais tratamentos Manifestagoes clinicas usuais Ref.

Areas seborreicas do
tronco, ombro,
partes superiores

dos bracos e pescoco Malassezia spp.:

Pitiriase .
icolor Menos usuais: rosto,
WASIRED couro cabeludo,
areas submamarias,
axilas, virilha,
dobras cutaneas e
nadegas

M. furfur
M. globosa
M. sympodialis

Trichophyton
verrucosum
Areas de barba na

Tinea barbae f
ace

Trichophyton
mentagrophytes/
interdigitale

Cabelo Trichophyton

tonsurans
Couro cabeludo

Tinea capitis Microsporum canis

Anexos
(sobrancelhas e Trichophyton
cilios) violaceum

Continuacdo da tabela na préxima pagina

Caracteristicas clinicas das
lesoes da pele

Exame com lampada de Wood
Dermatoscopia
Exame micolégico direto com

hidroxido de potassio (KOH) 10
a20%

Exame micolégico direto com
hidréxido de potassio (KOH) 10
a20%

Cultivo e microcultivo do fungo

Exame micolégico direto com
hidroxido de potassio (KOH) 10
a20%

Cultivo do fungo em agar
Sabouraud/Mycosel

Uso topico de imidazois, como
cetoconazol

Uso tépico de xampus de
piritionato de zinco, sulfeto de
selénio, acido salicilico com
enxofre

(120,121)

Uso oral de itraconazol e
fluconazol

Lesdes hipopigmentadas (forma mais
comum) (120)

Uso oral de griseofulvina,

o e . 22,122
terbinafina ou itraconazol ( )

Pustulas foliculares com lesao
eritematosa (22)

Uso oral de terbinafina,
itraconazol, griseofulvina ou

(123,124)
fluconazol

Alopecia com inflamag¢do minima e
pele escamosa (123)
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Tipo de micose Local do corpo

Principais

Principais métodos

espécies diagnésticos Principais tratamentos Manifestagoes clinicas usuais Ref.
. . Aspecto clinico das lesdes Uso tépico de azdlicos (como
Qualquer area do Trichophyton rubrum p p ) (
COrDo aue nio seia cetoconazol e miconazol),
poque ! J . Dermatoscopia alilaminas (como terbinafina),
. , as maos, pés, couro Trichophyton . .
Tinea corporis cabeludo. regido da tonsurans ciclopirox e tolnaftato (125)
barba fac'e v%rilha o Exame micolégico direto com
’ ’ . . hidréxido de potassio (KOH) 10 Uso oral de itraconazol,
unhas Microsporum canis e
a20% fluconazol ou terbinafina
Placa anular, eritematosa e escamosa
no braco (125)
Variante clinica da
tinea corporis, s ~
corp Aspecto clinico das lesées
endémica da
América do Sul e . . :
Tinea Central. Sudoeste do Trdlielitsn Dermatoscopia Uso oral de griseofulvina,
. , g f terbinafina, itraconazol ou (125,126)
imbricata Pacifico e Sudeste concentricum . .
Asitico: afeta Exame micoldgico direto com fluconazol
. hidroéxido de potassio (KOH) 10
principalmente
a a20%
areas extensas do
tronco S -
Aspecto concéntrico das lesoes
generalizadas no tronco (125)
Trichophyton
tonsurans R .
Areas da face Exame micoldgico direto com Uso tdpico de azolicos ou
i iei , hidréxido de potassio (KOH) 10 oo 127
Tinea faciel (exceto barba) Trichophyton rubrum p ( ) alilaminas (127)

Continuacio da tabela na préxima pagina

Microsporum canis

a20%

. 3
Macula plana e escamosa (127)
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Tipo de micose Local do corpo

Principais
espécies

Principais métodos
diagnosticos

Principais tratamentos

Manifestagoes clinicas usuais Ref.

Tinea cruris Regido inguinal

Tinea genitalis Regido genital

Dorso ou palma das
maos
Tinea manuum
Espacos interdigitais
das maos

Continuacdo da tabela na préxima pagina

Trichophyton rubrum
Trichophyton

mentagrophytes/
interdigitale

Trichophyton rubrum
Trichophyton

mentagrophytes/
interdigitale

Trichophyton rubrum

Microsporum canis

Aspecto clinico das lesdes

Exame micolégico direto com
hidroxido de potassio (KOH) 10
a20%

Exame micolégico direto com
hidroxido de potassio (KOH) 10
a20%

Exame micolégico direto com
hidroxido de potassio (KOH) 10
a20%

Uso topico de azolicos,
terbinafina ou naftifina

Uso tépico de azdlicos e
alilaminas

Uso oral de itraconazol ou
terbinafina

Uso topico de azdlicos e
alilaminas

Uso oral de fluconazol,
itraconazol ou terbinafina

(24,128,129)

(128)

(130,131)

(132)

Eritema monolateral, vesiculas e .
pustulas (132)
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Tipo de micose

Local do corpo

Principais
espécies

Principais métodos
diagnosticos

Principais tratamentos

Manifestagoes clinicas usuais Ref.

Tinea pedis

Tinea unguium
(onicomicose)

Espacos interdigitais
dos pés

Unhas dos pés ou
das maos

Trichophyton rubrum

Trichophyton
interdigitale

Trichophyton rubrum

Trichophyton
mentagrophytes/inter
digitale

Exame micolégico direto com
hidréxido de potassio (KOH) 10
a20%

Exame micolégico direto com
hidréxido de potassio (KOH) 10
a20%

Cultivo do fungo em agar
Sabouraud/Mycosel

Uso tdpico de azolicos e
alilaminas

Uso oral de itraconazol,
fluconazol ou terbinafina

Uso oral de itraconazol,
fluconazol ou terbinafina

Uso topico de efinaconazol,
tavaborol, ciclopirox ou
amorolfina

(133,134)

Descamacao interdigital, maceracao e
fissura (133)

(25,135,136)

Unha do halux direito com
hiperceratose subungueal e onicélise
da lamina ungueal (135)
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2.2.2 Agentes etioldgicos e epidemiologia

Os principais agentes etioldgicos das micoses superficiais sdo os fungos filamentosos
dermatofitos, caracterizados pela sua capacidade de digerir queratina. Tradicionalmente, todos
esses fungos sdo englobados em trés géneros: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton.
Na Figura 10 estdo ilustradas as caracteristicas macro e micromorfoldgicas de E. floccosum,
M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum, algumas das principais espécies destes géneros
(23,108). Sao conhecidos trés grandes grupos ecoldgicos nos quais os dermatéfitos se
inserem: antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. As espécies antropofilicas naturalmente
colonizam humanos e sdo transmitidas de pessoa para pessoa, sendo consideradas os reais
patogenos de micoses superficiais. Elas geralmente causam infeccBes crénicas néo-
inflamatdrias que muitas vezes podem se tornar epidemias. Espécies zoofilicas sdo
encontradas em animais ndo humanos, podendo ocasionalmente ser transmitidas para
humanos, causando infecdes agudas e inflamatdrias, dificilmente atingindo proporgoes
epidémicas. Ja as espeécies geofilicas se encontram no solo, proximo a tocas de animais, se
alimentando de restos de queratina. A transmissdo para humanos ocorre através do ambiente e

causa infeccOes altamente inflamatérias, mas que apresentam resolugdo rapida (137,138).

Figura 10. Caracteristicas macro e micromorfolégicas de quatro espécies de fungos

filamentosos dermatofitos. (A) Cultivo de T. mentagrophytes/interdigitale com coldnias de
coloragdo esbranquicada e textura pulverulenta a aveludada; (B) Microcultivo de T.

mentagrophytes/interdigitale com hifas septadas, microconidios e macroconidios; (C) Cultivo
43



de T. rubrum com col6nia de coloragdo esbranquicada e textura aveludada, com verso
avermelhado (evidente no centro a direita da coldnia); (D) Microcultivo de T. rubrum com
hifas septadas, microconidios e macroconidios; (E) Cultivo de M. canis com colonia
esbranquicada, textura aveludada e pigmentacdo amarela na periferia; (F) Microcultivo de M.
canis com macroconidios fusiformes de parede espessa; (G) Cultivo de E. floccosum com
colénia marrom-amarelada e textura granulosa; (H) Microcultivo de E. floccosum com
macroconidios clavados de paredes finas e lisas, arredondados distalmente.

Ref.: adaptado de Nenoff et al. 2013; Thakur, Kalsi, 2019; Saxena et al. 2019; Saito et al.
2008 (23,139-141)

A classificacdo e identificacdo tradicional dos fungos filamentosos dermatéfitos em
trés géneros se baseia essencialmente em caracteristicas morfolégicas dos macroconidios, a
qual apresenta limitagdes. Dessa forma, através de andlises filogenéticas, foi proposta em
2017 uma nova taxonomia para dermatdéfitos, os quais, segundo essa classificacdo, passaram a
ser englobados em nove géneros: Trichophyton (16 espécies), Epidermophyton (uma espécie),
Nannizzia (9 espécies), Paraphyton (género novo), Lophophyton (uma espécie), Microsporum
(3 espécies), Arthroderma (21 espécies), Ctenomyces (uma espécie) e Guarromyces (género
novo) (137). Para facilitar a diferenciacdo de cepas antropofilicas daquelas que ndo sao
originalmente pat6genas humanas (zoofilicas e geofilicas), a maior parte das espécies
antropofilicas foram agrupadas nos géneros Trichophyton e Epidermophyton na nova
taxonomia (137).

Essa nova taxonomia também foi proposta para resolver o problema de diferenciacdo
das espécies pertencentes ao complexo T. mentagrophytes, que engloba sete espécies
filogeneticamente muito proximas (137,142). A principal questdo desse complexo é a
diferenciacdo de T. mentagrophytes e T. interdigitale, a qual no passado era considerada uma
variedade de T. mentagrophytes (chamada T. mentagrophytes var. interdigitale), e ndo uma
espécie separada (142). Na nova classificacdo, as cepas zoofilicas sdo classificadas como T.
mentragrophytes, enquanto as cepas antropofilicas sdo classificadas como T. interdigitale
(137).

Em muitos estudos anteriores a nova taxonomia, cepas claramente antropofilicas
foram classificadas como T. mentagrophytes e, por esse motivo, em algumas se¢des desta
revisao da literatura, as espécies T. mentragrophytes e T. interdigitale foram mencionadas em

conjunto, sem diferenciacdo. Além disso, mesmo essa classificacdo apresenta problemas pois,
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se a origem da cepa é desconhecida, é muito dificil diferenciar morfologicamente cepas
antropofilicas e zoofilicas (142). Mesmo o uso de técnicas moleculares, como o usual
sequenciamento da regido do internal transcribed spacer (ITS) para identificacdo de fungos
dermatofitos, pode ndo ser capaz de diferenciar T. mentagrophytes de T. interdigitale, devido
a grande proximidade das duas espécies (143). A diferenciacdo entre as duas espécies também
causa debates sobre qual o real agente etioldgico da grande epidemia de dermatofitoses que a
india vem apresentando nos Gltimos anos, com alguns autores atribuindo a T. mentagrophytes
e outros a T. interdigitale (143,144). Do ponto de vista epidemioldgico, essa diferenciacao é
evidentemente muito relevante. Do ponto de vista clinico, ela também é importante,
considerando que cepas antropofilicas sdo os reais patogenos das dermatofitoses, estando
adaptadas para infeccBes e transmissdo entre humanos, o que também pode influenciar nas
opcdes de tratamento (137). Além disso, T. interdigitale geralmente € isolada de lesdes nédo
inflamatorias de tinea pedis e onicomicose, enquanto T. mentagrophytes é encontrada em
lesBes mais inflamatorias de tinea corporis, tinea cruris, tinea faciei e tinea capitis (144).

Dentro do género Trichophyton, a espécie antropofilicas T. rubrum é claramente
diferenciada das demais (137) e é o dermatofito mais comum no mundo todo (108,145). T.
rubrum é o principal agente etiolégico em casos de tinea pedis (133), tinea manuum (132),
tinea cruris (108), tinea corporis (125) e onicomicose (136). Essa prevaléncia é atribuida ao
fato de T. rubrum ter uma capacidade maior de se espalhar que outros dermatofitos (138,146),
além de apresentar diversos fatores de viruléncia como enzimas hidrolases, queratinases e
cisteina dioxigenase (145). No entanto, apesar de continuar mundialmente como a espécie
mais prevalente, T. rubrum vem sendo substituida por T. mentragrophytes/interdigitale em
alguns paises, principalmente na grande epidemia atual de dermatofitoses da India
(140,147,148). Alguns autores apontam que a espécie zoofilica T. mentagrophytes vem
sofrendo um fendmeno de antropizacdo, se adaptando a superficie da pele humana e
aumentando sua transmissdo entre humanos, a ponto de causar epidemias (147,148). No
entanto, esse fendmeno ainda foi pouco estudado, mas merece ser discutido principalmente no
contexto da epidemia indiana (147).

Em relacdo as leveduras, o principal género envolvido é Candida, que faz parte da
microbiota comensal da mucosa humana. Quando na pele, e em condic¢des especificas como
alta umidade, oclusdo por roupas ou sapatos, rompimento da barreira cutanea ou alteracéo da
flora microbiana, as leveduras do género Candida sdo reconhecidas como patogénicas e

causam infec¢bes cutaneas (115,116). Além disso, também podem causar onicomicose,
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podendo afetar tanto individuos imunocompetentes como imunossuprimidos, principalmente
aqueles com sistema imunolégico comprometido devido ao envelhecimento, diabetes mellitus
e infeccdo por HIV, além do uso de terapias medicamentosas com imunossupressores e
antibioticos de amplo espectro (26). Dentre as espécies do género Candida, a principal em
casos de micoses superficiais € C. albicans, seguida de C. parapsilosis e, em menor
proporcdo, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis (116,149). Além dessas espécies, muitas
outras podem estar envolvidas, como C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis e C.
sake (150-152), as quais podem piorar 0 prognostico das infecgdes e dificultar seu tratamento,
pois apresentam perfil variado de suscetibilidade aos antifungicos utilizados rotineiramente
(149).

Por fim, ainda existe um amplo universo de fungos filamentosos ndo-dermatofitos que
podem ser agentes etioldgicos de micoses superficiais, cujos casos vém aumentando nos
ultimos anos (145). Além dos géneros usuais Scopulariopsis e Fusarium, também s&o
relatados diversos outros géneros e espécies: Aspergillus spp. (principalmente A. flavus)
(153), Neoscytalidium spp. (154,155), Acremonium spp., Cladosporium spp. (27), Arthrinium
spp. (27,156), entre muitas outras. Alguns autores sugerem, ainda, que ha um amplo espectro
de fungos filamentosos n&o-dermatdfitos causadores de onicomicoses ndo reconhecidos,
assim como a possibilidade de existirem espécies flngicas ainda ndo descritas nesses casos
(27). E importante destacar, porém, que muitas vezes os fungos filamentosos n&o-
dermatofitos apenas crescem saprofiticamente nas unhas com alteracdes patoldgicas, nédo
sendo os agentes etiolégicos primarios. Dessa maneira, € importante distinguir quando sédo
patdgenos e quando sdo apenas colonizadores seguindo alguns critérios, como teste
micoldgico direto positivo, isolamento consecutivo em coletas realizadas durante trés meses e

auséncia de deteccdo de um fungo dermatofito (145).

2.2.3 Epidemiologia no Rio Grande do Sul

Nao existem muitos dados sobre a epidemiologia das micoses superficiais no estado
do Rio Grande do Sul. Em dois grandes estudos epidemiolédgicos sobre dermatofitoses,
encontrou-se que a maior porcentagem de casos era de onicomicose: no estudo de Aquino et
al. (2007) (157), com analise de 2.033 casos de dermatofitoses, 54% destes corresponderam a
onicomicose; e no estudo de Heidrich et al. (2015) (158), com anélise de 9.048 casos, 48,5%

destes corresponderam a onicomicose. Em ambos, o segundo tipo de micose superficial mais
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prevalente foi tinea pedis (157,158). Em relagdo ao sexo e a idade, observa-se o predominio
do sexo masculino e da faixa etéria entre 40 e 50 anos (158).

Quanto aos agentes etioldgicos, recentemente, em 2021, em um estudo com 75
isolados de Trichophyton spp. de casos de onicomicose em Porto Alegre, 81% destes (61)
foram identificados como T. interdigitale (159), o que esta de acordo o predominio da espécie
em casos de onicomicose encontrado em 2013 em outro estudo (160). No entanto, em analises
de casos anteriores a 2013, a especie T. rubrum foi encontrada como a mais prevalente
(157,158,161). E importante destacar que, apenas no primeiro estudo mencionado, realizado
em 2021, foi feita a identificagdo molecular dos isolados fungicos. Nos outros, ela foi
realizada apenas pelas caracteristicas macro e micromorforlogicas. Porém, as espécies T.
rubrum e T. interdigitale sdo facilmente distinguiveis pela coloracdo do verso das coldnias
(avermelhada em T. rubrum), além de ter sido realizado teste de urease nos estudos, que
permite uma boa diferenciacdo entre as duas espécies (158). Dessa forma, especula-se que,
assim como no cenério indiano, também possa estar ocorrendo uma mudanca no predominio
dos agentes etioldgicos das dermatofitoses no Rio Grande do Sul, de T. rubrum para T.
interdigitale (147). No entanto, mais estudos epidemioldgicos sdo necessarios no estado, com

diferentes tipos de dermatofitoses, para determinar com preciséo a prevaléncia das espécies.
2.2.4 Manifestacdes clinicas

As manifestacbes clinicas dos diferentes tipos de micoses superficiais sdo muito
diversas, dependendo principalmente do local do corpo afetado e do agente etiologico
(Quadro 2). Dessa maneira, devido a essa grande diversidade, ndo serdo exploradas aqui
manifestacdes clinicas especificas de cada tipo de micose. No entanto, serdo destacadas duas
questdes relevantes em relacdo a esse tema: a tinea incognita (ou incognito) e a possibilidade
de micoses superficiais se tornarem invasivas.

A tinea incognita foi descrita pela primeira vez em 1968 e se caracteriza por
apresentacdo clinica atipica, dificultando o reconhecimento e diagndstico. Isso pode levar ao
diagndstico equivocado de outras doengas, como eczema, psoriase e l0pus eritematoso
cutaneo (162,163). A tinea incognita ocorre principalmente em um quadro de
imunossupressdo local ou sistémica induzida pelo uso de corticosteroides, além de, mais
raramente, dos imunomoduladores pimecrolimo e tacrolimo (164). Alguns autores sugerem
que, ao invés do uso do termo tinea incognita, essa manifestacdo clinica deve ser chamada de

“tinea modificada por esteroides” (165,166).
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De maneira resumida, o0 uso de corticosteroides diminui a inflamacdo, dando a
impressao de que a lesdo esta melhorando, enquanto o fungo continua presente e ativo devido
as alteracbes imunoldgicas induzidas pelo uso do medicamento (topico ou oral). Assim,
devido a aparente melhora, o tratamento é interrompido, € nesse momento a inflamacéo
retorna, mas com um aspecto diferente (22,164). Em geral, o uso de corticosteroides faz com
que apareca um eritema difuso sem bordas definidas, com pépulas e pustulas foliculares,
tornando dificil seu reconhecimento (24,162) (Figura 11). Na india, o uso de pomadas com
combinacdo de antifangico, corticoide e antibiotico € um dos fatores elencados como o
responsavel pela grande epidemia de dermatofitoses pois, além de dificultar o diagndstico,
também faz os casos de tinea se tornarem crénicos e com lesdes extensas (166,167).

