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RESUMO

BONCI, Mario Mendes. Avaliagdo da viruléncia in vitro de isolados clinicos e ambientais
de fungos dermatdfitos. 2019. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Patologia
Animal). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2019.

Os dermatdfitos constituem grupo de fungos que requerem queratina para crescimento,
colonizando a pele e anexos de animais e pessoas. Embora ndo sejam patdgenos obrigatorios,
Microsporum gypseum, M. canis e Trichophyton spp. relacionam-se a infecgdes em animais,
causando classicamente lesGes circulares na pele. Embora as dermatofitoses por dermatofitos
geofilicos ocorram em menor grau, M. gypseum € a principal espécie envolvida e estes quadros
devem ser considerados. Dentre os fatores que fazem com que os dermatdfitos, tenham
capacidade de infec¢do para animais, destacam-se enzimas como DNase, gelatinase, lipase,
queratinase, elastase e colagenase, que foram avaliadas neste trabalho. O habito dos animais
domésticos permanecerem em contato intimo com a terra, em quintais, vias publicas e parques,
justifica o estudo de sua patogenicidade e a diferenciacdo do perfil enzimatico de isolados
clinicos e ambientais de dermatofitos, o que pode colaborar para estratégias de controle e
prevencdo da dermatofitose. Nossa pesquisa teve como objetivos o isolamento clinico e
ambiental de fungos dermatofitos, avaliando a producdo de DNase, lipase, gelatinase,
queratinase, elastase e colagenase, enzimas relacionadas a viruléncia dos mesmos e a
comparacgdo da capacidade de producdo dessas enzimas relacionadas a patogenicidade entre as
cepas clinicas e ambientais. As cepas ambientais foram obtidas através da técnica descrita por
Vanbreuseghem (1952), que emprega pelos estéreis de equinos misturados ao solo umedecido,
sendo utilizadas amostras de solo oriundas de diferentes locais do Brasil. As amostras clinicas
foram oriundas de pelos e crostas de animais enviadas ao Servico de Diagndstico
Microbiologico Veterinario/UFRRJ e semeadas em meio Mycosel®. A avaliagdo enzimatica
dos dermatdfitos foi feita por leituras de absorbancia em espectrofotometro (colagenase,
elastase e queratinase), formacdo de halo de degradacdo em placas (DNase e lipase) e liquefacédo
em tubos (gelatinase). Dentre os 30 isolados clinicos estdo M. canis (11), M. gypseum (7), M.
nanum (2), T. mentagrophytes (4) e Trichophyton sp. (6). e dentre os 30 isolados ambientais
estdo M. gypseum (25), M. nanum (1) e Trichophyton sp. (4). Nao houve diferenga significativa
estatisticamente na producdo de queratinase, elastase, lipase e gelatinase entre os grupos de
isolados clinicos e ambientais, sendo a maior parte dos fungos produtora de todas estas enzimas.
Houve diferenca significativa estatisticamente entre os grupos na producdo de colagenase e
DNase, com destaque para a auséncia de producao de DNase pela maioria dos isolados
ambientais. Assim, conclui-se que os dermatéfitos oriundos de amostras clinicas ¢ do solo sdo
capazes de produzir queratinase, elastase, colagenase, DNase, lipase e gelatinase, enzimas
relacionas a diferentes etapas do processo da infec¢do dermatofitica em animais e pessoas.

Palavras-chave: Dermatofitose. Dermatopatia. Tinea. Patogenicidade. Micologia ambiental.



ABSTRACT

BONCI, Mario Mendes. Evaluation of in vitro virulence of clinical and environmental
isolates of dermatophyte fungi. 2019. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

Dermatophytes are a fungi group that require keratin for growth, colonizing the skin and
appendages of animals and people. Although not obligatory pathogens, Microsporum gypseum,
M. canis, and Trichophyton spp. are related to infections in animals, usually associated with
circular lesions on the skin. Dermatophytosis by geophilic dermatophytes occurs to a lesser
extent, having M. gypseum as the main etiologic agent involved. Among the factors linked to
the ability of dermatophytes to infect animals, we highlight enzymes such as DNase, gelatinase,
lipase, keratinase, elastase, and collagenase, which were evaluated in the present study. The
behavior of domestic animals to be in close contact with the ground, in backyards, public roads,
and parks justify the study of geophilic dermatophytes virulence factors and the changes on the
enzymatic production between clinical and environmental isolates, which may contribute to
control strategies and prevention of dermatophytosis. The main goal of this study was to
evaluate the production capacity of enzymes related to the pathogenicity of dermatophytes
(DNase, lipase, gelatinase, keratinase, elastase, and collagenase), among environmental and
clinical isolates. The environmental strains were obtained by the technique described by
Vanbreuseghem (1952), which uses pre-sterilized equines hair mixed with the moist soil, using
soil samples from different Brazilian locations. The clinical specimens were obtained from
animal hairs and crusts sent to the Veterinary Microbiological Diagnostic Service / UFRRJ and
isolated in Mycosel® medium. The enzymatic evaluation of the dermatophytes was performed
by spectrophotometry absorbance (collagenase, elastase, and Kkeratinase), enzymatic
degradation in Petri dishes (DNase and lipase) and liquefaction in tubes (gelatinase). In a total
of 30 clinical isolates, M. canis (11), M. gypseum (7), M. nanum (2), T. mentagrophytes (4) and
Trichophyton sp. (6), were identified. Among the 30 environmental isolates are M. gypseum
(25), M. nanum (1) and Trichophyton sp. (4). There was no statistically significant difference
in the production of keratinase, elastase, lipase, and gelatinase between the clinical and
environmental groups, with the synthesis of all the enzymes for most evaluated isolates. There
was a statistically significant difference between the groups in the production of collagenase
and DNase, with emphasis on the absence of DNase production by most of the environmental
isolates. Thus, dermatophytes from clinical and soil samples are able to produce keratinase,
elastase, collagenase, DNase, lipase and gelatinase, enzymes related to different stages of the
dermatophytic infection in animals and humans.

Key words: Dermatophytosis. Dermatopathy. Tinea. Pathogenicity. Environmental mycology.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dermatofitos

Os dermatofitos sdo fungos queratinofilicos e queratinoliticos e devido principalmente
a estas caracteristicas, sdo aptos a desenvolver a dermatofitose, zoonose altamente contagiosa,
que é muito presente na rotina clinica da medicina veterinaria e da medicina humana. Estes
fungos estdo dispersos no solo e também colonizam os anexos queratinizados dos seres vivos,
mesmo sem causar doenca (SIMPANYA, 2000; KONEMAN, 2008; PONTES et al., 2013).

Estdo alocados na divisdo Ascomycota, no sub-filo Pezizomycotina, do reino Fungi,
pertencendo a classe dos Eurotiomycetes, ordem Onygenales e dentro da familia
Arthrodermataceae (DE HOOG et al., 2000).

Recentemente, nova classificacdo foi proposta aos micro-organismos deste grupo,
situando-os em géneros e complexos diferentes dos ja conhecidos: Arthroderma, Microsporum,
Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia e Lophophyton. De importancia veterinaria, o
género Microsporum, agora, possui trés espécies, destacando-se M. canis, principal agente
envolvido em infecgdes de cdes e gatos. O género Trichophyton esta dividido em 16 espécies,
incluindo T. mentagrophytes e T. verrucosum. O género Nannizzia possui 9 espécies,
englobando as novas classificacGes para M. gypseum e M. nanum, agora N. gypsea e N. nana,
respectivamente. Além disso, dois novos géneros foram incluidos no grupo, Guarromyces e
Paraphyton (DE HOOG et al., 2017). Considerando as terminologias ainda utilizadas nos livros
de clinica médica e veterinaria, para efeitos préaticos, neste trabalho estamos considerando
classificagdo proposta até o0 momento.

