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RESUMO

O presente estudo analisa um caso de onicomicose por espécies de Candida com resisténcia in
vitro a fluconazol e itraconazol em portadora do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A
paciente apresentava onicomicose distrofica parcial com paroniquia cronica e ja havia feito uso
de fluconazol para tratamento de candidiase oral. No exame microscopico direto de escamas
ungueais das maos, foram observadas células de leveduras arredondadas, blastosporadas, hialinas
e pseudohifas; em cultura apos crescimento, duas espécies de Candida foram identificadas como
C. albicans e C. tropicalis. Foram realizados testes de sensibilidade com ATB® FUNGUS 2 e
método de disco-difusdo. Ambas as espécies apresentaram resisténcia a fluconazol e itraconazol.
As peculiaridades apresentadas por diferentes espécies de Candida justificam a necessidade de
se identificar leveduras no nivel da espécie, bem como determinar o perfil de sensibilidade aos
antifingicos, com a finalidade de orientar uma melhor abordagem terapéutica e minimizar a
exposigao desses pacientes a condi¢des de risco de uma infecg¢do disseminada.

DESCRITORES: Onicomicose. Candidiase. Antifungigrama.
INTRODUCAO
A onicomicose consiste na invasdo da unha por fungos, sejam eles

dermatofitos, leveduras ou fungos filamentosos ndo dermatofitos. Constitui um
importante grupo de infecgdes fungicas superficiais que afeta aproximadamente 5%
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da populagdo mundial (23), representa cerca de 30% das micoses superficiais (19) e
mais de 50% das onicopatias (10, 17, 31).

Pacientes imunodeprimidos fazem parte do grupo derisco paraonicomicoses
(30, 36). Alguns autores acreditam que essas infecgdes estejam presentes em mais de
30% dos individuos com sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (3). Neste caso, o maior indice ocorre quando esses pacientes apresentam
declinio na contagem de linfocitos T CD4+ no sangue periférico (11, 27).

O tratamento das infec¢des ungueais causadas por fungos tem gerado muitos
gastos para o sistema de satde. A onicomicose ¢ a micose superficial de tratamento
mais dificil e, mesmo nos casos em que a medicagio ¢ adequada ao agente etiologico
identificado, nem sempre se obtém cura, sendo freqiientes as recidivas (12, 14, 34).

Entre as espécies de Candida, a resisténcia aos antifiingicos tem sido
um problema crescente, pois muitas das espécies ndo-albicans mais comumente
isoladas sdo menos susceptiveis aos derivados azdlicos, o que dificulta o tratamento
da candidiase ¢ de outras infec¢Oes causadas por leveduras (32, 35). Essa é uma
das razdes da crescente importancia dos testes de susceptibilidade, visto que o
conhecimento da sensibilidade aos agentes antifingicos possibilita melhorar as
condi¢des de tratamento (2, 9, 28, 37).

Este trabalho relata um caso de onicomicose mista em paciente
HIV-positivo, causada por Candida albicans ¢ Candida tropicalis, ambas com
resisténcia in vitro a fluconazol e itraconazol.

RELATO DO CASO

A paciente do sexo feminino, de 41 anos, doméstica, residente na regido
metropolitana do Recife-PE, sem uso de antiretroviral, com contagem de linfocitos
T CD4+ igual a 88 células/uL e historico de uso de fluconazol para tratamento de
candidiase oral, foi encaminhada para diagnostico micoldgico por apresentar lesdo
clinica suspeita de onicomicose. As unhas da mdo direita (primeiro e segundo
quirodactilos direitos) e as unhas da mdo esquerda (primeiro, terceiro ¢ quinto
quirodactilos esquerdos) apresentavam-se com distrofia parcial e paroniquia cronica
ha trés meses (Figura 1A).

Na coleta micoldgica, as escamas ungueais foram retiradas da regido
superficial da unha com o auxilio de um bisturi e, no momento da remogio do
material, ndo se observou exudato periungueal.

