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Introducéo

Os dermatofitos sdo constituidos por fungos dos géneros Trichophyton, Microsporum
e Epidermophyton, que tém a capacidade de invadir tecidos queratinizados (pele,
pélo e unhas) de animais causando infec¢des, denominadas dermatofitoses (PUJOL
et al, 2002; FERNANDEZ-TORRES et al, 2003). Estas sdo provavelmente as
infeccbes fangicas mais comuns em humanos, apresentando aspectos clinicos
bastante variados, que resultam da combinagdo de destruicdo da queratina de
células do extrato corneo associada a uma resposta inflamatoria (GOLDSTEIN et al,
2000). Terapias tépicas ou sistémicas podem ser usadas para as dermatofitoses, no
entanto estas infeccbes em muitos casos mostram-se altamente recidivantes.
(PUJOL et al., 2002). Devido ao grande numero de agentes antifungicos disponiveis
para o tratamento das dermatofitoses e a dificuldade de eficacia em muitos casos, a
determinacdo do medicamento adequado € de grande importancia (BENGER et al,
2004; KARACA et al, 2004). A suscetibilidade in vitro destes microrganismos aos
antifingicos provavelmente pode ser a solucdo para este problema (JESSUP et al.,
2000). Recentemente, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) publicou o
documento M38-A, utilizando a técnica de microdiluicio em caldo util na
determinacao da concentracao inibitdria minima (CIM) de varios agentes antifingicos
para fungos filamentosos formadores de conidios (FERNANDEZ-TORRES et al.,
2000; ESPINEL-INGROFF, 2001; PETRIKKOU et al, 2001). Para os dermatofitos,
entretanto, ndo ha nada estabelecido. O objetivo deste trabalho foi verificar a
suscetibilidade in vitro de 30 isolados de dermatoéfitos (M. canis, T. rubrum e T.
mentagrophytes) frente a terbinafina, cetoconazol e fluconazol.

Materiais e Métodos

Teste de microdiluicdo em caldo: O perfil de suscetibilidade foi avaliado usando o
teste de microdiluicdo em caldo segundo o CLSI, documento M38-A modificado por
KARACA & KOG, 2004. O fluconazol foi dissolvido em 1ml de agua destilada,
enquanto que cetoconazol e terbinafina foram dissolvidos em 1 ml de
dimetilsulféxido. Estes antifungicos foram posteriormente diluidos em caldo RPMI
1640 sem bicarbonato de sédio, tamponado a pH 7,0 com &cido
morfolinopropanosulfénico (MOPS), de tal modo que as concentracdes variassem de
0,125 a 64 pg/ml para fluconazol, 0,03 a 16 pg/ml para cetoconazol e 0,001 a 16
pg/ml para terbinafina.

Os isolados de dermatofitos foram cultivados em agar batata dextrose, durante 7
dias & 28° C para producéio de conidios. A estes tubos foram adicionados 10 ml de
salina estéril a 0,85% acrescido de Tween 20 para facilitar desprendimento dos
conidios. Cada suspensao foi transferida para um tubo estéril para ser ajustada em
espectofotdbmetro em | de 530 nm, transmitancia de 68 a 70%, o que equivale a 0,6 a
1,4 X 10° UFC/ml. Em seguida, os in6culos foram diluidos em caldo RPMI 1640 para
obtenc&o de uma concentracéo final de 0,4 a 5 X 10* UFC/m.



Procedimento do teste de suscetibilidade in vitro: 100 ul do agente antifungico
contendo as diferentes concentracdes foram colocados nos pocos da placa de
microdiluicdo e em seguida foram adicionados 100 ul do inoculo. As placas foram
incubadas a 28° C por 7 dias e a leitura da concentracdo inibitéria minima foi
considerado como 50% de inibicAo para os derivados azdlicos e 100% para
terbinafina. Cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle
em cada experimento.