Figura 11. Manifestagdes clinicas da tinea incognita. (A) Eritema disseminado e descamagéo

em caso de tinea faciei; (B) Tinea incognita na parte superior das costas.
Ref.: adaptado de Verma, 2017; Arenas et al. 2010 (163,165)

A outra manifestacdo clinica das micoses superficiais que merece destaque é a
possibilidade de elas se tornarem infecgdes invasivas. Essas micoses estdo normalmente
confinadas ao estrato cdrneo e unhas, com lesdes ndo ultrapassando a camada basal. Porém,
em situacOes especificas e mais raras, os fungos dermatofitos penetram profundamente na
derme e causam infeccdes invasivas, envolvendo o tecido subcutdneo e podendo atingir
também 6rgdos internos, como ganglios linfaticos, 0ssos e cérebro (168,169). Apesar de mais
rara, essa apresentacdo clinica das micoses superficiais estad associada a uma mortalidade
elevada.
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Em uma revisdo sistematica, foram identificados 160 casos de infec¢es invasivas
causadas por fungos dermatdéfitos entre 2000 e 2020. Os principais fatores de predisposicdo
encontrados para esse tipo de micose invasiva sao transplante de 6rgdos solidos, uso de
imunossupressores topicos, mutacdes génicas especificas (CARD9 e STATS3), diabetes e
trauma. A principal espécie envolvida foi T. rubrum, dado que est4 de acordo com sua
prevaléncia mundial. A mortalidade ficou entre 5,5%, para pacientes sem mutacGes génicas,
chegando a 17,4% para 0s pacientes que as apresentavam (169). Além disso, outros fatores de
predisposicdo que podem ser citados sdo uso sistémico de corticosteroides, infec¢do por HIV
(170) e doengas hepdticas (168). No entanto, infec¢bes invasivas também podem acontecer
em pacientes sem imunossupresséo (171).

Além dos fungos filamentosos dermatdfitos, casos de onicomicose causados por
Candida spp. também podem evoluir para infeccBes sisttmicas em pacientes
imunocomprometidos, como idosos, pessoas com diabetes mellitus e infecgdo por HIV (26).
Assim, destaca-se a importancia de realizar um tratamento répido e eficiente de micoses
superficiais em pacientes imunossuprimidos, a fim de evitar a progressdo sistémica da
infeccdo. N&o existe um tratamento padrdo para esses casos, mas em geral a terbinafina
apresenta bons resultados. Mais preocupante é o quadro de pacientes que apresentam
mutacdes génicas, os quais usualmente requerem tratamento profilatico durante toda a vida
(169,170).

2.2.5 Diagndstico

Como pode ser observado no Quadro 2, um dos métodos diagndsticos mais indicados
para todos os principais tipos de micoses superficiais € 0 exame micologico direto com
hidroxido de potassio (KOH) a 10 ou 20% e observacdo no microscépio oOtico (117). Esse
método € simples, barato e rapido de ser realizado, sendo fundamental para diagnosticar a
presenca de uma infeccdo fungica (172). Entretanto, o exame micoldgico direto apresenta
limitacOes, necessitando de uma boa quantidade e qualidade de amostra para evitar resultados
falso-negativos, exigindo um profissional experiente para visualizagdo das estruturas fungicas
e apresentando ineficiéncia para identificacdo do género e da espécie do fungo (173).

Para realizar a identificacdo do fungo, tradicionalmente é feito o seu cultivo em agar
Sabouraud suplementado com antibidtico (cloranfenicol) e cicloheximida (utilizado para
selecdo de fungos dermatdfitos) (172). No entanto, os cultivos também apresentam percalcos,

pois nem todas as espécies podem ser diferenciadas através das caracteristicas macro e
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micromorfoldgicas, a exemplo de T. mentagrophytes e T. interdigitale (137,174). Além disso,
muitas vezes, mesmo com um exame micoldgico direto positivo, o fungo pode ndo crescer no
meio de cultivo, devido a diversos fatores como pouca quantidade de amostra, falta de
viabilidade celular no material coletado ou utilizacdo de antifingicos antes da coleta (174). O
tempo necessario para o cultivo também é uma limitacdo, pois a maioria dos fungos
dermatdfitos necessitam de 7 até 21 dias para crescer (173). A identificagdo da espécie ndo é
fundamental para todos os tipos de micoses superficiais e o tratamento pode ser iniciado sem
a determinacéo do agente etioldgico. Porém, em algumas situacdes, como em lesdes causadas
por especies zoofilicas e em casos de fungos filamentosos ndo dermatofitos, a identificagdo é
fundamental para a escolha e eficiéncia do tratamento (172,175).

A partir das limitaces dos métodos convencionais de diagndstico, diversas novas
técnicas e metodologias passaram a ser propostas. Entre elas, se destacam as relacionadas a
biologia molecular, com a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variacOes
(138,172,174). As técnicas moleculares tém dois ramos de aplicagcdo: um, a identificacdo do
fungo direto de amostras clinicas do paciente (unhas, raspado de pele, entre outras
topografias); o outro, a identificacdo do fungo a partir de DNA extraido das culturas (138).

A deteccdo e identificacdo do fungo diretamente de amostras do paciente apresentam
vantagens incontestaveis em relacdo aos métodos convencionais, como a rapidez na obtencgéo
dos resultados (possivel de ser obtido em até 24 horas) e aumento tanto da sensibilidade
quanto da especificidade, evitando o uso de tratamentos inadequados, por exemplo (174). A
identificacdo de fungos dermatofitos é realizada principalmente a partir dos polimorfismos
presentes nos espacadores internos transcritos (ITS, do inglés internal transcribed spacer)
ITS1 e ITS2 da sequéncia codificadora do rDNA 5.8S. A utilizacdo dessa regido apresenta
muita sensibilidade e confiabilidade para diferenciar as espécies (172). Ja a identificacdo dos
fungos a partir de DNA extraido das culturas ndo € tao atil clinicamente, pois exige o cultivo
antes da realizacdo da PCR. No entanto, é essencial para fins de pesquisa e dados
epidemioldgicos, permitindo a verificagdo da incidéncia de espécies e sua identificacdo
mesmo em isolados ja armazenados em micotecas, por exemplo (138).

Em ambas as situacdes, a identificacdo com técnicas moleculares também apresenta
limitagdes. As principais séo a disponibilidade dessas técnicas apenas em grandes centros
especializados e o alto custo envolvido (que, em 2017, era de 10 a 15 euros por amostra).
Poucos laboratorios j& realizam rotineiramente métodos moleculares para identificacdo de

fungos dermatofitos em amostras de pacientes, com finalidades clinicas; a maior parte faz uso
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principalmente para pesquisa (172). Dessa maneira, apesar de terem vantagens indiscutiveis
sobre os métodos diagndsticos convencionais, € preciso sempre balancear os beneficios e as

desvantagens, avaliando o real impacto clinico da biologia molecular em cada caso (172,174).

2.2.6 Tratamento

Os antifungicos disponiveis atualmente sdo agrupados em quatro classes principais:
polienos (representados principalmente pela anfotericina B), azolicos (representados
principalmente pelo itraconazol, cetoconazol e fluconazol), equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina e micafungina) e alilaminas (representados principalmente pela terbinafina).
Todos os antifangicos dessas classes agem na sintese da parede celular fangica. Também ha a
5-flucitosina, um antimetabodlico que interfere na sintese de DNA e proteinas; o ciclopirox,
que inibe as enzimas responsaveis pela degradacdo de peroxidos na célula fungica; e a
griseofulvina, que inibe a mitose (176). Para infeccBes flngicas invasivas, as opcles
terapéuticas incluem apenas os polienos, azélicos e equinocandinas (177).

O tratamento das micoses superficiais pode ser realizado com antifingicos topicos ou
orais. Além disso, também pode ser feito o uso combinado de ambos (178). O tratamento
primario indicado para casos de tinea corporis, tinea cruris, tinea pedis e tinea manuum séo
antifngicos topicos, principalmente os azolicos, como clotrimazol, miconazol e econazol. Ja
para casos de onicomicose e tinea capitis, em geral é indicado uso oral de antifungicos (179).
Para tinea capitis, isso € necessario pois antifingicos topicos ndo penetram o suficiente na
haste capilar para erradicar a infeccdo (180); jA para onicomicose, 0s agentes tdpicos
apresentam dificuldade de penetracdo e absorcdo na lamina ungueal (181). Apesar disso, é
possivel o uso de medicamentos topicos, dependendo da severidade das lesbes em casos de
onicomicose (179). Em relacdo a candidiase cutanea, ndo existe uma diretriz conclusiva sobre
qual a melhor opcdo de tratamento, dependendo da apresentacdo clinica do caso; para uso
topico, o mais indicado é o clotrimazol e, para uso sistémico, o fluconazol (115).

Ressalta-se que o uso topico de antifingicos, para qualquer tipo de micose superficial,
somente é indicado para lesdes localizadas, pois lesdes extensas, crénicas, recalcitrantes ou
modificadas pelo uso de corticosteroides exigem o0 uso de medicacGes orais,
independentemente do tipo de micose (178,179). Andlises sistematicas comparando a eficacia
em casos de micoses superficiais ndo encontraram diferencas significativas entre as diferentes

classes de antifungicos de uso topico (182,183). No entanto, em relacdo a cura micoldgica ao
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final do tratamento, as alilaminas terbinafina e butenafina se mostraram superiores em relagéo
aos azllicos clotrimazol, oxiconazol e sertaconazol (183). Além dos medicamentos usuais,
também sdo estudados diferentes compostos naturais, como Oleos essenciais de plantas e
quitosano, para superar os efeitos adversos dos antifingicos convencionais e o problema da
resisténcia antifngica (179). Quando é necessario 0 uso de terapias antifingicas sistémicas,
os principais utilizados séo o itraconazol e a terbinafina, em casos de dermatofitoses, e 0
fluconazol, em casos de candidiase cutanea (178).

A maior parte dos estudos referentes ao tratamento séo realizados sobre onicomicose,
devido ao fato dessa ser a micose superficial mais comum, e também pela questdo de
dificuldade de absorcao de agentes topicos nas unhas (184). Além disso, o uso de antifingicos
topicos requer um longo tempo de tratamento e adesdo do paciente ao tratamento para que
este seja efetivo para cura (181). A cura completa € definida pela combinacéo da cura clinica
(unha com aparéncia normal) e micoldgica (exame micologico direto negativo) (185). Entre
0s medicamentos de uso topico, destacam-se o ciclopirox e a amorolfina e, entre os de uso
oral, a terbinafina, o itraconazol e o cetoconazol (186). No entanto, nenhuma dessas
modalidades de tratamento consegue atingir taxas de cura de 100% e, para uso topico, a
eficacia é muito menor (135). Assim, diferentes e novas estratégias de tratamento vém sendo
estudadas, como novas formulacGes de agentes tOpicos também com potenciadores de
penetracdo (187,188), uso de sistemas de laser, principalmente de CO2 (189) e terapia
fotodinamica (190). Além dos fatores usuais que levam a dificuldade do tratamento, também
se destaca a questdo de casos nos quais 0 agente etioldgico € um fungo filamentoso néo-

dermatdfito, os quais podem ser resistentes aos antifingicos usualmente utilizados (191,192).

2.3 Testes de suscetibilidade antifangica

Os testes de suscetibilidade antifungica sdo realizados para definicdo da
suscetibilidade/resisténcia in vitro de um isolado fungico para um determinado antifingico.
Essa definigdo é feita através da concentracao inibitéria minima (CIM), que é a concentracdo
minima necessaria para inibir o crescimento do fungo (33). O primeiro antifingico
desenvolvido foi a anfotericina B, em 1958, apresentando bom desempenho mas alta
toxicidade. Apenas em 1973 foi desenvolvida a flucitosina, e os azois de primeira geracdo
(fluconazol e itraconazol) foram disponibilizados em 1990. No comeco dos anos 2000,

surgiram novos agentes antifungicos mais eficazes e seguros, como as equinocandinas para
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combater Candida spp. e os az0is de segunda geracdo (como voriconazol, posaconazol e
isavuconazol), eficazes contra fungos filamentosos (193). Portanto, até 1973, ndo havia
necessidade de realizar testes de suscetibilidade antifungica, pois apenas a anfotericina B
estava disponivel para o tratamento de infeccdes fangicas.

Com o surgimento de novos agentes antiflngicos, testes de suscetibilidade comegaram a
ser realizados, principalmente com métodos de microdiluicdo em caldo adaptados a partir de
protocolos para bactérias ou com testes de difusdo em &gar. Porém, a variabilidade inter-
laboratorial dos valores de CIM era muito alta, prejudicando a interpretacdo correta dos
resultados e sua correlacdo clinica. Muito fatores influenciam na determinacéo das CIMs,
como tamanho do in6culo inicial, meio e tempo de cultivo e concentracdo dos antifungicos
testados (194,195). Dessa maneira, o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), uma
organizacdo dedicada para a padronizacdo de testes de suscetibilidade para diferentes
microrganismos, iniciou em 1985 um esforco para padronizar os testes de suscetibilidade
antifungica (33). Isso levou ao surgimento de diversos protocolos que permitem o controle de
qualidade e padronizacdo dos testes, com destaque para os protocolos M27 (para testes de
microdiluicdo em caldo de leveduras) e M38 (para testes de microdiluicdo em caldo de fungos
filamentosos) (196,197). Da mesma maneira, outras organizagbes como 0 European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) também desenvolveram
protocolos para testes de suscetibilidade antifungica (198). No entanto, os protocolos do CLSI
sdo 0s mais amplamente utilizados.

De forma resumida, os protocolos de microdiluicdo em caldo do CLSI séo realizados da
seguinte maneira: uma quantidade inicial padronizada de inéculo fungico é incubada na
presenca de uma diluicdo seriada do antiflngico a ser testado, em po¢os contendo um meio de
cultivo padrdo e esteéril, usualmente meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute); e o valor
de CIM é determinado pela menor concentracdo do antifingico capaz de inibir o crescimento
do fungo (total ou parcialmente, dependendo do antifungico) em compara¢do com o0 pogo de
controle de crescimento (sem adi¢do de antifungico) (199) (Figura 12).

Além da CIM, outro parametro utilizado para avaliar a suscetibilidade antifngica € a
concentracdo fungicida minima (CFM), definida como a menor concentracdo de antifingico
capaz de matar pelo menos 99,9% do in6culo final, presente nos pogcos que ndo apresentaram
crescimento fungico no teste para determinacdo da CIM (200). A CFM tem sido avaliada em
diversos estudos (201-203), pois seu resultado é importante principalmente no caso de

pacientes imunossuprimidos, cujos sistemas imunoldgicos podem ser ineficientes na
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eliminacdo de células fangicas remanescentes ap6s o tratamento. No entanto, diferentemente
da CIM, ndo existem protocolos padrdo para determinacdo da concentracdo fungicida minima
(204).

- S -
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\ do antifingico
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Solugio estoque
do antifingico
@ Pogo sem
[ N antifiingico:
Controle < Controle de
negativo 3 % Y = > crescimento
Angic

i m—

N 4

Indculo em suspensio
do isolado fiingico

Meio RPMI estéril

Figura 12. Esquema do teste de suscetibilidade antifingica seguindo o protocolo de
microdiluicdo em caldo do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).
Ref.: adaptado de Qidwai et al. 2018. (205)

Os valores de CIM ndo podem ser correlacionados diretamente com
suscetibilidade/resisténcia in vivo dos isolados fungicos, pois diversos fatores ambientais e
fisiol6gicos que ndo sdo reprodutiveis nos testes in vitro influenciam na suscetibilidade
antifungica (206). Portanto, as CIMs nédo tém relevancia clinica e epidemiolégica direta. Além
disso, esses valores sdo dependentes das condi¢Ges em que o teste foi realizado (207). Para
superar esse problema e permitir a interpretacdo dos valores de CIM, comecaram a ser
estabelecidos pontos de corte (clinical breakpoints) que classificam os isolados fngicos em
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quatro categorias: sensivel, intermediario, sensivel dose-dependente e resistente ao
antifungico que esta sendo testado. Os protocolos do CLSI possuem pontos de corte definidos
apenas para as seis espécies mais usuais do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) para os antifungicos anidulafungina,
caspofungina, micafungina, fluconazol e voriconazol. Nao existem pontos de corte definidos
para nenhum fungo filamentoso, exceto para Aspergillus fumigatus com voriconazol (33).

O estabelecimento de pontos de corte € um processo complexo que requer uma grande
quantidade de dados, para permitir uma correlacdo in vitro-in vivo das CIMs (208). O
principal limitador para defini¢cdo de pontos de corte para leveduras menos comuns e fungos
filamentosos é a falta de ensaios clinicos que correlacionem os valores de CIM com o0s
desfechos de pacientes tratados com o antifangico (209). Além disso, existem diversos fatores
confundidores em pacientes com infec¢bes fldngicas, uma vez que muitas vezes eles
apresentam outras comorbidades. Dessa maneira, ndo € possivel estabelecer pontos de corte
para diversas espécies de fungos (33,208).

Para superar o problema da falta de pontos de corte, foi proposto recentemente o uso de
valores de corte epidemioldgicos (epidemiological cutoff values — ECVs). O ECV distingue
isolados wild-type (selvagens) de isolados non-WT (n&o-selvagens). Isolados WT sé&o aqueles
que ndo apresentam nenhum mecanismo de resisténcia antifungica. Isolados ndo-WT possuem
mecanismos de resisténcia adquiridos, apresentando CIM maior que o ECV definido da
espécie e agente antifingico que estdo sendo testados. Porém, as classificacdes de WT e néo-
WT ndo séo sinbnimos de “sensivel” e “resistente” e devem ser interpretados com cautela,
pois sdo baseados apenas em dados in vitro. As aplicacGes clinicas dos ECVs ainda precisam
ser mais bem definidas, mas esses valores auxiliam na interpretacdo das CIMs quando néo
existem pontos de corte (209). Ja& foram definidos ECVs para Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus gatti (210), Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus (211), Sporothrix
schenckii e Sporothrix brasiliensis (212).

A determinacdo dos pontos de corte e dos ECVs é essencial para transpor os resultados
dos testes de suscetibilidade antifingica para a préatica clinica, além da compilacdo de dados
epidemioldgicos sobre o crescente problema de resisténcia antifingica. Em geral, €
recomendada a realizacdo de testes in vitro em situacbes de uso prologado de terapia
antifungica, infecgdes recalcitrantes e recorrentes ou quando a escolha de determinado
medicamento é fundamental no manejo do paciente (213). Os resultados dos testes de

suscetibilidade antifungica ja se mostraram clinicamente Gteis em casos de candidemia, para
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identificacdo de isolados resistentes aos principais antifingicos e previsdo do desfecho
clinico. Para o género Aspergillus, os testes in vitro sdo menos realizados, mas podem ser
indicados em determinadas situacdes. Porém, para fungos filamentosos de outros géneros,
como Fusarium, Mucor e Scedosporium, é recomendado cautela, pois as CIMs ndo sdo boas
preditoras do desfecho clinico, além dos mecanismos de resisténcia ainda serem pouco
conhecidos (214,215). Para esses fungos, o resultado do tratamento parece estar relacionado
diretamente com 0s mecanismos intrinsecos de resisténcia, e ndo aqueles desenvolvidos
durante a terapia (216).

Outro fator que dificulta a aplicagdo clinica dos testes de suscetibilidade antifingica € a
demora para obtencdo dos resultados (217). Além de exigir profissionais qualificados e ter
custo elevado, 0 método de microdiluicdo em caldo do CLSI exige periodos de incubacédo que
vao de 24 horas, para leveduras, até quatro dias, para fungos filamentosos dermatofitos (33).
Essas desvantagens dificultam a realizacdo dos testes de suscetibilidade antifingica de
maneira rotineira em laboratérios clinicos. Existem metodos comerciais, como 0 Sensitre™
YeastOne™ (ThermoFischer Scientific) e o Vitek® 2, que possuem execucao mais simples e
rapida, mas foram desenvolvidos para espécies de Candida, nao incluindo outras leveduras e
fungos filamentosos.

