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Resumo

PEREIRA, C.Q. M. Identificacdo de espécies de fungos causadores de onicomicose
em idosos institucionalizados no municipio de S&o Bernardo do Campo.
[Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, 2012.
86p.

INTRODUCAO: Infecgbes fungicas superficiais podem ser causadas por
dermatofitos, leveduras ou fungos filamentosos ndo dermatofitos. O tipo de leséo
desenvolvida eventualmente se correlaciona ao agente etioldgico, a capacidade de
resposta imunoldgica do hospedeiro, ao sitio anatémico da lesdo e tecido afetado. A
proposta desse trabalho € isolar e identificar agentes de onicomicose em pessoas
idosas (acima de 60 anos de idade), que frequentemente apresentam alteracao da
resposta imune. CASUISTICA E METODOS: A técnica de identificacéo de fungos foi
a analise do resultado conjunto do exame micologico direto, isolamento e
microcultura do raspado ungueal. Escamas subungueais e escamas interdigitais
foram coletadas de 35 pessoas idosas, com suspeita clinica de onicomicose,
institucionalizados em duas casas assistenciais no municipio de Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil. RESULTADOS: Os materiais coletados foram analisados e, no
raspado ungueal, observou-se 18 (51,40%) resultados positivos no exame direto e
15 (44,40%) no isolamento. Os dermatéfitos foram evidenciados em 8 (44,40%) dos
isolados, identificando-se 5 (27,80%) como Trichophyton rubrum e 1 (5,60%) de
cada um como Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum gypseum. O segundo grupo mais isolado foram 7 (38,90%) leveduras,
identificadas como: 3 (16,70%) Candida guilliermondii, 2 (11,10%) Candida
parapsilosis e 1 (5,60%) Candida glabrata, 1 (5,60%) Trichosporon asahii. O ultimo
grupo foi representado por 3 (16,70%) isolados de fungos filamentosos né&o
dermatofitos, identificados como: Fusarium sp, Aspergillus sp e Neoscytalidium sp, 1
(5,60%) de cada um. Trinta (85,70%) dos raspados interdigitais foram negativos e
em 5 (14,30%), a identificagdo dos agentes coincidiu com o fungo causador da
onicomicose (2 Trichophyton rubrum, 1 Trichophyton mentagrophytes, 1 Candida
guilliermondii e 1 Fusarium sp). No grupo controle (9 pessoas idosas clinicamente
sem lesdo ungueal) realizou-se coleta interdigital, isolando-se Candida guilliermondii
em apenas 1 (11,0%). CONCLUSOES: Pelo método de identificacdo empregado,
observou-se que os fungos causadores de onicomicoses encontrados neste trabalho
estdo de acordo com relatos da literatura recente; a apresentacdo clinica da unha
com onicomicose por fungos filamentosos ndo dermatdfitos foi indistinguivel daquela
por dermatéfitos ou candidoses e, do ponto de vista etiolégico, ndo se observou
diferenca entre a onicomicose de pessoas idosas institucionalizadas com os dados
da ocorréncia de onicomicose na populacéo geral divulgados pela literatura.

Descritores: Idoso; Dermatofitos; Onicomicose; Leveduras; Fungos filamentosos.
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Summary

PEREIRA, C. Q. M. Identification of species of fungi that cause skin lesions in
institutionalized elderly in Sdo Paulo state [Dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012. 86p.

INTRODUCTION: Superficial fungal infections can be caused by dermatophytes,
yeasts or filamentous non-dermatophyte fungi. The type of injury eventually
correlates to the the etiologic agent, the ability of the host immune response, the
anatomical site of the lesion and the kind of the affected tissue. The purpose of this
study is to isolate and identify agents of onychomycosis in the elderly (people over 60
years old), who often have alterations in the immune response. MATERIAL AND
METHODS: The technique for the identification of fungi was the analysis of the
combined result of mycological examination, isolation and microcultures of nalil
scrapings. Subungual and interdigital scales were collected from 35 elderly with a
clinical suspicion of onychomycosis, institutionalized in two care houses in the city of
Sao Bernardo do Campo, SP, Brazil. RESULTS: The collected materials were
analyzed and the nail scrapings displayed 18 (51.40%) positive results on direct
examination and 15 (44.40%) in isolation. Dermatophytes were found in 8 (44.40%)
isolates, 5 (27.80%) beeing identified as Trichophyton rubrum and 1 (5.60%) of each
others as Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes and Microsporum
gypseum. The second more isolated group were composed by 7 (38.90%) yeasts,
identified as: 3 (16.70%) Candida guilliermondii, 2 (11.10%) Candida parapsilosis, 1
(5.60%) Candida glabrata, and 1 ( 5.60%) Trichosporon asahii. The last group was
represented by 3 (16.70%) isolated of non-dermatophyte filamentous fungi, identified
as Fusarium sp, Aspergillus sp and Neoscytalidium sp 1 (5.60%) of each. Thirty
(85.70%) of the interdigital scrapings were negative and 5 (14.30%) positive, being
the agents coincident with the onychomycosis causing fungi (2 Trichophyton rubrum,
1 Trichophyton mentagrophytes, 1 Candida guilliermondii and 1 Fusarium sp) . In the
control group (9 elderly with clinically uninjured nail) interdigital collecting was held,
isolating Candida guilliermondii in only one (11.0%). CONCLUSIONS: Using this
identification method, it was observed that the fungi that cause onychomycosis found
in this study are consistent with the reports in the recent medical literature, the
clinical presentation of toenail onychomycosis caused by non-dermatophyte molds
was indistinguishable from that due to candidosis or dermatophyte and, in terms of
etiology, no difference was observed between the onychomycosis of the
institutionalized elderly from the occurrence of onychomycosis in the general
population disclosed in the literature.

Descriptors: Elderly; Dermatophytes; Onychomycosis Yeasts; Filamentous fungi.
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1. Introducéo

A microbiota fungica € alterada no mundo periodicamente em sua
composicdo quantitativa e qualitativa, em funcdo de fatores ambientais,
como o desenvolvimento urbano, a industrializacéo, a localizagdo geografica
e condi¢des climaticas, tais como a temperatura e tempo de exposicao a

radiacdo ultravioleta. (Araujo et al.,2003a)

A transicAo demografica associada a transicdo epidemiologica,
segundo Nasri, 2008 é o principal fenbmeno demografico do século XX
sendo conhecido como envelhecimento populacional, o que tem levado a
uma reorganizacao do sistema de Saude. Essa populacdo exige cuidados
que sdo um desafio para os atores do sistema de saude devido as doencas
cronicas que apresentam, além do fato de que incorporam disfuncdes nos
altimos anos de suas vidas.

O envelhecimento da populagdo é um fenbmeno amplo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) prevé que, em 2025, existirdo 1.2
bilhbes de pessoas com mais de 60 anos, sendo que, grupos com 80 ou
mais anos constituirdo o grupo etario de maior crescimento. No Brasil,
estima-se que havera cerca de 34 milhdes de idosos em 2025, o que levara
o Brasil a 6° posicao entre os paises mais envelhecidos do mundo (Davim et
al., 2004).

Estima-se que 10 a 15% da populagdo humana poderdo ser
infectadas no decorrer da sua vida (Costa et al., 2002). De maneira geral, as
onicomicoses séo consideradas uma micose de adultos e estas tem sido
relatados com relativa frequencia em maiores de 60 anos (Rodrigues-Soto,
et al.,,1993). Os fatores que poderiam contribuir com o aumento de
prevaléncia dessas infeccdes, principalmente na populagéo de terceira idade
seria a reducdo da taxa de crescimento da lamina ungueal ao longo da vida
(0,5% de reducéo para cada ano de vida) e o aumento da possibilidade de
traumas. (Araujo et al.,2003a).

Dessa forma, o crescimento da populacdo idosa no pais deve
merecer, cada vez mais interesse dos 0rgaos publicos, das politicas sociais

e da sociedade em geral, levando-se em consideracdo, principalmente as



caracteristicas demograficas, econdmicas, sociais e de saude (Davim et al.,
2004). A expectativa de vida média dos brasileiros aumentou
aproximadamente 25 anos, nos ultimos 50 anos, sem melhoras significativas
nas condicdes de vida e de saude da populagdo e presenciando o
envelhecimento da populacao idosa (Nasri, 2008).

Segundo a Pesquisa Nacional por amostra de domicilios (PNAD), a
porcentagem de pessoas com 60 anos ou mais na populacéo alcancou 9,1%
em 1999. De 1995 a 1999, o numero de idosos aumentou em 1,8 milh&o.
Dados do censo de 2010 informam que a populagéo total de brasileiros é
190.732.694 habitantes e destes 20.590.599 milhGes tem 60 anos ou mais
(IBGE/Censo, 2010).

O Censo 2010 apurou ainda que existiam 23.760 brasileiros com mais
de 100 anos. Os resultados mostram que existem 95.9 mulheres para cada
100 mulheres, ou seja existem mais 3,9 milhdes de mulheres mais que
homens no Brasil. Essa diferenca se acentua com o aumento da idade,na
distribuicdo por sexo, segundo os grupos de idade observamos 11.434.487
mulheres com 60 anos ou mais e 9.156.112 homens (IBGE/Censo, 2010).

Segundo Compéndio estatistico 2005 da Prefeitura de Sdo Bernardo
do Campo ha 775.099 habitantes sendo que 6.88 % dessa populacdo tém
mais de 60 anos e destes 0,4% moram em asilos assistenciais da cidade.

Hoje h& grande preocupacao com o idoso nas diversas areas, pois ele
constitui um grupo bastante diferenciado entre si e em relacdo aos demais
grupos etarios, e 0s custos econémicos e sociais decorrentes de seu grupo
vem transcendendo as projecbes numa situacdo vigente do sistema
espoliado de saude publica (Davim et al., 2004).

Entre as alteragbes que ocorrem na terceira idade deve ser notada a
queda da imunidade, isto €, a diminuicdo das defesas imunoldgicas, o que
favorece o aparecimento de infeccbes e de tumores. A deficiéncia do
sistema imunoldgico leva a consequéncias devastadoras ao organismo. As
infeccbes s&o provocadas por uma grande variedade de organismos, como

bactérias, virus, parasitas e fungos (Coltram et al., 2000).



As infecgbes bacterianas s&o uma das principais causas de morte na
terceira idade, com destaque para a pneumonia. As viroses em geral
provocam infeccdes menos graves, sendo responsaveis pelo resfriado. As
micoses também sédo freqlentes, mas ndo sdo moléstias graves na terceira
idade. A infeccdo é mais frequente no idoso, do que no jovem devido a
queda imunidade que ocorre com o avancar da idade. As hospitalizacdes
aumentam muito a probabilidade de se contrair infeccbes. A queda
localizada das defesas como, por exemplo, nas lesdes da pele por eczema
servem de porta de entrada de bactérias. Pessoas submetidas a hemodialise
para tratamento da insuficiéncia renal estdo mais sujeitas a infeccéo devido
as inumeras puncdes em veias e artérias com agulhas. A utilizacdo de
sondas urinarias pode também ser um fator de infeccdo. Uma infec¢cdo mal
tratada, como uma sinusite, pode gerar graves infec¢cdes no idoso. O
alcoolismo € também um fator que facilita a instalagdo e o desenvolvimento
de doencas infecciosas. A utilizagcdo continua de corticoides produz um
estado de queda resposta imunolégica a processos infecciosos e
consequentemente da capacidade de cicatrizacdo e facilita o
desenvolvimento de infecgbes (Veronezi e Focaccia, 2002).