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

Por meio da morfologia macroscopica das colonias pode-se pressupor a
existéncia de duas espécies diferentes sem, contudo, identifica-las. Assim, para a
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identificagdo das espécies, as colonias caracteristicas de leveduras foram submetidas
a métodos in house propostos por Kurtzman e Fell (16). Foram usados testes de
produgdo de tubos germinativos, de clamidoconidios e provas de assimilaggo e
fermentacdo de carboidratos, além do crescimento em CHROMagar Candida®
(Probac do Brasil, Sdo Paulo) (Figuras 2A e 2B). As coldnias foram identificadas,

A

Figura 1. A - Unhas das maos apresentando onicodistrofia parcial e paroniquia.
B — Presenga de células de leveduras blastosporadas (a) e pseudo hifas
(b) em exame direto com KOH a 30% e aumento de 400x.
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Figura 2. Colonias em meio CHROMagar Candida® (Probac do Brasil, Sao
Paulo). A — Coldnias azuis acinzentadas identificadas presuntivamente

como Candida tropicalis. B — Colonias esverdeadas identificadas
presuntivamente como Candida albicans.

Para determinar o perfil de sensibilidade in vitro aos antifiingicos, foi utilizado
o ATB® FUNGUS 2 (API-BioMerieux, Marcy I’Etolile, France), que permite
determinar a susceptibilidade de espécies de Candida aos antifiingicos, utilizando-se
diferentes concentragdes inibitorias minimas (CIM): 5-fluocitosina (0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32 e 64 mg/l), anfotericina B (0.5, 1, 2, 4, 8 e 16 mg/1), fluconazol (0.25, 0.5, 1,2, 4, 8,
16,32, 64 ¢ 128 mg/l) e itraconazol (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 e 4 mg/1). Para a interpretacdo
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clinica das CIM (sensivel, intermediaria ¢ resistente), foram utilizadas concentragdes
criticas recomendadas pelo NCCLS/CLSI, 2002 para Candida spp (24).

Figura 3. Aspectos microscopicos das leveduras (microcultivo em lamina com
Agar Fubd). A — Presenca de clamidoconidios e blastoconidios em
cachos sugestivos de Candida albicans. B — Presenga de blastoconidios
em cadeias simples ou ramificadas sugestivos de Candida tropicalis.

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

No ATB® FUNGUS 2, Candida albicans apresentou concentracio
inibitoria minima (CIM) de 64 mg/Lpara fluconazol e 1 mg/L para itraconazol, ao
passo que Candida tropicalis apresentou CIM de 64 mg/L para fluconazol e 4 mg/L
para itraconazol. Ambas apresentaram, portanto, resisténcia a esses azolicos.

No método de disco-difusdo, as duas espécies apresentaram zona de
inibi¢do menor que 14 mm, confirmando a resisténcia ao fluconazol.

DISCUSSAO

Desde a descoberta do HIV, houve um crescente nimero de casos
de infecgoes fungicas. As doengas dermatologicas estdo classificadas entre as
manifestacdes mais freqiientes nos individuos HIV-positivos. A onicomicose pode
ser considerada marcador clinico precoce da infeccdo por HIV por se apresentar
antecipadamente a outros sintomas ou, ainda, como tnico quadro clinico do paciente
durante parte do curso da infecggo, sendo freqiiente quando a contagem de células
CD4+ aproxima-se de 450 células/ml (13, 18). No presente caso, a paciente possuia
contagem de células CD4+ abaixo de 100 células/mL, o que pode ter favorecido a
instalac@o de infec¢do por Candida spp.
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Entre os agentes etiologicos de onicomicose, destacam-se as leveduras,
os dermatofitos e os fungos filamentosos ndo dermatofitos (1). Dermatofitos sdo
responsaveis por aproximadamente 90% das onicomicoses dos pés; as leveduras,
por 50% das infec¢des nas unhas das maos (7).

Espécies de Candida, particularmente Candida albicans, sdo as principais
responsaveis por onicomicoses em unhas das méos (8, 26). Daniel et al. (4)
observaram que Candida albicans é o principal agente de onicomicose distrofica em
pacientes imunossuprimidos. Nesta paciente, como ocorrera uma associagao entre
duas espécies de Candida, ndo se soube qual delas possuia maior viruléncia ou era
a responsavel pelos aspectos clinicos da lesdo.

