Anais Brasileiros de Dermatologia 2025;100(3):557-582

\LEIRA 5
o° €o

)
)
® memxn ®

SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DERMATOLOGIA

&,
4

NS
¥1901019%

N

LOCIEDAD,

www.anaisdedermatologia.org.br

Anais Brasileiros de
Dermatologia

CARTAS - INVESTIGACAO

Primeiro caso de Trichophyton n
indotineae no Brasil: critérios
clinicos, micologicos e
identificacdo genética de
resisténcia a terbinafina™ **

Prezado Editor,

Os dermatofitos resistentes a terbinafina sao atualmente um pro-
blema de saude global, particularmente Trichophyton indotineae. A
terbinafina, potente antifingico no combate aos dermatdfitos, inibe
a enzima esqualeno epoxidase (SQLE), restringindo o crescimento
fingico ao interferir na biossintese do ergosterol; mutacdes pontuais
nos genes SQLE sdo a principal causa de resisténcia aos antifiingicos. '

Trichophyton indotineae, anteriormente denominado T. menta-
grophytes variedade VIII, apresenta frequentemente mutacoes no
gene SQLE.%® Apresentamos o primeiro relato de paciente diag-
nosticado no Brasil com dermatofitose causada por T. indotineae
resistente a terbinafina.

Paciente do sexo masculino, de 40 anos, sem comorbida-
des, natural do Brasil e proveniente de Londres, relatou lesdes
eritemato-descamativas pruriginosas nos membros inferiores e gli-
teos iniciadas em janeiro de 2024 (fig. 1). O paciente relatou viagens
curtas e frequentes durante o segundo semestre de 2023 para Aus-
tria, Eslovaquia, Hungria e Pol6nia em agosto, e para Escocia e
Turquia em novembro e dezembro. Ele procurou atendimento der-
matoldgico em Piracicaba (SP, Brasil), onde foram observados, ao
exame micologico direto, presenca de hifas septadas hialinas, e na
cultura utilizando-se Agar Sabouraud e Mycosel®, crescimento de T.
mentagrophytes. O paciente foi diagnosticado com quadro de der-

Figura 1
membros inferiores.
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Aspecto clinico das lesdes de dermatofitose causada por Trichophyton indotineae acometendo regido posterior de
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Figura 2 Aspecto clinico da recidiva da dermatofitose cau-
sada por Trichophyton indotineae acometendo face anterior da
coxa direita.

matofitose; terbinafina foi prescrita na dose de 500 mg/dia por 14
dias, em marco de 2024.

Embora sem melhora clinica, o paciente retornou a Londres; em
maio de 2024, consulta mantendo as les6es nas mesmas localizacoes
(fig. 2). Nessa oportunidade, prescreveu-se itraconazol 200 mg/dia
por 14 dias, com remissao clinica completa. No entanto, evoluiu
com recaida apods a descontinuagao do tratamento, quando foi pres-
crito fluconazol 150 mg/dia por sete dias, que se mostrou ineficaz.
Com novo ciclo de tratamento com itraconazol na mesma posolo-
gia, o paciente evoluiu com o mesmo resultado: boa resposta inicial
seguida de recaida quatro dias ap6s a descontinuagao do tratamento.
Realizou-se coleta de raspado cutdaneo para nova analise micold-
gica, e tratamento com itraconazol foi prescrito novamente. Houve
melhora do quadro, e o paciente retornou a Inglaterra, perdendo
mais uma vez o seguimento dermatologico.

Nesse cenario de dermatofitose disseminada refrataria a ter-
binafina, mas suscetivel ao itraconazol, evidéncia microbioldgica

sugestiva do complexo de espécies T. mentagrophytes/T. interdi-
gitale, e histdrico de viagens internacionais frequentes, fortemente
sugeriu-se tratar de um caso de T. indotineae. Com o material da
segunda coleta foi confirmada essa suspeita, identificado o isolado
como T. indotineae resistente a terbinafina e fluconazol pela ana-
lise dos exames micoldgicos (fig. 3) associados ao sequenciamento
de DNA da regiao do espacador transcrito interno (ITS) do DNA ribos-
somico. O gene SQLE também foi amplificado e sequenciado usando
os primers descritos.? As sequéncias foram depositadas no GenBank
sob o nimero de acesso PQ634380 (T. indotineae) PQ655447 (SQLE).
As sequéncias empregadas sao mostradas na figura 4. Além disso,
o teste de suscetibilidade antiflingica para terbinafina, fluconazol e
itraconazol foi realizado pelo método de referéncia de microdiluicao
em caldo in vitro descrito pelo EUCAST (E.DEF 9.4).

