Diagnostico laboratorial
das dermatofitoses

Dermatophitosis’ laboratorial diagnosis
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RESUMO - Dermatofitoses ou tinhas sdo micoses causadas por um grupo de fungos conhecidos como dermatéfitos,
cujas espécies estdo distribuidas nos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. O seu diagnoéstico
laboratorial, assim como o de muitas outras micoses, baseia-se no exame microscopico direto do material clinico
bem como no isolamento do fungo em meios de cultura apropriados. Metodologias modernas baseadas na detec-
cao do DNA fungico e que vem sendo aplicadas na identificacdo dos dermatéfitos ainda néo atingiram adequada
padronizacdo e relacdo custo/beneficio que justifiquem a sua utilizacdo na rotina laboratorial.
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SUMMARY - Dermatophytoses or ringworms are mycoses caused by fungi known as dermatophytes, which comprise
species that are distributed in the genus Epidermophyton, Microsporum and Trichophyton. The laboratory diagno-
sis of dermatophytoses, as in other mycoses, is based on direct microscopic examination of the clinical specimen
followed by the isolation of fungus in appropriate culture media. Modern methodologies, based in the detection of
the dermatophyte DNA, have not reached yet adequate standardization and cost/benefit balance to justify its use in

the laboratory routine.
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INTRODUGCAO

Dermatofitoses ou tinhas sao micoses causadas por
um grupo de fungos conhecidos como dermatofi-
tos. Suas espécies distribuem-se em trés géneros:
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. O gé-
nero Epidermopphyton apresenta uma unica espé-
cie de importancia: E. floccosum. O género Micros-
porum compreende espécies como Microsporum ca-
nis, M. gypseum, M. audouinii, M. cookei e M. na-
num. O género Trichophyton tem como espécies mais
importantes Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes,

T. tonsurans, T. schoenleinii, T. violaceum e T. verru-
cosum®. As manifestagoes clinicas decorrentes das
dermatofitoses resultam tanto da colonizac¢ao e mul-
tiplicacdo dos dermato6fitos na camada cornea da
pele, quanto pela consequente reacao dos hospedei-
ros.

Tradicionalmente, as dermatofitoses sao classifica-
das clinicamente de acordo com as localizacdes ana-
tomicas afetadas por estes fungos. A denominacéo de
cada tipo de dermatofitose é feita adicionando-se um
nome latino que designa o local do corpo afetado a
palavra tinea (Tabela I).

TABELA |
Dermatofitoses humanas: principais manifestagoes clinicas e respectivas espécies de dermatdfitos envolvidas*

Manifestacoes
clinicas

Principais dermatéfitos
envolvidos

Manifestacoes
clinicas

Principais dermatéfitos
envolvidos

Tinea unguium | T. rubrum; T. mantagrophytes var interdigitale;

E. floccosum

T. tonsurans; M. canis; T. violaceum
M. gypseum

Tinea capitis

Tinea pedis T. mentagrophytes; T. rubrum; E. floccosum

Tinea corporis T. rubrum; T. mentagrophytes; E. floccosum;

M. canis; M. gypseum

T. schoenleinii; T.Tinea barbae; T. verrucosum;
T. mentagrophytes; T. violaceum

Tinea favus

Tinea cruris E. floccosum

Tinea manuum T. rubrum; T. mentagrophytes; M. gypseum;

E. floccosum

T. rubrum; T. mentagrophytes

T. concentricum

Tinea imbricata

* Segundo Rippon (1988)*
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Diagnostico laboratorial das dermatofitoses

No diagnéstico laboratorial das dermatofitoses,
como em outras micoses, a colheita do material clini-
€O assim como a sua conservacgao e transporte devem
ser realizados de forma adequada ja& que influencia-
rao muito no resultado final do exame laborato-
rial®®!73° E importante assequrar-se que o paciente
ndo esteja fazendo uso de medicacdo antifungica no
momento da colheita. Caso isto ocorra, € necessario
que haja a suspensao do uso do mesmo por pelo me-
nos uma semana antes da colheita do material. E im-
portante também se levar em consideragdo a quanti-
dade de material a ser colhido. Deve-se procurar co-
lher uma quantidade de material que seja suficiente
para a realizacao de pelo menos dois exames labora-
toriais. Entretanto, em algumas situacoes, em razao
da pouca descamacao observada na lesdo, nao é pos-
sivel colher grande quantidade de material.