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

S&o poucos os trabalhos que ressaltam as infec¢des mistas em unhas.
Rugeles et al. (29), estudando a etiologia e as caracteristicas das onicomicoses em
pacientes imunodeprimidos na Colémbia, observaram a associagdo de Candida
com outros fungos; entretanto ndo relataram a associacgo de diferentes espécies de
Candida. Sabe-se que outras espécies, como C. tropicalis ¢ C. parapsilosis, causam
infecgdes em unhas, o que comprova a participacdo de espécies ndo-albicans como
patdgenos emergentes (20).

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

Para testar a susceptibilidade aos antifungicos, utilizou-se o0 ATB®
FUNGUS 2, kit comercial desenvolvido pela BioMerieux, que se baseia no método
de microdilui¢io em caldo do NCCLS/CLSI. Alguns trabalhos demonstram que o
ATB® FUNGUS 2, quando comparado ao NCCLS M27-A2 (24) e EUCAST (33),
¢ um método alternativo simples ¢ facil para a determinacgdo da susceptibilidade
in vitro de isolados de Candida spp para anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol e
itraconazol (5, 6, 21).

O método de disco-difusdo em agar (25) propde leituras em 24 e/ou 48
horas, apresentando como vantagens a sua facil realizagdo e similaridade com o
antibiograma normal, at€ mesmo pela utilizagdo do agar Mueller Hinton como meio
de cultura basico. Como a paciente fizera uso de fluconazol por periodo prolongado
para tratamento de candidiase bucal, utilizamos o método de disco-difusdo para
confirmar a resisténcia do fluconazol apresentada pelas duas leveduras ungueais no
ATB® FUNGUS 2.
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Para a C. albicans, a analise de isolados provenientes de pacientes com
infecgdes recorrentes tem mostrado que a resisténcia ao fluconazol ocorre nas
mesmas cepas que anteriormente eram susceptiveis. Isso pode ser decorrente de
modificagdes ocorridas nessas cepas ao longo da exposi¢io do paciente a medicacéo
(22). Alguns trabalhos demonstram que, para Candida albicans, a resisténcia ao
fluconazol pode chegar a 45% entre os individuos que receberam terapéutica prévia
e, dos isolados resistentes, 93% apresentam resisténcia cruzada ao itraconazol (15).
Esse mesmo fato pode estar ocorrendo também com espécies nao-albicans.

Aidentifica¢do da espécie de Candida e a determinagdo da susceptibilidade
in vitro aos antifiingicos tém sido recomendadas em alguns casos, principalmente
quando se trata de candidiase em pacientes infectados com HIV. Torna-se
necessario, entdo, o conhecimento do mecanismo de resisténcia das espécies de
Candida ao fluconazol para auxiliar no desenvolvimento de estratégias em novas
acoes terapéuticas (22).

Neste contexto, ndo se pode deixar de mencionar que os azolicos fazem
parte do arsenal antifingico prescrito para o tratamento das micoses profundas, de
evolugdo e progndstico graves, portanto devem ser utilizados com cautela e quando
houver a certeza do diagndstico micoldgico.

CONCLUSAO

Pacientes HIV-positivos, que apresentam baixa contagem de células
CD4+ e com tratamento prévio com fluconazol para candidiase oral, podem
desenvolver novas infecgdes por espécies de Candida resistentes aos azdlicos. E
de suma importincia que, nestes pacientes, sejam feitas a identificacdo da espécie
de Candida e a determinac@o do perfil de sensibilidade aos antifingicos com a
finalidade de orientar o tratamento e evitar uma possivel disseminagéo.

ABSTRACT

Candida albicans and Candida tropicalis isolated from an HIV-positive patient
suffering fingernail onychomycosis: resistance to fluconazole and itraconazole.

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

antifungal agents in clinical use, to better therapeutic and minimize the exposure of
these patients to fungal dissemination.

KEY WORDS: Onychomycosis. Candidiasis. Antifungal agents.
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