Nesse sentido, novas metodologias surgiram nos ultimos anos, como a técnica de
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass
Spectrometry ou lonizacdo por Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz com analisador por
tempo de voo) (218,219), plataformas baseadas na analise de acidos nucleicos (220),
citometria de fluxo (221) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (222). Para fungos causadores de dermatomicoses, ja foi também proposto um ensaio
de corneofungimetria, no qual o teste de suscetibilidade é realizado in vitro em camadas do
estrato cdrneo humano, permitindo a incorporacdo de alguns fatores presentes in vivo (223).
Todas essas técnicas sao promissoras para permitir a realizacdo de testes de suscetibilidade

antifngica na rotina de laboratorios clinicos.

2.3.1 Testes de suscetibilidade antifungica de fungos causadores de micoses superficiais

Na literatura, estudos avaliando a suscetibilidade antifungica s&o mais comuns com
isolados de Candida spp. provenientes de casos de candidemia e infec¢bes vulvovaginais.

Para fungos filamentosos dermatofitos, fungos filamentosos ndo-dermatofitos, isolados de
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Candida spp. e leveduras de outros géneros causando micoses superficiais, as pesquisas sobre
suscetibilidade antifingica sdo mais escassas. Possivelmente, isso decorre do fato de que
infeccdes sistémicas causadas por leveduras do género Candida sdo graves e associadas com
alta mortalidade, necessitando de tratamento antifingico imediato e adequado (215). No
entanto, as micoses superficiais s&o muito prevalentes e, considerando o crescente problema
da resisténcia antifungica e a toxicidade de tratamentos com antiflngicos orais, é relevante
conhecer o perfil de suscetibilidade dos fungos causadores das micoses superficiais para
direcionar um melhor tratamento e utilizacdo racional de medicamentos (224). Além disso,
em alguns casos especificos, como em pacientes imunossuprimidos, fungos causadores de
micoses superficiais podem invadir a derme e causar infecgdes invasivas com alta mortalidade
(169).

Os resultados dos estudos encontrados avaliando a suscetibilidade antifingica de
fungos filamentosos dermatdéfitos, fungos filamentosos ndo-dermatofitos, leveduras do género
Candida e leveduras ndo-Candida de casos de micoses superficiais estdo incluidos nos
quadros 3, 4, 5 e 6, respectivamente. Foram incluidos apenas estudos que realizaram os testes
com métodos de microdiluicdo em caldo (com protocolos do CLSI/EUCAST), para permitir
uma melhor comparacgdo dos resultados. Apenas para a espécie Rhodotorula mucilaginosa foi
incluido um estudo que utilizou um método de tiras com antifingicos (ATB Fungus 3 System,
ATBF3, bioMérieux), pois foi o Gnico encontrado com essa levedura emergente em casos de
onicomicose (225). Mesmo que sejam uma possivel fonte de contaminacdo para humanos
(226), também ndo foram incluidos estudos que avaliaram a suscetibilidade de isolados
fangicos provenientes de micoses em outros animais, como cachorros e gatos. Além disso,
também foram excluidos estudos que definiram critérios de suscetibilidade e resisténcia de
fungos filamentosos dermatofitos, sem incluir os valores de CIM, pois ndo existem critérios
oficiais para essas definicdes.

Para fins de melhor visualizacdo dos dados, os resultados para alguns antifingicos
menos usuais que foram avaliados apenas em poucos estudos ndo foram incluidos nas tabelas;
foram acrescentados apenas aqueles mais utilizados na pratica clinica. Para as equinocandinas
caspofungina, micafungina e anidulafungina, séo avaliados os valores das concentragoes
efetivas minimas (CEMs), e ndo das CIMs. A CEM ¢ a menor concentragdo do antifingico
que leva ao crescimento de formas de hifas pequenas, arredondadas e compactas quando

comparado com as hifas no pogo de controle de crescimento (197). Esse ponto de corte
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também é medido em pg/mL e se correlaciona melhor com a atividade in vivo das
equinocandinas (227).

Para fungos filamentosos dermatofitos, a espécie mais testada foi Trichophyton
rubrum (Quadro 3), 0 que esta de acordo com a prevaléncia global dessa espécie em casos de
dermatofitoses (228). A segunda espécie mais testada foi T. interdigitale/mentagrophytes.
Essas espécies foram incluidas em conjunto pois formam um complexo de dificil separacéo,
mesmo com técnicas de biologia molecular (144). Os géneros Microsporum e
Epidermophyton foram encontrados em poucos estudos. O antifingico mais testado foi a
terbinafina e este foi o que apresentou menores MICs, com valores chegando a 0,001 pg/mL
para T. interdigitale/mentagrophytes (159). De fato, a terbinafina é o antifingico utilizado
como terapia primaria para dermatofitoses (228). O itraconazol foi o segundo antifingico
mais testado e também apresentou valores baixos de CIM, porém alguns isolados de T.
rubrum e T. interdigitale/mentagrophytes tiveram valores altos acima de 16 pg/mL
(159,229,230). O fluconazol foi o antifingico menos eficaz, 0 que € esperado, pois fungos
filamentosos usualmente ndo sdo suscetiveis a esse antifungico (197).

Para fungos filamentosos ndo-dermatofitos (FNDs), o género mais testado foi
Aspergillus, seguido de Fusarium e Scopulariopsis (Quadro 4), que estdo entre 0s géneros de
FNDs mais usuais em casos de micoses superficiais (113,229,231). Outros géneros de
destaque sdo Arthrinium, Clasdosporium e Acremonium (27). Itraconazol e terbinafina foram
os dois antifingicos testados em todos os estudos. Apesar de terem apresentado boa agéo in
vitro contra alguns isolados, destaca-se o grande numero de isolados que tiveram altos valores
de CIM, chegando a mais que 64 pg/mL principalmente para o género Fusarium (232).
Considerando que estes sdo dois antifingicos de primeira linha no tratamento de
onicomicoses, por exemplo (Tsang et al. 2019), esses dados séo relevantes. Nesse contexto,
foram testados outros antifangicos, como a anidulafungina, que mostrou valores muito baixos
de CEM para vérias espécies do género Aspergillus, abaixo de 0,008 pg/mL (153). No
entanto, algumas espécies de fungos filamentosos ndo-dermatéfitos menos usuais, como
Purpureocillium lilacinum, Microascus gracilis (27) e Fusarium oxysporum (229)
apresentaram valores de CIM/CEM altos para todos os antifangicos testados, chegando a 16
pMg/mL até mesmo para a terbinafina, ressaltando a importancia da realizagdo de testes de
suscetibilidade antifungica in vitro com FNDs.

O género Candida foi 0 mais amplamente testado nos estudos encontrados, com 17

espécies representadas por ao menos um isolado (Quadro 5). C. albicans foi a espécie mais
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testada, seguida de C. parapsilosis e C. tropicalis. Para esse género, conforme descrito
anteriormente, existem pontos de corte definidos para alguns antifingicos e algumas espécies
nos protocolos do CLSI e EUCAST. Por esse motivo, além dos valores de CIM/CEM, foram
incluidos na tabela os critérios sensivel/sensivel dose dependente/intermediario/resistente,
quando estes foram descritos no estudo em analise. De acordo com o CLSI, esses critérios tém
0 seguinte significado: sensivel — o isolado é inibido quando a concentracdo indicada de
antifangico é utilizada, sendo este adequado para o tratamento; sensivel dose dependente — a
inibicdo do isolado depende da dose utilizada, sendo que sdo necessarias doses mais altas que
as usuais para que o tratamento seja efetivo; intermediario — inclui isolados que séo
moderadamente suscetiveis ao antifingico, ou para os quais ndo existem dados suficientes
para classifica-los como sensiveis ou resistentes; resistente — o isolado ndo € inibido pelo
antifangico, independentemente da dose ou do local de infeccdo, e o tratamento com esse
agente ndo é indicado (196).

Observa-se que a suscetibilidade do género Candida é bastante variada, até mesmo
entre isolados de uma mesma espécie, dependendo de sua origem e infeccdo associada. O
fluconazol € o antifungico mais utilizado no tratamento de infeccdes por Candida, o qual foi
testado em todos os estudos encontrados, sendo que seu uso indiscriminado é um dos fatores
responsaveis pelo surgimento de isolados resistentes (233). C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C. dubliniensis foram as espécies que apresentaram
isolados resistentes ao fluconazol. Para os outros agentes azolicos itraconazol, voriconazol e
cetoconazol, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata também
apresentaram isolados resistentes. O maior numero de isolados resistentes, entre todas as
espécies, foi para a terbinafina, pois diferentemente de fungos filamentosos, esse antifingico
apresenta baixa eficacia contra o género Candida (234,235).

Foram encontrados poucos estudos com leveduras ndo-Candida causadoras de
micoses superficiais (Quadro 6). Para o género Malassezia, foram avaliadas sete espécies, as
quais apresentaram perfil de suscetibilidade variado. Uma das principais espécie do género,
M. furfur, apresentou isolados com altos valores de CIM para anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e cetoconazol, possivelmente apresentando resisténcia in vitro a esses
antifungicos (236). Rhodotorula mucilaginosa apresentou valores altos de CIM para
fluconazol, itraconazol, voriconazol e terbinafina (225). Isolados de trés espécies de
Trichosporon apresentaram perfil de suscetibilidade variado, com alguns apresentando

valores altos de CIM para fluconazol, itraconazol e voriconazol (237).
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Quadro 3. Concentracdes inibitérias minimas (CIMs)/concentracdes efetivas minimas (CEMSs) de 11 antifingicos para diferentes espécies de fungos filamentosos

dermatofitos de casos de micoses superficiais.

Espécie/Protocolo

n

CLSI M38-A 39
CLSI M38-A2 27
CLSI M38-A2 61
CLSI M38-A2 20
CLSI M38-A2 73
CLSI M38-A2 5
CLSI M38-A2 21
CLSI M38-P 7
CLSI M38-P 4
CLSI M38-A3 17
CLSI M38-A2 24
CLSI M27-A 19

CLSI M38 7
CLSI M38-A2 20
CLSI M38-A2 13
CLSI M38-A2 10
CLSI M38-A2 45
CLSI M38-A2 21
CLSI M38-A2 4
CLSI M38-P 43
CLSI M38-P 39
CLSI M38-A 20
CLSI M38-P 1
CLSI M38-P 30
CLSI M38-A2 37
CLSI M27-A 73

EUCAST E.DEF.9.3
CLSI M38-A2

49
55

Parametro

Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
CIM média
CIM média
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM

Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
Faixa de CIM
CIM média
Faixa de CIM
Faixa de CIM
CiM
CIM média
Faixa de CIM

Faixa de CIM

Faixa de CIM

Faixa de CIM

Continuacéo do quadro na préxima pagina

CIM/CEM (pg/mL)

AMB

0,06-0,5

1,83+0,8

0,031-0,5

0,25-8

0,3-32
0,5-4

1->64
2-64
1,311
1,27+0,9
0,06-32
2->64
0,125-64

2-8

1-32
0,5-4

2->64
1-64
0,585
0,03-2
4->64

2->64

0,125->64

0,5-32
4-64

0,031-0,25

0,003->16 0,06-8
0,0313-1

<0,031-0,5
<0,06-0,06 <0,125-0,125
0,124
0,028+0,02
0,06-2
<0,031-2 <0,031-1
0,015-0,25

0,031-0,125

0,06->16 0,03-4
0,0313-1

<0,031->16
<0,06-16 <0,125-4
0,035
0,008-0,12
0,0625-0,5
0,0625

<0,031-1 <0,031-4
0,015->8

0,0625-2
0,063-4 0,063-4

0,031-0,5
0,003-1
0,001-2
0,0313-1
0,008-4
<0,031
<0,06-1
0,018
0,0078+0,005
0,004-2
<0,031
0,003-0,25

0,031-0,25
0,003-0,5
0,01-0,12
0,0313-1
0,0156-4
<0,031
<0,06-0,5
<0,008
<0,008-0,015
<0,031-0,062
0,003->2

0,03
0,016-0,125

0,007-0,125

0,007-0,5

0,031-0,5

0,03-4

0,06-2
<0,031->16

0,03-4

0,0625-1

1,15+0,74

<0,031-4

0,0625-1
0,125-1

0,03-64
0,125->64
0,0312-8
2->16
0,06-4

0,125->64

0,06-64
0,12-8
0,0625-4
2->16
0,25-16
0,125-2
4
11,7
0,25->64

0,25-8
0,05-2

CPX

0,5-2

0,0625-1
1,13+0,59

CAS*

0,25-1

MCZ

0,031-0,5

1,02+0,64

0,0625-1
0,125-1

Ref.

(238)
(239)
(159)
(240)
(241)
(229)
(230)
(242)
(243)
(244)
(245)

(246)

(238)
(239)
(159)
(240)
(241)
(229)
(230)
(242)
(243)
(247)
(248)
(249)
(245)

(246)

(250)

(251)




CIM/CEM (pg/mL) Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC GSF CPX CAS* MCz

Espécie/Protocolo n Parametro

CLSI M38-A2 10 Faixa de CIM - 4-64 0,25-4 0,008-0,06 0,008-0,25 0,008-0,125 0,06-2 0,125-0,5 - - - (252)
CLSI M38-A2 36 Faixa de CIM - 4-128 0,25-8 - - - - - - - - (253)
CLSI M38-A2 9 Faixa de CIM - - - - 0,0625-1 - - 0,125-1 - - - (241)

CLSI M38-P 22 Faixa de CIM - 1-16 0,25-1 = - - 0,125-1 0,25-1 - - - (254)

CLSI M38-A2 29 Faixa de CIM - - - - 0,003-1 - - 0,03-64 - - - (239)
CLSI M38-A2 1 CiM = >64 0,5 0,25 0,0625 - 4 2 2 - - (159)
CLSI M38-A2 4 Faixa de CIM - - - - 0,0156-0,125 - - 0,125-1 - - - (241)
CLSI M27-A 17 Faixa de CIM - 0,25-32 0,015-0,5 - 0,003-2 0,007-1 - - - - - (246)

CLSI M38-A2 23 Faixa de CIM - - - - - - - 0,03-64 - - - (239)
CLSI M38-A2 40 Faixa de CIM - - 0,016-0,125 0,016-0,25 0,004-0,125 0,008-0,063 0,063-2 0,125-4 - 0,063-0,5 - (255)
CLSI M38-A2 23 Faixa de CIM - - - - 0,0156-1 - - 0,125-2 - - - (241)
CLSI M27-A 5 Faixa de CIM - 0,5-64 0,015-8 - 0,007->2 0,007-1 - - - - - (246)

CLSI M38-A 7 Faixa de CIM - 0,25-4 0,0312-0,125 - 0,031-0,25 - - - - - - (238)
CLSI M38-A2 4 Faixa de CIM - - - - 0,0625-0,25 - - 0,125-0,25 - - - (241)

CLSI M38-A2 22 Faixa de CIM - - 0,016-0,125 0,016-0,25 0,008-0,125 0,008-0,125 0,063-4 0,125-4 - 0,125-0,5 - (256)
CLSI M38-A2 102 Faixa de CIM - - 0,06-2 - 0,008-0,125 - - 0,25-4 0,03-0,5 - - (257)

CLSI M38-A2 2 cIM - - 0,032/0,063 0,125 0,063 0,063 0,25/0,5 05 - 0,125/0,25 - (256)
CLSI M38-A2 1 cIM . = 0,25 : 0,008 - . 1 05 - - (257)
CLSI M38-A2 2 CIm - - - - 0,0156/0,125 - - 0,125/0,25 - - - (241)
CLSI M38-A2 62 Faixa de CIM 0,064-0,25 0,5-16 0,016-1 0,016-0,125 0,016-0,125 0,016-0,064 . - . 0,125-1 . (258)

CLSI M38-A2 12 Faixa de CIM - - 0,0625-1 - <0,03125-0,5 - - - - - - (259)

CLSI M38-A2 29 Faixa de CIM - - 0,125-1 - 0,008-0,06 - - 0,25-2 0,06-0,5 - - (257)

CLSI M38-A2 23 Faixa de CIM - - 0,25-2 - 0,008-0,06 - - 0,5-4 0,06-05 - - (257)
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CIM/CEM (ug/mL)
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC GSF CPX CAS* MCz

Espécie/Protocolo n Parametro

CLSI M38-A2 10 Faixa de CIM - - 0,25-0,5 - 0,008-0,06 - - 0,25-2 0,06-0,5 - - (257)

CLSI M38-A2 1 CIM - - - - 0,0625 - - 1 - - - (241)

Fonte: elaborado pelo autor.
CIM: concentragdo inibitéria minima; CEM: concentracéo efetiva minima; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; TRB: terbinafina; POS: posaconazol; KTC: cetoconazol; GSF: griseofulvina; CPX:

ciclopirox olamine; CAS: caspofungina; MCZ: miconazol. *Concentragdo efetiva minima (CEM) usada apenas para a caspofungina; #Espécies incluidas em conjunto pela complexidade de diferenciagdo, mesmo com técnicas de biologia
molecular.




Quadro 4. Concentracdes inibitérias minimas (CIMs)/concentragdes efetivas minimas (CEMS) de 11 antifingicos para diferentes espécies de fungos filamentosos
ndo-dermatdfitos de casos de micoses superficiais.