Quando da realizacao da colheita do material bio-
légico deve-se respeitar a questdo do crescimento
radial do fungo na lesao. Assim, deve-se evitar co-
lher material em &reas lesionadas mais antigas
como o centro das lesdes na pele e a regidao distal
das unhas infectadas, pois o fungo geralmente apre-
senta-se em menor quantidade ou com pouca via-
bilidade nestes locais.

Os cabelos devem ser coletados junto com a raiz,
j& que o fungo estéd presente proximo a estas areas.
J& lesdes de pele devem ser raspadas na regiao in-
termediaria entre a parte lesionada e a parte sa, par-
tindo-se da regido préxima ao centro em direcdo a
periferia da lesdo. Quando néo for possivel eviden-
ciar esta diferenciacdo, deve raspar areas represen-
tativas das lesoes.

O teto de bolhas e vesiculas pode ser cortado com
tesoura e coletado evitando-se, entretanto, o liqui-
do contido nas mesmas, pois geralmente apresenta
poucos elementos fungicos. J& o material de les6es
supuradas deve ser colhido com “swab" em virtude
da dificuldade de se realizar raspagens neste tipo
de lesdao.

As unhas devem ser preferencialmente raspadas
na sua area distrofica ou descorada até quase atingir
o leito ungueal. O material queratinizado que se acu-
mule embaixo da unha também deve ser coletado.
Como o material biolégico colhido das lesées por der-
matofitoses geralmente compde-se de material soli-
do, o mesmo deve ser transportado em recipientes
secos como placas de Petri pequenas ou mesmo em
envelopes de papel resistentes. Caso nao for possivel
realizar o exame laboratorial logo apo6s a coleta, o
mesmo pode ser mantido em ambiente seco e ao abri-
go da luz por pelo menos uma semana.

Exame microscépico direto

No exame microscopico direto o material colhido
deve ser tratado com clarificantes, como o hidroxido
de potéssio (potassa) em uma concentracdo de 10-
30%, para que as estruturas fingicas presentes pos-
sam ser adequadamente visualizadas ao microscopio.
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Dimetilsulféxide (DMSO) pode ser acrescentado em
proporcao variavel no sentido de acelerar o processo
de clarificagao®. Também pode ser acrescentada gli-
cerina a 10% para evitar a dessecacao rapida das lami-
nas'’.O tempo de clarificacao pode variar em funcéao
do tipo de material clinico, de alguns minutos como
em raspados finos de pele, até muitas horas em se
tratado de fragmentos maiores de unha.

Vérios autores tém utilizado o branco de calco-
fluor na solucdo de potassa®’'"*%, Este reagente liga-
se a parede fungica tornando os elementos fungicos
fluorescentes sob luz ultravioleta, facilitando assim a
sua observacdo. Haldane & Robart (1990)'? compara-
ram a sensibilidade do uso de potassa com ou sem
calcofltior no exame microscépico direto de raspados
de pele com o objetivo de avaliar a sua sensibilidade
e especificidade de cada método para o diagndstico
de dermatofitoses e concluiram que o uso do calco-
flior ndo aumentou a sensibilidade e especificidade
do exame microscépico direto. Além disso, a utiliza-
cdo do calcofliior exige que a amostra seja observada
em microscépio de fluorescéncia, aumentando assim,
os custos deste teste.

Os dermatofitos em geral apresentam morfologia
semelhante entre si ao exame microscépico direto™.
Em pele e unhas o aspecto mais observado é o da
presenca de filamentos micelianos septados de tama-
nho variavel e que podem estar ramificados. E possi-
vel observar a presenca de artroconideos nos quais
os filamentos micelianos separam-se fisicamente em
nivel dos septos e posteriormente os mesmos arre-
dondam-se formando cadeias semelhantes a um co-
lar de contas. Entretanto, deve-se ter grande cuidado
na leitura microscépica, procurando-se esquadrinhar
todas as areas da lamina contendo o material clarifi-
cado, j& que resultados falso-negativos sdo comuns
em amostras de material contendo poucos elementos
fungicos®.