0 isolado pesquisado é resistente a terbinafina e fluconazol,
(valor limite superior) e 8 pg/mL, respectivamente; e suscetivel ao
itraconazol (valor CIM de 0,064 ng/mL). Os resultados do sequen-
ciamento revelaram duas mutagdes de resisténcia a terbinafina
(Phe?”Leu e Thr¥'?His).

Na dltima década, T. indotineae causou grandes surtos de
infeccdes graves e dificeis de tratar por todo o mundo. As lesdes
podem ser atipicas com multiplas morfologias, incluindo placas con-
céntricas eritematosas, escamosas, papuloescamosas e pustulosas,
além de quadros modificados por uso de corticoides topicos.®

Casos de T. indotineae resistentes a terbinafina descritos sao fre-
quentemente introduzidos por imigrantes de paises endémicos.”°
A alta taxa de transmissao inter-humana é um forte contribuinte
para sua disseminacdo; casos familiares representam cerca de 50%
dos pacientes, e o compartilhamento de fomites é um denomina-
dor comum.’"® No entanto, poucos casos foram relatados até o
momento, principalmente em virtude de identificacdo incorreta e
subnotificacdo.® Esse pode ser o cenario no Brasil, onde a dermato-
fitose resistente a terbinafina pode estar sendo negligenciada, visto
que a identificacao etioldgica de dermatofitos permanece desafia-
dora, pois o sequenciamento de DNA néo € usado rotineiramente no
diagndstico de micoses superficiais.

0 surgimento de T. indotineae resistente a terbinafina é nota-
vel considerando sua frequéncia de até 75% em comparagdo com
44% para T. rubrum.®° Esse fendmeno pode estar ligado a uso ina-
dequado de antibioticos, antifingicos e corticosteroides, mudancas
climaticas e uso indiscriminado de pesticidas e o retorno de movi-
mentos migratérios intensos vistos apos a pandemia de COVID-19.7:

Apresentamos o primeiro relato de dermatofitose causada por
T. indotineae no Brasil, com a evolucao tipica de resisténcia tera-
péutica a diversos antifingicos e resisténcia a terbinafina associada
a mutacdes do gene SQLE. As caracterizacdes fenotipica e geno-

Figura 3

Exames micologicos de Trichophyton indotineae. (A) Exame microscopico direto (com 10% de KOH) em microscopia de

luz (400x) evidenciando hifas septadas hialinas ramificadas e artroconidios. (B) Macromorfologia de cultura de fungos em meio
Sabouraud de anverso branco aveludado e reverso com pigmento amarelo claro. (C) Micromorfologia em microscopia de luz (400x),
corada com azul de lactofenol, evidenciando presenca de numerosos microconidios piriformes e clavados e macroconidios septados