Resultados: Os 30 isolados de dermatdfitos mostraram concentragfes que variaram
de 4-16pg/ml para fluconazol, de 0,25-4 ug/ml para cetoconazol e de 0,015-0,5 pug/ml
para terbinafina. As variacdes de CIM para cada agente antifingico e para as trés
espécies de dermatdfitos estudadas encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Variagdes de concentracdo inibitéria minima para 30 isolados de dermatdfitos

Espécies (n°) Antifiingico Valores de CIM (ug/ml)

T. rubrum (10) Fluconazol 4-16
Cetoconazol 0,25-2
Terbinafina 0,015-0,5

T. mentagrophytes (10) Fluconazol 8-16
Cetoconazol 0,25-4
Terbinafina 0,015 - 0,06

M. canis (10) Fluconazol 4-16
Cetoconazol 0,25-2
Terbinafina 0,015-0,5

Os antifangicos, cetoconazol e terbinafina mostraram concentragdes inibitorias com
valores baixos para a maioria dos dermatdéfitos, com excecdo de 20% dos isolados
de T. mentagrophytes que apresentaram concentracdo inibitéria minima (CIM) de 4
ug/ml para cetoconazol. Com relacdo ao fluconazol os maiores valores de CIM (16
ug/ml) foram encontrados para 10% de T. rubrum, 70% de T. mentagrophytes e 50%
de M. canis (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1 — Concentracéo inibitoria minima de terbinafina para dermatofitos
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Figura 2 Concentracgdo inibitéria minima de cetoconazol para dermatéfitos
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Figura 3- CIMs de fluconazol para T. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis .

Discussédo: O grande numero de agentes antifingicos surgidos nos ultimos 10
anos, as constantes recidivas de infeccbes por dermatofitos e o alto custo dos
medicamentos torna necessario o uso de testes de suscetibilidade in vitro para a
determinacao da terapia adequada. O método de microdiluicdo em caldo, proposto
pelo CLSI em 2002, documento M38-A, utilizado em nosso trabalho, com pequenas
modificacdes com relagcdo ao inOculo, permitiu a determinacdo da concentracao
inibitéria minima para dermatofitos, com certa facilidade, com leitura realizada até 7
dias de incubacdo a 28°C. As menores concentracdes encontradas foram para
terbinafina que se mostrou com valores variando de 0,015 a 0,5 pg/ml. Similar
resultado encontrado em nosso trabalho tem sido verificado por diferentes
pesquisadores. FERNANDEZ-TORRES et al, 2002, avaliando a atividade antifungica
para dermatofitos, verificaram que a terbinafina apresentou variacbes de CIM



semelhantes as encontradas em nosso estudo, que foi de 0,001 a 0,5 pg/ml. Em
nosso trabalho, 80% dos isolados foram muito suscetiveis ao cetoconazol,
mostrando provavelmente que este agente antifiungico também é eficaz para os
dermatdfitos, principalmente para T. rubrum que se mostrou com elevada
suscetibilidade a este medicamento. Valores de CIM de cetoconazol que variaram de
0.008-4 ug/ml em isolados de T. rubrum e T. mentagrophytes tém sido observados
por KARACA et al, 2004. Ha diferencas nos resultados encontrados por varios
pesquisadores. PEREA et al, 2001, verificaram que os valores de CIM de
cetoconazol foram maiores para os isolados de Trichophyton sp variando de 0,25-
>16 pug/ml. Como ja conhecido, o fluconazol dentre os medicamentos estudados é o
gue apresenta menor eficacia no tratamento de dermatofitoses. Os resultados
encontrados in vitro com valores de 4 a 16 ug/ml para os dermatoéfitos sao
semelhantes aos descobertos por PUJOL et al, 2002, que para as espécies
estudadas como T. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis encontraram valores de
CIM de 0,5 a 128 ug/ml. Desta forma podemos concluir que o teste de microdiluicao
em caldo para dermatéfitos, embora ndo padronizado, pode de alguma forma ser de
grande valor na escolha do antifangico.

Conclusdes: Os resultados obtidos permitiram concluir que cetoconazol e
terbinafina apresentaram alto poder de inibicdo de crescimento dos dermatdfitos
sugerindo que estes agentes antifUngicos podem ser usados no tratamento de
dermatofitoses.
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