Os microconidios e macroconidios sdo observados apenas em culturas e ndo em estado
parasitario. A forma infectante é composta por hifas e artroconidios, que se disseminam
centrifugamente em direcdo a partes ainda queratinizadas da pele e anexos, em busca de
substrato (QUINN et al., 2005; MARKEY et al. 2013).

Com base nos habitats, os fungos dermatofitos possuem espécies ainda divididas e
classificadas de acordo com seu local de colonizacdo preferencial em: zoofilicas, geofilicas e
antropofilicas.

Os chamados zoofilicos incluem M. canis, M. persicolor, T. verrucosum, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes, T. eriotrephon, entre outros. Embora exista essa
predisposicdo a hospedeiros especificos, as espécies também podem causar doengas em outros
individuos (HUNGERFORD et al., 1998; QUINN et al., 2005). Ha situacbes em que causam
infeccdes subclinicas nos hospedeiros especificos, levando a quadros clinicos mais aparentes,
em situacdes de imunossupressao (MARKEY et al., 2013).

Dermatofitos antropofilicos sdo comumente isolados do homem, podendo sofrer
influéncia de fatores étnicos, ambientais, culturais, incluindo a vestimenta, entre outros. As
principais espécies sdo Epidermophyton floccosum, M. audouinii e T. rubrum. Os fungos deste
grupo possuem atividade seletiva por diferentes tipos de queratina (ZAITZ et al., 1998; QUINN
et al., 2005). Costumam causar infeccdes leves, ou mesmo cronicas em pessoas, e Sa0 poucos
os relatos de dermatéfitos antropofilicos causando doencas em animais (TERRENI et al., 1985).

Entre os geofilicos, M. gypseum e M. nanum sdo 0s principais representantes e mais
relacionados a les6es em animais. Estes micro-organismos sdao encontrados livres no solo e séo
distribuidos de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas da localidade, como pH,
temperatura e umidade (JOKLIK et al., 1983; ZAITZ et al., 1998). Os animais, € mesmo 0S
humanos, podem adquirir infeccéo por esses fungos, ao entrarem em contato direto com a terra,
ou pelo contato com outro animal infectado (QUINN et al., 2005).

A espécie geofilica M. gypseum é especialmente descrita como causadora de
dermatofitose em animais, estando relacionada, principalmente, a animais de produgdo, como
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equinos e suinos, mas também céaes e gatos (PASCOE E CONNO, 1974; CARLOTTI E
BENSIGNOR, 1999). No Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, o diagndstico da dermatofitose por M. gypseum em animais de companhia possui
prevaléncia significante quando comparada a outros estudos de casuistica. Assim, justifica-se
0 estudo da viruléncia dos dermatofitos geofilicos, comparando sua patogenicidade com a dos
isolados clinicos.

1.1.1 Dermatdfitos zoofilicos de importancia veterinaria

Dentre as principais espécies de afinidade com animais estdo Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes e T. verrucosum. Estudos apontam a prevaléncia de até 100% de
isolados de M. canis mesmo em felinos assintomaticos (ALBANO et al., 2013; DE HOOG et
al, 2000).

M. canis vem sendo descrito como o principal agente causador da dermatofitose em
pacientes, principalmente cées e gatos, de hospitais veterinarios de diversas localidades. Devido
ao contato intimo entre animais e tutores, este fungo também possui consideravel frequéncia
em infeccOes em pessoas, principalmente criangas (CAFARCHIA et al., 2006; ALLIZOND et
al., 2015; BROSH-NISSIMOQV et al., 2018).

Atualmente, sdo descritas duas variedades desta espécie: M. canis var. equinum e M.
canis var. distortum. A primeira possui macroconidios similares ao M. canis propriamente dito,
e é causa rara de dermatofitoses em equinos relatadas na Australia, América do Norte e Europa,
sendo ainda mais raras as infeccfes em outras espécies e pessoas. A segunda apresenta
macroconidios de formato irregular e esta relacionada a dermatofitose em cées, gatos e outros
animais na América do Norte, Nova Zelandia e Australia. Pesquisas relacionadas no Brasil
ainda nao diferenciaram estas variedades da espécie no pais (DE HOOG et al., 2000; KIDD et
al. 2017).

Com relacdo as caracteristicas macromorfolégicas e micromorfologicas de M. canis, as
colénias do mesmo caracterizam-se por pigmentacdo amarelo-limdo em seu reverso. A
superficie é branca e o crescimento ocorre entre 3 e 5 dias. Microscopicamente observa-se
macroconidios fusiformes de parede e septos espessos, apresentando entre 5 e 15 células. Os
microconidios sdo piriformes a clavados, mas sdo raros (KONEMAN et al., 2008).

A espécie Trichophyton mentagrophytes faz parte de um Complexo, sendo T.
mentagrophytes var. mentagrophytes a variedade zoofilica prevalente em medicina veterinaria.
Possui vasta lista de hospedeiros, como roedores, principalmente porquinhos-da-india e ratos,
cangurus, equinos e ovinos (DE HOOG et al., 2000).

As lesbes causadas por esta espécie costumam causar reacdes inflamatorias mais severas
do que as promovidas por outros dermatofitos, sendo comum seu envolvimento em
apresentacdes atipicas da doenca, como invasdo de camadas mais profundas da pele
(VERMOUT et al., 2008; CAFARCHIA et al. 2012).

Com relacdo as caracteristicas macro e micromorfolégicas desta espécie, as colbnias
podem apresentar aspecto algodonoso, ou pulverulento, tendo crescimento relativamente
rapido, entre 3 e 5 dias. A porcdo reversa da coldnia apresenta coloracdo amarela ou vermelha,
tendendo ao marrom escuro. A microscopia observam-se microconidios esféricos,
ocasionalmente clavados e de parede lisa, e em menor nimero, macroconidios alongados
(formato de lapis), com paredes lisas e delgadas, possuindo em alguns casos apéndice terminal
(DE HOOG et al., 2000; KONEMAN et al., 2008).

A espécie Trichophyton verrucosum estd presente no gado bovino e ovino,
principalmente em cria¢Bes, e em humanos, costuma causar lesdes altamente inflamatorias,
geralmente em criadores que entram em contato com estes animais. Ao microscopio, as hifas
sdo largas e irregulares, apresentando muitas terminacdes. Uma peculiaridade da espécie é a
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formacdo de cadeias de clamidoconidios. Os macroconidios sdo raros, mas quando s&o
produzidos apresentam formato de cauda. Nos cultivos, o aparecimento da colénia € lento,
podendo demorar até 14 dias, sendo esta, pequena, aveludada, com centro elevado e de
coloragdo branca a creme (DE HOOG et al., 2000; KONEMAN et al., 2008; KIDD et al., 2017).

1.1.2 Dermatdfitos geofilicos de importancia veterinaria

Dentre as principais espécies de dermatdfitos geofilicos que causam doengas em
animais, encontram-se Microsporum gypseum e M. nanum (PASCOE E CONNOLE, 1974,
CARLOTTI E BENSIGNOR, 1999; KONEMAN et al., 2008).

M. gypseum também faz parte de um Complexo e estad amplamente disperso no solo com
material queratinizado, sendo um dos principais agentes da dermatofitose em animais e
humanos, principalmente naqueles individuos que tem contato direto com a terra, como animais
de producéo e trabalhadores rurais (REZAEI-MATEHKOLAEI et al. 2017).