em forma de fuso.
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OM313312.1 RSMPNSFLRPVTNRIPGLMFLGDSLNMRHPLT TVAFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRKSLISVINILAQSLY SIF. NLRVLQRGCFRYFQ
KU242352.2 RSMPNSFLRPVTNRIPGLMFLGDS AFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLIRFHWQRKSLISVINILAQSLY SIF. DPNLRVLQRG YFQ
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MW188000.1 RSMPNSFLRPVTNRIPG NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSRFHWQRRSLISVINILAQSLYSIL. Q
IMW187987.1 RSMPNSFLRPVTNRIPG. NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINILAQSLYSIL FQ
MW187998.1 NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINILAQSLYSIL. "Q
IMW188003.1 NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRKLVLRQLSKRFHWQRRSLISVINIL. L FQ
IMW188016.1 NDVVLLRNLLSPEAVPDLESDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINIL. F. Q
[MW188020.1 NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINIL. F. FQ
[MW187976.1 NDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINILAQ F. FQ
IMW187981.1 AFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKRFHWQRRSLISVINILA o "Q
[MW188025.1 ¢ 5 AFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRKLVLRQLSRFHWQRRSLISVINILA F. FQ
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0Q054983.1 [ECIRPSFEAALERGGFRSMPNSFLRPVTNRIPGLMFLGD SLNMRHPLTGGGMTVAFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINILAQSLY SIFAAGDPNLRVLQRGCFRYFQ
0Q054984 .1 |[ECIRPSFEAALERGGFRSMPNSFLRPVTNRIPGLMFLGDSLNMRHPLTGGGMTVAFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQLSKFHWQRRSLISVINILAQSLY SILAAGDPNLRVLQRGCFRYFQ
IMGS ECIRPSFEAALERGGFREMPNSFLRPVTNRIPGLMFLGDSLNMRHPLTGGGMTVAFNDVVLLRNLLSPEAVPDLSDTRLVLRQL SKFHWQRRSLISVINILAQSLY SILAAGDPNLRVLQRGCFRHFQ

Figura4  Alinhamento do gene SQLE sob alinhamento de multiplas sequéncias CLUSTAL no BioEdit. As sequéncias de aminoacidos de
SQLE doisolado T. indotineae IMT-1778 (MGS) foram comparadas com a sequéncia de referéncia da cepa T. mentagrophytes TIMM2789
(GenBank acc. n° KU242352.) e do isolado T. interdigitale DK-Tinterdig-WT (GenBank acc. n° OM313312.1), bem como sequéncias
SQLE de cepas T. indotineae resistentes a terbinafina (GenBank acc. n° MW187976, MW187980, MW187981, MW187987, MW187998,
MW188000, MW188003, MW188016, MW188020, MW188025, ON863900, ON863899, 0Q054983 e 0Q054984). As substituicbes de
aminoacidos que foram consideradas diferentes no isolado IMT-1778-MGS sdo apresentadas, e suas posicoes sdo mostradas em

caixas vermelhas.

tipica foram essenciais para o diagnéstico e escolha terapéutica
adequados, mas a resisténcia a terbinafina dificulta as opgdes de tra-
tamento e ressalta a necessidade de melhor vigilancia, estratégias
de prevencao e abordagens terapéuticas alternativas.
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Caracterizacgao in vitro de
biofilme produzido por
Fusarium oxysporum, um
agente de onicomicose™ **

Check for
Updates

Prezado Editor,

Onicomicose causada por fungos ndo dermatofitos, como Fusarium
spp., € mais prevalente do que se pensava anteriormente, especi-
almente em climas mais quentes.” Além disso, a onicomicose tem
sido atualmente atribuida a fungos que se organizam em forma de
biofilme.? O biofilme é uma comunidade microbiana complexa, alta-
mente aderida a unha e cercada por matriz que fornece protecao e
resisténcia antiflingica.>*

O grupo de pesquisa dos autores tem estudado o género Fusarium
spp. como agente de onicomicose em hospedeiros imunocompeten-
tes. Foi relatada sua alta prevaléncia na regido estudada, e foram
estabelecidos critérios clinicos e laboratoriais para esse género como
agente causal de onicomicose, determinando o perfil de suscetibili-
dade aos antifiingicos sistémicos mais comumente usados no Brasil.*
Posteriormente, os autores provaram que Fusarium spp. usa a que-
ratina ungueal como fonte Unica de nutrientes,” e foram iniciados
estudos sobre a etiopatogenia da onicomicose causada por Fusarium
com base em modelo ex vivo usando fragmentos de unha humana
estéril.?