. . CIM/CEM (pg/mL)
Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC GSF CPX CAS* ANI*

EUCAST E.Def 9.3.1 4 Faixade CIM - >16 0,5 1 2-4 - - - - - - (260)

EUCAST E.Def9.3.1 1 CIM - >16 0,25 0,5 4 - - - - - - (260)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM - >16 0,25 0,5 4 - - - - - - (260)
CLSI M38-A3 38 Faixade CIM 1-4 - 0,25-1 0,25-0,5 0,03-0,063 0,03-0,5 0,063-0,25 0,008-0,015 (153)

EUCAST E.Def 9.3.1 2 CiMm - >16 0,125/0,25 1 4/8 - - - - - - (260)
CLSI M38-A3 3 Faixade CIM 0,5-1 - 0,25-0,5 0,25-0,5 0,25 0,063-0,125 = ® - 0,25 <0,008 (153)
CLSI M38-A2 1 CiM - >64 <0,031 - <0,031 - - >16 - - - (229)

EUCAST E.Def9.3.1 1 CIM - >16 >16 2 8 - - - - - - (260)
CLSI M38-A3 2 CIM 0,25/1 - 1 0,25 0,03/0,5 0,25/1 - - 0,063/0,125 <0,008 (153)

EUCAST E.Def9.3.1 1 CIM - >16 >16 1 0,5 - - - - - - (260)
EUCAST E.Def9.3.1 3 Faixade CIM - >16 0,25-0,5 1 0,125-1 - - - - - - (260)
CLSI M38-A3 1 CIM 0,5 - 0,5 0,25 0,03 0,5 - - - 0,125 <0,008 (153)

CLSI M38-A3 1 CiMm 1 - 0,25 0,25 0,03 05 - - 0,125 <0,008 (153)

CLSI M38-A3 1 CiM 1 - 0,5 0,25 0,03 0,5 - - - 0,125 <0,008 (153)

CLSI M38-A3 1 CiMm 4 - 0,25 0,25 0,25 0,03 - - - 0,25 <0,008 (153)

CLSI M38-A3 1 CiM 2 - 0,25 0,5 0,03 0,03 - - - 0,25 <0,008 (153)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM 2 >16 0,125 2 0,25 0,06 - - - 4 2 (27)

CLSI M38-A2 2 CIM 1/8 >128 1/>64 8/16 >64 - - - - - - (232)
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. CIM/CEM (ug/mL)
Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC GSF CPX CAS* ANI*

CLSI M38-A2 3  Faixade CIM 0,125-16 32->128 1->64 0,5->32 >64 - - - - - - (232)
CLSI M38-A2 2 CIM - >64 >16 - >16 - - >16 - - - (229)

CLSI M38-A2 17 Faixade CIM 1->16 32->128 >64 0,5->32 >64 - - - - - - (232)

CLSI M38-A2 2 CIM 4/8 >128 >64 0,5/16 >64 - - - - - - (232)

CLSI M38-A2 10 Faixade CIM 0,5-16 64->128 0,5->64 0,125-32 16->64 - - - - - - (232)
CLSI M38-A2 2 CIM - >64 >16 - 4/16 - - >16 - - - (229)

CLSI M38-A 11 Faixade CIM - 128 16 - 1-64 - - - 2-12 - - (261)

CLSI M38-A2 3 Faixade CIM - >64 >16 - 0,25-4 - - >16 - - - (229)
CLSI M38-A2 26 GMdeCIM - 211,92 4,3 - 1 - 4,51 - - - - (262)

CLSI M38-A2 1 CiM 0,5 >64 >16 16 0,0312 1 8 >64 8 >16 - (263)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiM 0,25 >16 >8 16 0,5 >8 - - - 0,5 0,03 @7

CLSI M38-A2 1 oM 4 >128 >64 8 >64 - - - - - - 232)

CLSI M38-A2 2 CiMm - 8/16 <0,031 - <0,031 - - 1-8 - - - (229)

CLSI M38-A2 1 CiM 0,5 32 4 0,125 >0,5 - - - - - - (155)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM 2 >16 >8 4 16 >8 - - - >16 >16 27

EUCAST E.Def 9.3.1 2 CIM 4/>16 >16 >8 2/8 4->16 8/>8 - - - 0,03 0,25/0,5 (27)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM 2 16 >8 4 4 05 - - - 16 >16 (ex)]

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM >16 >16 >8 >16 16 >8 - - - >16 >16 27)
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. CIM/CEM (ug/mL)
Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC GSF CPX CAS* ANI*

EUCAST E.Def9.3.1 1 CIM 0,25 >16 0,06 1 0,5 0,06 - - - 8 0,03 27)

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM 1 >16 05 05 0,25 0,06 - - - 0,125 0,06 @n

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM 16 >16 >8 4 0,5 >8 - - - >16 >16 (27

EUCAST E.Def9.3.1 2 CIM 4/4 >16/>16 0,5/0,5 4/4 m >8/0,125 - - - >16/>16 >16/>16 @7

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiM 1 >16 0,125 0,5 0,5 0,125 - - - 4 >16 @7

EUCAST E.Def 9.3.1 3 Faixade CIM 2->16 >16 0,25-2 2 1-2 0,125 - - - 4-8 0,25-8 27

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiM 0,5 >16 0,06 1 1 0,015 N - - 4 0,25 @7

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiMm 1 >16 0,5 1 >16 0,25 - - - 16 0,25 27

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiM 2 >16 0,015 0,25 0,125 0,015 - - - >16 >16 @7

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CIM >16 >16 >8 1 2 1 - - - >16 >16 27

EUCAST E.Def 9.3.1 1 CiM >16 >16 >8 0,25 0,125 0,5 - - - >16 >16 @7

Fonte: elaborado pelo autor.
CIM: concentragdo inibitéria minima; CEM: concentracéo efetiva minima; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; TRB: terbinafina; POS: posaconazol; KTC: cetoconazol; GSF: griseofulvina; CPX:
ciclopirox olamine; CAS: caspofungina; ANI: anidulafungina; GM: média geométrica. *Concentracéo efetiva minima (CEM) usada para caspofungina e anidulafungina.
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Quadro 5. Concentracdes inibitorias minimas (CIMs)/concentracdes efetivas minimas (CEMs) de 11 antifingicos para diferentes espécies de leveduras do género

Candida de casos de micoses superficiais.

CIM/CEM (ug/mL)

Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC 5FC CPX CAS* MFG*
C. albicans
0,125-64 0,031-4
Faixade CIM  0,016-0,125 61.4% S 65.7% S 0,016-0,125
CLSIM27-A3 70 S/SDD/R 100% S 27.1% SDD 25.7% SDD 100% S - - - - - - - (264)
11.4% R 8.6% R
09 0,57
CLSI M27-A3 23 Gl e CIM - 96% S ; 56% S - (151)
4% R 44%R
_ 0,128 0,015-0.25
CLSI M27-A3 18 Faixa de CIM o=t 94.44% S 88.89% S 001505 8 . - . - - - (233)
5.55% R 11.11% 1
0,062-4 0,062-8 0,031-4
Faixa de CIM 0,012-2 51.4% S 71.4% S 48.6% S
CLSIM27-A4 35 S/SDD/R g 100% S 343%SDD  20% SDD - Do S - - 14.3% SDD - (265)
143% R 8.6% R 37.1%R
CLSI M27-A3 13 Faixa de CIM ; 0,5-0,06 0,06-1 0,060,125 ; ; 0,06-0,25 ; ; ; (150)
0,125-64 0,015-2 14
. ' ! 1-4 0,015-4
Faixa de CIM 73% S 81% S § 98.4% S
CLo k22 e SISDD/R ; 111%SDD  6.3% SDD ; oS ; AN 1.6% SDD ; ; (266)
15.9% R 12.7% R o7 070 6.4% R
CLSI M27-A3 4 Faixa de CIM 0,25-0,5 0,12-2 0,015-0,06 - 0,25-0,5 - - - - - (267)
CLSI M27-A3 9 Faixa de CIM ; 0,125-4 <0,031-05  <0,031-0,25 2->16 . <0,031-0,25 . ; ; - (15)
0,031-4 0,125-8 0,031-8 0,031-32
Faixa de CIM 0,125-2 48% S 96% S 40% S 92% S
CLSI M27-A 125 SISDD/I/R 24 100% S 48% SDD 2.4% SDD - - 28% SDD 4% 1 - 0,062-1 - (152)
4% R 1.6% R 33%R 4% R
97,3% S 91,9% S 91,9% S
CLSI M27-A2 37 S/SDD/R - 27% R 8.1% R - - - 8.1% R - - - - (268)
C. parapsilosis
08 0,07
GM de CIM 93% S :
CLSI M27-A3 44 S/SDD/R - 4% SDD - 950% S - - - - - - - (151)
o 506 R
3% R
Faixa de CIM 0,5-1 0,25-2 0,03-0,12 0,015-0,5
CLSIM27-A3 10 S/R 100% S 100% S 100% S 100% S o - - - - - - (253)
0,062-2 0.062.8
Faixa de CIM 0,122 24.1%S *
CLSI M27-A4 29 SeODIR 0,12-4 s 0,062-2 62 1% 95D ; 0,031-0,062 0,031-1 ; ; 936.2(()5/%; ; (265)
13.8% R 70
CLSI M27-A3 23 Faixa de CIM ; 0,06-16 0,06-4 ; 0,06-0,6 . 0,06-0,6 . ; . ; (150)
. 0,015-05 1-4 14
CLSI M27-A2 81 Fajia ge CIM . o 96.3% S - 92.6% S . o . 98.8% S . - (266)
° 3.7% SDD 7.4% R ° 1.2% R
CLSI M27-A3 3 Faixa de CIM 0,5-1 0,5-2 0,06-0,12 ; 0,06-0,12 . . : ; : @67)
CLSI M27-A3 52 Faixa de CIM ; 0,25-16 <0,031-05  <0,031-0,125  0,125->16 ; <0,031-0,25 ; ; ; ; (15)
. 0,031-05 0,031-0,062
Faixa de CIM 0,125-2 eIy 12 ALY 14
CLSI M27-A 20 48 : 65% S ; - 55% S ; 0,25-4 - (152)
S/SDD/R 100% S 359 90D 100% SDD 455 900 100% S
98,12% S 96,23% S 98,12% S
CLSI M27-A2 53 S/SDD/R - 1.88% SDD 377% R - - - 1.88% R - - - - (268)
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CIM/CEM (pg/mL)

Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC 5FC CPX CAS* MFG*
C. tropicalis
GM de CIM 61%/2 s 1.06
CLSI M27-A3 13 S/SDD/R - 7% SDD - ggojog - - - - - - - (151)
32% R °
Faixa de CIM 0,5-1 1 0,06 0,015-0,03
CLSI M27-A3 2 SIIR 100% S 100% S 100% S 100% S 4 - - - - - - (=8
0,25-16 0,062-1 0,12-4
Faixa de CIM ! 14.3% S 57.1% S
CLSI M27-A4 7 SSDD/R 0,062-4 ff;:/m; 0,062-0,5 57156 SDD - 0,031-0,25 0,062-0,25 ; - 140D ; (265)
=70 28.6% R 28.6% R
CLSI M27-A3 4 Faixa de CIM ; 0,125-16 0,06-4 0,06-0,25 ; . 0,06-0,25 . - ; - (150)
CLSI M27A2 5 Faixa de CIM ) 5%25245 5(7)i(7)§225 ) . goj S ) 98’25/'45 ) 0,5-2 ) ) 260)
- S/SDD/R 15.4% SDD 17.3% SDD 96.2% R 9.6% R 100% S
30.8% R 25% R 70 o7
CLSI M27-A3 17 Faixa de CIM - 0,25-8 <0,031-0,25 <0,031-0,062 1->16 - <0,031 - - - = (245)
. 0,031-1 0,5-2 0,062-0,25 0,031-16
CLSI M27-A 5 Fag/‘ggeD/CR'M 48 50%%/52 60% S 80% S - - 60% S 80% S - 0,25-1 - (152)
0 40% SDD 20% SDD 40% SDD 20% SDD
85,8% S 85,8% S 85,8% S
CLSI M27-A2 7 S/SDD/R - 14.2% R 14.2% R - - - 14.2% R - - - - (268)
C. krusei
GM de CIM 071 0,06
CLSI M27-A3 6 S/SDD/R ; 100% S - 100% S ; ; - - - - - S
. 0,12-16
Faixa de CIM 0,5-1 ; 0,015-0,12 0,015-0,12
CLSI M27-A3 10 SR 100% S ig‘é;? 100% S 100% S 3 - - - - - - @B,
CLSI M27-A3 2 Faixa de CIM - 2-16 0,25-4 0,125-0,25 - - 0,125-0,25 - - - - (150)
CLSI M27-A3 1 CIM 1 64 0,12 4 - - - - - - (267)
8-64 0,031-1 0,062-1
. * 0,25-8 ' 0,25-8
Faixa de CIM 50% S 50% S ' 25% S :
CLSI M27-A 8 S/SDD/IIR x4 25% SDD 25% SDD 3‘72?2?; - - 25% SDD g%g?f ? - 0,062-8 - (152)
25% R 25% R > 50% R >
C. glabrata
GM de CIM 18 0,14
CLSI M27-A3 7 S/SDD/R ; 100% S . 100% S - - - - - - - S
Faixa de CIM 0,25-64 0,031-1
CLSI M27-A4 4 e 0,031-2 75% SDD 0,5-1 28 - 0,031-0,12 0,12-4 . - 25% S - (265)
25% R 75% R
CLSI M27-A3 1 CIM - 2 4 0,06 - - 0,125 - ; ; ; (150)
0,031-4
. 2-32 0,25-1 0,5-2 ' 2-16
CLSI M27-A 8 Fag/‘ggeD/cF;M 24 75% S 37,5% SDD 62,5% S ; . 123;130/;30 75% S ; 1-16 ; (152)
25% SDD 62.5% R 37,5% SDD 0 25% SDD
50% R
CLSI M27-A2 4 S/SDD/R - 100% R 100% R ; ; - 100% R ; ; ; ; 268)
C. dubliniensis
CIM 16 05
CLSIM27-A3 1 S/SDD/R - 100% R - 100% SDD - - - - - - - (51
C. orthopsilosis
CLSI M27-A4 9 Faixa de CIM 0,122 0,25-4 0,12-2 0,25-2 ; 0,031-0,12 0,062-0,5 - ; 0,031-2 ; (265)
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CIM/CEM (ug/mL)

Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC 5FC CPX CAS* MFG*
1,41
GM de CIM : 05
CLSI M27-A3 7 - 71% S - ’ - - - - - - - (151)
S/SDD/R 299 5D 100% S
Faixa de CIM 0,25-1
CLSI M27-A4 4 P 0,121 0,062-8 0,062-0,5 0,062-4 ; 0,12-16 0,031-0,5 . - o - (265)
CLSI M27-A3 4 Faixa de CIM ; 0,06-2 0,06-2 0,06-0,25 ; . 0,06-0,25 . - . - (150)
CLSI M27-A3 2 CIM 1 4/8 0,25-05 4 . - - - . - @67)
CLSI M27-A3 24 Faixa de CIM ; 0,125-4 <0,031-05  <0,031-0,125 0,25->16 . <0,031-0,12 . . . - (@15)
0,25-1 0,031-4
) 216 ' 0,062-2 ' 0,062-8
CLSI M27-A 5 Reraielbl 0,25-4 60% S SUI0S 40% S - : 60% S 60% S ; 0,062-4 : (152)
S/SDD/R 0% S5 40% SDD 50% 90D 20% SDD 0% 90D
° 20% R ° 20% R
90,5% S 57,2% S
CLSI M27-A2 21 S/SDD/R - 9.5% SDD 42.8% R - - - 100% S - - - - (268)
Faixa de CIM 0,5-1 0,5-4 0,3-0,6 03-0,6
CLSIM27-A3 3 S/R 100% S 100% S 100% S 100% S 051 - - - - - - @33
91%S 45,5% S
CLSI M27-A2 11 S/SDD/R - 9% SDD 54506 R - - - 100% S - - - - (268)
cIM 05 05 0,06 0,06
CLSIM27-A3 1 SR 100% S 100% S 100% S 100% S >8 - - - - - - @33
CLSI M27-A3 1 cIM . 0,25 0,25 0,06 ; - 0,06 - - - - (150)
cIM 05 0,25 0,015 0,015
CLSI M27-A3 1 /R 100% S 100% S 100% S 100% S 2 - - - - - - 233
CLSI M27-A3 1 cImM ; 0,25 0,25 0,06 ; . 0,06 . - - : (150)
cIM 05 0,031 1 0,031 1
CLSIM27-A 1 S/SDD/R & 100% S 100% S 100% SDD - - 100% S 100% S - 1 - (€2
CLSI M27-A3 1 cImM ; 0,25 1 0,06 ; . 0,06 . - - : (150)

CLSI M27-A3 2 CiM 0,5 2/4 0,06/0,12 - 0,12-0,25 - - - - - - (267)

CLSI M27-A3 1 CIM 0,25 0,12 0,03 - 1 - - - - - - (267)

CLSI M27-A3 1 CIM 1 1 0,12 - 4 - - - - - - (267)
ciM 2 8 1 0,031 1

CLSIM27-A 1 S/SDDIR 16 100% S 100% R 100% SDD - - 100% S 100% S - 1 - (152)

Fonte: elaborado pelo autor.
CIM: concentracdo inibitoria minima; CEM: concentragdo efetiva minima; S: sensivel; SDD: sensivel dose-dependente; I: intermediario; R: resistente; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; TRB:
terbinafina; POS: posaconazol; KTC: cetoconazol; 5FC: 5-flucitosina; CPX: ciclopirox olamine; CAS: caspofungina; MFG: micafungina. *Concentragéo efetiva minima (CEM) usada para caspofungina e micafungina.
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Quadro 6. Concentrages inibitorias minimas (CIMs) de oito antifingicos para diferentes espécies de leveduras ndo-Candida de casos de micoses superficiais.

CIM (pg/mL)
Espécie/Protocolo n Parametro Ref.
AMB FLC ITC VRC TRB POS KTC 5FC
Malassezia furfur
CLSI M27-A3 241 Faixa de CIM <0,03-16 <0,12->64 <0,03-16 <0,03-16 <0,03-8 (236)
Malassezia globosa
CLSI M27-A3 27 Faixa de CIM <0,03-0,5 <0,12-8 <0,03-8 <0,03-8 <0,03-1 (236)
Malassezia restricta
CLSI M27-A3 8 Faixa de CIM <0,03-4 <0,12-2 <0,03-1 0,06-8 0,06-0,25 (236)
Malassezia obtusa
CLSI M27-A3 7 Faixa de CIM <0,03-0,12 <0,25-8 <0,03-0,5 0,06-0,5 <0,03-0,12 (236)
Malassezia sympodialis
CLSI M27-A3 5 Faixa de CIM <0,03-0,5 <0,12-1 <0,03-1 <0,03-0,25 <0,03-0,25 (236)
Malassezia slooffiae
CLSI M27-A3 1 CIM 0,06 1 0,25 0,5 0,5 (236)
Malassezia japonica
CLSI M27-A3 1 CIM 05 1 <0,03 0,06 0,5 (236)
Rhodotorula mucilaginosa
ATB Fungus 3 System# 1 CIM <0,5 >128 >4 4 16 <4 (225)
Trichosporon spp.*
CLSI M27-A3 9 Faixa de CIM 0,06-256 0,125-32 0,25-4 0,125-0,5 (237)

Fonte: elaborado pelo autor.

CIM: concentragdo inibitéria minima; AMB: anfotericina B; FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; TRB: terbinafina; POS: posaconazol; KTC: cetoconazol; 5FC: 5-flucitosina. #Técnica com uso de tiras de antifingicos;
*Espécies incluidas: T. asahii, T. dermatis e T. ovoides.
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2.3.2 Resisténcia antifungica de fungos causadores de micoses superficiais

Nenhuma classe nova de antifungicos foi disponibilizada nos ultimo 20 anos, enquanto
espécies de fungos ndo usuais estdo sendo frequentemente identificadas em casos de infeccbes
fangicas, as quais sdo usualmente resistentes aos tratamentos existentes (29,177,269). Além
disso, o surgimento de resisténcia em isolados de Candida sp. (30) e Aspergillus sp. (31), e
também a preocupante questdo da levedura multirresistente Candida auris (270), tornam a
questdo da escassez de diferentes classes de antiflngicos preocupante. A resisténcia
antifingica pode ser microbioldgica, clinica, ou um conjunto de ambas. A resisténcia
microbioldgica se refere a caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes ou adquiridas de
uma determinada espécie fungica, que Ihe permitem resistir a um determinado antifungico;
enquanto a resisténcia clinica € a continuidade da infecgdo mesmo com o uso do tratamento
correto (25). H& também o conceito de tolerdncia antifungica, que ocorre quando
subpopulacBes de células tolerantes de um isolado flngico conseguem crescer mesmo na
presenca de uma dose adequada de antifingico. A tolerancia pode levar a falhas inesperadas
no tratamento (271).

A resisténcia antifngica e seus mecanismos sdo bem conhecidos e descritos para
espécies do género Candida (272). Os mecanismos de resisténcia ja foram explorados para C.
albicans (30), C. tropicalis (273), C. glabrata (274), entre outras espécies, e incluem
principalmente mutacfes que levam a uma menor afinidade do antifungico com seu alvo,
superexpressdo de bombas de efluxo e mutacbes no gene FKS, que codifica a glucano-
sintetase (275). A exposicdo a diferentes antifingicos durante o tratamento também pode
levar a resisténcia, como ja foi documentado para C. lusitaniae (276); assim como interacdes
com outros medicamentos que o paciente utiliza, levando a falhas no tratamento que néo
seriam esperadas (277). No género Candida, estudos recentes tém focado principalmente na
especie C. auris, que é considerada resistente a todos os antifingicos comumente usados em
casos de infeccOes invasivas e representa um grande risco a saude humana (278,279).

Historicamente, a questdo da resisténcia antifungica sempre teve foco em infecgGes
invasivas causadas principalmente pelo género Candida. No entanto, recentemente, a
resisténcia em casos de micoses superficiais comecou a ser relatada e descrita de maneira
crescente e preocupante (32). Essa questdo comegou a ganhar atencdo devido a grande
epidemia de dermatofitoses na india. No pais, a espécie mais prevalente era T. rubrum, mas a

presenca de T. mentagrophytes/interdigitale aumentou nos ultimos anos, se tornando a
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espécie dominante e causando lesGes mais inflamatorias. Além disso, a prescricdo e uso
incorreto de antifingicos e a utilizagdo indiscriminada de cremes de combinacgdo esteroide-
antifangico-antibiotico sdo considerados os principais fatores que estdo causando a epidemia
indiana de dermatofitoses recalcitrantes, pois eles podem levar a resisténcia antifingica (166).