O M. gypseum apresenta colonia branca, que se torna ocre a castanha e pulverulenta
com o passar dos dias. Geralmente as partes pulverulentas sdo as mais ricas em macroconidios.
A porcéo reversa da col6nia costuma ter pigmento que varia do amarelo ao vermelho.

Seus macroconidios verrucosos e elipsoides aparecem, geralmente, em grande
quantidade, sendo semelhantes aos de M. canis, mas com extremidades arredondadas e porgéo
proximal truncada, com parede e septos delgados, tendo entre quatro e seis células. O
crescimento ocorre entre 3 e 5 dias. Os microconidios podem estar presentes, mas estes nao
facilitam a identificacdo do fungo (DE HOOG et al., 2000; KONEMAN et al., 2008; KIDD et
al., 2017).

M. nanum é, atualmente, classificado como geofilico e zoofilico, estando presente em
solos de criatorios de suinos. As lesbes nestes animais costumam ser crdnicas e as reacoes
inflamatdrias brandas, sendo raros os relatos em outras espécies e humanos (KIDD et al., 2017).

Os macroconidios de M. nanum possuem a particularidade de serem equinulados, de
paredes delgadas, arredondados em uma das extremidades e possuirem entre uma e trés células,
sendo que na maioria das vezes verificamos apenas duas células. Microconidios clavados
aparecem em algumas situacbes e auxiliam na diferenciacdo de outros fungos de
micromorfologia semelhante, como as espécies de Chrysosporium (KIDD et al. 2017).

As colbnias sdo de cor creme, planas, lisas a pulverulentas e os pigmentos estdo
presentes na maioria das vezes, variando de alaranjado escuro a vermelho escuro em seu
reverso. Demoram entre 3 e 5 dias para se desenvolver (KONEMAN et al., 2008).

1.2 Dermatofitose

A dermatofitose é micose superficial de carater zoonotico, que pode atuar em ambos 0s
sentidos de transmissao, mesmo sendo raros os relatos de infeccdo de animais ap6s o contato
com humanos com dermatofitose. Embora as les6es tenham a tendéncia de se restringir a
superficie cutanea, quadros de infeccdo dermatofitica subcutanea, principalmente em felinos da
raca Persa e cdes Yorkshire Terrier, sdo comumente relatados. Existem ainda casos de
micetomas, rinite e estomatite relacionados a presenca de dermatofitos (TERRENI et al., 1985;
VERMOUT et al., 2008; MORIELLO et al., 2017; ZIGLIOLI et al., 2017).

Para o desenvolvimento da doenca, diversos fatores podem ser levados em
consideracdo, como: contato com material ou superficie infectante, frequéncia de exposicao,
presenca de lesdo traumatica prévia, estresse, presenca de outras enfermidades, umidade e
temperatura do ambiente (MORIELLO et al., 2017).

S&o conhecidas trés etapas na infeccdo dermatofitica: adesdo, germinacéo e penetracdo
no estrato corneo. A adesao dos artroconinios, que sdo as formas infectantes dos dermatéfitos,
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a superficie leva até 12 horas apds o primeiro contato com o fungo. Nesta etapa estdo envolvidas
subtilisinas, principalmente Sub3, encontradas como principal fator de viruléncia em modelo
felino de infeccdo por M. canis. A Sub3 é protease altamente queratinolitica produzida por
fungos. Ressalta-se que a producdo dessas substancias se inicia apds duas horas do primeiro
contato com os artroconidios (TABART et al., 2007; MONODI, 2008; VERMOUT et al.,
2008).

A etapa de germinagao ocorre, em geral, ap6s 24 horas do contato com o fungo. Consiste
basicamente no desenvolvimento de hifas pelos artroconinios e na fragmentacdo dessas hifas
em novos artroconidios, fechando-se assim, um ciclo que mantém a infec¢do dermatofitica no
hospedeiro (VERMOUT et al., 2008).

A invasdo do estrato corneo, propriamente dita, comeca dentro de trés dias. Sabe-se da
producéo de diversas endoproteases e serinas, como as fungolisinas e as subtilisinas, mas sabe-
se pouco sobre a acdo de outras enzimas, como lipase, gelatinase, DNase e elastase. Porém, a
producéo dessas substancias nesta etapa da dermatofitose, evidencia seu papel na lise e absorc¢ao
de constituintes da superficie cornea pelos dermatéfitos (VERMOUT et al., 2008; URIBE E
CARDONA-CASTRO, 2013).

O aparecimento de lesdes acontece entre uma e trés semanas ap0s a adesdo do fungo.
Estas lesdes sdo classicamente alopécicas, arredondadas, podendo ter prurido, ou nédo, e as
bordas podem conter pontos inflamatorios elevados, em alguns casos. O surgimento costuma
ocorrer, principalmente, na face do animal, podendo ser lesdes localizadas e Unicas, mas que
podem disseminar-se por todo o corpo, a exemplo do que ocorre em animais imunossuprimidos
ou ndo tratados (MORIELLO et al., 2017).

As técnicas de diagnostico da dermatofitose variam desde os metodos utilizados pelos
médicos veterinarios clinicos, como o uso da lampada de Wood e o uso do dermoscopio, aos
exames laboratorias, como cultura flngica e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na rotina
dermatoldgica, a lampada de Wood indica, através da fluorescéncia dos pelos, as melhores areas
para coletar-se amostras para microscopia direta e cultura fangica, areas que podem nao ser
identificadas sem a utilizacdo desta ferramenta. Ressalte-se ainda, que as crostas de lesdes
podem mascarar pelos infectados, recomendando-se a retirada destas antes do exame de
fluorescéncia. Quando obtem-se resultados positivos no exame de lampada de Wood e na
microscopia direta, o tratamento da dermatofitose pode ser iniciado, mesmo antes dos
resultados da cultura fangica serem fornecidos (NEWBURY & MORIELLO, 2014).

A microscopia direta dos pelos e crostas é realizada tanto pelos clinicos, quanto pelos
microbiologistas. Tradicionalmente, utiliza-se tratamento das amostras com solucdes
clarificantes, KOH e NaOH, em concentracdes de 15 a 20%, facilitando a visualizacdo de
artroconidios e outras estruturas fangicas (AHMADI et al., 2015). Outros examinadores
recomendam a utilizacdo de KOH na concentracdo de 10% misturado ao azul de metileno,
destacando os artroconidios e facilitando os exames (KHALED et al., 2015), e alguns
substituem o azul de metileno por dimetilsulfoxido (DMSO), potencializando a acéo
clarificante do KOH (MIRANDA & SILVA, 2005). Newbury & Moriello (2014) recomendam
a utilizacdo de 6leo mineral, descartando o uso de solugdes clarificantes durante a microscopia
direta dos pelos. Solu¢des de maior custo podem ser empregadas, como a utilizacdo de agentes
fluorescentes, como Calcofluor-white® e Blankophor® (FRYMUS et al., 2013).

Para muitos clinicos, quando a anamnese e 0s exames prévios levantam alta suspeita de
dermatofitose, o resultado da cultura fungica ndo é essencial para o inicio do tratamento
(NEWBURY & MORIELLO, 2014). A cultura fangica, no entanto, ¢ 0 método mais barato e
pratico de obter-se a confirmacdo do agente envolvido na infeccdo. Para Frymus et al. (2013) a
cultura em agar Sabouraud-dextrose ainda € o “método ouro” para diagnéstico das
dermatofitoses, por tratar-se de técnica de boa sensibilidade e possibilitar identificar os géneros
e espécies. O isolamento também pode ser realizado em meios especificos para dermatofitos,
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como DTM®, sendo a identificacdo do fungo baseada em alteracdes na cor do meio de cultivo,
pratica comum em diagndstico microbioldgico veterinario. Alguns laboratérios utilizam meios
seletivos para fungos patogénicos, como agar Mycobiotic® e Mycosel® (AHMADI et al., 2015).