A pele, com seu epitélio queratinizado possui uma superficie firme,
geralmente seca, que atua como uma barreira mecanica e impede a invaséo
de agentes infecciosos como os fungos. Protege o organismo de radiacdes
ultravioletas do sol e é a sede de algumas reacdes imunoldgicas
relacionadas com a defesa do organismo. Tanto dermatofitos como
leveduras encontram na pele seu primeiro obstaculo para a colonizacao;
devido ao processo de descamacdo continua, tal colonizagcdo é
persistentemente rechacada (Veronezi e Focaccia, 2002).

Mudancas nas caracteristicas da pele humana durante o
envelhecimento sdo frequentemente determinadas por forcas ambientais,
tais como radiagdo ultravioleta, assim como fatores intrinsecos, alguns deles
relacionados com alteracbes do tecido conjuntivo da derme (Ori4d et
al.,2003). Ocorre também uma diminuicdo no namero de vasos sangiliineos

e também de sua funcdo imunoldgica, o que facilita as infeccbes. Ha



diminuicdo no crescimento das unhas que se tornam mais quebradicas e 0s
distarbios da pele séo facilmente reconhecidos e se apresentam atravées de
erupcbes, eczemas, manchas, bolhas e vesiculas, pustulas, urticaria,
coceiras, nodulos ou tumores, que podem ter como agentes fungos de
diversas etiologias (Coltram et al., 2000).

Onicomicoses podem agravar outras afeccdes clinicas, especialmente
no individuo idoso, causando sequelas como amputacbes de membros
inferiores em portadores de Diabetes mellitus. A onicomicose cronica, em
idosos, portanto, pode ser um fator de aumento de custos e cuidado com a
saude (Araujo et al.,2003a).

Muitos estudos devem ainda ser realizado a esse respeito, uma vez
que em todos os paises a populacdo de idosos tem aumentado. Por outro
lado espécies de fungos e bactérias do meio ambiente estdo surgindo com
potencial patogénico devido a capacidade dos seres vivos em adaptar-se no
meio em que vivem e ndo poderiamos negar que as mudancas ambientais
devido a poluicdo do planeta alteram efeitos climaticos e ambientais que
poderiam tornar esses seres essencialmente sapréfitas em patégenos em
potencial, especialmente em populacbes que apresentam uma resposta

imunologica baixa como os idosos.
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2. Revisao Bibliogréafica

2.1 Caracteristicas gerais dos fungos

O Reino Fungi compreende um conjunto de organismos eucarioticos,
heterotréficos, essencialmente aerébicos, com limitada capacidade
anaerodbica e que podem sintetizar lisina pela via biossintética do acido L-a-
aminoadipico. Acumulam glicogénio como material de reserva, sao
desprovidos de clorofila e possuem nucleo rodeado por membrana nuclear.
Sua reproducdo € por esporos. Eles apresentam parede celular rigida e
quitinosa, reticulo endoplasmatico, mitocéndrias semelhantes as de células
de plantas e animais, além de vacuolos, microtibulos e ribossomos. A
membrana plasmatica contém ergosterol, rRNA 80s e microtubulos
compostos de tubulina. O aparelho de Golgi nem sempre esta presente. S&o
seres ubiqguitarios e importantes na decomposicdo da matéria organica.
Podem ser unicelulares ou multicelulares e divididos basicamente em
filamentosos e leveduras, conforme sua morfologia (Mendes-Giannini e
Melhem, 2001).

O sistema vegetativo dos fungos filamentosos € constituido de hifas
ou micélio, contendo septos, regulares ou ndo. As hifas sdo oriundas, em
geral, de esporos que germinam sob condi¢cdes adequadas de temperatura e
umidade. As hifas podem ser vegetativas, para absorverem nutrientes, ou
especializadas, para originarem o sistema reprodutor para formacao de
esporos. A observacdo microscopica do sistema reprodutivo é fundamental
para a classificacdo desses fungos, permitindo a identificacdo do género e,
muitas vezes, da espécie (Mendes-Giannini e Melhem, 2001).

Nas leveduras, por exemplo, as caracteristicas morfolégicas sao
muito semelhantes, isto é, tanto em parasitismo como nos isolamentos
primarios. Esses fungos n&do apresentam grande variagdo na estrutura
micromorfologica, necessitando, portanto, de provas fisiologicas e
bioguimicas para determinagédo do género e espécie (Sidrim e Rocha, 2004).
A estrutura basica das leveduras €, em geral, unicelular com reproduc¢éo por

gemulacdo ou brotamento, por blastoconidios. Algumas delas tém



capacidade para producéo de hifas. Estas hifas podem surgir diretamente de
um blastoconidio, a partir da formacao de um tubo germinativo, e neste caso
sdo denominadas hifas verdadeiras; outras, ditas pseudo-hifas, surgem da
conjuncdo de varios blastoconidios, que se mantém unidos apds sua
formacao (Mendes-Giannini e Melhem, 2001).

Os fungos apresentam grande capacidade de colonizacdo e
exploracdo de substratos organicos vivos e em decomposicdo. Essa
capacidade diferenciada de exploracdo dos substratos estad intimamente
relacionada com as caracteristicas ambientais e fisicas as quais o fungo é
exposto, bem como as exigéncias nutricionais inerentes a cada espécie

fungica, fundamentais para o seu desenvolvimento (Sidrim e Rocha, 2004).

2.2 Onicomicoses

As onicomicoses séao infec¢des fungicas freqliientes que acometem as
unhas, responsaveis por 30% das infec¢des superficiais e 50% de todas as
desordens de unha, com aumento de incidéncia em idosos. Estima-se sua
prevaléncia em mais de 10% da populacdo em geral e 40% em individuos
idosos, provavelmente, devido a queda da imunidade, inatividade, e
inabilidade em manter um bom cuidado dos pés (Shemer et al., 2008). A
infeccdo inicia-se pela borda livre, podendo atingir superficie e area
subungueal. As unhas tornam-se branco-amareladas, porosas e quebradicas
(Araujo et al., 2003).

E considerada a mais importante, das micoses superficiais humana,
representando 20% das doencas das unhas em todo o mundo (Lacaz et al.,
2002; Sidrim et al., 2004). E uma infeccéo que deve ser considerada por sua
importancia no dano que acarreta. Prejudica a qualidade de vida do
paciente, auto-estima e a capacidade funcional por vezes sao afetadas
interferindo nas atividades rotineiras (Martins et al., 2007).

A infeccdo nas unhas pode ser determinada por varias espécies de
fungos como: dermatdfitos, leveduras e fungos filamentosos néo
dermatofitos (FFND) [Lacaz et al., 2002; Sidrim e Rocha, 2004].



A classificacdo das onicomicoses € baseada nos quatro tipos clinicos
especificos de alteracbes ungueais (Zaias, 1972; Zanardi et al., 2008).
1. Onicomicose subungueal distal e lateral: variedade clinica mais frequente
(90%); a invasdo comeca no hiponiquio (fina camada da epiderme e faz a
ligacdo entre o leito ungueal e a polpa digital da unha) e na borda distal e
lateral da lamina ungueal, estendendo-se de forma lenta e progressiva até a
borda proximal da unha;
2. Onicomicose branca superficial: representa dois a 5% das onicomicoses
dermatofiticas. Caracteriza-se pela penetracéo in situ de estruturas fungicas
em direcdo ao interior da lamina ungueal, podendo ser facilitada por traumas
anteriores. E comumente observada nas unhas dos pés;
3. Onicomicose subungueal proxima: é a variante clinica de menor
frequéncia, sendo observada em individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Inicia-se pela invasao do fungo no estrato cérneo
da dobra ungueal proximal e subsequientemente, na lamina ungueal;
4. Onicodistrofia total: e o estagio final das onicomicoses por dermatofitos,
Fungos Filamentosos ndo dermatofitos e leveduras. Verifica-se

acometimento da matriz ungueal, e a totalidade da unha esta alterada.

2.3 Dermatofitos

A denominacdo dermatdéfito s6é pode ser utilizada para espécies
representantes dos géneros que séo queratinofilicos, ou seja, que utilizam a
queratina como fonte de nitrogénio, e que sao causadores de patologias em
homens e animais (Sidrim e Rocha, 2004).

A infeccdo causada por dermatdfitos, dependendo da localizacao,
pode ser classificada em diferentes modalidades: dermatofitoses de couro
cabeludo, pele glabra, pés e méos, granuloma (inguinal e axilar), rosto ou
barba em homens, e onicomicoses (Mezzari, 1998).

A taxonomia dos dermatdéfitos e sua identificacdo rotineira em
laboratorios de micologia clinica baseiam-se fundamentalmente em critérios

morfolégicos, macro e microscopicos, relacionados com a fase de



reproducdo assexuada desses fungos. Desse modo, com base nesses
critérios, as espécies de dermatdfitos podem ser classificadas em trés
géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (Lacaz et al., 2002).

O g¢énero Epidermophyton apresenta uma Unica espécie de
importancia: E. floccosum. O género Microsporum compreende espécies
como M. canis, M. gypseum, M. audouinii, M. cookei e M. nanum. O género
Trichophyton tem como espécies mais importantes T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, T. schoenleinii. T. violaceum e T. verrucosum
(Santos et al., 2002).

A distribuicdo geografica dos dermatofitos se mostra bastante
variavel, enquanto alguns s&o cosmopolitas, a distribuicdo de outros
depende dos seguintes fatores: adaptacdo ao meio ambiente,
deslocamentos humanos, convivio com animais domésticos, aspectos socio-
econdmicos, sexo, idade e imunidade do hospedeiro, promovendo assim,
variacbes no espectro destes fungos, de regido para regido, fazendo-se
inquestionavel a necessidade de pesquisas epidemioldgicas, clinicas e
laboratoriais que relatem dados reais, no tocante a incidéncia das
dermatofitoses no nosso meio (Brilhante et al., 2005).

Tais fungos podem ainda ser divididos em trés grandes grupos, em
relacdo ao seu habitat, sendo classificados como geofilicos, zoofilicos e
antropofilicos (Costa et al. 2002, Lacaz et al. 2002, Santos et al. 2002,
Sidrim e Rocha, 2004). As espécies geofilicas tém como habitat natural os
solos e podem produzir processos patologicos tanto em homens como em
animais, da mesma forma as espécies zoofilicas e por fim, as espécies
antropofilicas que sdo adaptadas ao ser humano (Lacaz et al. 2002, Santos
et al. 2002, Sidrim e Rocha, 2004).

O grupo de antropofilicos sdo os de maior incidéncia no homem, pois
nesse caso 0 contagio se da por contato direto com piscinas, banheiros
publicos e objetos de uso comum. O importante é que o simples contato nao
€ o causador da infeccdo e para que esta exista devem existir fatores

predisponentes locais, como uma alteracdo da barreira tegumentar, além de
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fatores que fazem com que a patologia persista ou se agrave, tais como:
diabetes, corticoterapia, atopia, etc (Veronesi e Focaccia, 2002).