Em relagdo a resisténcia antifingica de dermatofitos, uma das maiores preocupacdes é
a descricdo de casos que nédo respondem ao tratamento com terbinafina, indicando resisténcia
a esse antifungico (280). A terbinafina inibe a enzima esqualeno epoxidase (SQLE),
necessaria na via de biossintese do ergosterol. Mutacdes no gene dessa enzima, que levam a
substituicdes de aminoacidos principalmente em quatro posicGes (Leu393, Phe397, Phe415 e
His4440), acarretam resisténcia a terbinafina (281,282). Recentemente, dois isolados de T.
interdigitale/mentagrophytes altamente resistentes a terbinafina (CIM > 32 pg/mL) foram
isolados de um paciente na india, os quais apresentavam a mutacdo Phe397Leu na enzima
esqualeno epoxidase. Nesse estudo, os autores sugeriram que esse isolado deveria ser
considerado uma nova espécie, denominada T. indotineae (283).

E importante destacar que, devido a nova taxonomia de dermatéfitos ainda ndo ser
totalmente implementada (137), ha algumas denominacgdes equivocadas de espécies. Alguns
dos isolados de T. interdigitale que sdo altamente resistentes a terbinafina sdo, na verdade, um
gendtipo especifico de T. mentagrophytes, que é o T. mentagrophytes ITS genétipo VIII
(284). A presenca desse genotipo na india é um dos fatores responsaveis pela epidemia de
dermatofitoses. No entanto, ele também ja foi detectado de maneira crescente em outros
paises, causando casos com lesdes extensas e recalcitrantes, como no Ird (285), na Greécia
(286), e também na Alemanha e outros paises europeus (287). A distribuicdo mundial do T.
mentagrophytes ITS gendtipo VIII é atribuida a viagens internacionais e migracdo (287), o
que é preocupante pela alta resisténcia desse gendtipo a terbinafina. Destaca-se também que
as opcdes alternativas ao uso desse antifingico sdo limitadas, pois muitos casos de
dermatofitoses também sdo resistentes aos azllicos (32). Esses fatores ressaltam a
importancia da realizacao de testes de suscetibilidade antifungica principalmente em casos de
dermatofitoses recalcitrantes (284).

Além das mutacBes no gene da esqualeno epoxidase, que leva a alteracdo do alvo da
terbinafina, existem outros mecanismos de resisténcia antifingica adquirida em fungos
dermatofitos, que estdo demonstrados na Figura 13 (32). Esses mecanismos podem acarretar
resisténcia contra outras classes de antifungicos, limitando as opgGes de tratamento. Destaca-
se também que os dermatéfitos, assim como as leveduras do género Candida, sdo capazes de

formar biofilmes, comunidades microbianas que se formam dentro de uma matriz de
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substancias poliméricas extracelulares (288,289). As células microbianas presentes em
biofilmes podem se tornar de 10 a 1000 vezes mais resistentes a agentes antimicrobianos
(290), e esse fator apenas recentemente comecou a ser explorado em relacdo a resisténcia

antifingica de dermatofitos (288).

Expressdo de manoses para
se esconder do sistema Parede
imunolégico do hospedeiro celular
Membrana
celular

Alteragao do alvo
do antiftingico

Diminuigdo do
metabolismo pré-
antifiingico

Superexpressao
alvo do antifiingico

Regulagao
positiva de
bombas de efluxo

‘ Aprisionamento
— ‘ do antiftingico

em biofilmes

Figura 13. Mecanismos de resisténcia antifungica adquirida em fungos dermatofitos.
Ref.: adaptado de Gupta et al. 2021 (32)

2.4 Relacdo da hanseniase com as micoses superficiais

Os pacientes com hanseniase apresentam diversas lesdes na pele e danos em outros
tecidos, 0 que causa predisposicao para infeccGes secundarias oportunistas (19). Além disso, o
uso sistémico de corticosteroides, como a prednisona, aumenta o risco de desenvolvimento de
micoses, através da alteracdo da composicao lipidica da superficie cutanea ou pelo seu proprio
carater imunossupressor (20). Como ja discutido, a prednisona € amplamente utilizada no
tratamento da hanseniase e suas reacdes imunoldgicas, 0 que, juntamente com a presenca de
lesGes na pele, coloca esses pacientes em risco para desenvolvimento de micoses. O uso de

72



antibioticos sistémicos também é um fator que leva a um maior risco de desenvolvimento de
micoses, principalmente causadas pelo género Candida, pois eles suprimem o crescimento da
flora bacteriana normal (21).

Apesar disso, a relacdo entre a hanseniase e as micoses superficiais é pouco abordada na
literatura. Um dos assuntos mais abordados sdo as onicomicoses, devido as alteragdes
causadas pela hanseniase nas unhas. Além disso, a onicomicose também pode ser fonte de
infeccdo para 0 desenvolvimento de tinea corporis e/ou tinea cruris N0 mesmo paciente com
hanseniase (291). As alteragdes nas unhas ndo sdo especificas, mas sdo altamente
caracteristicas, sendo causadas por vérios fatores, principalmente pela neuropatia, além de
traumas repetidos, comprometimento vascular, efeitos adversos de medicamentos e infec¢des
(292). Estima-se que ha envolvimento das unhas em até trés de quatro pacientes com
hanseniase (293).

Enquanto alguns autores relataram a presenca de onicomicose em 20 a 30% dos pacientes
com hanseniase, outros encontraram percentuais consideravelmente menores, em torno de 5%
ou menos (291,292), ou até mesmo nao encontraram nenhum caso de onicomicose (293,294).
Alguns autores destacam também que, possivelmente, mais casos de onicomicose seriam
detectados com a realizacdo de estudos prospectivos com um maior nimero de pacientes
(295). Em pacientes com hanseniase, foram encontrados quatro relatos de caso de
onicomicose na literatura, um deles associado com tinea corporis (263,296-298). A
identificacdo do agente etiologico foi feita em trés desses casos, sendo Arthrinium arundinis
(263), Microsporum nanum (297) e Curvularia lunata (298). Infelizmente, nas séries de casos
citadas acima ndo foi feita a identificacdo dos agentes etiol6gicos.

Em relacdo a outros tipos de micoses superficiais, os relatos séo escassos. A relagdo da
pitiriase versicolor com a hanseniase é conhecida e, inclusive, a diferenciacdo entre as duas
doencas muitas vezes ndo é clara, pois ambas podem ter manifestacdes semelhantes na pele
(299-301). Foram encontrados trés relatos de pitiriase versicolor associada a hanseniase,
sendo que, em um deles, as lesdes da pitiriase estavam localizadas junto com as da hanseniase
(300,302,303). Além da pitiriase, também foi encontrado um caso de tinea barbae em um
paciente ja tratado para hanseniase e curado (304), e um caso de dermatofitose disseminada
em paciente com reacdo hansénica tipo 2 (28). Esse ultimo caso possivelmente ¢ atribuido ao
uso de corticosteroides, juntamente com a clofazimina, que possui como efeito adverso a
ictiose, um fator que pode contribuir na disseminacéo e proliferacdo de fungos dermatofitos.
Os autores ressaltam que, embora a associa¢do entre hanseniase e dermatofitose disseminada

seja rara na literatura, isso pode decorrer de diagndsticos incorretos, pois as dermatofitoses
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podem ser confundidas com outras infec¢bes e também com proprias reagées imunoldgicas e
recidivas da hanseniase (28). Esse pode ser um dos fatores responsaveis pela escassez de
relatos de micoses superficiais em pacientes com hanseniase.

A maior parte dos relatos encontrados € em relacdo a presenca de micoses subcutaneas em
pacientes com hanseniase, as quais, além de afetar a pele, também afetam tecidos
subcutaneos. Elas também sdo decorrentes principalmente da imunossupresséo e apresentam
em geral maior gravidade que as micoses superficiais, o que pode explicar o maior nimero de
relatos (304). Foi encontrada associacdo com cromoblastomicose (305-308), mucormicose
(306), esporotricose (309,310), criptococose cutanea (311) e feo-hifomicose (312). Cabe
destacar também que, apesar de ndo ter sido encontrado nenhum relato com hanseniase, as
préprias micoses superficiais podem invadir o tecido subcutdneo e se tornar invasivas,
representando um grande risco para a saude do paciente imunocomprometido (313).

Além da pele, também foram encontrados estudos que analisaram a presenca oral de
diferentes espécies de Candida em pacientes com hanseniase, em comparagao com pacientes
saudaveis. Em geral, o grupo com hanseniase apresentou uma prevaléncia maior de Candida
oral, indicando uma predisposicdo para infeccdes oportunistas. C. albicans € a espécie mais
predominante, seguida de C. krusei e C. glabrata. No entanto, a presenca de outras espécies
menos usuais, como C. lusitaniae e C. nivariensis, é preocupante pela menor suscetibilidade
aos antifungicos (314,315). Em um estudo, realizado no Brasil, ndo foi encontrada diferenca
entre a prevaléncia de Candida oral em pacientes com hanseniase e pacientes saudaveis (316).
Outros autores também avaliaram a microbiota flngica da conjuntiva ocular em pacientes de
hanseniase, tendo encontrado prevaléncia do género Candida, fato que foi atribuido a
imunossupressao, presenca de olho seco e uso de antibidticos sistémicos (21).
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3 MARCO CONCEITUAL

O marco conceitual estd esquematizado e ilustrado pela Figura 14, que elenca 0s

conceitos-chave da pesquisa realizada.
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Figura 14. Marco conceitual da pesquisa “Prevaléncia de espécies fungicas causadoras de
micoses superficiais em pacientes com hanseniase em um ambulatorio de referéncia de Porto
Alegre”, Porto Alegre, 2021.
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4 JUSTIFICATIVA

Mesmo sendo uma doenca milenar, ainda existem muitas lacunas de pesquisas
relacionadas a hanseniase e muitos pontos que precisam ser mais bem compreendidos, como
as rotas de transmissao, a patogénese e a relacdo com o sistema imune do hospedeiro. Além
disso, estudos envolvendo micoses superficiais associados a hanseniase sdo raros na literatura,
apesar de reconhecido que essas micoses sao doencas comuns na populacdo higida, e que os
pacientes hansénicos apresentam uma maior predisposicdo ao seu desenvolvimento. Assim,
este estudo é pioneiro em relacdo a andlise da prevaléncia de micoses superficiais em
pacientes com hanseniase e a avaliacdo da sensibilidade dos isolados destes pacientes aos
antifangicos utilizados rotineiramente. Deste modo, este estudo devera contribuir com um
aumento do conhecimento da relacdo entre estas doencas, além de criar novas hipGteses e

provocar o estimulo ao desenvolvimento de novas pesquisas.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar as micoses superficiais em pacientes com Hanseniase atendidos no Servico de

Hanseniase do Ambulatério de Dermatologia Sanitaria de Porto Alegre.

5.2 Objetivos secundarios

- Identificar, molecularmente, as espécies de fungos causadores de micoses superficiais em

pacientes com hanseniase;

- Comparar prevaléncias de micoses superficiais entre pacientes com hanseniase e pacientes

ndo expostos a hanseniase;

- Estudar a relacdo entre determinado género ou espécie de fungo com hanseniase;

- Avaliar a susceptibilidade dos fungos isolados dos pacientes aos antifungicos utilizados na

clinica.
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Abstract

Background: Leprosy patients are susceptible to a variety of opportunistic infections, such as superficial
mycoses. However, there are few reports in the literature about this association.

Objective: To determine the prevalence of fungal species causing onychomycosis and tinea pedis in
leprosy patients and to assess their antifungal susceptibility.

Methods: Cross-sectional study including 95 leprosy patients and 91 non-leprosy patients with lesions
characteristic of superficial mycoses. Skin scrapes and nail clippings were cultured on Sabouraud dextrose agar,
and molecularly identified with sequencing of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region. Antifungal susceptibility testing was
performed using Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) protocols. Comparisons of proportions were
evaluated by the Chi-square test.

Results: Fungal growth occurred in 48 samples from leprosy patients and 46 samples from the control
group. In both groups, the main etiological agent was Trichophyton interdigitale, which presented higher
minimum inhibitory concentration (MIC) values for itraconazole in the leprosy group (p<0.05).
Limitations: It was not possible to perform statistical analyzes with all identified fungal species due to
the small sample size.

Conclusion: Superficial mycoses are frequent in leprosy patients, whose etiologic agents are similar to

those found in the general population, but which may have different antifungal susceptibility profiles.
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Introduction
Leprosy is a chronic infectious disease caused by the bacillus Mycobacterium leprae and is
characterized by lesions in the skin and peripheral nerves. It is a neglected tropical disease and the

.33 M. leprae is an obligate intracellular

countries with the highest number of cases are India and Brazi
pathogen that triggers a wide spectrum of clinical manifestations, which are correlated with the immune
response of each individual.>* Leprosy can be classified as paucibacillary (PB) or multibacillary (MB),
determined according to the bacillary index found in the bacilloscopy exam.>® In addition, there are
other classification systems, such as the Madrid classification, which divides the clinical forms of leprosy
into four groups: indeterminate (PB), tuberculoid (PB), borderline (MB), and lepromatous (MB).”2
Treatment of leprosy consists of the multidrug therapy scheme indicated by the World Health
Organization, comprising rifampicin, clofazimine and dapsone.® Corticosteroids, especially prednisone,
are also widely used to treat the inflammation associated with leprosy neuropathy.!® The use of
antibiotics and systemic corticosteroids, associated with the presence of several skin lesions, predispose
leprosy patients to various opportunistic infections, such as superficial mycoses.'**®* These mycoses have
worldwide prevalence estimated at 20 to 25% of the population and the most common types are
onychomycosis and tinea pedis.** The treatment is performed with topical or oral antifungal agents
which;'® however, often are ineffective due to the growing problem of antifungal resistance.6%°
Although leprosy patients are susceptible to superficial mycoses and these mycoses are very
prevalent,*? there are few reports in the literature of this association. In this cross-sectional study, we

aimed to determine the prevalence of fungal species causing onychomycosis and tinea pedis in leprosy

patients and to evaluate their in vitro antifungal susceptibility.

Methods

Study population and sample collection
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95 patients with leprosy and 91 patients without leprosy (control group) who presented lesions
characteristic of superficial mycoses on the feet and hands were evaluated. Leprosy patients were
recruited at the Sanitary Dermatology Outpatient Clinic of Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
Control patients were recruited from the Dermatology Service of Hospital Santa Clara, Complexo
Hospitalar Santa Casa de Misercéridia, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. The study was approved
by the ethics committees of the institutions involved and informed consent was obtained from all
patients. For all patients, sex, age and location of the lesion were recorded. For leprosy patients, the
Madrid classification and the presence of leprosy reactions were also noted.

Skin scrapes and nail clippings were taken from both groups, stored in Petri dishes and sent for
mycological analysis. If the patient had more than one lesion site, each sample was collected and

analyzed separately.

Mycological analysis

Direct mycological examination was performed with clarification using 10% potassium hydroxide
(KOH) and analysis under an optical microscope to visualize fungal structures. Skin scrapes and nail
clippings were cultured on Sabouraud Dextroxe Agar (SDA) (Becton Dickinson Company, Cockeysville,
MD, USA) and Mycosel™ agar (Becton Dickinson Company, Cockeysville, MD, USA). Cultures were

incubated at 30-35 °C and growth was analyzed weekly for up to four weeks.

Molecular identification

Samples with positive growth of yeast and filamentous fungi were cultured on Potato Dextrose
Agar (PDA) (Becton Dickinson Company, Cockeysville, MD, USA) and incubated at 30 °C for 48 hours and
seven days, respectively. The total genomic DNA of the isolates was extracted with the FastDNA™ SPIN

Kit for Soil (MP Biomedicals). The amplification of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 (internal transcribed spacer)
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region was performed with ITS1 and ITS4 primers and polymerase chain reaction (PCR). The PCR product
was purified with ExoSAP-IT™ (Affymetrix, USA) and sequenced on the ABI-PRISM® 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA) according to the manufacturer's instructions. The sequences
obtained were compared to the sequences reported in GenBank, using the basic algorithm of the local
alignment search tool (BLAST), and then submitted to GenBank.

Samples with isolates identified as non-dermatophyte filamentous fungi were collected twice
more, in consecutive months, to rule out possible contamination or only saprophytic presence in the

lesions.?

Antifungal susceptibility testing

Antifungal susceptibility assays were performed according to the broth microdilution protocols
M27 for yeasts and M38 for filamentous fungi, from the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).2+2% For filamentous fungi, eight antifungal agents were tested: itraconazole (Jansen-Cilag
Farmacéutica Ltda., Brazil), ketoconazole (Bayer, Spain), fluconazole (Pfizer Inc., USA), posaconazole
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany), voriconazole (Pfizer Inc., USA), terbinafine (Novartis Research
Institute, Austria), ciclopirox olamine (Aventis, Dermik Laboratories, Berwyn, PA, USA) and
griseofulvin (Schering-Plough, Brazil). For yeasts, six antifungal agents were tested: itraconazole,
ketoconazole, fluconazole, posaconazole, voriconazole and caspofungin (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). All experiments were performed in triplicate, with Candida parapsilosis ATCC 22019 and C.
krusei ATCC 6258 used as methodological controls.

The concentration ranges of antifungals tested were: 0,0313-16 pg/mL for itraconazole,
ketoconazole, posaconazole and voriconazole; 0,125-64 pg/mL for fluconazole and griseofulvin; 0,001-
0,5 pg/mL for terbinafine; 0,06-32 pug/mL for ciclopirox olamine; and 0,015-8 ug/mL for caspofungin. The

minimum inhibitory concentrations (MIC) were defined by the percentages of growth inhibition defined
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by CLSI. Only for caspofungin, the minimum effective concentration (MEC) was determined,
corresponding to 50% of growth inhibition analyzed in 24 hours.?

After the definition of the MICs and MECs, the minimum fungicidal concentration (MFC) was
determined. A 50 pL aliquot of each well in which no growth was observed was transferred to test tubes
containing 800 pL of Sabouraud Dextrose Broth (HiMedia Laboratories, Mumbai, India) and incubated
for ten days at 30°C. MFC was determined as the minimum concentration at which no fungal
growth occurred. These tests were performed in duplicate.

For Candida yeasts, the MIC values were analyzed according to the CLSI clinical breakpoints
available for some species and antifungal agents.?® For isolates from other genera and species, the
analyzes were carried out only in a descriptive and comparative manner with other studies, as there are

no clinical breakpoints established in CLSI.

Statistical analysis

Data was presented as frequencies with percentages and means + standard deviations (SD). The
normality of data distribution was examined using the Shapiro—Wilk test. The Mann-Whitney U test was
used to compare continuous variables between two groups. Comparisons of proportions were evaluated
by the Chi-square test or Fisher’s exact test for categorical variables. The statistical analyses were
performed using SPSS v.22 (IBM Corporation, Chicago, IL, USA). All tests were two tailed, with the level

of significance set at p < 0.05.

Results
Fungal growth occurred in 48 samples from 40 leprosy patients (30 males and 10 females; mean
age = SD, 56 * 11 years) and in 46 samples from 43 control patients (15 males and 28 females; mean age

+ SD, 60 £ 14 years). In the leprosy group, one (2.1%) of the isolates were from fingernails, 14 (29.2%)
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from the interdigital spaces/sole of the feet and 33 (68.7%) from the toenails. In the control group, three
(6.5%) of the isolates were from fingernail, one (2.2%) from the interdigital spaces of the feet and 42
(91.3%) from the toenails.