Vale ressaltar que ap6s desenvolvimento da cultura, deve-se realizar a microscopia das
colbnias, nunca baseando-se apenas em suas carcteristicas macromorfoldgicas.

As colbnias de Microsporum spp. apresentam crescimento mais rapido e, a formacao de
macroconidios em abunddncia facilita a identificacdo das espécies. Ja as coldnias de
Trichophyton spp. possuem crescimento lento, acima de 7 dias. Estas sdo, em sua maioria,
brancas, algodonosas a aveludadas, podendo produzir pigmentos, como verifica-se nos
desenvolvimentos de T. rubrum. Os microconidios podem estar ausentes e 0s macroconidios
podem ser raros. A observacdo das hifas e arranjos de clamidoconidios auxiliam, em alguns
casos, na identificacdo do género (DE HOOG et al., 2000; KONEMAN et al., 2008).

Deve-se ter muita cautela na avaliagdo das col6nias e na microscopia destas, ja que
muitos fungos dimérficos, também podem infectar tecidos cutdneos e possuir caracteristicas
semelhantes as dos dermatofitos. Além disso, fungos sapréfitas ndo-patogénicos podem ser
isolados das superficies queratinizadas. O diagnostico errdneo pode acarretar em complicacdes
clinicas severas (KONEMAN et al., 2008).

Atualmente, técnicas avancadas tem sido utilizadas para o diagnostico, como reagédo
em cadeia da polimerase (PCR) e Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
(MALDI-TOF), que utiliza espectrometria de massa para analise dos micro-organismos
(ERHARD et al., 2007; BEIFUSS et al., 2011; KONDORI et al., 2013). Algumas destas
técnicas possuem a vantagem de identificar os dermatofitos diretamente das amostras, como a
PCR, em até 24 horas (BEIFUSS et al., 2011). No entanto, estas praticas ainda sdo pouco
utilizadas na rotina de diagndstico em medicina veterinaria devido aos custos ainda elevados.

Pesquisas mais recentes tem utilizado a dermoscopia ou microcopia de
epiluminescéncia para a caracterizacdo de lesbes de dermatofitos, tendo bons resultados no
diagnostico quando utilizado em conjunto com a cultura de dermatéfitos (DONG et al.,
2016).

Em animais imunocompetentes, as lesdes causadas por dermatofitos costumam regredir
espontaneamente, aproximadamente em 1 ou 3 meses, mesmo sem a utilizacdo de farmacos
(FRYMUS et al., 2013). O tratamento topico é sempre necessario, pois é a unica maneira de
combater estruturas fungicas presentes na superficie da pele e pelos, enquanto drogas sistémicas
atingem apenas os fungos nos foliculos pilosos (MORIELLO, 2014).

O tratamento topico baseia-se, na maioria dos casos, em shampoos compostos por
miconazol, enilconazol, ou cetoconazol e clorexidina (NEWBURY et al., 2011; FRYMUS et
al., 2013). Pesquisas mais recentes tem testado formulacdes topicas de econazol e terbinafina
no tratamento de dermatofitoses em gatos. A terbinafina destaca-se por ndo causar irritacdo na
pele dos animais e por gerar resultados clinicos melhores do que os antifungicos azdlicos
(IVASKIENE et al.,, 2016). Em animais de pelo longo e com infec¢bes generalizadas,
recomenda-se o corte dos pelos, facilitando a acdo dos antifungicos e diminuindo a
disseminacdo de estruturas fingicas para o ambiente, pessoas e outros animais (FRYMUS et
al., 2013).

Sistemicamente, as drogas mais utilizadas sdo itraconazol, terbinafina, griseofulvina e
cetoconazol (FRYMUS et al, 2013; NARDONI et al.,, 2013; MORIELLO, 2014). Os
protocolos de tratamento por via oral variam entre 2 e 7 semanas, lembrando que essas drogas
podem causar efeitos adversos nos animais e devem ser escolhidas de acordo com as
particularidades de cada individuo (FRYMUS et al., 2013).

Visando casos severos, ou recorrentes de dermatofitose, foram desenvolvidas vacinas
tanto para tratamento, quanto para a prevencao da doenca. Os resultados quanto ao tratamento,
porém, tem se mostrado melhores quando comparados a agdo preventiva das vacinas, que ainda
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é discutida por clinicos e pesquisadores (WESTHOFF et al., 2010; WESTHOFF et al., 2017).
Westhoff et al. (2017) verificaram, em relacdo a vacinas inativadas de dermatéfitos, a melhor
terapia, ndo observando efeitos indesejaveis em pacientes tratados, e que foram posteriormente
curados.

Devido ao elevado nimero de intoleré&cia a alguns farmacos, ao alto custo de drogas no
mercado e ao crescimento de produtos medicinais naturais, terapias alternativas para a
dermatofitose tem sido estudadas. Dentre estas alternativas estdo o prépolis e componentes de
alguns vegetais, como saponinas, alcaldides, taninos, quinonas, flavondides, cumarinas e
lignanas, que podem ser extraidos de araucarias e plantas do género Baccharis, por exemplo
(LOPES et al., 2017). Capoci et al. (2015) alcancaram satisfatéria acdo fungicida e fungistatica
in vitro da citronela, sendo terapia promissora pra a dermatofitose em felinos e controle dos
fungos no ambiente.

Quando o animal infectado vive sem companhia de outros animais, a desinfeccdo do
ambiente é considerada desnecessaria. Mas, no caso de surtos e grupos maiores de animais no
mesmo ambiente, a desinfeccdo dos comodos € necessaria. A maioria dos desinfectantes
vendidos como fungicidas ndo possui acdo contra artroconidios de dermatofitos. Entéo
recomenda-se a utilizacdo de substancias com enxofre, cloro e enilconazol para a limpeza de
superficies e controle do fungo no ambiente (MANCIANTI et al., 2003; FRYMUS et al., 2013).

1.3 Fatores de Viruléncia

A capacidade de se instalar em porcdes do tecido corneo, invadir esses tecidos e causar
doenca, esta relacionada a producéo de enzimas pelos dermatoéfitos. Naturalmente, pode haver
variacOes na quantidade e especificidade das enzimas produzidas pelos fungos em diferentes
situacbes, como: dermatofitos isolados do solo, dermatéfitos de animais assintomaticos,
dermatofitos de animais com dermatofitose e, mesmo, o estagio em que se encontra a doenga
(VERMOUT et al., 2008; SHARMA et al., 2012; URIBE E CARDONA-CASTRO, 2013).

Desta forma, diversas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de entender melhor
a acdo dessas enzimas, permitindo compreender melhor a patogenicidade dos dermatéfitos e a
patogenia da dermatofitose. Dentre as principais enzimas estudadas estdo a queratinase,
elastase, colagenase, lipase, gelatinase, e ainda com poucos dados, a DNase (VIANI et al., 2001;
DA SILVA et al., 2005; GIUDICE et al., 2012; SHARIFZADEH et al., 2016).