Nos cabelos os dermato6fitos apresentam-se como
estruturas arredondadas (artroconideos) e mais rara-
mente filamentos micelianos, podendo estar tanto lo-
calizadas fora do cabelo, sendo chamadas de parasi-
tismo por ectothrix, como dentro dos pelos, sendo cha-
mados de parasitismo por endothrix. Entre as espé-
cies cuja invasao ao cabelo produz o tipo ectothrix de
parasitismo, podemos citar o M. canis, M. gypseum e

TABELA Il
Morfologia dos dermatéfitos no material clinico
colhido nas lesoes*

Origem do
material clinico

Morfologia do fungo ao exame
microscopico direto

Hifas septadas, ramificadas ou néo,

Pele artroconideos

Unha Hifas septadas, ramificadas ou néo,
artroconideos
Artroconideos arredondados ao redor
do cabelo (Ectothrix)

Cabelos Artroconideos arredondados dentro do

cabelo (Endothrix), hifas e bolhas de ar
no interior do cabelo**

* Segundo Rippon (1988)%; ** Em infeccbes por T. schoenlelinii

RBAC, vol. 34(1), 2002



T. mentagrophytes. J& aquelas associadas ao tipo en-
dothrix estdo T. tonsurans e T. violaceum, entre ou-
tros®®. Os resultados devem ser expressos de maneira
a se fazer uma descricao morfoldgica clara e concisa
das estruturas fungicas observadas a microscopia. Na
Tabela 2 sao descritas resumidamente as estruturas
fungicas mais freqliientes em cada tipo de material
biolégico.

Cultivo e identificacao dos dermatdfitos

O cultivo dos dermatoéfitos é realizado rotineiramen-
te em meio de dgar Sabouraud dextrosado contendo
inibidores bacterianos e fungicos como cloranfenicol
e cicloheximide®'*°. Este meio esta disponivel no
mercado brasileiro com nomes comerciais como
“Mycobiotic agar" (Difco), Mycosel (BBL) ou Agar Sa-
bouraud Seletivo (Biobras). Outro tipo de meio reco-
mendado para o cultivo rotineiro de dermatéfitos é o
agar extrato de malte®®. A temperatura 6tima de cres-
cimento situa-se na faixa de 25 a 30°C. Nestas condi-
¢oes os dermatoéfitos crescem num periodo de uma a
trés semanas.

Como procedimento alternativo de cultivo pode-se
utilizar o meio DTM (“Dermatophyte Test Medium"),
que mostra a reacao alcalina que se segue ao cresci-
mento do dermatoéfito com mudancga de cor para o ver-
melho, ja que utiliza o vermelho de fenol como indica-
dor da reacao®. Entretanto, a utilizacdo deste meio
pode prejudicar a visualizacdo de caracteristicas im-
portantes como a presenca de pigmentos, dificultando
ou inviabilizando a identificacdo da espécie do der-
matofito. Além disso, tém sido descritas reagoes falso-
negativas para dermatoéfitos do género Microsporum,
bem como reacoes falso-positivas para alguns fungos
anemofilos? .

Outros meios especializados podem ser utilizados
quando o material estd fortemente contaminado com
bactérias ou leveduras. E o caso do meio CEA, que é
constituido por dcido casaminico, eritritol e albumi-
na’. Segundo os autores, ele pode ser util para cultivo
de dermatéfitos a partir de amostras provenientes de
pacientes com diabetes ou outras condi¢oes patologi-
cas debilitantes, em cujas lesoes sao encontradas fre-
glientemente leveduras do género Candida, principal-
mente a espécie C. albicans e C. tropicalis.

Para a correta identificacdo da espécie do dermatod-
fito, devem ser avaliadas as caracteristicas macro e
micromorfoldgicas das colonias e, em alguns casos,
critérios fisioldgicos e nutricionais®*’*°. O estudo da
morfologia inclui caracteristicas macroscépicas como
coloracao da superficie e do reverso da coldnia, topo-
grafia, textura e velocidade de crescimento. Além dis-
so, fragmentos da colonia devem ser corados (geral-
mente com lactofenol azul de algodao) e examinados
ao microscopio para a presenca de elementos caracte-
risticos como modificacdes de hifas, macro e microco-
nideos (Tabela III). Algumas vezes pode ser necessa-
ria a realizacdo de repiques das colonias para meios
que favorecam a formacdo de conideos, como agar-
batata ou lactrimel*'. Ensaios adicionais incluem o
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TABELA Il
Principais critérios utilizados para a identificacao
de espécies de dermatofitos*

Tipos de critérios Parametros que podem ser observados

Velocidade de crescimento, textura,
topografia e cor do micélio e formacéo de
pigmento reverso nas coldnias, nos meios
de cultura.

Macromorfolégicos

Presenca de modificacdes de hifas como
gavinhas, candelabros favicos, hifas em
“raquete” e clamidoconideos no micélio.