O equilibrio na relacao parasita-hospedeiro € alcancado ao longo da
convivéncia entre ambos. Quando ocorre uma boa adaptagdo, a resposta
imune pode ser minima, o processo ndo é tdo agudo, mas a conseqiéncia
dessa permissividade € a tendéncia a cronificacdo. Assim, as dermatofitoses
por espécies antropofilicas podem produzir quadros mais cronicos, que as
produzidas por espécies zoofilicas, ja que as ultimas tém se adaptado mais
recentemente, quando o ser humano incorporou a sua vida animais
domésticos e peridomésticos (Rubio et al., 1999).

As manifestacdes clinicas decorrentes da infeccdo resultam tanto da
colonizacdo e multiplicacdo dos dermatofitos na camada cornea da pele,
quanto pela consequente reacdo dos hospedeiros (Santos et al., 2002).
Assim, o tipo de lesdo desenvolvida dependera da espécie de dermatdfito,
da resposta imunolégica do hospedeiro, da localizacdo anatdmica da leséo e
o tipo de tecido lesionado.

Geralmente, as lesdes séo pruriginosas, afetam pele, pélo e unhas e
produzem placas descamativas, vesiculosas ou supurativas. As lesdes
inicialmente podem ser Unicas ou multiplas e, sem tratamento, evoluem de
forma lenta e progressiva. A infeccdo pode disseminar-se para outros locais
em consequéncia de auto-inoculacdo e também podem aparecer novas
lesbes por re-infecgcbes devido a manutencdo da fonte de contégio
(Larruskain et al., 2005).

Em virtude disso, a velocidade na obtencdo do diagndstico € um
aspecto fundamental, ja que também possibilita a prescricdo de um
tratamento antifingico especifico que permite o seu uso racional e limita o
desenvolvimento de resisténcias a essas drogas. (Pontén, 2002).

Porém, para alcancar o éxito no diagndstico micolégico é fundamental
realizar adequadamente a coleta da amostra, seu transporte e
processamento, o0 isolamento em meios e temperatura adequadas, assim

como a identificacéo e identificacdo correta dos isolados (Lopez et al., 2001).
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A cura espontanea das dermatofitoses é rara, por iSSO € necessario
instaurar tratamento (Palacio et al., 1999). O tratamento das dermatofitoses
tem sido aprimorado acentuadamente nos Uultimos anos com o
desenvolvimento de novos agentes antifingicos de aplicagdo topica ou
administragao oral.

Dermatofitoses sdo micoses cutaneas, endémicas na America Latina
e um problema de saude publica mundial (Bergston et al., 2001).Elas
cresceram muito nos ultimos anos. Atualmente observamos que o
diagnostico das micoses superficiais apresentam melhor avaliagdo clinica,
devido a especializagdo profissional e acuracia diagndstica, promovendo
aumento da sobrevida de pacientes com doencgas imunossupressoras e que
utilizem medicamentos que exercam uma pressao seletiva e permitam a
instalagdo de micro-organismos convencionalmente saprofitos. Desta
maneira, os dermatodfitos emergem como uma possibilidade de causar
processos infecciosos em sitios anatdmicos ndo convencionais (Sidrim et al.,
2004).

As dermatomicoses ndo requerem a notificacdo compulsoéria pelo
Sistema Unico de Salude (SUS) sendo desconhecidas sua incidéncia e
prevaléncia na populacdo mundial (Scher, 1994). Com base numa
prevaléncia estimada em estudos cientificos atuais estima-se que 10 a 15%
da populacdo humana podem ser infectadas no decorrer de sua vida, sendo
encontrada no Brasil uma predominancia do género Trichophyton como um
dos agentes de maior incidéncia nas dermatomicoses (Lacaz et al., 2002).

Outros estudos demonstram que a prevaléncia de onicomicoses
aumenta com a idade, sendo rara em criangas e aumentando
significativamente em maiores de 55 anos e alcancando uma incidéncia de

até 48% entre a populacéo de 70 anos ou mais.
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2.4 Leveduras do género Candida

Leveduras sao fungos unicelulares pertencentes ao reino Fungi
caracterizada pela presenca de parede celular rigida, nucleo organizado com
membrana nuclear, nutricdo heterotréfica, reproducéo sexuada e assexuada
por brotamento ou cissiparidade. Elas sdo ubiquitarias em nosso meio,
podem ser isoladas de frutas, vegetais e de plantas em geral. As leveduras
possuem capacidade fermentativa quanto assimilativa, sendo capazes de
crescer em uma variedade de substratos organicos, aspectos utilizados
inclusive para identificacdo de género/espécie (Meyer et al., 1998; Lacaz et
al., 2002; Sidrim e Rocha, 2004). As leveduras do género Candida é membro
do Filo Ascomycota; Subfilo Ascomycotina; Classe: Ascomycetes ordem
Saccharomycetales; Familia Saccharomycetaceae (Meyer et al., 1998;
Lacaz et al., 2002; Sidrim e Rocha, 2004; Summerbell, 1997).

Algumas fazem parte da microbiota da superficie da pele, mucosas
bucal e vaginal e tratos intestinais de homens e animais, podendo também
ser isolada de espécimes clinicos e nao ter qualquer significado patolégico.
As leveduras consideradas como microbiota normal do homem condicionam
a doenca, clinicamente manifesta somente se existir alteracbes nas
condicbes do hospedeiro (Lacaz et al.,, 2002; Sidrim e Rocha, 2004;
Summerbell, 1997).

E bem conhecido que alteragdes no mecanismo da imunidade sejam
congénitos, adquiridos ou mediados por tratamentos com imunosupressores,
assim como a presenca de doencas associadas (diabetes e linfomas)
condicionam o aparecimento de micoses graves, as vezes por agentes nao-
patogénicos em condi¢gbes normais (Veronezi e Focaccia, 2002).

Além disso, tratamento com corticosteroides, agentes citotoxicos,
antibioticos de amplo espectro e contraceptivos orais também predispdem o
individuo a esse tipo de infeccdo (Wagner e Sohnle, 1995).

A histéria natural das doencgas causadas por leveduras é melhor
compreendida a luz da susceptibilidade do hospedeiro. O individuo

considerado sadio apresenta mecanismos de defesa inespecificos e



13

especificos, tais como barreiras anatdbmicas e fisiolégicas e resposta
inflamatoria e imunoldgica, que, juntos, representam obstaculo ao
estabelecimento da infeccao fungica, seja por fungos filamentosos, seja por
leveduras. Esses mecanismos de defesa podem ser sobrepujados por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, que causam seu desequilibrio, resultando
no supercrescimento da populacdo residente de leveduras, seguido pela
invasao e leséo dos tecidos vivos (Milan e Zaror, 2004).

As espécies do género Candida mais freqlientemente responsaveis
por infec¢des incluem C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C.guilliermondii, C. kefyr, C. rugosa e C.
stellatoidea (Ghammoum, 2001), sendo o espectro dessas infeccbes
bastante extenso, indo desde a colonizacdo de mucosas, pele e unhas, até
quadros sistémicos, com a invasao de varios 6rgaos (Sidrim e Rocha, 2004).

Essa variedade de apresentacdes da doenca leva a necessidade de
utilizacdo de diferentes métodos diagnodsticos e esquemas terapéuticos
(Crocco et al.,, 2004). Os métodos de identificacdo das leveduras sé&o
diferentes daqueles utilizados para fungos filamentosos. Em relacdo as
caracteristicas morfolégicas, consideram-se aspectos macroscopicos da
colénia e microscopicos da levedura. Presenca de capsula, ascos,
blastoconidios, clamidoconidios, artroconidios, hifas, pseudo-hifas e
formacdo de tubo germinativo devem ser pesquisadas através de
metodologia especifica, e ndo pela simples observagdo do isolamento
primario (Milan e Zaror, 2004). Quanto ao metabolismo, muitas espécies de
Candida apresentam habilidade fermentativa e oxidativa, enquanto outras
sao estritamente oxidativas. Fontes de carbono sdo assimiladas, conforme a
espécie estudada, porém nem todas as espécies com habilidade assimilativa
sao também fermentativas (Lacaz et al., 2002).

Um avanco importante na identificacdo de fungos leveduriformes sao
0os meios diferenciais, ja que permitem a identificagdo sugestiva, pela cor e
morfologia das colonias. Quando séo utilizados como meios de isolamento
primario, pode-se realizar a identificacdo presuntiva de algumas espécies do
género Candida em 24-48 horas (Ponton, 2002).
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Ao contrario de C. albicans espécies classificadas como néo-albicans,
mais comumente isoladas, sdo menos susceptiveis aos derivados azélicos,
dificultando o tratamento dessas infec¢cdes. Embora a susceptibilidade das
leveduras do género Candida aos antifungicos disponiveis seja variavel e
previsivel, nem sempre uma determinada amostra isolada segue o padrao

geral (Crocco et al., 2004).

2.5 Fungos fillamentosos ndo dermatofitos (FFND)

Onicomicose é uma infeccdo cronica das unhas, considerada como
um sério problema de saude publica. Sua prevaléncia provavelmente é
superior ao citado na literatura, devido a dificuldade de diagndstico clinico —
micoldgico, coleta inadequada do material para analise, bem como um
tratamento ineficaz torna dificil determinar o verdadeiro perfil das onicopatias
(Araujo et al., 2003b).

O padrao epidemiologico da etiologia das onicomicoses, nas ultimas
décadas, apresenta mudangas, principalmente pelo crescimento de
individuos imunossuprimidos, propiciando que fungos anteriormente
considerados anemdfilos, ou seja, contaminantes, serem considerados como
potencial invasor do tecido ungueal. Esta mudanca na visao esta levando a
uma integracdo entre médicos e laboratérios para adequado diagndstico e
tratamento. Em geral ha a concepcao que o diagnostico das onicomicoses €
simples, entretanto a falta de critério no diagnostico pode gerar problemas,
tais como prevencdo de uma terapia ineficaz e dispendiosa, recidiva da
doenca, além de riscos da exposi¢cdo do paciente a drogas, com efeitos
adversos importantes (Arrese e Piérard, 2003).

A incidéncia de onicomicoses causadas por fungos nao dermatofitos
varia com a regido geografica e com o clima. As razfes da discrepancia na
incidéncia das infec¢cdes por FFND e nas infec¢cdes mistas sdo multiplas,
mas refletem a dificuldade em provar o agente etiologico em tais infecgdes.
Outras razbes incluem areas geogréaficas diferentes, diferentes tipos de

amostra, diferentes tipos de como o0s organismos sdo isolados e
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identificados e as diferencas individuais de cada paciente. Os FFND s&o
mais prevalentes em locais quentes e com umidade como nas areas
subtropical e tropical, sendo esses organismos mais faceis de serem
identificados nessas areas endémicas, do que quem vive em areas de clima
temperado (Straten et al. 2002).

Muitas espécies de FFND séao isoladas de unhas, porém somente
algumas espécies sao identificadas como agente de onicomicose. Estes
incluem Scopulariopsis brevicaulis, Fusarium sp., Acremonium sp,
Aspergillus sp., Scytalidium sp., Onichocola canadensis (Tosti et al.,2000).