Diversas técnicas para deteccdo e quantificacdo dessas enzimas foram desenvolvidas
durante os anos. Dentre elas estdo a formacdo de halos de degradacdo de substrato em placas
de Petri, espectrofotometria, cromatografia, imunoensaios, entre outros. Nas pesquisas com
dermatofitos, prevalecem o uso de espectrofotémetro e formacao de halos de degradacdo em
meios com substrato (HANKIN E ANAGNOSTAKIS, 1975; MUHSIN et al.,, 1997,
GERCEKER et al., 2009; ELAVARASHI et al. 2017)

Uma das maneiras de se tentar inibir a dermatofitose seria por meio do controle da
producdo enzimatica por parte dos fungos. Meevootison e Niederpruem (1979) ja buscavam
inibidores para os fatores de viruléncia de cepas de Trichophyton rubrum, obtendo resultados
promissores in vitro. Este mesmo trabalho e Kotrajaras (1965) ja reforcavam a influéncia direta
do pH na acdo dessas enzimas, sendo este um ponto chave para futuras pesquisas.

A enzima mais estudada em dermatofitos, certamente é a queratinase, sendo a queratina
0 substrato que define o grupo a que pertence estes fungos. A gueratina é uma macromolécula
insolivel, com propriedades fisico-quimicas especificas, sendo componente de tecidos
cornificados da epiderme, enquanto em porcdes ditas “vivas”, sdo classificadas como pré-
queratinas, ou citoqueratinas (MONODI, 2008; VERMOUT et al., 2008).

A queratinase é enzima extracelular, que possui capacidade de degradar tanto queratinas
macias, quanto queratinas duras. A maioria das queratinases produzidas por dermat6fitos sao
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classificadas como metaloproteinases, ou seja, dependem de ions metalicos para realizar
catélise. O processo de acdo desta enzima € dividido em duas etapas: a primeira consiste em
alcalinizar a superficie queratinizada, permitindo o ambiente 6timo de atuacdo (desaminacao)
e a segunda é a queratindlise, onde a dissulfeto redutase e a queratinase trabalham em
sinergismo, destruindo pontes dissulfeto e permitindo a liberacdo de moléculas de queratina,
gerando consequentemente peptideos e aminoécidos capazes de suprir as necessidades dos
fungos (VERMOUT et al., 2008; CORTEZI, 2009). Assim, esta enzima tem fator primordial
nos primeiros estagios da dermatofitose, permitindo a utilizacdo de substrato e disseminagéo
das estruturas flngicas pela epiderme.

Outro constituinte da pele e de estruturas mais profundas do organismo, como vasos e
ligamentos, é a elastina. A producdo da elastase vem sendo relacionada a intensidade das
reacOes inflamatérias e a existéncia de leses em pessoas, coelhos e outros animais,
principalmente em dermatofitose causada por T. mentagrophytes, considerada espécie forte
produtora desta enzima. (RIPPON E VARADI, 1968; LOPEZ-MARTINEZ et al., 1994;
MUHSIN et al., 1997; CAFARCHIA et al., 2012).

Por esta relagio com a resposta inflamatoria e o desenvolvimento das lesGes
dermatofiticas, ha muito tempo ja se busca a possibilidade de inativacdo da elastase, como a
utilizacdo de agentes quelantes, alteracdo de pH e baixas concentragdes de glicose. Na pratica
clinica, porém, esses métodos ainda ndo se mostram eficientes no controle da dermatofitose
(MEEVOOTISOM E NIEDERPRUEM, 1979; APODACA E MCKERROW, 1990).

Outro substrato em potencial para os dermatofitos € o colageno, um dos elementos de
maior abundancia nos organismos vivos, constituido da matriz extracelular e dando suporte as
células. Existem diversos tipos de colageno no organismo, sendo o do tipo | presente na pele,
tenddes e 0sso0s, e, portanto, de maior importancia em pesquisas sobre dermatéfitos. S40 poucas
as pesquisas que buscam a producdo de colagenase por dermatofitos, sendo mais comuns 0s
trabalhos com degradacdo da gelatina, produto da hidrdlise parcial do colageno (RIPPON,
1968; IBRAHIM-GRANET et al., 1996; VIANI et al., 2007).

A desoxirribonuclease (DNase) € a enzima responsavel por clivar as ligacdes
fosfodiéster presentes na molécula de DNA. Em humanos, a producdo de DNase por
dermatofitos é diretamente proporcional a intensidade de resposta inflamatéria do paciente.
Assim, em amostras provenientes de pacientes com dermatofitose cronica, espera-se altas taxas
de atividade de DNase, enquanto em casos agudos de dermatofitose a expressao desta enzima
tende a ser menor. Autores relatam dificuldades em testes de producdo da DNase,
principalmente durante a leitura de resultados e, por isso, novas técnicas como as que utilizam
corridas em gel de agarose tem sido avaliadas para facilitar estas pesquisas (VIANI et al., 2001;
GERCEKER et al., 2009; CAFARCHIA et al., 2012).

Outra enzima importante nos estagios inicias da dermatofitose € a lipase. A superficie
dos tecidos queratinizados possui camada lipidica, que deve ser rompida dando acesso direto a
gueratina. Assim, € uma das enzimas mais estudadas acerca da patogenicidade dos dermatofitos
(HELLGREM E VINCENT, 1981; VIANI et al., 2001). Embora seja produzida por
praticamente todos os dermatéfitos, a lipase ndo € descrita como estando diretamente
relacionada ao aparecimento das les6es, sendo produzida tanto por fungos isolados de animais
sintomaticos, assintomaticos e também do ambiente (CAFARCHIA et al. 2012;
ELAVARASHI et al., 2017).

A gelatinase também € enzima amplamente estudada em dermatéfitos, sendo a gelatina
produto da hidrolise parcial do colageno, estando presente em grande quantidade no organismo
de animais e pessoas. Esta proteina vem se mostrando como forte influenciador no
desenvolvimento de dermatdéfitos, seja contribuindo para o crescimento em meios de cultura,
seja inibindo quando presente em altas concentra¢fes (JACOBS E LORINCZ, 1957). Sharma



et al. (2017) mostraram ser, os dermatofitos, fortes produtores de gelatinase frente a outros
grupos de fungos, podendo esta, também ser uma enzima que caracteriza o grupo.

Desta forma, entender melhor a acdo e a capacidade dos dermatofitos, de origem clinica
ou ambientais, em produzir esses fatores de viruléncia pode ajudar a elucidar os mecanismos
que estes fungos utilizam para causar dermatofitose em animais e pessoas, bem como
compreender melhor sua sobrevivéncia em substratos livres no ambiente.

1.4 Objetivos
- Isolamento de dermatoéfitos de amostras clinicas e ambientais.

- Avaliar a producéo de queratinase, elastase, colagenase, DNase, lipase e gelatinase, enzimas
relacionadas a viruléncia de dermatofitos, pelos isolados clinicos e ambientais.

- Comparar a capacidade de producédo de enzimas relacionadas a patogenicidade entre as cepas
clinicas e ambientais.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento Experimental

Isolamento de cepas clinicas e ambientais de dermatofitos

l

Identificacdo fenotipica dos dermatdfitos

— T

Cultivo em caldo Sabouraud por 15 dias Cultivo em agar Sabouraud por 7 dias

- —

Cultivo em caldo com substrato

Cultivo em placas com substrato

(queratina, colageno e elastina) por (DNase ¢ lipase) por 15 dias — 25°C uma semana — 25°C

14 dias — 25°C

l l i

Avaliacdo das enzimas pela Afericdo dos halos de degradacdo Aferigdo da liquefacéo da gelatina nos
absorbancia em espectrofotdbmetro de substrato nas placas tubos; classificacdo da degradacao

S —

Anélise dos dados obtidos

2.2 Isolamento de Cepas Clinicas

Os pelos, coletados por avulsdo, de animais com lesGes de dermatofitose atendidos no
Hospital Veterinario da UFRRJ, foram semeados em Agar seletivo para fungos patogénicos®
(Merck®) e incubados a 25°C por até 15 dias. Foram utilizadas 30 amostras obtidas através do
servico de Diagnostico Microbiolégico Veterinario da UFRRJ. A coleta, armazenamento e
transporte de amostras teve orientacdo através de palestra realizada pelos residentes do
Diagndstico Microbioldgico Veterinario para os outros residentes do Hospital Veterinario da
UFRRJ.