Regarding the clinical characteristics of the leprosy group, one (2,5%) of the patients had the
tuberculoid clinical form, 27 (67,5%) had the borderline clinical form, and 12 (30,0%) had the
lepromatous clinical form. Leprosy reactions were present in 20 patients (50,0%): five (12,5%) had type 1
reaction, 13 (32,5%) had type 2 reactions, and 2 (5,0%) had type 1 and 2 reactions.

The fungal isolates analyzed in the study, their accession numbers in GenBank and their
molecular identification are shown in Table 1. In the leprosy group, 28 (58.3%) of the isolates were
dermatophytes, 14 (29.2%) were yeasts, and six (12.5%) were non-dermatophyte filamentous fungi
(NDFF). In the control group, 32 (69.6%) of the isolates were dermatophytes, 11 (23.9%) were yeasts,
and three (6.5%) were NDFF. There was no statistically significant difference in the distribution of
isolates in dermatophytes, yeasts and NDFF between the two groups (p=0.453). The prevalent species
was Trichophyton interdigitale, corresponding to 34 (36.2%) isolates from the total sample, followed by
T. rubrum, with 23 (24.5%) isolates.

The MIC values of T. interdigitale, T. rubrum and Candida spp. (including all Candida species for
each group) are summarized in Table 2. A statistically significant difference (p<0.05) was found in the
MIC values of T. interdigitale isolates for itraconazole and griseofulvin. For T. rubrum, this difference was
found only for voriconazole. Table 3 summarizes the MFC values of the same species/genus cited above,

in which no significant difference was found (p>0.05).
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Table 1. Isolates analyzed in the study, their GenBank acession numbers and molecular identification.

Leprosy (n=48)

Controls (n=46)

Isolate GenBank A Isolate GenBank e .
. Identification . Identification

code acession number code acession number
LO1 0OL602116 Acremonium brachypenium C54 0L602458 Fusarium foentens
L02 0L602115 Acremonium exuviarum C55 0L602456 Fusarium keratoplasticum
LO3 MK539828.1 Arthrinium arundinis C56 0L630915 Fusarium solani
LO4 0L602454 Fusarium keratoplasticum C58 0L603882 Trichophyton interdigitale
LO5 0L602455 Fusarium keratoplasticum C59 0L603883 Trichophyton interdigitale
LO6 0L630942 Fusarium oxysporum Cc60 0OL603884 Trichophyton interdigitale
LO7 0L602457 Epidermophyton floccosum cel 0L603885 Trichophyton interdigitale
LO8 0OL603865 Trichophyton interdigitale C62 0OL603886 Trichophyton interdigitale
LO9 0OL603866 Trichophyton interdigitale Cc63 0L603887 Trichophyton interdigitale
L10 0L603867 Trichophyton interdigitale Coe4 0L603888 Trichophyton interdigitale
L11 0L603868 Trichophyton interdigitale C65 0L603889 Trichophyton interdigitale
L12 0L603869 Trichophyton interdigitale C66 0L603890 Trichophyton interdigitale
L13 0L603870 Trichophyton interdigitale Cc67 0L603891 Trichophyton interdigitale
L14 0L603871 Trichophyton interdigitale Cc68 0L603892 Trichophyton interdigitale
L15 0L603872 Trichophyton interdigitale C69 0OL603893 Trichophyton interdigitale
L16 0L603873 Trichophyton interdigitale C70 0L603894 Trichophyton interdigitale
L18 0L603874 Trichophyton interdigitale C71 0OL603895 Trichophyton interdigitale
L19 0L603875 Trichophyton interdigitale C72 0L603896 Trichophyton interdigitale
L20 0L603876 Trichophyton interdigitale C73 0L603897 Trichophyton interdigitale
L21 0L603877 Trichophyton interdigitale C74 0L603898 Trichophyton interdigitale
L22 0L603878 Trichophyton interdigitale C75 0L603924 Trichophyton rubrum
L23 0L603879 Trichophyton interdigitale C76 0L603925 Trichophyton rubrum
L24 0L603880 Trichophyton interdigitale C77 0L603926 Trichophyton rubrum
L25 0L603881 Trichophyton interdigitale Cc78 0L603927 Trichophyton rubrum
L26 0L603914 Trichophyton rubrum C79 0L603928 Trichophyton rubrum
L27 0L603915 Trichophyton rubrum Cc80 0L603929 Trichophyton rubrum
L28 0OL603916 Trichophyton rubrum c81l 0L603930 Trichophyton rubrum
L29 0OL603917 Trichophyton rubrum C82 0OL603931 Trichophyton rubrum
L30 0L603918 Trichophyton rubrum c83 0L603932 Trichophyton rubrum
L31 0L603919 Trichophyton rubrum c84 0OL603933 Trichophyton rubrum
L32 0L603920 Trichophyton rubrum C85 0L603934 Trichophyton rubrum
L33 0L603921 Trichophyton rubrum C86 0L603935 Trichophyton rubrum
L34 0L603922 Trichophyton rubrum Cc87 0OL603936 Trichophyton rubrum
L35 0L603923 Trichophyton rubrum Cc88 0L604468 Trichophyton tonsurans
L38 0L602180 Candida duobushaemulonis Cc89 0L604469 Trichophyton tonsurans
L39 0L602183 Candida guilliermondii C90 0L602114 Candida africana
L40 0L602184 Candida guilliermondii ca1 0L602185 Candida guilliermondii
L41 0L603968 Candida haemulonis C92 0L602186 Candida guillermondii
L43 0L602188 Candida metapsilosis C93 0L630946 Candida lipolytica
L44 0L602198 Candida orthopsilosis C94 0L602194 Candida parapsilosis
L45 0L602189 Candida parapsilosis C95 0L602195 Candida parapsilosis
L46 0L602190 Candida parapsilosis Cc96 0L602196 Candida parapsilosis
L47 0L602191 Candida parapsilosis Cc97 0L602197 Candida parapsilosis
L48 0L602192 Candida parapsilosis c98 0L602279 Candida tropicalis
L49 0L602193 Candida parapsilosis Cc99 0OL603966 Rhodotorula mucilaginosa
L50 0L602276 Candida tropicalis C100 0L603967 Rhodotorula mucilaginosa
L51 0L602277 Candida tropicalis
L52 0L602278 Candida tropicalis
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Table 2. In vitro minimum inhibitory concentration values of Trichophyton interdigitale,

Candida spp. from patients with leprosy and controls.

Trichophyton rubrum, and

Antifungal drug Leprosy ; Controls -
ng/mL T. interdigitale  T. rubrum Casr;::)lda T. interdigitale  T. rubrum Ca;:::)lda
Itraconazole
MIC (GM) a1.79 1.71 0.27 0.10 0.13 1.90
MICs, 0.50 0.12 0.12 0.06 0.12 0.12
MICq 16.0 >16.0 1.00 0.25 0.25 18.0
Range 0.03-216.0 0.03->16.0 0.03-1.00 0.03-25.0 0.03-0.25 <0.03-18.0
Ketoconazole
MIC (GM) 0.81 0.36 0.74 0.83 0.63 1.31
MICs, 0.25 0.28 0.12 0.50 0.25 0.12
MICqq 4.00 1.00 2.00 2.00 4.00 8.00
Range 0.03-4.00 0.03-1.00 <0.03-2.00 0.12-2.00 0.03-4.00 <0.03-18.0
Fluconazole
MIC (GM) 16.2 7.23 8.28 16.9 11.9 10.2
MICs, 8.00 2.00 4.00 8.00 1.00 2.00
MICq 32.0 32.0 32.0 >64.0 64.0 64.0
Range 4.00-32.0 0.12-32.0 0.50-32.0 0.25->64.0 0.12-64.0 0.50-64.0
Posaconazole
MIC (GM) 0.32 0.58 0.73 0.19 0.17 2.03
MICs, 0.25 0.12 0.18 0.12 0.12 0.25
MICq 2.00 4.00 8.00 0.50 0.50 16.0
Range 0.03-2.00 0.06-4.00 <0.03-8.00 0.03-0.50 0.06-0.50 <0.03-16.0
Voriconazole
MIC (GM) 0.16 20.13 0.99 0.10 0.09 1.91
MICs, 0.12 0.09 1.00 0.12 0.03 0.12
MICqq 0.25 0.50 4.00 0.25 0.50 16.0
Range 0.06-25.0 0.06-0.50 <0.03-4.00 0.06-0.25 0.03-0.50 0.03-16.0
Terbinafine
MIC (GM) 0.03 0.03 - 0.15 0.06 -
MICs, 0.01 0.03 - 0.01 0.06 -
MICqq 0.12 0.12 - 2.00 0.12 -
Range 0.003-12.0 <0.0009-0.12 - 0.001-2.00 0.01-0.12 -
Ciclopirox
MIC (GM) 0.80 1.60 - 2.95 1.30 -
MICs, 0.50 2.00 - 1.00 1.00 -
MICq 2.00 2.00 - 32.0 2.00 -
Range 0.25-2.00 0.50-2.00 - 0.25-32.0 0.50-2.00 -
Griseofulvin -
MIC (GM) 20.40 1.97 - 1.05 1.24 -
MICs, 0.25 2.00 - 1.00 1.00 -
MICq 1.00 8.00 - 2.00 2.00 -
Range 0.12-1.00 0.25-8.00 - 0.12-2.00 0.12-2.00 -

Table 2 to be continued.
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Continuation Table 2. /n vitro minimum inhibitory concentration values of Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum,
and Candida spp. from patients with leprosy and controls.

Antifungal drug Leprosy : Controls .
Hg/mL T. interdigitale T. rubrum C‘Z::’da T. interdigitale T. rubrum Ca;:::)lda
Caspofungin
MEC (GM) - - 2.32 - - 3.47
MEC;, - - 1.50 - - 4.00
MECy, - - 8.00 - - 8.00
Range - - 0.50-8.00 - - 0.25-8.00

Note. Data was presented as geometric mean, median and range. Sample size: T. interdigitale (n=34); T. rubrum (n=23) and Candida spp.
(n=23). Abbreviations: MIC, minimum inhibitory concentration; MEC, minimum effective concentration; GM, geometric mean. Leprosy
vs. controls (p<0.05).

Table 3. /n vitro minimum fungicidal concentration values of Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum, and Candida
spp. from patients with leprosy and controls.

Antifungal drug Leprosy : Controls :
ug/mL T. interdigitale  T. rubrum Casl;c:):da T. interdigitale  T. rubrum Casr;agda
Itraconazole
MFC (GM) 6.45 13.8 9.99 2.14 12.8 12.6
Range 0.25->16.0 2.00->16.0 0.12->16.0 0.25->16.0 0.50->16.0 8.00->16.0
Ketoconazole
MFC (GM) 104 6.05 11.1 11.2 12.5 15.1
Range 2.00->16.0 0.03-16.0 2.00->16.0 2.00->16.0 1.00->16.0 8.00->16.0
Fluconazole
MFC (GM) 54.7 50.4 49.7 56.5 59.0 55.1
Range 2.00->64.0 8.00->64.0 0.00->64.0 0.00->64.0 32.0->64.0 16.0->64.0
Posaconazole
MFC (GM) 3.86 7.45 13.0 2.97 5.23 13.4
Range 0.12->16.0 0.50->16.0 1.00->16.0 0.12->16.0 1.00-16.0 1.00->16.0
Voriconazole
MFC (GM) 2.23 7.00 13.2 3.57 7.53 12.8
Range 0.25-8.00 0.50->16.0 2.00->16.0 0.25->16.0 2.00-16.0 2.00->16.0
Terbinafine
MFC (GM) 0.22 0.24 - 1.04 0.22 -
Range 0.0009->1.00 0.01->0.50 - 0.0009-16.0 0.06->0.50 -
Ciclopirox
MFC (GM) 9.89 10.0 - 13.9 7.84 -
Range 0.25->32.0 1.00->32.0 - 2.00->64.0 1.00-16.0 -
Griseofulvin
MFC (GM) 29.83 3.45 - a23.3 25.0 -
Range 0.25->64.0 0.50-8.00 - 0.12->64.0 2.00->64.0 -
Caspofungin
MFC (GM) - - 6.67 - - 7.11
Range - - 4.00->8.00 - - 4.00->8.00

Note. Data was presented as geometric mean and range. Sample size: T. interdigitale (n=34); T. rubrum (n=23) and Candida spp. (n=23).
Abbreviations: MFC, minimum fungicidal concentration; GM, geometric mean. ®Leprosy vs. controls (p<0.05)
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The analysis of Candida spp. MIC values according to the clinical breakpoints defined in CLSI are
included in Table 4.2% In the leprosy group, eight isolates of the species were resistant to at least one of
the antifungal agents, while in the control group only two. However, due to the small sample size, no
statistically significant difference was found (p=0.109).

Table 4. Classification of Candida spp. isolates in the CLSI Interpretive Categories for three antifungal
agents.

Antifungal agent / MIC or MEC (ug/mL) / CLSI Interpretive Categories

Species (group)

Fluconazole Voriconazole Caspofungin

C. guilliermondii (L) 4 ND 0,25 ND 4 |
C. guilliermondii (L) 32 ND 1 ND 1 S
C. guilliermondii (C) 16 ND 0,5 ND 4 |
C. guilliermondii (C) 4 ND 0,25 ND 4 |
C. parapsilosis (L) 32 R 2 R 4 |
C. parapsilosis (L) 0,5 S <0,03 S 8 R
C. parapsilosis (L) 1 S 0,0312 S 4 |
C. parapsilosis (L) 8 R 0,25 | 0,5 S
C. parapsilosis (L) 4 SDD 0,125 | 4 |
C. parapsilosis (C) 1 S 0,0625 S 4 |
C. parapsilosis (C) 2 S 0,125 | 4 |
C. parapsilosis (C) 0,5 S <0,03 S 8 R
C. parapsilosis (C) 2 S 0,0625 S 4 |
C. tropicalis (L) 4 SDD 2 R 0,5 |
C. tropicalis (L) 8 R 1 R 0,5 |
C. tropicalis (L) 2 S 4 R 0,5 |
C. tropicalis (C) 0,5 S 0,0625 S 1 R

Note. MIC/MEC breakpoints according to CLSI supplement M60.23
Abbreviations: L, Leprosy; C, control; MIC, minimum inhibitory concentration; MEC, minimum effective
concentration; ND, not defined; S, susceptible; SDD, susceptible dose dependent; |, intermediate; R, resistant

The MIC and MFC values of the other species found in the study are summarized in Table 5. For

these species, due to the small number of isolates, statistical tests were not performed.

116



1

2

Table 5. In vitro antifungal susceptibilities of ten fungal species isolated from patients with leprosy and controls.

Antifungal drug, pg /mL

S:);tzzsp/)n Itraconazole Ketoconazole  Fluconazole Posaconazole Voriconazole Terbinafine Ciclopirox Griseofulvin  Caspofungin
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC MEC MFC
Acremonium
brachypenium >16 >16 16 >16 >64 >64 >16 >16 1 16 >0,5 >0,5 8 16 >64 >64
n=1 (L)
Acremonium
exuviarum >16 >16 8 >16 >64 >64 >16 >16 2 2 >0,5 >0,5 0,5 0,5 >64 >64
n=1(L)
Arthrinium
arundinis >16 >16 8 >16 >64 >64 1 >16 16 >16 0,0312 >0,5 8 >32 >64 >64
n=1 (L)
Epidermophyton
floccosum 0,5 1 0,0312 0,125 4 16 0,5 1 <0,0312 0,125 0,0312 0,125 0,5 >32 0,25 1
n=1 (L)
Fusarium foetens
n=1(C) >16 >16 >16 >16 >64 >64 >16 >16 8 >16 >0,5 >0,5 16 >64 >64 >64
Fusarium >16 >16 >16 >16 >64 >64 >16 >16 8 >16 >0,5 >0,5 16 >32 >64 >64
keratoplasticum >16 >16 16 >16 >64 >64 >16 >16 >16 >16 >0,5 >0,5 32 >32 >64 >64
n=3(2L1C) >16 >16 >16 >16 >64 >64 >16 >16 16 >16 >0,5 >0,5 64 >64 >64 >64
Fusarium
oxysporum >16 >16 >16 >16 >64 >64 >16 >16 8 >16 >0,5 >0,5 >32 >32 >64 >64
n=1 (L)
Fusarium solani
n=1(C) >16 >16 >16 >16 >64 >64 >16 >16 >16 >16 >0,5 >0,5 64 >64 >64 >64
Rhodotorula
mucilaginosa 1 >16 0,5 >16 64 >64 4 >16 4 >16 >8 >8
2 >16 0,5 >16 64 >64 8 >16 4 >16 >8 >8
n=2 (C)
Trichophyton
tonsurans 0,0312 >16 0,125 8 2 64 0,5 2 0,125 2 0,0625 >0,5 2 32 1 32
n=2 (0) 0,5 2 4 216 264 >64 0,5 4 0,25 2 0,0625 0,0625 2 4 2 3

Abbreviations: L, leprosy; C, control; MIC, minimum inhibitory concentration; MEC, minimum effective concentration; MFC, minimum fungicidal concentration.,
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Discussion

This was the first study to prospectively assess the prevalence of onychomycosis and tinea pedis
in leprosy patients, that are the two most frequent superficial mycoses.?*?> Half of leprosy patients had
leprosy reaction at the time of sample collection, which are immunoinflammatory phenomena that lead
to severe tissue and nerve damage.® The treatment of leprosy reactions involve the use of
prednisone,??” that leads to immunosuppression, which can increase the predisposition to mycoses.
Furthermore, almost all (97,5%) of the patients had clinical multibacillary forms, which are more severe
and have greater involvement of the skin and nerves.® The greater involvement of the skin in the
peripheral areas may explain why leprosy patients had more cases of tinea pedis compared to the
control group (p<0.05).

The most frequently reported cases of superficial mycoses in leprosy patients are

2 mainly resulting from neuropathy,

onychomycosis, due to changes caused by leprosy in the nails,
repeated trauma, vascular compromise, adverse drug effects and infections.?® It is estimated that nail
involvement is present in up to three out of four leprosy patients.?® While some authors reported the
presence of onychomycosis in 20 to 30% of leprosy patients, others found considerably lower
percentages, around 5% or less,?®?° or even found no cases of onychomycosis.?*3! Some authors point
out that, possibly, more cases would be detected with the performance of prospective studies with a
larger number of patients.3? This was found in the present study, in which 25 (26,3%) of 95 leprosy
patients had onychomycosis.

The main etiological agent found was T. interdigitale, followed by T. rubrum. T. rubrum is
considered the most common dermatophyte worldwide, causing most cases of onychomycosis and tinea

pedis.}*3335 At the study site, although scarce, epidemiological data also point to the prevalence of this

species.®*¥” The prevalence of T. interdigitale found in the present study indicates a possible change in
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the predominance of etiological agents of superficial mycoses, as is happening in the current epidemic of
dermatophytosis in India.>® However, more epidemiological studies are needed to confirm this change.

It is noteworthy the fact that no isolate of the species C. albicans was found, which is usually the
main etiological agent of superficial mycoses among yeasts. The prevalent species was C. parapsilosis,
which is the second most common etiologic agent.>® The isolation of several non-albicans isolates is
relevant, as these species, due to their varied antifungal susceptibility profile, can worsen the prognosis
of infections.*

The MIC values of T. interdigitale and T. rubrum were similar to those found in the literature,
with terbinafine having the best antifungal activity in vitro.***? For the treatment of onychomycosis, the
main topical antifungal agent used is ciclopirox olamine, while those for oral use are terbinafine and
itraconazole.®® Itraconazole in general has good antifungal activity against dermatophytes.* However, T.
interdigitale isolates had high MIC values for this antifungal in the leprosy group (p<0.05), suggesting
that care should be taken when treating lesions caused by this species in leprosy patients.