FEND ocorre em aproximadamente 10% da populacdo mundial, com
onicomicose e devido sua rara ocorréncia o diagnostico baseia-se na
apresentacao clinica, epidemiologia e estratégias de tratamento, pois até o
momento sdo raras; além de diagndstico criterioso (Gupta et al., 2001).
Clinicamente, as lesdes cutaneas e ungueais causadas por Scytalidium spp
nao diferem daquelas causadas pelos dermatofitos; em cerca de 97 % das
vezes,0s membros inferiores sdo os mais acometidos (Cursi et al.,2011)

Importante ressaltar que em casos de suspeita clinica de FFND
lembrar-se que esses fungos sao saproéfitas e na natureza alimentam-se de
matéria organica em decomposicdo, considerado agentes de onicomicoses,
0S géneros que possuem capacidade de degradar a queratina. Oyeka e
Gugnani (1998) estudaram a capacidade de Neoscytalidium dimidiatum var.
dimidiatum, N. dimidiatum var. hyalinum, N. japonicum e Fusarium solani
em degradar a unha e demonstraram que as diferentes espécies de
Neoscytalidium e F. solani. Eles verificaram que o género Neoscytalidium
degrada substratos das unhas em 42-43% e especificamente a queratina em
24-26%, enquanto no Fusarium degradam 40% dos substratos das unhas e
20% da queratina; enquanto nos dermatofitos estes processos representam
70-73% dos substratos das unhas e 42-52% de queratina, demonstrando
assim que os FFND possuem potencial como agente primario de
onicomicoses.

O género Fusarium tem como caracteristica principal a producéo de

conidios multiseptados em forma de fuso, com as extremidades afiladas. A
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taxonomia desse género € complexa, devido ao grande nimero de espécies
que existem na natureza e a complicada conidiogénese, que diferencia uma
espécie da outra (Araujo et al., 2003b).

Souza et al. (2010) utiliza-se dos critérios de identificacdo de
onicomicose por FFND estabelecidos por Gupta (2001): a) microscopia
utilizando solucdo de KOH em escamas subungueais; b) isolamento em
cultura para confirma um diagnodstico de onicomicose por FFND para
demonstrar a viabilidade de estrutura fangicas observadas no exame
micoldgico direto, em agar Sabouraud-dextrose acrescido de antibiéticos por
um periodo de 5 dias a 6 semanas a uma temperatura de 25°C a 37°C; ¢)
auséncia de isolamento de dermatofito em cultura, a partir das escamas
subungueais inoculadas em cultura, para considerar o FFND como
patégeno; d) o isolamento de FFND a partir de diferentes inéculos de
escamas, com crescimento do organismo como um patégeno verdadeiro.
Neste método a necessidade de coletas sucessivas do material sugestivo de
onicomicose, com intervalo de 1 a 2 semanas, com crescimento em 2 ou 3
tubos; d) Walshe e English (1966) descrevem o método para distinguir
fungos contaminantes do verdadeiro. Este método envolve in6culo de 5 a 20
fragmentos de escamas subungueais, no meio de cultura e presume que a
espécie que isolar dos fragmentos € o agente. Gupta et al. (2001) utilizando
o procedimento de isolamento sucessivo verificaram que infecgédo por FFEND
em pacientes nao tratados, apresentaram sucesso no isolamento do agente
causal da onicomicose, enquanto a metodologia utilizada por Wash e
English (1966) era apenas preditiva de onicomicose por FFND; €) o exame
histopatolégico pode ser utilizado como uma alternativa quando o micoldgico
direto, com KOH e cultura estdo associados com resultado falso-negativo,
devido ser técnica que apresenta maior sensibilidade, além da vantagem de
demonstrar que o fungo esta invadindo o tecido e ndo so colonizando-o. A
desvantagem da histopatologia é de tratar-se de uma técnica que exige
laboratorista preparado, além de um custo maior que o micoldgico direto e
cultura; sendo que a maioria dos estudos utiliza trés ou mais métodos

associados (Gupta et al., 2001) e f) o diagnostico molecular, utilizando o
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PCR (Polymerase chain reaction) pode ser usado por rapidamente amplificar
pequena quantidade do DNA fungico obtido da amostra clinica. Analise
desse fragmento ampliado de DNA ¢é altamente especifico na identificacéo
da espécie do fungo. Entretanto apesar de ser uma técnica mais sensivel e
produzir resultados mais rapidamente ela requer laboratério especializado,
com equipamentos e reagentes caros, aléem de nédo diferenciar o agente da
infeccdo de contaminantes.

Souza et al. (2010) relata que estudo de 205 pacientes, atendidos no
Ambulatério de Dermatologia da FMUSP, com suspeita clinica de
onicomicose, foi diagnosticado 8,4% de casos de FFND. De acordo com o
aumento da incidéncia de onicomicose por FFND € de extrema importancia
gque mais estudos sejam realizados no Brasil, se possivel em todas as
regides, para que se possa ter uma atual e real prevaléncia desta doenca

€m nosso pais.
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3. Objetivos Gerais e Especificos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizagao da onicomicose em pessoas idosas

institucionalizadas.
3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a frequencia de lesbes dermatolégicas em pacientes idosos
institucionalizados em duas casas de assisténcia em Sao Bernardo do
Campo;

2 . Identificar as espécies envolvidas nessas infec¢oes;

3. Isolar e identificar fungos causadores de onicomicoses provenientes de
pacientes idosos institucionalizados.
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4. Métodos

4.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi desenvolvido nos Asilos: Casa dos Velhinhos
Dona Adelaide (Anexo D) e Casa de Sao Vicente de Paulo (Anexo E),
localizados em S&o Bernardo do Campo e considerados como entidades
filantropicas e de reconhecida utilidade publica. Os materiais foram
coletados da regido subungueal e interdigitos, de idosos institucionalizados,
no periodo de més de Marco de 2009 a més Julho de 2010. O diagndstico
micoldgico foi realizado no Laboratério de Micologia Médica do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo (IMT/SP) e LIM/53 HCFMUSP. A aprovacao
do Protocolo de Pesquisa n° 171/11, pela Comissédo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Anexo
F).

A aceitacdo dos doentes ou seus responsaveis foi documentado por
meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Tal consentimento foi obtido ap0s esclarecimento do estudo ao sujeito ou
responsavel (Em muitos casos o idoso era representado por um funcionario
responsavel, da Instituicdo), pelo pesquisador executante. O TCLE foi
elaborado com base no modelo pré-estabelecido pela CAPPesq (Anexo C).

4.2 Casuistica

Foram realizados exames micolégicos (direto e cultura) em 44
individuos, com 60 anos ou mais, idade limite estabelecida no Brasil pelo
Estatuto do Idoso (terceira idade), moradores de duas casas assistenciais
publicas na cidade de Séo Bernardo do Campo, denominadas A e B.

Caracteristicas da casa assistencial A: localizada na area central de
S&o Bernardo do Campo, no qual moram 28 pessoas, com mais de 60 anos
de idade, de ambos os sexos (17 homens e 11 mulheres), todos brasileiros.

Conta com patrocinio financeiro de comerciantes da regido no Projeto
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Amigos da Casa; doacdes da comunidade; bazar e convénio de 18 vagas
com a Prefeitura de Sdo Bernardo do Campo. Segundo o estatuto do idoso a
Casa tem direito a administrar 70% do beneficio dos moradores que
recebem do INSS.

A casa emprega 29 funcionarios (1 enfermeira no periodo da manha,
12 técnicos de enfermagem - 8 durante o dia e 4 durante a noite, 2
cozinheiras, 2 auxiliares de cozinha, 1 coordenador de bazar, 1 gestora, 2
auxiliar lavanderia, 2 auxiliares de limpeza, 1 psicéloga, 1 terapeuta
ocupacional, 1 fisioterapeuta, todos os 3 cumprindo jornada de 44 horas
semanais e 2 motoristas cumprindo jornada de 40 horas semanais). Um
meédico geriatra funcionario cumprindo jornada de 8 horas semanais.

A Casa A mantém um programa de intercambio com o curso de
auxiliar e técnico de enfermagem da Escola ETIP, em Santo André, que
envia 10 alunos de ultimo semestre juntamente com 1 supervisora para
aprendizado pratico no asilo, 6 pela manhd e 4 a tarde, também possui
intercambio com a Universidade Metodista de S&o Paulo recebendo 6 alunos
de fisioterapia, 6 alunos de terapia ocupacional e 4 alunos de psicologia para
estagio sempre acompanhados de supervisdo da instituicdo alternando-se
em escalas no periodo da manha e tarde. Conta, ainda, com o auxilio ndo
remunerado de trinta e seis pessoas voluntarias (1 poddloga, 1
coordenadora de cozinha, 3 auxiliares na cozinha, 4 auxiliares de bazar, 1
cabeleireiro, 10 cuidadoras, que fazem atividades ludicas com os idosos
internados,4 médicos (1 ginecologista, 1 dermatologista, 1 psiquiatra e 1
oftalmologista que prestam atendimento sempre que necessario) e 12
membros de diretoria, sendo composta por pessoas da comunidade. Os
horarios de atencdo destes voluntarios sdo variaveis. Deste, todos os
doentes que preencheram os critérios de inclusdo (17 no total, com 9
mulheres e 8 homens) foram escolhidos para participar do estudo.

Caracteristicas da Casa de Assisténcia B: localizada na area
periférica de S&do Bernardo, na qual moram 80 pessoas com mais de 60
anos de idade, de ambos os sexos (25 homens e 55 mulheres) e mantém-se

atraves de convénio de 40 leitos da Prefeitura Municipal de Sdo Bernardo do
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Campo, bazar, 2 festas e 6 bingos anuais, doa¢gbes da comunidade.
Segundo o estatuto do idoso ficam com 70% do beneficio dos moradores
que recebem o beneficio do INSS e pela Ordem Religiosa Catdlica de S&o
Vicente de Paulo.

A casa B fez recentemente uma parceria com a Prefeitura de Sao
Bernardo do Campo, cedendo 20.000 m? de sua &rea para a construcéo do
Hospital das Clinicas de Sado Bernardo do Campo com previsao de entrega
em 2012, recebendo em troca o pagamento de despesas fixas (agua, luz e
telefone), a reforma do asilo (incluindo a construgdo de uma ala com posto
de enfermagem para os moradores mais debilitados) e a renda do
estacionamento que sera construido para os usuarios do hospital.

A casa emprega 74 funcionarios (32 auxiliares e técnicos de
enfermagem, 6 auxiliares administrativos, 2 cozinheiras, 6 auxiliares de
cozinha, 4 auxiliares de lavanderia, 2 motoristas, 2 auxiliares de estoque, 1
psicologa, 1 assistente social, 1 fisioterapeuta, 1 terapeuta ocupacional, 1
meédico geriatra, 1 nutricionista, 2 enfermeiros, 6 auxiliares de limpeza, 1
recepcionista, 2 segurancas, 1 porteiro, 2 auxiliares de manutencao, todos
cumprindo jornada de 40 horas semanais). O asilo B recebe pessoas que
cometeram crimes de menor valor ofensivo e que foram designados pelo juiz
do estado de S&o Paulo a prestarem servicos comunitarios.

Os horarios de atencéo destes voluntarios séo variaveis. Deste, todos
os doentes que preencheram os critérios de inclusdo (27 no total, com 17

mulheres e 10 homens) foram escolhidos para participar do estudo.

4.3 Critérios de Inclusao

Antes da realizacdo da coleta de amostras de raspado subungueal foi
realizada uma avaliacdo de lesGes sugestivas de onicomicose para selecao.
Foi coletado raspado subungueal, da area de transicdo de tecido integro e
com lesdo, do halux direito ou esquerdo, associados ou ndo a outras unhas

com lesao, sendo a escolha baseada na unha com lesao clinicamente mais
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afetada. Desses pacientes coletou-se também material da regido interdigital
podal.