O projeto foi protocolado sob 0 CEUA n° 1395270617, sob a responsabilidade de
Francisco de Assis Baroni e equipe; Méario Mendes Bonci; Mario Tatsuo Makita; Daniel Paiva
Barros de Abreu; Sergio Gaspar de Campos; Marcia Gardénia dos Santos Jansen - que envolve
a producgédo, manutencdo e/ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de
2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
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Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ)
na reunido de 24/11/2017.

2.3 Isolamento de Cepas Ambientais

Foram utilizadas 30 amostras ambientais de dermatofitos. Amostras de solo foram
coletadas de diferentes localidades do Brasil, sendo armazenadas em sacos plasticos e enviadas
pessoalmente, ou por servico postal ao Laboratdrio de Leveduras Patogénicas e Ambientais do
Instituto de Veterinaria da UFRRJ. Os fungos foram obtidos de acordo com técnica descrita por
Vanbreuseghem (1952), onde quantidade de terra suficiente foi colocada em placas de Petri de
vidro até que seu fundo fosse completamente coberto. Posteriromente, pelos estéreis de equino
foram misturados ao solo umedecido, servindo como iscas aos dermatéfitos. O surgimento das
colbnias ocorreu em até 15 dias apds o processamento inicial.

2.4 ldentificagdo Morfologica das Cepas

Os fungos isolados, de origem clinica e ambiental, foram semeados em agar
Fungobiotic® (Himedia®) contido em placas de Petri. As amostras de dermatofitos foram
identificadas através da macromorfologia pela tecnica da coldnia gigante, onde o
desenvolvimento de um indculo central do fungo na placa de Petri permite a observacéo
completa das caracteristicas da colbnia, e por observacdo da micromorfologia, considerando-se
formato dos macroconidios, numero de células do mesmo, parede etc.

As colbnias de Micorsporum canis foram identificadas pela pigmentacdo amarelo-limao
em seu reverso. A superficie € branca e o crescimento ocorreu entre 3 e 5 dias.
Microscopicamente, observou-se macroconidios fusiformes de parede e septos espessos,
apresentando entre 5 e 15 células. Os microconidios sdo piriformes a clavados, mas so raros.

Trichophyton mentagrophytes foi identificado pela colénia de aspecto algodonoso, ou
pulverulento, tendo crescimento relativamente rapido, entre 3 e 5 dias. A porcao reversa da
col6nia apresenta coloracdo amarela ou vermelha, tendendo ao marrom escuro. A microscopia
observou-se microconidios esféricos, ocasionalmente clavados e de parede lisa, e em menor
namero, macroconidios alongados (formato de lapis), com paredes lisas e delgadas, possuindo
em alguns casos apéndice terminal.

Microsporum gypseum apresentou colénia branca, que se tornou ocre a castanha e
pulverulenta com o passar dos dias, sendo a por¢éo reversa de pigmento que varia do amarelo
ao vermelho. Os macroconidios séo verrucosos e elipsoides, geralmente, em grande quantidade,
com extremidades arredondadas e porcdo proximal truncada, com parede e septos delgados,
tendo entre quatro e seis células. O crescimento ocorre entre 3 e 5 dias. Os microconidios sdo
raros.

M. nanum possue macroconidios equinulados, de paredes delgadas, arredondados em
uma das extremidades e possuem entre uma e trés células, sendo que na maioria das vezes
verificamos apenas duas células. Microconidios clavados aparecem em algumas situacdes. As
colénias demoraram entre 3 e 5 dias para se desenvolver e sdo de cor creme, planas, lisas a
pulverulentas e os pigmentos variando de alaranjado escuro a vermelho escuro em seu reverso.
(DE HOOG et al., 2000; KONEMAN et al., 2008; KIDD et al. 2017).

As colbnias que apresentavam apecto algodonoso a pulverulento, de superficie branca
a creme e de pigmentos variados em seu reverso, com macroconidios e microconidios
caracteristicos do género Trichophyton, ndo permitindo distingdo entre espécies, foram
classificadas apenas como Trichophyton sp.
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2.5 Preservacéo das Cepas

As amostras foram mantidas por repiques continuos em tubos contendo agar
Fungobiotic® (Himedia®) por todo o periodo de experimentos. As amostras permanecem na
colecdo em tubos com agar Fungobiotic® (Himedia®), para diminuir o surgimento de micro-
organismos contaminantes, acrescidos de 6leo mineral (Proquimios®) para futuras anélises.

2.6 Avaliacdo da Atividade Enzimatica
2.6.1 Queratinase

Cada isolado de fungo dermatéfito foi inoculado em 5mL de caldo Sabouraud dextrose,
sendo incubados a 25°C por 15 dias (Meio estético). Passado esse periodo, uma solucdo de
500uL contendo 108 estruturas fngicas (contagem em camara de Neubauer) (Figura 1 e Figura
2) foi transferida para 50 mL de meio com queratina oriunda de chifre bovino (adicdo em 1L
de 4gua destilada: 6g de MgSOa; 1mL de Protovit®; 0,111g de CaCly; 3g de chifre bovino em
po) (SIESENOP & BOHM, 1995), sendo esta a fonte exclusiva de nitrogénio e carbono,
estimulando, desta forma, a producdo de queratinase. As cepas permaneceram incubadas a 25°C
por 14 dias na auséncia de luz (Meio estético).

Apo6s este periodo, o sobrenadante dos tubos foi centrifugado a 6000 rpm por 10
minutos, e para 1 mL deste, foram adicionados 2 mL de solugéo (pH 8,0) 200 mM de tris-HCI,
100 mM de CaCl, e 10 mg de Keratin Azure (SIGMA®). A degradagdo da queratina foi
quantificada em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 595 nm, apds o material ser
incubado por 24 horas em banho-Maria a 37°C (Meio estatico) e novamente centrifugado a
6000 rpm por 10 minutos (DA SILVA et al., 2005; VIANI et al., 2001).

Foi considerado como uma unidade de queratinase (UK), um incremento de 0,01 da
leitura de absorbancia em relagéo ao controle, constituido apenas da solucéo tampé&o e a Keratin
Azure (SIGMA®) (APODACA et al., 1990).

Figura 1 — Estruturas de Microsporum gypseum em
camara de Neubauer espelhada (200X)
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Figura 2 — Estruturas de Microsporum nanum em
camara de Neubauer espelhada (200X)

2.6.2 Elastase

Cada isolado de fungo dermatéfito foi inoculado em 5mL de caldo Sabouraud dextrose,
sendo incubados a 25°C por 15 dias (Meio estatico). Passado esse periodo, uma solucdo de
500uL contendo 108 estruturas fungicas (contagem em camara de Neubauer) foi transferida para
50 mL de meio contendo elastina (adicdo em 1L de agua destilada: 6g de MgSQO4. 1mL de
Protovit®; 0,111g de CaCly; 3g de elastina) (SIESENOP & BOHM, 1995), sendo esta a fonte
exclusiva de nitrogénio e carbono, estimulando, desta forma, a producdo de elastase. As cepas
permaneceram incubadas a 25°C por 14 dias na auséncia de luz (Meio estatico).