Mais recentemente, foi relatado pelos autores, pela primeira
vez, que Fusarium oxysporum é capaz de formar biofilme na unha
humana como Unica fonte nutricional.®” Também foi descrita molé-
cula organica volatil 2-etil-1-hexanol (2EH) como componente de
quorum sensing capaz de modular tal biofilme.? Essas descobertas
foram relevantes para confirmar a etiopatogenia da onicomicose por
Fusarium. Entretanto, nao revelaram as caracteristicas proprias do
biofilme formado sob suporte nutricional. Assim, o presente estudo
teve como objetivo caracterizar a formacao de biofilme in vitro de

DOI do artigo original: https://doi.org/10.1016/j.abd.2024.11.005

* Como citar este artigo: Barros ILE, Veiga FF, Estivalet Svid-
zinski TI. In vitro characterization of biofilm produced by
Fusarium oxysporum, an onychomycosis agent. An Bras Dermatol.
2025;100:560-3.

*¥* Trabalho realizado na Universidade Estadual de Maringa,
Maringa, PR, Brasil.

F. oxysporum, avaliando sua capacidade natural, durante sete dias,
com disponibilidade controlada de nutrientes.

Este estudo foi conduzido com F. oxysporum CMRP2925 isolado de
um caso de onicomicose descrito anteriormente. O isolado foi rea-
tivado para confirmar sua pureza e identificacao, antes dos ensaios,
e foi cultivado em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA; DifcoTM,
MI, EUA) por sete dias a 25°C. Os biofilmes foram preparados de
acordo com Galletti et al.,’ com algumas modificacdes. Suspen-
sdo contendo 1 x 107 conidios mL~" foi preparada em meio RPMI
1640 (Gibco, NY, EUA), com L-glutamina, bicarbonato de sodio,
acido 3-(N-morfolino)propanossulfénico 0,165M (pH 7,2) e glicose
a 2%. Essa suspensao foi colocada em placas de microtitulacao de
fundo plano de 96 pocos e incubada a 35°C em agitador a 110 rev
min~', por sete dias. A cada 24 horas, o meio de cultura era reno-
vado removendo 100 pL do liquido antigo e adicionando o mesmo
volume de RPMI fresco. Durante os sete dias, os biofilmes foram
avaliados sob diferentes aspectos, como descrito anteriormente.®’
Resumidamente, a viabilidade celular foi avaliada pela conta-
gem de unidades formadoras de colonias (UFC), quantificacao
da biomassa total por violeta cristal, atividade metabdlica pelo
ensaio de reducdo do sal de tetrazélio, 2,3-(2-metoxi-4-nitro-
5-sulfofenil)-5-([fenilamino]carbonil)-2H hidroxido de tetrazélio
(XTT), caracterizacao da matriz extracelular (MEC) e observacao da
estrutura do biofilme por microscopia eletronica de varredura (MEV).

No geral, as caracteristicas do biofilme foram semelhantes,
tracando paralelo entre maior suporte nutricional com RPMI e ape-
nas tecido ungueal.® Em ambas as situacdes, foi possivel mostrar
que o terceiro e quarto dias foram criticos. Em meio rico e pH neu-
tro, o nimero de UFC permaneceu constante em todos os momentos
(fig. 1A), desde o primeiro dia, com aumento da atividade metabé-
lica no terceiro dia, estabilizando-se a partir desse momento. Perfil
semelhante foi encontrado para proteinas e acidos nucleicos. Curio-
samente, os polissacarideos foram significantemente consumidos até
o terceiro dia, continuando a declinar gradualmente até o sétimo
dia. Por outro lado, utilizando tecido ungueal como fonte nutricio-
nal, observou-se aumento de UFC até o terceiro dia, alta atividade
metabolica apenas no quarto dia, enquanto o aumento de proteinas
e carboidratos ocorreu tardiamente, corroborando os resultados dos
acidos nucleicos.® Essas diferencas podem ser atribuidas a disponibi-
lidade de nutrientes, com renovacéo diaria do meio RPMI (alimento
a vontade), e ao fato de que no tecido ungueal (alimento restrito),
o proprio fungo necessitou de periodo de adaptacéo.

Além disso, foi observado aumento progressivo na quantidade de
biomassa (fig. 1B) entre o primeiro e o terceiro dias, seguido de
estabilidade, o que parece estar associado ao consumo de polissaca-
rideos (fig. 2), componente fundamental durante o desenvolvimento
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