Paralelamente, como controle da coleta, selecionou-se idosos sem
lesdes ungueais sugestivas de onicomicoses, no qual a coleta ocorreu de

escamas da regido interdigital podal.

4 .4 Critérios de Excluséo

Foi utilizado como critério de exclusdo o0s pacientes que
apresentaram unhas recém manicuradas ou que estavam sob tratamento de

antifangico.

4.5 Coleta das Amostras

Foi preenchida uma ficha padrdao (Anexo B) em programa proprio com
os dados do paciente nos ultimos 5 anos e assinatura dos responsaveis no
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo C) aprovado pelo CEP.

Foi coletado material da regido interdigital de pés, aparentemente sem
lesdes, para estabelecer grupo controle, onde foram realizados exame direto
e cultura. As lesdes das unhas dos pacientes foram documentadas
fotograficamente antes da coleta.

As coletas foram realizadas apds o banho matinal dos pacientes e
apos a observacdo e caracterizacdo da lesdo, foi realizada assepsia com
alcool isopropilico a 70%, para minimizar contaminacdes secundarias e
sujidades, e as escamas subungueais e/ou escamas da regido interdigital,
entdo, coletadas utilizando-se a cureta dermatoldgica esterilizada. Os
primeiros detritos coletado da porgéo distal foram descartados, j4 que séo
ricos em contaminantes. As escamas obtidas da regido de transicao entre a
unha normal e a afetada foram utilizadas para os exames micolégicos. Apos
coleta as escamas foram acondicionadas entre duas laminas de microscopia
e envoltas em papel laminado, devidamente identificado com o numero do
paciente, e enviado ao Laboratério de Micologia LIM 53 — Instituto Medicina

Tropical da Universidade de S&o Paulo.
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4.6 Processamento das Amostras

4.6.1 Exame Direto

Em até no maximo 24 horas, o material coletado foi processado, no
Laboratorial de Micologia, sendo fracionado em duas partes e com uma
delas clarificadas com KOH + DMSO [dissolver 10g KOH em 60 mL de agua
destilada e acrescentar a solucdo 40 mL de DMSO (dimetilsulfoxido)] para
visualizacdo de elementos fungicos em escamas de unhas e pele

(interdigito) em microscépio 6ptico comum, com aumento de 40X.

4.6.2 Isolamento Priméario

Paralelamente, ao exame micolégico direto, as escamas foram
semeadas em agar Sabouraud-dextrose (SAB) [DIFCO, Bencton Dickinson
and Company Sparks, USA], acrescido de cloranfenicol para isolamento de
leveduras e FFND e no meio seletivo agar Mycosel (DIFCO, Bencton
Dickinson and Company Sparks, USA), que contém na sua composi¢ao
ciclo-heximida para inibigcdo de fungos anemdfilos.

Dissolveu-se meio (SAB ou Mycosel) em agua destilada sob
aguecimento em banho-maria até dissolver completamente. Para o meio
Mycosel apOs total dissolucdo preparou-se a solugdo de cloranfenicol
dissolvendo-se 100 mg de cloranfenicol em 10 mL de alcool etilico 95°C
(Lacaz et al., 2002; Sidrim et al., 2004). Distribuiu-se aliquotas de 10 mL em
tubos de ensaio com tampa de rosca estéreis. Autoclavou-se, por 15
minutos, a 121°C. Deixou-se solidificar em superficie inclinada.

As escamas foram inoculadas em agar SAB e Mycosel, em duplicata,
e incubadas em estufa a 28°C, durante quatro semanas com revisado
periodica a cada cinco dias. ApGs esse periodo, as culturas que estavam
sem crescimento fungico foram descartadas. A identificacdo do agente foi
realizada pela avaliacdo dos aspectos macroscépicos (aspecto, textura,

tempo de desenvolvimento da col6nia, pigmentacao do verso e anverso dos
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cultivos) e micromorfolégico da coldnia realizado pela técnica de microcultivo
em lamina, em meio de agar batata-dextrose para dermatdfitos, fungos
filamentosos ndo dermatoéfitos (FFND) e agar fuba-Tween 80, para
leveduras. As provas fisioldgicas e bioquimicas foram realizadas quando
necessarias. Na micromorfologia avaliamos a presenca de macro e micro
conidios, espessura das hifas e disposicdo dos conidios, para fungos
filamentosos e nas leveduras a presenca de hifas, pseudohifas, formato e
disposicdo dos blastoconidios, além da presenca clamidoconidio. Na
identificagdo das leveduras, além da micromorfologia associou-se o
comportamento fisiolégico e bioquimico (Lacaz et al., 2002; Sidrim e Rocha,
2004).

4.6.3 Isolamento Secundario

As amostras que apresentaram crescimento de células fungicas no
isolamento primario foram submetidas ao microcultivo para avaliacdo das
estruturas de reproducéo. Nos casos duvidosos, por isolamento de FFND e
foram realizadas novas coletas, com intervalo de 10 a 20 dias, e mantidos
nas condi¢des ja descritas anteriormente para confirmacdo do resultado.

Importante ressaltar que consideramos o isolamento de coldnias puras.

4.6.4 Microcultivo em Lamina (Técnica de Ridell) pa  ra Fungos
Filamentosos (Dermatofitos e FFND)

Para os casos onde o isolamento em meio Sabouraud-dextrose n&o
foi suficiente para demonstrar as estruturas necessarias a identificacao foi
aplicada a técnica de microcultivo em lamina.

A metodologia de microcultivo em lamina consiste em utilizar
laminas de microscopia como suporte para pequenos blocos de agar batata-
dextrose, acondicionados no interior de placas de Petri, onde foram
inoculados em suas extremidades fragmentos de cultura, e recobertos por

laminula. Estas placas foram incubadas a temperatura ambiente no periodo
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de até 15 dias. Apds este periodo, pequenos fragmentos foram retirados e
corados com lactofenol para observacdo microscoépica. Esta técnica permite
a caracterizacdo dos isolados através da visualizacao integra das estruturas
de frutificagao.

A metodologia de microcultivo em lamina consiste em utilizar
laminas de microscopia como suporte para pequenos blocos 5mm X 5mm de
agar batata-dextrose, preparada a partir da infusdo de batatas - 500 mL
(200 g cozidas por 1hora em 500 mL de agua destilada. Em paralelo 15 g de
Bacto Agar (DIFCO, Bencton Dickinson and Company Sparks, USA) em 500
mL de &gua destilada estéril é dissolvido em banho-maria. Apds o cozimento
a infuséo é filtrada em gaze e ao volume foi acrescentado ao Agar dissolvido
e acrescido de 10g de dextrose (DIFCO, Bencton Dickinson and Company
Sparks, USA). O meio foi distribuido em tubos e autoclavado a 121°C por 15
minutos. Este bloco foi acondicionado no interior de placas de Petri, onde
foram inoculados em suas extremidades fragmentos de cultura, e recobertos
por laminula. Estas placas foram incubadas a temperatura ambiente no
periodo de até 15 dias. Apos este periodo a laminula foi retirada e corada
com lactofenol para observacdo microscOpica. Esta técnica permitiu a
caracterizacdo dos isolados através da visualizacéo integra das estruturas

de frutificacéo.

4.6.5 Provas Fisioldgicas e Bioquimicas para Identi  ficagdo de

Dermatofitos

Os isolados de dermatdfitos foram repicados no meio de agar batata
com intuito de observar a pigmentacdo no verso e anverso da cultura, além

da prova da uréase na diferenciacao de fungos do género Trichophyton.

4.6.6 Re-Isolamento — Pureza do Isolado Clinico e |  dentificacao
Presuntiva de leveduras

O meio CHROMAgar Candida (DIFCO - Becton, Dicknson and
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Company, EUA) que ¢é um meio cromogénico capaz de fazer a
identificacdo presumivel das espécies de leveduras mais comumente
isoladas de material clinico, além de demonstrar a presenca de culturas
mistas, permitindo o re-isolamento e purificagéo da col6nia. Ele foi utilizado
como triagem na diferenciacdo entre C. albicans e demais leveduras, pois a
presenca de substratos cromogénicos no meio, as colbnias de C. albicans,
C. tropicalis e C. krusei produzem cores diferentes, permitindo assim a
deteccdo direta destas espécies de leveduras na placa de isolamento, ou
seja, identificacdo presuntiva. As colbnias de C. albicans aparecem com
uma cor verde-claro a verde médio, as de C. tropicalis aparecem azuis
esverdeadas a azul metalizado e as de C. krusei aparecem cor-de-rosa
claro com um rebordo esbranquicado. Outras espécies de leveduras podem
desenvolver a sua cor natural (creme) ou aparecer cor-de-rosa ou cor de

malva claro a escuro, por exemplo C. glabrata e outras espécies.

4.6.7 Micromorfologia - Cultivo em Agar Fuba-Tween- 80

A partir da amostra de levedura isolada por plagueamento pela
técnica de esgotamento, no qual se obtém colbnia pura, isenta de bactéria
ou de outras leveduras; também se pode utilizar as coldnias obtidas pelo
CHROMagar, semeadas posteriormente em agar Sabouraud-dextrose
(SAB). Esta cultura é utilizada para a realizacdo do microcultivo em meio de

agar Fuba-Tween 80. Este meio foi preparado como se segue:

Fuba de milho 409
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Agar bacteriologico 209
Tween 80 12 mL

Ferveu-se o fuba de milho dissolvido em 500 mL de agua destilada
em banho-maria 60°C por 40 minutos e restituiu-se o volume de agua inicial.

Deixou-se esfriar e filtrou-se através de gaze dobrada e, em seguida, papel
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de filtro para maior limpidez do filtrado. Em um recipiente separado,
dissolveu-se o agar nos 500 mL de agua destilada restantes. Juntou-se o
agar dissolvido com o fuba, ajustou-se o pH a 6,6-6,8 e acrescentou-se 0
Tween-80. Homogeneizou-se. Autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. O
meio foi distribuido, com auxilio de pipeta estéril, em camada fina sobre
laminas previamente preparadas em camara de microcultivo. Apos
solidificacdo do meio, cada amostra foi semeada em trés linhas finas,
horizontais e paralelas na superficie do agar e coberta com laminula. Apés a
adicdo de agua destilada estéril ao algoddo presente na placa, para
obtencdo de camara Umida, o sistema fechado foi incubado a 25° C, por até
cinco dias. A leitura foi executada anotando-se a presenca de
pseudomicélio, arranjo dos blastosporos (ocorrendo em grupos ou cachos,
no inicio da hifa e/ou ao longo desta, isolados ou aos pares nos pontos de
constricdo ou irregularmente distribuidos no pseudomicélio). A presenca de
clamidésporos foi anotada como diagndstico presuntivo de C. albicans. As
outras espécies do género foram avaliadas conforme caracteristicas

morfoldgicas especificas.