Apos este periodo, o sobrenadante dos tubos foi centrifugado a 6000 rpm por 10
minutos, e para 2 mL deste, foram adicionados 2 mL de tampé&o fosfato 10 mM (pH 7,0) e 20
mg de Elastin Congo-Red (SIGMA®). Este conjunto foi incubado por 2 horas a 37°C (Meio
estatico) e novamente centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos (DA SILVA et al., 2005; VIANI
et al., 2001).

A degradacdo da elastina foi quantificada em espectrofotdmetro em comprimento de
onda de 495 nm. Considerou-se como uma unidade de elastase (UE), um incremento de 0,1 da
leitura de absorbancia em relacdo ao controle (tampéo fosfato 10 mM de pH 7,0 e 20 mg de
Elastin Congo-Red (SIGMA®)) (RUST et al., 1994; KOTHARY et al., 1984).

2.6.3 Colagenase

Cada isolado de fungo dermatofito foi inoculado em 5mL de caldo Sabouraud dextrose,
sendo incubados a 25°C por 15 dias (Meio estatico). Passado esse periodo, uma solucdo de
500pL contendo 10° estruturas flngicas foi transferida para 50 mL de meio contendo colageno
tipo | (SIGMA®) (adicio em 1L de agua destilada: 6g de MgSOa4; 1mL de Protovit®; 0,111g de
CaCly; 3g de colageno tipo | (SIGMA®)) (SIESENOP & BOHM, 1995), sendo esta a fonte
exclusiva de nitrogénio e carbono, estimulando, desta forma, a produgdo de colagenase. As
cepas permaneceram incubadas a 25°C por 14 dias na auséncia de luz (Meio estéatico).

Apds este periodo, o sobrenadante dos tubos foi centrifugado a 6000 rpm por 10
minutos, e para 0,2 mL deste, foi adicionada uma suspenséo de 0,2 mL contendo 1,0 mmol/L
de peptidio sintético [PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-d-Arg], preparada com 0,1 mol/L de tampao tris-
HCI (pH 7,2) e 1,6 mL de tampao Tris HCI. Este conjunto foi incubado por uma hora a 37°C
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(Meio estético) e novamente centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos (DA SILVA et al., 2005;
VIANI et al., 2001).

A degradacdo do peptideo e a producdo de PZ-Pro-Leu foram mensuradas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 320 nm. O incremento de 0,1 em absorvancia em
relacdo ao controle (0,4 mL do tampdo utilizado e 0,2 mL do substrato) foi considerado uma
unidade de colagenase (UC) (CHAKRABORTY E CHANDRA, 1986; SODERLING E
PAUNIO, 1981).

2.6.4 DNase

Os isolados de dermatofitos foram cultivados por 7 dias em agar Sabouraud dextrose a
25°C, antes de serem transferidos para as placas de detec¢éo de atividade da DNase.

O indculo foi obtido com alca descartavel estéril em volume de 1L, sendo depositado
no centro da placa de Petri contendo agar para teste de DNase (pH 7,3). As placas ficaram
incubadas a 25°C por 15 dias.

A producdo de DNase foi considerada positiva quando houve formagédo de halo de
degradacédo ao redor da coldnia. Nesta técnica, as vezes é necessaria a adicdo de solucdo de
acido cloridrico 5N como revelador do halo.

A atividade enzimatica (PzD) dos isolados foi determinada pela razéo entre o diametro
da coldnia e o diametro do halo de degradacéo do substrato.

2.6.5 Lipase

Os isolados de dermatofitos foram cultivados por 7 dias em agar Sabouraud dextrose a
25°C, antes de serem transferidos para as placas de deteccédo de atividade da lipase.

O in6culo foi obtido com alga descartavel estéril em volume de 1pL, sendo depositado
no centro da placa de Petri contendo meio para deteccdo de lipase (adicdo em 1L de agua
destilada: 10g de peptona; 5g de NaCl; 0,1g de CaCly; 20g de agar; 10 mL de Tween 20 — pH
5,5). As placas ficaram incubadas a 25°C por 15 dias.

A producdo de lipase foi considerada positiva quando houve formacgdo de halo de
degradacéo, ou precipitacdo de sais ao redor da col6nia.

A atividade enzimatica (PzL) dos isolados foi determinada pela razdo entre o diametro
da coldnia e o didametro do halo de degradacéo do substrato.

2.6.6 Gelatinase

Os isolados de dermatofitos foram cultivados por 7 dias em agar Sabouraud dextrose a
25°C, antes de serem transferidos para os tubos de detec¢édo de atividade da gelatinase.

O in6culo foi obtido com alga descartavel estéril em volume de 1pL, sendo depositado
em tubo contendo 5 mL de meio para deteccdo de gelatinase (adicdo em 1L de &gua destilada:
5¢g de peptona; 3g de extrato de carne; 120g de gelatina — pH 7,1). Os tubos ficaram incubados
a 25°C por uma semana.

A producdo de gelatinase foi considerada positiva quando houve liquefacdo do meio
contendo substrato. Apos o periodo de incubacdo, os tubos foram colocados em temperatura de
refrigeracdo por dez minutos para evitar leituras positivas falsas e umisolado de Staphylococcus
aureus foi utilizado como controle positivo.
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2.6.7 Analise estatistica

Para a andlise descritiva quantitativa e qualitativa dos dados sobre producao de enzimas
pelos dermatoéfitos, foi utilizado o software BioEstat 5.0, bem como para obter os graficos de
distribuicao do tipo Box-Plot com médias e desvios. A normalidade dos dados foi aferida pelo
teste de Shapiro-Wilk. Para as enzimas com variadveis quantitativas foi utilizado o teste de
Mann-Whitney (a=0,05) e para varidveis qualitativas o teste binomial para duas propor¢des
(a=0,05).

*As formulas de meios de cultura e solugdes estdo no Anexo A.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento e Identificacdo de Cepas Clinicas

Como mostra a Tabela 1, o género Microsporum (20/30-66,66%) prevaleceu nos
isolamentos clinicos de animais quando comparado ao género Trichophyton (10/30-33,33%).
A espécie Microsporum canis (11/30-36,66%) foi a prevalente, seguindo a tendéncia de outras
casuisticas, como a de Proverbio et al. (2014), que isolaram M. canis de 86,7% de 15 felinos de
rua com dermatofitose. Em estudo realizado na UNESP de Botucatu, no estado de S&o Paulo,
por Palumbo et al. (2010), com 136 animais (cdes e gatos) com dermatofitose, 94,1% das
culturas foram positivas para Microsporum spp., sendo 79,7% destes isolados, correspondentes
a M. canis. Neves et al. (2011) isolaram M. canis de 96,78% de 279 animais com dermatofitose,
todos pacientes atendidos no Hospital VVeterinario da UFMT.

Allizond et al. (2015) isolaram dermatéfitos de animais com sinais clinicos de
dermatofitose na cidade de Turim na Italia, obtendo dados semelhantes aos de nosso trabalho,
onde também prevaleceu M. canis, seguido por Microsporum gypseum e Thichophyton
mentagrophytes. Este trabalho realizado na Itdlia ainda revela consideravel presenca de
isolamentos de fungos considerados saprofitas, como Alternaria spp., Cladosporium spp.,
Aspergillus spp., entre outros. O crescimento rapido destes fungos, quando comparado aos
dermatofitos, pode prejudicar o diagnostico da dermatofitose na cultura fingica, pois estes
saprofitas tendem a tomar toda a superficie do meio de cultura, dificultando o desenvolvimento
dos dermatofitos, ou prejudicando a visualizacéo de coldnias pelo examinador.