For Candida yeasts, although no significant differences in susceptibility were found between the
groups, the need for studies with a greater number of isolates is highlighted, as the antifungal resistance
of these yeasts is a well-known and growing problem in medical mycology.**® Fluconazole is the most
used antifungal agent in the treatment of Candida infections, and its indiscriminate use is one of the
factors responsible for the emergence of resistant isolates.*’ In the present study, two isolates of C.
parapsilosis and one isolate of C. tropicalis of the leprosy group were resistant to fluconazole.

The non-dermatophyte filamentous fungi presented, in general, high MIC values, above the
concentration range tested for the antifungal agents. There is no standard for treatment and, although
they sometimes respond well to systemic use of itraconazole and terbinafine, this response is varied,

and recalcitrant cases are reported.*** Despite having been isolated less frequently, the possibility of
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treatment failures when NDFFs are the etiologic agents is an important factor to be considered,
especially in patients with comorbidities.

In addition to MIC, the MFC values were also determined, defined as the lowest concentration of
antifungal capable of killing at least 99.9% of the final inoculum, present in wells that did not show

fungal growth in the test for determination of MICs.>® MFC has been evaluated in several studies,*>3

as
its result is particularly important in the case of immunosuppressed patients, whose immune systems
may be inefficient in eliminating fungal cells remaining after treatment. It is observed that MFC values
were much higher than MIC values, showing that the dose of antifungal needed to kill fungal cells is high
for most species analyzed. The incomplete eradication of the fungus is one of the factors that lead to

cases of recurrent infections, a very common event in onychomycosis, affecting 10 to 53% of

patients.>*>> However, recurrent cases were not analyzed in the present study.

Conclusion

This study described the occurrence of onychomycosis and tinea pedis in leprosy patients. These
patients had more cases of tinea pedis than the control group, and special attention should be paid to
lesions present in this part of the body. The proportion of dermatophytes, yeasts and NDFFs was similar
in both groups, as was the prevalence of the species T. interdigitale. The antifungal susceptibility profile
did not show great variations in the leprosy group in relation to the control group, highlighting, however,
the lower susceptibility of T. interdigitale isolates from the first group to itraconazole. Special attention
should also be given to cases caused by NDFFs, which have high MIC values for most antifungal agents.
Future studies, with larger numbers of patients and fungal isolates, are needed to allow further
conclusions about the prevalence and antifungal susceptibility, especially of NDFFs and yeasts.
Additionally, further studies correlating in vitro antifungal susceptibility with in vivo treatment responses

are important to determine the clinical significance of these findings.
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Abstract

We report a case of a 56-year-old Brazilian woman, with relapsing lepromatous leprosy, and
onychomycosis caused by a non-dermatophyte filamentous fungi. The pathogenic fungi was
identified as Arthrinium arundinis and treated with chemical abrasion of the nail with 40% urea
and application of terbinafine cream. Onychomycosis caused by Arthrinium species is rare, and

this is the second reported case.
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1 Introduction

Onychomycoses are fungal infections of the nail plate. Commonly caused by dermatophytes, but
also by yeasts and non-dermatophyte filamentous fungi (NDFF) [1]. Most NDFF do not have
keratinophilic activity, it is a secondary invader of previously traumatized or damaged nails [2].

The NDFF most often described causing onychomycosis are Scopulariopsis brevicaulis,
Fusarium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp., Scitallidium sp., and Scedosporium sp. [3,4,5]. This
species are usually resistant to conventional onychomycosis treatments [6,2,4]. The genus
Arthrinium comprises a group of NDFF, most of the species are endophytes of several plants[7].
Only one case of onychomycosis has been identified as caused by Arthrinium arundinis species [7].
The aim of this case is to report onychomycosis caused by Arthrinium arundinis in a lepromatous
leprosy patient in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

2 Case Presentation

A 56 years-old female patient with relapsing lepromatous leprosy in polychemotherapy, bilateral
cataract, visual deficit, hypertension, lupus, diabetes mellitus, osteoporosis, scleroderma, and renal
failure in first readministration of multidrug therapy (day 0). Multidrug therapy consisted in
rifampicin, clofazimine and ofloxacin because of anemia. Currently, the patient has being treated
with thalidomide and amitriptyline because of leprous nodular erythema and neurophaty. The patient
was attended in the Ambulatério de Dermatologia Sanitaria (ADS) in Porto Alegre. A mycological
exam was performed after clinical observation of total toenails dystrophy in the left foot, suggesting
onychomycosis (Figure 1A). Direct examination of the nail scrapings showed hyaline septate
hyphae, and branching at acute angles (Figure 1B). The treatment was started immediately with
chemical abrasion with a 40% urea solution on the nail plate. On day 14, in Mycosel® agar, white
and flat colonies (Figure 1C) was observed after incubation in 25°C and no growth was observed at
37°C. The microcultive in potato dextrose agar was performed from the grown colony, incubated for
seven days at 25°C and on day 21, pale-brown single-celled conidia with a clear brightly opalescent
equatorial ring was observed. Conidia were sympodially generated and large cluster-aggregated
conidiogenous cells suggesting Arthrinium sp. (Figure 1D). A second and a third collection of nail
material was performed on day 30 and day 60, cultivated in Sabouraud dextrose agar for seven days
at 25°C. The results confirmed the genus as the cause of the onychomycosis. For species
identification of the first culture, the sequencing of Internal Transcribed Spacer (ITS) of rDNA using

primers ITS 5 and 4 and part of the Translation Elongation Factor 1-alpha (TEF1-a) gene using
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primers EF1-728F and EF-2 were performed and compared against the GenBank database using the
BLAST algorithm (www.ncbi.nim.nih.gov/blast). These sequences showed 99.47% identity and
100% of coverage with strain Arthrinium arundinis CBS 106.12 and their number access are
MK539828 and MT622850 for each region, respectively. Eleven clinical antifungals (Sigma-
Aldrich, USA) were evaluating according to the protocol M38-A2 of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), using the microdilution technique and the inoculum was standardized to 2

x 10* CFU/mL in test [8], which was performed in triplicate.

Figure 1. Onychomycosis caused by Arthrinium aurundinis in leprosy patient (A); Arthrinium
arundinis colony in Sabouraud agar plate after 7 days (B); Microcultive in potato dextrose agar at 25

°C for 7 days 400x (C); Direct mycological examination 400x(D).

The caspofungin minimal effective concentration (MEC) was evaluated, and for the other
antifungals, the minimal inhibitory concentrations (MICs) was considered when no grow was
visually observed. Excepting terbinafine, amphotericin B and posaconazole, the isolate had higher
MICs and MEC for all other antifungals (Table 1). We decided for a conservative treatment with
chemical abrasion, instructing the patient to gently sand the altered areas of the nails, and apply a
40% urea solution on the nail plate, once a week, associated with the continuous use of terbinafine
1% cream. We follow the patient monthly showing slight improvements in 3 months of treatment.
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Table 1. Antifungal evaluation of Arthrinium arundinis that caused onychomycosis in a leprosy

patient.
Antifungal Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) and Minimal
Effective Concentration (MEC)* (ug/mL)
Terbinafine 0.0312
Amphotericin B 0.5
Posaconazole 1
Ketoconazole 8
Cyclopirox Olamine 8
Tioconazole 16
Voriconazole 16
Itraconazole > 16
Caspofungin* > 16
Fluconazole > 64
Griseofulvin > 64

*MEC evaluation. For other antifungals, MIC was considered when no grow was visually observed.

3 Discussion

Onychomycosis is the most common nail disease and has a prevalence of 5.5% in the world
population [1]. Around 60% to 70% of these infections can be caused by dermatophyte fungi. Yeasts
are responsible for 10% to 20% of cases, and the NDFF represent 10% to 20% of fungal nail
infections [1,4]. Some NDFF can cause nail infections directly, others can secondarily infect nails
with minor trauma, but often these fungi are only local contaminants [2].

The genus Arthrinium (family Apiosporaceae) comprises a group of NDFF, geographically
widely distributed, commonly saprobes, but also parasites of a large number of plant species [9,10].
Until now, 70 species of Arthrinium fungi have been reported and they are, generally, not implicated
in human or animal disease [10]. However, two skin infection cases in humans caused by Arthrinium
phaeospermum [11,12] and one case of onychomycosis caused by A. aurundinis have already been
described [7].

Pardo-Castello and Pardo [13] observed the presence of onychomycosis in 20% to 30% of
leprosy patients. Leprosy patients tend to have nail changes and onychomycosis more frequently than

the general population, mainly due to the frequent trauma resulting from peripheral neural
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impairment caused by Mycobacterium leprae during its infectious process [14], which may favor the
infection of NDFF.

The laboratory diagnosis of NDFF onychomycosis is not simple, and there is no standard
criterion for the diagnosis. In the present case, to reduce the chances of NDFF being a contaminant,
the following criteria were used: the identification of irregular hyphae in the direct mycological
examination of the nail scraping of three consecutive collections with intervals of one month
between each one; obtaining three positive cultures on Sabouraud dextrose agar in the three different
collections; and the failure to obtain dermatophyte fungi isolation in cultures of the same nail
material on Mycosel® agar [4,2]. For species identification, it was performed the sequencing of ITS
and TEF1-a fungus genes [7, 15].

Non-dermatophyte fungi usually present less susceptible profiles to antifungal than
dermatophytes. There is no standard treatment protocol described for NDFF onychomycosis. Gupta
et al. [4] described efficient treatments using oral terbinafine or itraconazole for Scopulariopsis
brevicaulis and Aspergillus species. The efficacy in the topical use of terbinafine, after chemical
avulsion, is known in 2 cases of onychomycosis caused by Acremonium species [4]. Pulsed
terbinafine promoted complete cure in 30 of 34 cases of Aspergillus onychomycosis according to
Gupta et al. [4]. Regarding Scopulariopsis species, 24 out of 32 cases were successfully treated with
pulsed itraconazole, where 12 out of 14 cases improved with daily use of terbinafine 250 mg.

Tosti et al. [16], reported 59 cases of NDFF onychomycosis. The authors obtained better results
when using topical treatments compared to systemic treatments. Sixteen patients with
onychomycosis caused by S. brevicaulis were treated with ciclopirox 8% nail lacquer or topical
terbinafine (for 8-12 months) after nail avulsion, and 11 patients were successful healed.

The first reported case of A. arundinis as causing onychomycosis was resistant to fluconazole
and caspofungin, and susceptible to itraconazole, voriconazole and posaconazole [7]. However, in
the present case, the isolate was susceptible to amphotericin B and was not susceptible to
itraconazole, results contrary to those obtained by the first published case report. Thus, evaluations
of superficial mycoses, identification and antifungal susceptibility testing are important to guide
management [1-5].

The first reported case of onychomycosis caused by A. arundinis was successfully carried out in
the treatment with pulsed itraconazole [7]. However, in our case, the isolated fungus from the leprosy
patient showed a MIC higher than 16 pg/mL, which classifies our isolate as resistant to this drug.
The low terbinafine MIC obtained in vitro suggested the use of this drug for the onychomycosis
treatment. The oral terbinafine administration in this patient was not adequate due the presented

comorbidities. The use of this drug systemically could worsen anemia and visual impairment, in
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addition to the possible drug interaction with the medication administered to the patient for the
treatment of his comorbidities. Due to the reported factors, we chose a conservative topical
terbinafine treatment twice a day, and monthly clinical follow-up. We plan to maintain exclusively
topical treatment until the end of leprosy treatment in approximately 6 months, if no improvement is
obtained, we will start a monitored oral terbinafine treatment.
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ABSTRACT

Background: Dermatophytoses affect more than 20% of the world’s population and is caused by
filamentous fungi, mainly of the genus Trichophyton. The species identification through microscopic
direct examination and culture methods is challenging, with molecular presenting high sensitivity
and specificity. Although there are several therapy options for dermatophyte infections, treatment
failures and antifungal resistance are growing concerns.

Objective: This study aimed to identify clinical isolates of Trichophyton spp. from southern Brazil
using molecular methods and determine their in-vitro antifungal susceptibility.

Material and Methods: Seventy-five isolates were identified through sequencing of the ITS region.
The exposure to seven antifungals drugs was performed according to protocol M28-A2 of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Results: Sixty-one isolates (81%) were identified as T. interdigitale, which differs from the
epidemiological data present in the literature. Thirteen isolates were identified as T. rubrum and one
as T. tonsurans. Terbinafine was the most effective antifungal, followed by itraconazole and
voriconazole, which is in accordance with the results reported in previous studies.

Conclusions: The use of molecular methods to identify Trichophyton spp. clinical isolates and the
performance of susceptibility tests are relevant to epidemiological data, identification of the
emergence of antifungal resistance, and to help to translate the in-vitro antifungal susceptibility

results into clinical practice.

Keywords: dermatophytoses; Trichophyton; molecular identification; antifungal susceptibility
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1. INTRODUCTION

Dermatophytes are a group of filamentous fungi that causes dermatophytoses, one of the most
common types of skin diseases in the world. These fungi infect tissues and produce keratinolytic
enzymes such as hydrolases and keratinases, causing superficial infections in the nails, hair, and skin.
It is estimated that dermatophytoses affect more than 20% of the world’s population, and probably
this incidence is underestimated [1,2]. In immunosuppressed patients and those with specific genetic
predispositions, such as CARD9 mutations [3], dermatophytoses can become invasive and life-
threatening [4].

Dermatophyte fungi are distributed in the genera Epidermophyton, Trichophyton, and
Microsporum. One of the most common is the genus Trichophyton, with the worldwide prevalent
species T. rubrum [5,6]. Humans can acquire these fungi from another person, animals, soil, or
contaminated objects [7]. Dermatophytoses are called tinea, depending on the location of the lesions,
and may be tinea corporis (trunk, arms, and legs), tinea capitis (scalp), or tinea pedis (foot).
Onychomycoses caused by filamentous fungi, with lesions affecting the nails, are the most common
nail disorder among adults [2].

Diagnosis is based on microscopic and culture methods for the detection and identification of
the pathogen [5]. These conventional methods have certain disadvantages such as the low specificity
and the long culture time (4 to 6 weeks). Such difficulties can be avoided by the use of molecular
tools, which are faster, more sensitive, and specific. Techniques like conventional polymerase chain
reaction (PCR), real-time PCR (gPCR), nested PCR, multiplex PCR, and PCR-ELISA can be used
for the diagnosis and to differentiate species, which is essential for accurate epidemiological data and
adequate treatment [8,9]. Proteomic analyzes using matrix-assisted laser desorption ionization-time
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) have also been successfully used for fast and

accurate identification of filamentous fungi and yeasts [10].
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In spite of the wide variety of systemic and topical treatments for dermatophyte infections,
the available antifungals belong to only a few chemical classes and most have similar mechanisms of
action in the ergosterol biosynthetic pathway. Also, the efficacy of the treatment varies, with relapse
rates as high as 30% [11,12]. Antifungal resistance of dermatophytes is an emerging concern, with
several reports of recalcitrant cases of dermatophytosis and terbinafine- and azole-resistant
Trichophyton isolates [13-15]. In this scenario, the in-vitro antifungal susceptibility tests are
important, mainly for chronic or recurrent dermatophytoses and to increase understanding of the
worrisome question of antifungal resistance [16].

In this study, we identified clinical isolates of Trichophyton spp. from southern Brazil, using

molecular methods, and determined their in-vitro antifungal susceptibility.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Clinical isolates

Seventy-five clinical isolates from the municipality of Porto Alegre, state of Rio Grande do
Sul, Brazil, were obtained from the fungi collection of the Laboratory of Pathogenic Fungi,
Department of Microbiology, Institute of Basic Health Sciences (Universidade Federal do Rio
Grande do Sul). All isolates were obtained from cases of onychomycosis and were previously
identified as T. mentagrophytes based on their morphological characteristics under direct

microscopic examination by light microscopy.

2.2 Molecular identification
The total genomic DNA of the strains was extracted with the Power Soil® DNA Isolation Kit
(MO BIO Laboratories, USA) and the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region was sequenced using ITS1 and

ITS4 primers. The steps for polymerase chain reaction (PCR) conditions were: initial denaturation at
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94 °C for 5 min, 35 denaturation cycles at 94 °C for 15 s, annealing at 55 °C for 45 s, extension at 72
°C for 90 s, and final extension at 72 °C for 6 min. The PCR product was purified with EXoSAP-
IT™ (Affymetrix, USA) and sequenced on the ABI-PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) according to the manufacturer's instructions. The sequences were assembled and
compared to the sequences reported in GenBank, using the basic algorithm of the local alignment

search tool (BLAST), and then submitted to GenBank.

2.3 In-vitro antifungal susceptibility

The susceptibility assay was performed according to the M38-A2 protocol of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) [17], by the microdilution technique. Seven commercially
available antifungal agents were tested: ciclopirox olamine (Aventis, Dermik Laboratories, Berwyn,
PA, USA), fluconazole (Pfizer Inc., USA), griseofulvin (Schering-Plough, Brazil), itraconazole
(Jansen-Cilag Farmacéutica Ltda., Brazil), ketoconazole (Bayer, Spain), terbinafine (Novartis
Research Institute, Austria), and voriconazole (Pfizer Inc., USA). All experiments were performed in
triplicate, with Candida parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 used as
methodological controls.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was read and then the minimum fungicidal
concentration (MFC) was determined. A 50 pL aliquot of each well in which no growth was
observed was transferred to test tubes containing 800 pL of Sabouraud Dextrose Broth (HiMedia
Laboratories, Mumbai, India) and incubated for ten days at 30 °C for visual observation of growth.
MFC was defined as the minimum concentration at which no fungal growth occurred. These tests

were performed in duplicate.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Morphological identification of dermatophyte species is frequent in clinical practice.
However, morphology-based identification can be uncertain due to the variations among isolates and
the similar characters in different species, and may give false-negative results [2,18]. The high
prevalence of dermatophytoses, the close relationship among species, and the increase in antifungal
resistance [11,20] necessitate the use of molecular tools for accurate species identification. Here,
through sequencing of the ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region, 61 strains were identified as T.
interdigitale (81.4%), 13 as T. rubrum (17.3%), and one as T. tonsurans (1.3%) (Table 1). The prior
morphology-based identification of all these isolates as T. mentagrophytes emphasizes the

importance of molecular identification.
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1  Table 1. Isolates analyzed in the study and their GenBank® accession numbers.