4.6.8 Assimilacao de Carboidratos

A realizacdo do auxanograma se processou inoculando em placas de
Pétri (90 X 15 mm) 2 mL de uma suspensao da leveduras diluida em salina a
0,9%, com turbidez correspondente a concentragcdo de 0,5 da escala de
McFarland. A suspensédo com 40 mL de meio C (Yeast carbohydrate base -
DIFCO - Becton, Dicknson and Company, EUA) e N (Yeast carbon base -
DIFCO - Becton, Dicknson and Company, EUA) foi vertida, nas respectivas
placas, sobre a suspensdo e homogeneizadas. Apoés solidificacdo, os
carboidratos (dextrose, maltose, galactose, lactose, sacarose, rafinose,
xilose, inositol, melibiose, trealose e celobiose) e fontes nitrogenadas
(peptona e KNO3) foram distribuidos em guantidades minimas nos pontos
previamente marcados, com auxilio de palitos esterilizados. A incubacao foi

feita a temperatura de 25°C, por até 72 horas, a leitura foi realizada
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diariamente. Esta técnica baseia-se na capacidade que as leveduras
apresentam em utilizar determinado carboidrato como Unica fonte de
carbono e nitrogénio inorganico (nitrato de potassio), para sua viabilidade
celular. Desta forma consideramos positiva, quando as fontes de carbono
e/ou nitrogénio apresentaram crescimento ao redor da fonte avaliada (Lacaz
et al., 2002; Sidrim e Rocha, 2004).

4.6.9 Fermentacao de Fontes de Carboidratos

A capacidade de uma levedura fermentar determinado carboidrato
esta diretamente ligada a habilidade desta de possuir sistemas enziméticos
eficientes capazes de permitir, em baixas tensdes de oxigénio, degradar
acucares para producdo de energia, formando, entre outros metabadlitos,
etanol e gas carbdnico. No teste de fermentacéo de carboidratos foi utilizado
0 meio basal, acrescido de azul de bromotimol e distribuidos em aliquotas de
2 mL em tubos de Kahn contendo tubos de Durham invertidos, para
visualizacdo de gas. As amostras foram testadas quanto a habilidade de
fermentar dextrose, maltose, sacarose e lactose. Para tanto, foi adicionado 1
mL da solu¢do de cada carboidrato (preparadas a concentracdo de 6%) a
cada tubo de meio de cultura autoclavados. O pH foi acertado para 6,5.
posteriormente, o azul de bromotimol foi dissolvido em etanol e adicionado,
aos poucos, a este meio até obtencdo de coloragdo verde intensa. Para a
preparacao do inoculo, uma pequena porcédo da levedura foi ressuspensa
em 5 mL de salina a 0,9 % estéril, com turbidez correspondente a
concentracdo de 0,5 da escala de McFarland. Foram transferidos 0,1 mL da
suspensao para cada um dos quatro tubos de meio basal, contendo os
diferentes agucares. A bateria de testes foi incubada a 25° C e as leituras
foram realizadas periodicamente observando-se a producdo de acido
através da mudanca de coloracdo do meio basal para amarelo e a formacéo
de gas capturado no interior do tubo de Durham. As observacdes foram
feitas por um periodo maximo de sete dias (Lacaz et al., 2002). Os

resultados foram considerados positivos em funcéo da producao do gas.
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RESULTADOS
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5. Resultados

5.1 Caracterizacado da Populacdo Geral

Foram avaliados 44 pacientes com idade média de 86 anos (Tab. 1).
Com relacao a distribuicdo por sexo (Fig. 1) 57% eram do sexo feminino e
43% do sexo masculino. Estes pacientes dividiram-se 35 individuos com
lesdo da lamina ungueal e 9 individuos com tecido ungueal integro e
aparentemente sadio, considerados como grupo controle. Nos pacientes
com lesdo coletou-se da unha com lesdo e da regido interdigital e dos
individuos sem lesédo a coleta ocorreu da regido interdigital. Observando a
capacidade de deambular dos idosos institucionalizados verificou-se que dos
44 pacientes que foram realizados coleta 30(68%) eram cadeirantes,

engquanto somente 11(25%) apresentavam locomocéao preservada (Tab. 2).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes institucionalizados que realizaram coleta quanto a
faixa etaria.

Idade N %
60 até 69 Anos 6 14
70 até 79 Anos 9 20
80 até 89 Anos 13 30
90 até 99 Anos 16 36

Total Geral 44 100
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W Feminino

B Masculino

Figura 1 - Distribuicdo dos pacientes institucionalizados que realizaram coleta quanto ao
sexo.

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes institucionalizados que realizaram coleta quanto a
locomogéo.

Frequéncia
Locomocao N %
Acamada 2 4,55
Cadeirante 30 68,18
Com Ortese 1 2,27
Preservada 11 25,00
Total 44 100,00

5.2 Caracterizagao dos pacientes com leséo que apre  sentaram

exame micoldgico direto positivo

Foram avaliados 44 pacientes que apresentaram idade minima de 65
anos e a idade maxima 98 anos. A idade média foi de 82 anos, com um
desvio padrao de 9,46 (Quadro 1). Dentre os pacientes que tinham leséo, 18
apresentaram exame micolégico direto positivo (51,43%) sendo que em 15
(83,3%) pacientes foi confirmado diagnostico através do isolamento do fungo
em cultura (Fig. 2).
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Quadro 1 - Distribuicdo quanto a idade dos pacientes com lesdo e com exame micolédgico

direto positivo.

Medidas Descritivas

Idade (anos)

Média 82,5
Mediana 86
Moda 90
Desvio padrao 9,95
Minimo 65
Maximo 98

W Nepativo

W Positivo

Figura 2 - Distribuicdo dos pacientes institucionalizados com suspeita clinica de

Onicomicose quanto ao exame direito da unha lesionada.

\' o af ? f‘ t
ISy AL
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Figura 3. Exame direto de raspado subungueal de idosos institucionalizados em Sao
Bernardo do Campo, 2010, com suspeita clinica de onicomicose. A e B) Presenca de hifas
hialinas, septadas e ramificadas e C) Presenca de blastoconidios e pseudohifas.
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5.3 Caracterizacdo dos pacientes com lesdo que apre sentaram cultura
positiva independente do resultado do exame direto

Avaliando o perfil de isolamento dos pacientes institucionalizados,
com suspeita clinica de onicomicose, obteve-se 44% de dermatofitos, 28%
de leveduras; 11% de FFND e auséncia de crescimento em 17% das
escamas incubadas em meios seletivos (Fig. 4).

M Levedura
B Dermatofitos
B FFND

B Naohouve crescimento
fungico

Figura 4 - Distribuicdo das culturas positivas coletadas de pacientes com lesdo da lamina
ungueal e exame direto positivo.

Figura 5 - Lesdes de onicomicoses em idosos institucionalizados em S&o Bernardo do
Campo, 2010. A e C) Descolamento de borda livre, B) Espessamento associado a
destruicdo da lamina ungueal e D) Espessamento e descolamento ungueal.
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A maioria dos pacientes com exame micolégico positivo ndo se
recorda de tratamentos anteriores para onicomicose e nem quanto ao
tempo de evolucdo de doenca. A unha mais acometida dos pacientes com
onicomicose foi o halux (Fig. 5) e os materiais coletados foram semeados

em meios seletivos para crescimento fungico (Fig. 6).

Figura 6 - Culturas isoladas de raspado subungueais de pacientes idosos
institucionalizados em S&o Bernardo do Campo, 2010: a e b) T. rubrum e c) T.
mentagrophytes.

Dos fungos isolados o T. rubrum representou 27,78% (5), seguido por
leveduras, sendo estas: 16,67%(3) de C. guilliermondii e 11,11%(2) de C.
parapsilosis. O género Microsporum normalmente é agente de micose de
pele e pelo, entretanto foi isolado em um caso de onicomicose. Aspergillus
sp, Fusarium sp e Neoscytalidium diamidiatum var. hialinum, foram isolados
de raspado subungueal, com coletas sucessivas, com intervalo de
aproximadamente 30 dias e exame micolégico direto sugestivo de FFND
(Tab. 3).
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Tabela 3 - Distribuicdo das culturas positivas, coletadas de pacientes com lesdo de unha

independente do resultado do exame direto

Fungo Frequéncia

%
Dermatdfitos
Trichophyton rubrum 5 27,78
Trichophyton mentagrophytes 1 5,56
Microsporum gypseum 1 5,56
Trichophyton tonsurans 1 5,56
Subtotal 44,44
FFND
Aspergillus sp 1 5,56
Fusarium sp 1 5,56
Neoscytalidium dimidiatum var. hialinum 1 5,56
Subtotal 16,67
Leveduras
Candida guilliermondii 3 16,67
Candida parapsilosis 2 11,11
Candida glabrata 1 5,56
Trichosporon asahii 1 5,56
Subtotal 38,89
Total 18 100,00
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O levantamento dos prontuarios médicos, quanto a distribuicdo de
doencas de base, dos idosos que fizeram parte da amostragem do trabalho,
demonstrou que na faixa etaria estudada o sistema cardiorrespiratério foi o
prevalente, sendo citado por 36 (21,82%) das 165 citagGes observadas, com
énfase a HAS (hipertensdo arterial sistémica) citado em 30 prontuérios
equivalente a 18,68% das citacbes e presente em 68,18% do grupo
avaliado. Dentre as patologias observa-se que diabetes mellitus foi a
segunda doenca mais citada pelos pacientes 14(8,48%), seguida por gastrite
em 12(7,28%) e Acidente Vascular Cerebral (AVC) em 9 (5,44%) [Tab. 4].

Ao avaliarmos a distribuicdo clinica de base, desses pacientes
institucionalizados, quanto aos diferentes sistemas, observamos que 21,82
% (36) apresentaram doencas relacionadas ao sistema cardiorrespiratorio,
seguida principalmente por: enddécrino 16,36%(27), SNC 14,54% (24),
gastrointestinal e vascular com 8,49 % (14) e alteracdes psiquicas em 7,89
% (13) pacientes (Fig. 7).
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Tabela 4 - Distribuicdo das doencas dos pacientes institucionalizados que realizaram coleta,

segundo prontuario médico da instituicdo.