Micromorfolégicos

Assimilacdo de uréia, estimulagdo de
crescimento em presencga de vitaminas
(tiamina, acido nicotinico), aminoacidos
(histidina) e alcoois (inositol); perfuragao
de pelo “in vitro”.

Fisiol6gicos

* Segundo Rippon (1988)*; Clayton & Midgley (1989)°; Lacaz et al. (1991)""

teste de urease® e teste de perfuracao de pelo “in vi-
tro"! para diferenciacdo das espécies T. rubrum e
T. mentagrophytes e cultivo em graos de arroz para di-
ferenciagao de espécies de Microsporum?®'. Além dis-
so, algumas espécies de dermatofitos que sdo menos
freqiientes na rotina laboratorial, apresentam requeri-
mentos nutricionais especiais de maneira que, para o
seu isolamento, é necessdrio que os mesmos sejam
acrescentados ao meio de isolamento. Assim, o Tricho-
phyton equinum necessita de acido nicotinico enquanto
que o T. verrucosum necessita de inositol e tiamina para
o0 seu crescimento®.

Identificacdo dos dermatofitos baseada
na deteccéo do seu DNA

Uma das areas que tem sido objeto de interesse por
parte dos pesquisadores é o da composicao genética
dos dermatofitos, como é demonstrado pelo grande
numero de publicagdes recentes abordando este
tema?310131516.18.222432 - Alquns destes estudos tiveram
por objetivo utilizar técnicas de biologia molecular na
deteccdo do DNA do dermatofito e por conseqiiéncia
na sua identificagao. Assim, Liu et al. (1997)', por meio
da técnica de AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase
Chain Reaction) conseguiram identificar e diferenciar
amostras de 16 espécies de dermatofitos. Posteriormen-
te, os mesmos autores aperfeicoaram esta técnica e
conseguiram identificar corretamente a espécie de
dermatofito de 23 entre 25 amostras desconhecidas®.
Entretanto, nestes trabalhos, eles utilizaram DNA ex-
traido de culturas de dermatoéfitos e ndo do material
bioldgico das lesdes como seria desejavel.

A possibilidade de detectar diretamente DNA de
dermatofitos a partir de material clinico foi recente-
mente demonstrado por Turin et al. (2000)**. Eles apli-
caram um ensaio de PCR no qual foram amplificadas
regides do DNA ribossomal e assim conseguiram
detectar DNA de varias espécies de fungos, incluin-
do-se entre elas dermatofitos, em 40 amostras clini-
cas de origem humana e animal. Machouart-Dubach
et al. (2001)*! por sua vez compararam o ensaio de

5



PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Lengthy Polymorphism), no qual fragmen-
tos de DNA do dermatéfito, contidos material de le-
sao, foram extraidos, amplificados e posteriormente di-
geridos com enzimas de restricao. As amostras identi-
ficadas desta forma apresentaram uma correspondén-
cia de 98,7% com o método padrdo de cultivo das amos-
tras em agar Sabouraud.

Apesar de todos estes avancos e da intensa pesqui-
sa que estd sendo realizada neste campo, o diagnésti-
co baseado na deteccao e identificacdo de DNA fungi-
co ainda nao pode ser considerado uma metodologia
recomendada para ser utilizada no dia a dia da rotina
de diagnéstico das dermatofitoses, tendo em vista a
inexisténcia até o momento de uma padronizacao para
os diferentes ensaios genéticos, o alto custo dos rea-
gentes utilizados, a infra-estrutura necessaria para a
realizacao destes testes e o treinamento do pessoal de
laboratorio.

CONCLUSOES

O diagnéstico laboratorial das dermatofitoses ain-
da se baseia nos métodos tradicionais de exame mi-
croscopico direto do material clinico e no cultivo do
fungo em &gar Sabouraud ou meios similares, que con-
tenham inibidores. Para que se alcance a sensibilida-
de e especificidade esperadas nestes métodos, é ne-
cessario que o profissional envolvido na rotina mico-
légica tome os devidos cuidados na colheita, conser-
vacao e transporte do material clinico, ja que influen-
ciarao muito no resultado final do exame. Novas me-
todologias que vem sendo desenvolvidas para serem
aplicadas na identificacdo dos dermatofitos a partir do
seu DNA contido no material clinico proveniente da
lesdo, ainda nao atingiram adequada padronizacéao e
uma relacao custo/beneficio que justifiquem a sua uti-
lizacao na rotina laboratorial.
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