Strain identification

GenBank® accession

Strain identification

GenBank® accession

Strain identification

GenBank® accession

number number number
T. interdigitale 69096 MZ044443 T. interdigitale 73673 MZ044468 T. interdigitale 1154IPD MZ044427
T. interdigitale 69112 MZ044444 T. interdigitale 115002Pt MZ044414 T. interdigitale 681Pt MZ044439
T. interdigitale 69392 MZ044445 T. interdigitale 115006 MZ044415 T. interdigitale 1000D MZ044440
T. interdigitale 69588 MZ044446 T. interdigitale 115021UHE MZ044441 T. interdigitale 742 MZ044426
T. interdigitale 69732 MZ044447 T. interdigitale 115063Pt MZ044416 T. interdigitale 1304 MZ044428
T. interdigitale 69784 MZ044447 T. interdigitale 115123 MZ044418 T. interdigitale 1306 MZ044429
T. interdigitale 69793 MZ044449 T. interdigitale 115170 MZ044419 T. interdigitale 1280UPDrec MZ044470
T. interdigitale 69794 MZ044450 T. interdigitale 119812 MZ044471 T. interdigitale 819 MZ044433
T. interdigitale 69809 MZz044451 T. interdigitale 119826 MZ044420 T. interdigitale 1405A MZz044431
T. interdigitale 69829 MZ044452 T. interdigitale 119873UP MZ044421 T. interdigitale 1423 MZ044432
T. interdigitale 71121 MZz044453 T. interdigitale 119878UP MZ044422 T. interdigitale 114937 MZ044413
T. interdigitale 71213 MZ044454 T. interdigitale 119956 MZ044423 T. rubrum 114938 MZz044791
T. interdigitale 73535 MZ044455 T. interdigitale 119997 MZ044473 T. rubrum 114940 MZ044792
T. interdigitale 73550 MZ044456 T. interdigitale 120026 MZ044424 T. rubrum 114972 MZ044793
T. interdigitale 73653 MZ044457 T. interdigitale CMJ MZ044425 T. rubrum 114980 MZ044794
T. interdigitale 73691 MZz044458 T. interdigitale 115179 MZ044430 T. rubrum 114987 MZz044789
T. interdigitale 73706 MZz044459 T. interdigitale 115021CD MZz044442 T. rubrum 115004UP MZz044798
T. interdigitale 73727 MZz044460 T. interdigitale 1177 MZ044434 T. rubrum 115016 UM MZ044795
T. interdigitale 73814 MZ044461 T. interdigitale 929 MZ044435 T. rubrum 115078 MZ044787
T. interdigitale 73826 MZ044462 T. interdigitale 401 MZ044436 T. rubrum FDraF MZ044790
T. interdigitale 69575 MZ044463 T. interdigitale 820UPrec MZ044472 T. rubrum 1240UP MZ044799
T. interdigitale 69798 MZz044464 T. interdigitale 112UP MZ044469 T. rubrum 1237Pt MZz044797
T. interdigitale 71276 MZ044465 T. interdigitale 1280UPD MZz044417 T. rubrum 10001PD MZ044796
T. interdigitale 69382 MZ044466 T. interdigitale 2971P MZ044437 T. rubrum 1314 MZz044788
T. interdigitale 76221 MZ044467 T. interdigitale 1170IP MZ044438 T. tonsurans 119329 MZ044637
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T. interdigitale belongs to the T. mentagrophytes clade, according to the recent
taxonomic scheme of dermatophytes proposed by De Hoog et al. (2017), and is considered a
clonal offshoot of T. mentagrophytes [21]. The difference between these species is subtle and
based on the ecological and clinical parameters “zoophilic” and “anthropophilic”. Zoophilic
species occur mainly in non-human animals, and in humans cause more inflammatory mycoses;
while anthropophilic species are associated only with human infections and cause low-
inflammatory mycoses. T. mentagrophytes is considered zoophilic and T. interdigitale
anthropophilic [21]. The clinical characteristics of the patients from whom the strains of the
present study were isolated (mild onychomycoses) correspond correctly to T. interdigitale. T.
tonsurans is an anthropophilic species that also belongs to the T. mentagrophytes clade,
although its differentiation presents no problems; while T. rubrum is also anthropophilic and
forms a separate clade [21].

Case reports of T. tonsurans causing onychomycosis are rare, because it is related
mainly to tinea capitis (involving the scalp) and is rarely present in other types of mycosis [2].
T. tonsurans is a highly contagious species that causes outbreaks and can be difficult to treat,
even requiring the use of systemic antifungals such as terbinafine [22].

In the present study, 81% of the strains were identified as T. interdigitale, which differs
from most world epidemiological data on dermatophytes, in which the main species is identified
as T. rubrum [2,23]. Other studies from Brazil [24,25] and from the state of Rio Grande do Sul
[26] also named T. rubrum as the most prevalent species of the genus Trichophyton causing
dermatophytosis. In these studies, the species were identified only with conventional direct
microscopy and culture methods. This may be part of the reason that, in our study, only 18.6%
of the isolates were identified as T. rubrum, and highlights the importance of molecular methods

to improve the accuracy of species identification in epidemiological studies [27].
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Epidemiological reports of dermatophytoses and their etiological agents are essential to provide
information for the management of dermatophyte infections in public health.

The results of the in-vitro susceptibility tests are shown in Tables 2, 3, and 4. To classify
an isolate as sensitive or resistant to an antifungal, clinical breakpoints (BPs) are required,;
however, the CLSI protocol does not define BPs for the genus Trichophyton [17]. Although
definition of epidemiological cutoff values (ECVs) for uncommon molds was recently proposed
to compensate for the lack of BPs [28], such values have not yet been defined for Trichophyton
species due to the lack of studies that fulfill the requirements for defining ECVs. In-vitro
susceptibility tests are needed for these species. Therefore, the isolates in the present study were
not classified as sensitive or resistant, and only a comparative analysis of the in-vitro effects of

antifungals was performed.

Table 2. In-vitro susceptibility of 61 strains of Trichophyton interdigitale to seven antifungals.

MIC (pg/mL) MICso MICgo MFC (ug/mL)
Antifungals
GM Range (Hg/mL) GM Range
Terbinafine 0,007 0,001- 2 0,003 0,06 0,04 0,0009 - >1
Itraconazole 0,06 0,003 - >16 0,06 1 0,77 0,25 - >16
Ketoconazole 0,28 0,03-4 0,25 2 6,5 0,5->16
Griseofulvin 0,46 0,125 - >64 0,5 2 4,32 0,125 - >64
Voriconazole 0,27 0,06 - 8 0,25 2 3,29 0,25 ->16
Ciclopirox olamine 0,88 0,25-32 1 2 3,29 0,25 - >32
Fluconazole 14,02 0,3-32 16 32 56,1 2 - >64

MIC: minimum inhibitory concentration; MIC so: 50% of the isolates inhibited; MIC ¢0: 90% of the isolates

inhibited; MFC: minimum fungicidal concentration; GM: geometric mean.
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Table 3. In-vitro susceptibility of 13 strains of Trichophyton rubrum to seven antifungals.

MIC (ug/mL) MICso MICgo MFC (ug/mL)
Antifungals
GM Range (ng/mL) GM Range
Terbinafine 0,03 0,01-0,12 0,03 0,12 0,13 0,01-05
Itraconazole 0,12 0,06 - >16 0,125 0,25 5,65 2->16
Ketoconazole 0,25 0,03-4 0,25 1 5 0,5->16
Griseofulvin 0,64 0,12-8 0,5 2 4,54 0,5->64
Voriconazole 0,1 0,03-4 0,06 0,5 4,95 0,5-16
Ciclopirox olamine 0,95 05-2 1 2 4 1-16
Fluconazole 3,28 1-32 2 16 >64 >64

MIC: minimum inhibitory concentration; MIC so: 50% of the isolates inhibited; MIC g0: 90% of the isolates

inhibited; MFC: minimum fungicidal concentration; GM: geometric mean.

Table 4. In-vitro susceptibility of one strain of Trichophyton tonsurans to seven antifungals.

Antifungals MIC (ug/mL) MFC (pug/mL)
Terbinafine 0,0625 0,0625
Itraconazole 0,5 2
Ketoconazole 4 >16
Griseofulvin 2 2
Voriconazole 0,25 2
Ciclopirox olamine 2 4
Fluconazole >64 >64

MIC: minimum inhibitory concentration; MIC s: MIC that inhibited 50% of the isolates; MIC g: MIC that

inhibited 90% of the isolates; MFC: minimum fungicidal concentration; GM: geometric mean.
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The results obtained here resemble those reported in previous studies [29-31], with
terbinafine showing the best antifungal activity against all strains, followed by itraconazole and
voriconazole with similar activities (Figure 1). Both terbinafine and azoles target ergosterol
synthesis [11]. A systematic review with 26 randomized controlled trials found that terbinafine
was more effective than azoles and topical antifungals for onychomycosis treatment [32]. Also,
terbinafine has a similar incidence of side effects and fewer drug interactions than azoles [33].

In recent years, several cases of dermatomycoses that did not respond to terbinafine
treatment have been reported [34]. This allylamine antifungal agent targets squalene epoxidase,
and studies have shown that mutations in this gene in Trichophyton spp. lead to reduced
susceptibility [35]. Recently, two T. interdigitale-like strains highly resistant to terbinafine
(MIC > 32 pg/mL) were identified in India and have the missense mutation (Phe397Leu) in the
squalene epoxidase gene. The authors suggested that these isolates be considered a new species,
T. indotineae [36]. Therefore, it is important to perform antifungal susceptibility testing in cases

of terbinafine-recalcitrant dermatophytoses.
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Figure 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) values of six antifungals for Trichophyton
interdigitale, T. rubrum, and T. tonsurans. TRB: terbinafine; ITZ: itraconazole; KTZ:
ketoconazole; GSF: griseofulvin; VRZ: voriconazole; CPX: ciclopirox olamine. Fluconazole
was removed from this analysis due to its irrelevance and high MIC values, to better visualize

the data.

Itraconazole is another antifungal agent widely used agent in dermatophytosis treatment.
However, it interacts with a wide range of common drugs [33]. Despite the low geometric
means, three isolates of T. interdigitale and one isolate of T. rubrum presented MICs > 16
png/mL and may be resistant to this antifungal. Among the azoles, fluconazole was ineffective
against all the isolates of Trichophyton, which is expected for filamentous fungi, which usually

show MICs > 64 pg/mL [17].
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Fluconazole, griseofulvin and ciclopirox olamine did not show good activity in-vitro
compared to the other antifungals. Griseofulvin is rarely used in the treatment of
dermatophytosis because it is less effective in-vivo [33]. Ciclopirox is a topically applied iron
chelator and has a favorable safety profile [11,33]. However, because its action is limited by the
poor permeability of the nails, topical application of ciclopirox is less effective than oral
administration of terbinafine or itraconazole [32].

Other antifungals that were not tested in the present study also show good in-vitro
activity against Trichophyton spp. isolates, even better than the terbinafine activity. This was the
case for the echinocandins anidulafungin and caspofungin [37]. In addition, the two new
imidazole antifungal agents luliconazole and lanoconazole [37] and the new triazole
efinaconazole [38] also showed higher in-vitro activity than terbinafine and itraconazole.
Topical use of luliconazole in cases of onychomycoses proved to be effective and safe in a
Phase I-1I clinical study [39]. Study of new antifungal agents for the treatment of
dermatomycoses is important in view of the problem of resistance to terbinafine. Use of a
combination of antifungal agents is also an option. The combined use of oral terbinafine and
itraconazole has proven to be an effective treatment alternative [40].

Comparing the three species, T. interdigitale and T. rubrum showed a similar antifungal
susceptibility profile (Figure 1). The isolate of T. tonsurans showed higher MIC values than the
T. interdigitale and T. rubrum isolates. However, only one T. tonsurans isolate was evaluated,
which does not permit any conclusions. The susceptibility profile of the isolate of T. tonsurans
evaluated here is in accordance with other literature data showing that terbinafine and
itraconazole have good in-vitro antifungal activity [41].

In summary, our study demonstrated the prevalence of the species T. interdigitale in

cases of dermatophytosis in southern Brazil, differing from many epidemiological studies. This
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finding emphasizes the importance of molecular identification of these fungi, since conventional
methods often cannot distinguish among species. Performance of in-vitro antifungal
susceptibility tests is important to determine the existence of resistant isolates, a growing
problem in medical mycology. Further studies of this type, with larger number of isolates, are
needed in order to make it possible to define the ECVs for Trichophyton species. This will help
to judge the clinical significance of the data from in-vitro antifungal susceptibility tests and
consequently to improve the treatment of dermatophytoses. Even though all the isolates
analyzed in our study were susceptible to terbinafine, other antifungal agents should also be

tested, such as the new azoles and the echinocandins.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo foi o primeiro a analisar prospectivamente casos de onicomicose e tinea
pedis em pacientes com hanseniase. Como as micoses superficiais constituem um espectro
amplo de manifestacdes clinicas, foram selecionados apenas esses dois tipos, pois sdo as formas
mais prevalentes encontradas em todo o mundo. Além disso, este estudo foi pioneiro em realizar
a identificacdo molecular e determinar a suscetibilidade antifingica in vitro de um grande
numero de isolados fungicos de pacientes com hanseniase.

Os agentes etiologicos da onicomicose e tinea pedis foram semelhantes com os encontrados
na populacdo em geral, com prevaléncia de Trichophyton interdigitale. No entanto, foi
encontrado que pacientes com hanseniase apresentavam mais casos de tinea pedis em
comparagdo com o grupo controle, com maior envolvimento dos espacos interdigitais e da sola
dos peés, possivelmente devido a maior presenca de lesdes de pele. A suscetibilidade antifangica
ndo apresentou grandes variacdes. Porém, os isolados de T. interdigitale dos pacientes com
hanseniase apresentaram menor suscetibilidade ao itraconazol, o que é um fato que merece
destaque considerando que esse € um dos principais medicamentos utilizados para tratar
micoses superficiais. Também foram isoladas diferentes espécies de fungos filamentosos néo-
dermatdfitos e de leveduras do género Candida ndo-albicans. Esses isolados fungicos sdo
sabidamente menos suscetiveis aos antifungicos utilizados rotineiramente nos tratamentos,
sendo associados a recidivas e casos recalcitrantes de micoses.

Considerando que pacientes com hanseniase apresentam maior suscetibilidade a micoses
superficiais devido as lesdes da pele e uso de antibioticos e corticosteroides, o presente estudo

se destacou como pioneiro em relacdo a essa associacao ainda pouco abordada na literatura.
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8 PERSPECTIVAS

Sdo elencadas as seguintes perspectivas, para ampliar os resultados obtidos neste trabalho:
- Incluir um maior nimero de pacientes com hanseniase, para permitir mais analises das
espécies fungicas menos prevalentes, as quais usualmente estdo relacionadas com maior

resisténcia antifingica e menor resposta aos tratamentos;

- Analisar outros tipos de micoses superficiais, como tinea corporis, para verificar se os padrdes

encontrados neste estudo s&o semelhantes para outras formas de micose;
- Correlacionar a suscetibilidade antifingica in vitro com a resposta in vivo dos tratamentos

(como casos de onicomicose com recidiva), permitindo dar significado clinico para o0s

resultados encontrados neste estudo.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes com
Hanseniase

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para pacientes com hanseniase em tratamento ou previamente tratados)

Vocé esté sendo convidado a participar da pesquisa “Prevaléncia de espécies fungicas
causadoras de micoses superficiais em Pacientes com Hanseniase em um Ambulatorio de
Referéncia de Porto Alegre”.

Sua participacdo ndo é obrigatoria, e a qualquer momento, vocé podera desistir de
participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagéo
com a equipe médica.

O objetivo deste trabalho € determinar a prevaléncia das micoses superficiais em
pacientes com Hanseniase atendidos em Ambulatério de Referéncia de Porto Alegre em
pacientes provenientes do Ambulatorio de Dermatologia Sanitaria de Porto Alegre (ADS).

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em submeter-se a coleta de material das
unhas dos pés, méaos, pele e/ou cabelo no laboratério de micologia neste mesmo local e
responder aos questionamentos do seu médico a respeito da sua doenca e dados pessoais e
profissionais.

N&o havera riscos na coleta, pois serdo utilizados materiais esterilizados e seréa realizado
por profissional dermatologista.

N&o havera custos para o participante.

Os beneficios para o participante estdo relacionados ao diagnéstico do agente causador
da micose, tratamento e acompanhamento com equipe médica.

As informacdes contidas nesta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos sigilo sobre
a sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificag&o.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite algum esclarecimento, entrar em contato com o
pesquisador responsavel Dr. Rodrigo Vettorato pelo telefone (51) 3214 81 63, como também
com o Comité de Etica na Pesquisa em Saude da Escola de Salde Publica, pelo telefone
(51)3901-1532.

Declaro que li e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa
e concordo em participar.

Porto Alegre, de de20 .

Assinatura do paciente Dr. Rodrigo Vettorato
(Pesquisador Responsavel)

Este TCLE respeita a Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

159



APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes semHanseniase
(grupo controle)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(para pacientes sem hanseniase)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Prevaléncia de espécies fungicas
causadoras de micoses superficiais em Pacientes com Hanseniase em um Ambulatério de
Referéncia de Porto Alegre”.

O objetivo deste trabalho é determinar a prevaléncia das micoses superficiais em pacientes
com Hanseniase atendidos em Ambulatério de Referéncia de Porto Alegre. Como vocé ndo tem
hanseniase, seus dados e amostras serdo utilizados para comparagdo com 0s pacientes que
apresentam a doenca.

Sua participacdo ndo é obrigatoria, e a qualquer momento, vocé podera desistir de participar
e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com a equipe
médica.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em submeter-se a coleta de material das unhas
dos pés, maos, pele e/ou cabelo no laboratdrio de micologia do Servigo de Dermatologia do Posto G
do Hospital Santa Clara e responder aos questionamentos da equipe do laboratorio em relacdo aos
dados pessoais, profissionais, outras doencas de seu conhecimento e de uso de medicamentos.

N&o haveré riscos na coleta, pois serdo utilizados materiais esterilizados e sera realizado por
profissional habilitado.

Né&o havera custos para o participante.

Os beneficios para o participante estdo relacionados ao diagndstico do agente causador da
micose, tratamento e acompanhamento com equipe médica.

As informacg6es contidas nesta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos sigilo sobre a
sua participacdo. Os dados néo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificagéo.

Caso vocé tenha dividas ou necessite algum esclarecimento, entrar em contato com o
pesquisador responsavel Dr. Rodrigo Vettorato, pelo telefone (51) 32148163, como também com o
Comité de Etica em Pesquisa Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, pelo telefone (51)
32148571.

Declaro que li e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa
e concordo em participar.

Porto Alegre, de de20 .

Assinatura do paciente Dr. Rodrigo Vettorato

(Pesquisador Responsavel)

Dr. Gerson Vettorato Tais Guarienti Amaro
(Coletador 1) (Coletador 2)

Este TCLE respeita a Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.
160



APENDICE C - Instrumento de coleta de dados para pacientes com hanseniase

Ficha niimero:

Dados do Paciente

Prontuério:
Nome (somente iniciais):
Género: ()M ()F
Data de nascimento:__ /  /
Cidade:
Profisséo:
Comorbidades: ( ) Nenhuma ( ) Desconhecidas ( ) Presentes.
Quiais?
Medicacgdes em uso: () Nenhuma ( ) Desconhecidas ( ) Uso de:

(especificar uso cronico de corticosterdide ou paciente em uso de antiflngicos)

Clinica
1.1. Hanseniase:
Classificagdo: () Indeterminada ( ) Tubercul6ide
() Virchowiana () Borderline
Esquema terapéutico: () Pauci () Multi
Fase do tratamento:
Reacdo: ( ) Tipol () Tipoll causaidentificada (S/N):
() Sem reacéo

1.2. Suspeita de dermatomicose:
Data da suspeita:___ /__/
Local(is) da leséo(es):

Exames Micoldgicos

Data da coleta: / /
Numero de locais coletados: . Se mais de 1, colocar letras (a,b,c,d...) identificando os
locais abaixo e identificando nos tubos de cultivo.
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Resultado:
Direto:

Cultural:

Identificacdo Molecular

Data de entrada do isolado no laboratorio: / /
Data de envio para sequenciamento: / /
Cadigo no espelho da placa do seqlienciamento:
Resultado:

Espécie identificada:
Cobertura: Identidade:
Cepa tipo:
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APENDICE D - Instrumento de coleta de dados para pacientes sem hanseniase

Ficha nimero:

Dados do Paciente

Prontuério:

Nome (somente iniciais):
Género: ()M () F
Data de nascimento:__ /_ /

Cidade:

Profissdo:

Comorbidades: ( ) Nenhuma () Desconhecidas ( ) Presentes.
Quais?

Medicacdes em uso: () Nenhuma ( ) Desconhecidas ( ) Uso de:
(especificar uso cronico de corticosterdide ou paciente em uso de antifungicos)

Clinica

1.1. Suspeita de dermatomicose:
Data dasuspeita:___ /__/
Local(is) da lesdo(6es):

Exames Micoldgicos

Data da coleta: / /
NUmero de locais coletados: . Se mais de 1, colocar letras (a,b,c,d...) identificando os
locais abaixo e identificando nos tubos de cultivo.

Resultado:
Direto:

Cultural:

Identificacdo Molecular

Data de entrada do isolado no laboratorio: / /

Data de envio para sequenciamento: / /
Caodigo no espelho da placa do seqlienciamento:
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Resultado:

Espécie identificada:
Cobertura: Identidade:
Cepa tipo:

164