Sistema CID* N %
Cardiorrespiratorio

Bronquite cronica Jal 1 0,61%
DPOC Ja4 4 2,53%
Hipertensédo Arterial Sistémica 110 30 18,68%
Hiperplasia prostéatica benigna N40 1 0.61%
Subtotal 36 21,82%
Cardiomiopatia

Cardiomiopatia 142 2 1,21%
Insuficiéncia cardiaca 150 4 2,42%
Miocardite 140 2 1,21%
Subtotal 8 4,84%
Diversos

Glaucoma H40 2 1,21%
Osteoporose M81 3 1,82%
Porfiria hereditaria eritropoetica E80 1 0,61%
Transtorno degenerativo ouvido H93 1 0,61%
Subtotal 7 4,25%
Enddcrino

Bécio EO1 5 3,03%
Dislipidemia E78 1 0,61%
Diabetes mellitus E11 14 8,48%
Hipotireoidismo EO2 1 0,61%
Neoplasia glandulas enddcrinas C75 1 0,61%
Transtorno nutricional E90 3 1,81%
Desnutri¢éo proteico calérica E46 2 1,21%
Subtotal 27 16,36%
Eritropoetico

Anemia deficiéncia B12 D51 3 1,81%
Anemia deficiéncia Ferro D50 1 0,61%
Anemia deficiéncia Folato D52 1 0,61%
Subtotal 5 3,03%
Gastro intestinal

Dispepsia K30 2 1,21%
Gastrite K29 12 7,28%
Subtotal 14 8,49%
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Sistema CID* N %
Urinario

Insuficiéncia Renal Crbnica N18 6 3,63%
Outros transtornos da uretra N36 1 0,61%
Subtotal 9 5,45%
Nervoso central

Atrofia cerebral circunscrita G31 1 0,61%
Acidente Vascular Cerebral | 64 9 5,44%
Deméncia frontal FO02 1 0,61%
Deméncia vascular FO1 1 0,61%
Epilepsia G40 4 2,42%
Neoplasia das meninges D42 2 1,21%
Sindrome de Alzheimer G30 1 0,61%
Sindrome de Parkinson G20 3 1,81%
Sindrome deméncia F02 1 0,61%
Sindrome tGnel de carpo G56 1 0,61%
Subtotal 24 14,54%
Psiquico

Depresséo F32 9 5,45%
Episodio maniaco F3 1 0,61%
Esquizofrenia F30 1 0,61%
Transtorno esquizoafetivo F25 2 1,21%
Subtotal 13 7,89%
Tegumentar

Carcinoma pele D04 1 0,61%
Dermatite atopica L20 2 1,21%
Linfedema 189 4 2,42%
Outras afecccgoes pele L99 1 0,61%
Subtotal 8 4,85%
Vascular

Doencga isquémica cronica coragéo 125 11 6,65%
Neuropatia periférica C90 1 0,61%
Sindrome pos flebite 187 1 0,61%
Transtorno sistema nervoso autbnomo G0 1 0,61%
Subtotal 14 8,48%
Total 165  100,00%

* CID: Cédigo Internacional de Doencas

N = nimero absoluto
% = porcentagem
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Figura 7 - Distribuicdo das doencas dos pacientes institucionalizados que realizaram coleta
segundo prontudrio médico da instituicao.

A distribuicao por sexo deste grupo foi de 61% feminino (Fig. 8) e
guanto a locomocéo 15 (83%) dos pacientes eram cadeirantes (Fig. 9).

B Feminino

W Masculino

Figura 8 - Distribuicdo das culturas positivas coletadas de pacientes com lesédo de unha
independente do resultado do exame direto quanto ao sexo.
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B Cadeirante

M Preservada

Figura 9 - Distribuicdo das culturas positivas coletadas de pacientes com lesdo de unha
independente do resultado do exame direto quanto a locomocéo.

Dentre os pacientes com cultura positiva, 5 pacientes apresentaram
crescimento no interdigito integro, sendo o mesmo agente causador da

leséo de unha (Tab. 6).

Tabela 6 - Distribuicdo das culturas positivas, coletadas do interdigito dos pacientes
institucionalizados com suspeita clinica de onicomicose.

Fungo Frequéncia

N %
Fusarium SP 1 20
C. guilliermondii 1 20
T. mentagrophytes 1 20
T. rubrum 2 40

Total 5 100
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5.4 Caracterizacdo dos pacientes com interdigito in  tegro (Grupo
controle)

Como controle do trabalho foram coletados, por raspagem de regido
interdigital, 9 pacientes sem lesdo. Observou-se que 89%, desse grupo eram
do sexo feminino (Fig. 10). Neste grupo foi observado que as escamas da
regido interdigital de 2 idosos apresentaram micol6gico direto positivo
(22%)[Fig. 11] entretanto em apenas 1 idoso obteve-se isolamento em
cultura (11%) sendo identificado como Candida guilliermondii (Fig. 12).

EFemining

W Masculine

Figura 10 - Distribuicdo dos pacientes com interdigito integro quanto ao sexo.

B Negalivo

B Positivo

Figura 11- Distribuicao dos pacientes com interdigito integro e micoldgico direto positivo.
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Candida guilliecrmondii . 1

Moo houwe crescimento
fungice

Figura 12- Distribuicdo dos pacientes com interdigito integro quanto ao isolamento do
agente etiologico.
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6. Discussao

Purim et al. (2005) relatam que as unhas dos pés representam grande
problema em ambulatérios de dermatologia, com elevada frequéncia e
potencial para influenciar na qualidade de vida.

As infec¢des ungueais sao menos frequentes nas unhas das maos
gue nas dos pés, sendo a prevaléncia influenciada pela idade, estilo de vida
ou presenca de doencas concomitantes (Shemer et al., 2006).

A senilidade é considerada como um fator de risco para as
onicomicoses e existem algumas explicagbes para esse fato: circulagéo
periférica deficiente, maior frequéncia de diabetes mellitus nesta faixa etaria,
maior chance de ocorrerem traumas ungueais repetidos, exposicdo mais
prolongada ao patdgeno fungico, maior numero de pessoas com
incapacidade de cortar as unhas dos pés pela limitacdo fisica e o
crescimento mais lentos das unhas no idoso (Cursi et al.,2011).

A onicomicose pode se agravar com outras afeccbes clinicas,
especialmente no individuo idoso; tal como infec¢cdes bacterianas, podendo
chegar a amputacbes de membros inferiores nos portadores de diabetes
mellitus. Além disso, os pacientes diabéticos apresentam prevaléncia mais
alta de onicomicose do que os ndo diabéticos.

Dinato et al. (2008), em seu estudo sobre a prevaléncia de
dermatoses em idosos residentes em instituicdo de longa permanéncia,
narra que 10% eram portadores de onicomicose. As extremidades inferiores
representavam o0 segundo local mais comum de lesdes de pele nos
pacientes geriatricos.

Dentre os 108 residentes nas duas instituicbes estudadas, cerca de
80,00% apresentavam infeccao fangica, dos quais 32,41% se enquadraram

nos critérios de inclusao.

Alguns autores observaram preponderancia do sexo feminino sobre o
masculino na frequencia de onicomicose, com valores entre 65,00 e 80,00%
(Martins et al., 2007; Araujo et al., 2004a; Martezolo et al.,2005).
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Aqui, a onicomicose ocorreu em 61,00% dos idosos
institucionalizados do sexo feminino, concordando com os achados da

literatura para a populacéo geral.

Costuma ocorrer discrepancia entre 0 exame micoldgico direto e
cultivo, sendo, algumas vezes, um deles positivo e 0 outro negativo, o que
pode ser explicado pela distribuicdo irregular dos fungos nas lesfes; a
dificuldade de coleta adequada do material, especialmente quando é do tipo
subungueal; a facilidade com que se contaminam as culturas, devido aos
fungos ambientais e a microbiota bacteriana que dificulta a identificacdo do
verdadeiro agente etioldgico. Pode-se ainda incluir as limitacdes inerentes
ao exame, como a intensa queratinizacdo do material ungueal, que dificulta
a observacdo microscopica dos microorganismos e a viabilidade fungica,
gue pode resultar em culturas falso negativas devido a tratamentos
anteriores, mesmo apos a suspensdo do medicamento uma semana antes
da coleta (Carvalho,1990, Martelozzo, 2005), além do crescimento de fungos
contaminantes, impedindo o0 crescimento do verdadeiro patégeno
(Carvalho,1990).

Elewski (1997) coletou 2065 espécimes ungueais e 0 exame
micoldgico direto foi positivo em 1707 (82,00%) pessoas. Dentre estes, a
cultura para fungos foi positiva em 1069 (62,60%). Mais modernamente,
Souza et al. (2009) obtiveram 1282 (56,4%) exames micoldgico direto e
cultura positivos, de um total de 2273 amostras examinadas de pacientes
com distrofias ungueais.

Os resultados deste estudo encontram-se de acordo com 0s estudos
acima, uma vez que, dentre 0s que apresentavam o exame micoldgico direto

positivo, a cultura foi também positiva em 83,00%.

A distribuicdo dos agentes etiolégicos da onicomicose ndo € uniforme,
dependendo de fatores tais como clima, area geografica e movimentos

migratorios (Shemer et al., 2006).
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Neste estudo os dermatdfitos foram responsaveis pela maioria das
infeccbes ungueais, representando 44,40% das culturas positivas, sendo o
principal agente o T. rubrum (27,78%), seguido por T. mentagrophytes, T.
tonsurans e M. gypseum. Segundo Souza et al.(2009) dentre os
dermatofitos, T. rubrum e T. mentagrophytes sdo os fungos responsaveis
pela alta prevaléncia das dermatofitoses na populacdo em geral, obtendo
resultados semelhantes aos deste trabalho: dentre os dermatofitos
encontrados, maior frequencia foi o T. rubrum (55,30%), seguido de T.
mentagrophytes (43,70%).

Observou-se aqui, que as infeccbes causadas por leveduras do
género Candida sp representaram 38,80%. Varios séo os fatores que podem
contribuir para o predominio desse quadro, como por exemplo, maos e pés
submetidos a constante umidade, infeccdo durante a higiene pessoal (Luque
et al., 1997) ou situacdo de imunossupressdo (Palacio et al., 1999).
Ademais, estd ocorrendo aumento da sua prevaléncia como agentes
etiologicos das dermatofitoses (Pelegrini et al., 2009).

Quanto a onicomicose por FFND, neste trabalho, com coletas
repetidas em datas diferentes, trés pessoas apresentavam onicomicose
causada por este tipo de fungos, segundo os critérios diagnosticos de
onicomicose causada por fungos saprofitas, utilizados por Souza et al
(2009), que observam ser a onicomicose causada por fungo filamentoso n&o
dermatofito estar associada a fenbmenos como a imunodepressao. Tal
conceito tem importancia neste trabalho, uma vez que todos os participantes
tinham mais do que 65 anos de idade.

No Brasil, pouquissimos estudos relatam o isolamento do fungo
filamentoso emergente Scytalidium spp., 0 que mostra a necessidade da
realizacdo de estudos epidemioldgicos sobre novas espécies de fungos
filamentosos, como medida de prevencéao e controle dessas dermatomicoses
de dificil tratamento (Xavier et al.,2010).

Sherer et al.(2001) realizaram estudo no Sul da Flérida com 450
pacientes com mais de 65 anos de idade, sendo isolados entre 0 maior

namero de organismos identificados: 85 (16,20%) Aspergillus sp., seguido
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de 71(13,50%) do Trichophyton rubrum, 58 (11,00%) da Candida
parapsilosis e 33 (6,30%) de Trichophyton mentagrophytes.

Uma diversidade de formas clinicas dessas infeccbes e agentes
etiol6gicos diversos categorizados como dermatdfitos, leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatdfitos, tém sido relatados no Municipio de Sao
Bernardo do Campo, (Takahashi et al., 2011), com varias espécies do meio
ambiente, com potencial infeccioso para a pele constantemente competindo
com a microbiota cutdnea, o que poderia resultar em espécies dominantes
classificadas como fungos emergentes (Tan, 2005).

O fato das dermatomicoses, até 0 momento, ndo serem de notificacédo
obrigatoria, ndo se tem um real conhecimento da extensédo desse problema
na populacao, apesar de os estudos demonstrarem que sao desordens que
vém aumentando de modo significativo (Xavier et al., 2010), principalmente
em pacientes idosos.

Estima-se que a onicomicose seja mais comum em idosos, se
comparada com grupos de outra faixa etaria. A exata incidéncia de
onicomicoses € desconhecida, porém relata-se uma faixa entre 2% e 13 %
na populacdo em geral. Em populacdo de 60 a 70 anos de idade sé&o
relatadas 32%, e mais de 48 % em populacdo com mais de 70 anos de
idade (Scherer et al., 2001). Este trabalho, embora de pequena casuistica,
mostrou frequéncias de onicomicoses e de seus agentes causais
semelhantes aos da populacdo em geral.

A onicomicose pode acarretar riscos a saude, particularmente na
pessoa idosa e as consequéncias de sua disseminagcdo na comunidade, a
médio e longo prazo principalmente em individuos institucionalizados,
podem ser mais dispendiosas do que tratar os individuos atualmente

infectados.
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7. Conclusoes

Pelo método de identificacdo empregado, observou-se que a frequéncia
dos fungos causadores de onicomicoses encontrados neste trabalho
estdo de acordo com o perfil dos relatos da literatura recente para a

populacao geral.

A apresentacdo clinica da unha com onicomicose por fungos filamentosos
nao dermatdéfitos foi indistinguivel daquela por dermatéfitos ou

candidoses.

Do ponto de vista etiolégico, ndo se observou diferenca entre a
onicomicose de pessoas idosas institucionalizadas com os dados da

ocorréncia de onicomicose na populacdo geral divulgados pela literatura.



52

ANEXOS




53

8. Anexo

ANEXO A - Tabela de resultados por paciente
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ANEXO B - Ficha para preenchimento dos dados dos pacientes

Levantamento de espécies de fungos causadores de lesGes dermatologicas em
idoso institucionalizados no ABC Paulista

DADOS PACIENTE

N° Ficha: Data Laudo: Data Coleta:
Nome:
Data Nasc.: ldade: Faixa Etaria: Sexo:

Asilo:  bvxcb

ANALISES CLINICAS

Doencas Remédio de Uso Anterior Remédio de Uso Continuo

DIAGNOSTICO CLIiNICO

( ) Apenas um tipo de infecg&o Fungica

( ) Infecg&o Fungica Mista. Quais:

Uso de drogas antifungicas nos ultimos 30 dias:

Locomogéo: Preservada: ()
Comortese: ()
Cadeirante: ()

Acamado: ( )

Tempo de evolugéo da Doenga: nbn

CARACTERISTICAS DAS LESOES

Localizag@o da les&o:

Cor:

Forma:

Suspeita Clinica:

Diagnéstico Clinico:

Exame Direto:
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Levantamento de espécies de fungos causadores de lesbes dermatolégicas em
idoso institucionalizados no ABC Paulista

Isolamento Primario:

Isolamento Secundario:

Conclusdo:
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L.NOME DO PACIENTE: ....cetteitiititt ettt ettt e e s ats —eeeeaaaat e e e e e aa b e et e e e aaanee et e e s e anbreee s e e nanbneeas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: ........ oo, [
ENDEREQCO ...ooviiiiiiiiiiiiieeeee e NO e APTO: ............
BAIRRO :.....ciiiiiiiiiiiee e CIDADE ...
CEP: . TELEFONE:DDD(............ )
2.RESPONSAVEL LEGAL ....cuiiiiieiiititisiee ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .......cccoeviuiiieieeiiiiiiee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......oocoiiiiiiiieeeiiieeeeennn SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.: ...... oo f.....
ENDEREGCO: ittt N° APTO
BAIRRO: ... CIDADE: ..ot
(o] = =IO TELEFONE: DDD (............ Yottt ettt ettt er et

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Levantamento de espécies de fungos causadores de
lesdes dermatologicas em idosos institucionalizados no
ABC Paulista

2. PESQUISADOR: Carolina de Queiroz Moreira Pereira

CARGO/FUNGAO: Biomédica. INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL DE BIOMEDICINA N° 12435

UNIDADE DO HCFMUSP Departamento de Dermatologia
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses.

lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PA CIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNAND O:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa clinica, que tem
como objetivo o estudo de lesdes dermatolégicas causadas por fungos.
Participando, vocé estara contribuindo para o avanco nos estudos de lesées

dermatolégicas causadas por fungos.

Antes de tomar uma decisdo é importante que vocé compreenda porque
esta pesquisa clinica esta sendo realizada e o que ela envolvera. Por favor,
leia com atencéo este documento, faca as perguntas que desejar e pense

bem antes de concordar.

Sinta-se a vontade para perguntar sobre quaisquer duvidas ou para pedir
maiores informagdes ao seu médico antes de tomar uma decisdo sobre sua
participacdo. Se, apos a leitura destas informacdes, vocé ndo concordar em

participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo.

Se vocé escolher participar, vocé podera retirar seu consentimento a
qualquer momento e vocé deixara de participar do estudo, sem que haja
qualquer prejuizo, devendo apenas informar ao médico responsavel o

motivo que o levou a se retirar do estudo.

O objetivo deste estudo € obter dados clinicos e epidemioldgicos das
infeccbes acometidas em pacientes idosos moradores de asilos

assistenciais, onde a coleta seré realizada através da raspagem da unha ou
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da pele com uma lamina de vidro, coletando-se superficialmente o material

onde ndo ha possibilidade de dor ou desconforto algum.

2. procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a

identificacdo dos procedimentos que sdo experimenta is

Se vocé decidir participar e assinar este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, vocé respondera a um questionario sobre sua doenca e, apos
sera submetido a coleta do material através de raspagem da unha ou pele.

3. desconfortos e riscos esperados

A coleta do material serd realizada superficialmente onde ndo ha a

possibilidade de dor ou desconforto algum.

4. beneficios que poderdo ser obtidos

Como beneficio o paciente recebera o laudo de seu exame para ser
entregue ao médico para que possa receber a medicagao certa.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantaj 0SOS para 0
individuo
N&do had meétodos alternativos que possam ser usados neste trabalho e

também ndo serd necessaria a assisténcia de nenhum médico ou enfermeira

porque a coleta sera realizada uma Unica vez.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacfes sobre p  rocedimentos,
riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclus ive para dirimir

eventuais duvidas.
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Vocé tem o direito de questionar o médico responsavel pelo
acompanhamento de seu caso a qualquer momento, no sentido de
esclarecer todas as duvidas decorrentes do estudo em questéao, sejam elas
relacionadas com o0s riscos, beneficios ou quaisquer outros assuntos
ligados a este estudo e com o tratamento da doenca que o afete. Se vocé
tiver davidas sobre seus direitos e deveres durante a participacdo no

estudo, vocé deve esclarecé-los com o seu médico.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualque r momento e de
deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a
continuidade da assisténcia.

Vocé podera retirar seu consentimento, a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que haja qualquer prejuizo, devendo apenas
informar ao meédico responsavel o motivo que o levou a abandonar o
estudo, para que esta informacédo conste na avaliagdo global dos resultados
obtidos com todos os pacientes.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e priva  cidade.

Em hipotese alguma vocé tera sua identidade divulgada para outras
pessoas ou entidades, além daquelas que participam efetivamente do
acompanhamento deste estudo. Estardo, também, mantidas em sigilo todas
as informacdes obtidas e que estejam relacionadas com a sua privacidade e

nao sera possivel sua identificacédo através de fotografias.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por e  ventuais danos a

saude, decorrentes da pesquisa.

Em caso de eventuais danos a sua saude, o Hospital das Clinicas da
FMUSP ficard a sua disposicdo, tanto para realizacdo de exames, bem

como de internacdo em caso de alguma gravidade.
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5. viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes

da pesquisa.

Em caso de eventuais danos a sua saude, o Hospital das Clinicas da
FMUSP ficard a sua disposicdo para os procedimentos adequados, sem

gualguer 6nus de sua parte.

V. Autorizacao especifica para fotografar alesdod e pele.
oSim

o Nao

VI. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACO ES

ADVERSAS.
Carolina de Queiroz M. Pereira Telefone celular 24 horas: 9315-7800
Profa. Dra. Cidia Vasconcellos Telefone celular 24 horas: 9714-5449

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES: :

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apdés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente

Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de 2009

Assinatura do sujeito da pesquisa ou Assinatura do pesquisador
responsavel legal. Carolina de Queiroz Moreira Pereira



ANEXO D - Carta de autorizacdo de coleta.

CASA DO VELHINHOS DONA ADELAIDT
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Cesiokaps UTLIGARS FLR e WEwlora Brla. O 3262 G0 0 1S
L3R aRADe UTILIDACE PLOUICA FCDWaL Pris FORTERIL 340 23 00000
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BECETRGECWAR OF0 M 01 - CHAS (052008 - CTEAS D108y
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o0 Bemardo do Campo, 08 de julho de 2008,

AUTORIZACAD

Eu, Maria Helena da 3ilva Martins, gestora da “Casa dos
Welhinhos Daona Adelaide” autorize a2 mestranda da Faouldade de
Medicinag USP, Carolina de Quefroz Moreirs Pereirs, poradaora da RG
28.8020,758-5 g coletar exames micologicos dos idosos residentes na
Instituigdo.

Atenciosamente,
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ANEXO E - Carta de autorizacéo de coleta.

s
CASA DE SAO VICENTE DE PAULO
: i " iz SASURCES WELHINELL: LU ALG . CORA AT A SECDSRr i AT r PaLLG
e QY P Shego s s WS e b T
i - L. PR, S, Lel o1 AR 8 IGUS Bh (L b, Lac: L 1 217 g LY G e
; SQCIEDADE DE Tetrada dos Alvaresgas, 999 - Baiven Acsnngin - Kin Bernaedo do Campn - K17
FALDVICENTE DE PAULLY CEL (RMUA0-A50 - Fones: dLOV-SOY9 [ 4357-3022 7 4357- 1054 | 43572501

DECLARACAO

CASA DE SAQ VICENTE DE PAULO, entidade filantrdpica do
recanhecida utilidade plblica Ffederal, estadual & municipal,
cstabelecida & Estrada dos Alvarengas, n® 999 — Bairre Assuncio
— Zi0 Bermardo do Campo, inscrita no CHN.PI/MFE sob nd
44.354,.710/0001-95, DECLARA para o5 devidos fins gue
Carolina de Queiroz Moreira Pereira, portadora do RG no
2B.802.756-5 realizou Levantamenlo de espécies de fungas
CAUSAdores e lesdeas dermatoldgicas 2m idosos
inslitucionalizadns. Pesquisa AUTORIZADA por Roberfabio José
dos Santos, Mada mais,

580 Bernardo do Campo, 25 de Junho de 2010.
Zy
x’ : ™
P gl VY e i e R

Rob .abchJose dos Santos
f—*ﬁ?’ermmra
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ANEXO F — Carta de Aprovacao do estudo pela Comisséo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisas (CAPPesq) da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

i

MEDICINA

sSP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em 14.09.2011, ap6s atendimento a
diligéncia encaminhada APROVOU ad-referendum o Protocolo de Pesquisa n®
171/11, intitulado: "Levantamento de espécies de fungos causadores de
lesbes dermatolégicas em idosos institucionalizados", apresentado pelo

Departamento de Dermatologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a0 CEP-FMUSP, os

relatérios parciais e final sobre a pesquisa .

Pesquisador (a) Responsavel: Cidia Vasconcellos

Pesquisador (a) Executante: Carolina de Queiroz Moreira Pereira

CEP-FMUSP, 14 de setembro de 2011.

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa dz Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Av. Dr. Amaldo , 455 — Instituto Oscar Freire 1° andar CEP 01 246903 — Fone : 3061-8004
mail: cep.fmusp@hcnet.usp.br
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