Embora ocorram variagGes consideraveis na prevaléncia, o género Microsporum, e
especificamente M. canis, mostra-se como o principal agente da dermatofitose nos animais de
companhia, de acordo com estes estudos e com 0 nosso.

Em outro estudo realizado por Cardoso et al. (2011) no Hospital Veterinario da
Universidade Estadual do Norte do Parana, a dermatofitose foi uma das dermatopatias mais
frequentes, sendo todas causadas por M. canis e M. gypseum. Dentre os fatores que podem
contribuir para a alta taxa de diagnosticos de dermatofitose por M. canis e M. gypseum, esta o
fato dessas espécies serem facilmente identificadas na cultura fangica, seja por caracteristicas
macro, ou micromorfoldgicas, onde aspectos bem caracteristicos como pigmentos de col6nias
e formato de macroconidios, bem como o fato destes elementos, na maioria das vezes, estarem
sempre presentes (Figura 3, Figura 4, Figura 5 e Figura 6).
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Figura 3 — Colonia de Microsporum gypseum ap6s 15 dias de cultivo

Figura 4 — Macroconidios de Microsporum gypseum —
Lactofenol-azul de algodio (400X)

16



Figura 6 — Macroconidios de Microsporum canis — Lactofenol-azul de algodao (40X)

Outro fator a ser considerado no alto indice de isolamento de M. canis, € o fato desta
espécie ser carreada por animais sem sinais clinicos da dermatofitose, podendo gerar laudos
falso-positivos para dermatofitose por esta espécie. Isto significa que em muitas situacoes esta
espécie pode estar presente junto aos pelos e ser isolada nos exames laboratoriais sem que esteja
envolvida propriamente no processo clinico. Na UFMT, Lima et al. (2016) analisaram amostras
de 50 gatos clinicamente saudaveis, isolando Microsporum spp. de 18% dos animais. Ferreiro
et al. (2014) avaliaram a presenca de fungos em gatos sem dermatoses em Porto Alegre-RS, e
M. canis foi o dermatofito mais isolado, seguido por M. gypseum. Ilhan et al. (2016) avaliaram
a presenca de dermatéfitos em gatos da raca Van, na Turquia, sendo T. terrestre o fungo mais
isolado, seguido por M. gypseum, M. nanum e T. mentagrophytes, ndo sendo isoladas colénias
de M. canis. Neste estudo indica-se as caracteristicas dos felinos da raca, clima, e solo para
justificar a auséncia de M. canis na casuistica. Embora possa ser encontrado em muitos animais
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assintomaticos para dermatofitose, fatores ambientais e dos hospedeiros também devem ser
levados em consideracdo durante a interpretacdo do exame micolégico.

Embora seja espécie geofilica, a consideravel presenca do Microsporum gypseum (7/30-
23,33%) em nossa pesquisa evidencia a importancia clinica que esta espécie possui na medicina
veterinaria. Nardoni et al. (2013) concordam, em seus dados, com a prevaléncia baixa, mas
sempre presente de casos de dermatofitose por M. gypseum em animais de companhia. Pascoe
e Connole (1974), ja associavam o contato intimo de equinos com solos arenosos da Austrélia
e com os altos indices de dermatofitose causadas por este fungo no pais. A caracteristica arenosa
do solo, o clima com ventos que produz a dispersdo de poeira, e grande quantidade de criagdes
animais em ambientes rurais, podem explicar o elevado niamero de isolados de M. gypseum na
UFRRJ, no municipio de Seropédica-RJ, onde foi realizado nosso estudo. O contato direto com
a terra facilita a ades@o do fungo ao hospedeiro, 0 que pode tornar os animais de nossa regiao
mais susceptiveis a dermatofitose por esta espécie.

Outra espécie presente, embora em menor nimero, em nosso trabalho € Microsporum
nanum (2/30-6,66%) (Figura 7 e Figura 8), que se mostra ausente na maioria das casuisticas
publicadas. Assim como M. gypseum, esta espécie também esta relacionada ao solo, e por isso
sua presenca pode ser justificada nesses casos de dermatofitose em nossa regiao.

Figura 7 — Col6nia de Microsporum nanum ap6s 15 dias de cultivo
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Figura 8 — Macroconidios de Microsporum nanum —
Lactofenol-azul de algodio (400X)

A identificacdo das espécies do género Trichophyton torna-se dificil, ou demorada no
diagnostico microbioldgico, pois na maioria das vezes estes dermatofitos produzem apenas
estruturas comuns a outros grupos de fungos, ndo permitindo sua distincdo em nivel de espécie,
ou mesmo de género, o que pode levar a falsos resultados negativos de cultura micolédgica para
dermatofitose. Dabas et al. (2017) realizaram a identificacdo de dermatofitos de pacientes
humanos de Nova Déli, na india, utilizando o isolamento em meio de cultura e posteriormente
a identificacdo pela técnica da PCR. Seus resultados mostraram maior capacidade das técnicas
moleculares em identificar as dermatofitoses causadas por Thichophyton spp. Todas as culturas
identificadas macro e microscopicamente como T. mentagrophytes, foram posteriormente
identificadas como sendo T. interdigitale (T. mentagrophytes var. interdigitale). T. tonsurans,
T. rubrum, T. violaceum, entre outros, também foram identificados pela PCR pelos autores
indianos.

Por ndo fazer parte ainda da rotina do diagnostico da dermatofitose em animais, a falta
de técnicas moleculares pode levar a essa menor ocorréncia do género Thichophyton nas
casuisticas da medicina veterinaria.

Em levantamento da casuistica de dermatofitose em animais de companhia realizado na
india por Debnath et al. (2014), todos os isolados foram classificados como M. canis, M.
gypseum e T. mentagrophytes, dados semelhantes ao de nosso trabalho, onde a identificacéo foi
feita apenas fenotipicamente. Entdo, existe grande possibilidade de que técnicas moleculares
possam levar a diferentes resultados em casuisticas realizadas apenas por identificacdes
fenotipicas dos fungos.

O relevante nimero de isolados de Trichophyton mentagrophytes (Figura 9 e Figura 10)
e Trichophyton verrucosum em estudos de casuistica pode ocorrer pelo mesmo motivo da alta
frequéncia das espécies de Microsporum, que é a producdo de macro e microconinios
caracteristicos, ou de outras estruturas peculiares, como clamidoconidios dispostos em cadeias.
Em estudo mencionado anteriormente neste texto, Palumbo et al. (2010) identificaram apenas
uma amostra de Trichophyton mentagrophytes, sendo 0s outros sete isolados de Thichophyton
classificados apenas em nivel de género. Esta pesquisa possivelmente também esbarrou nos
mesmos obstaculos que tivemos durante nossa identificacdo fenotipica, onde seis dos dez
isolados de Trichophyton foram classificados como Trichophyton sp.
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Figura 10 — Macroconidios e microconidios de Trichophyton mentagrophytes —
Lactofenol-azul de algodio (400X)

O cultivo de pelos e raspados de pele em Agar seletivo para fungos patogénicos®
(Merck®) mostrou-se eficiente no isolamento de dermatofitos pelo Servico de Diagndstico
Microbioldgico Veterindrio da UFRRJ. Embora possa requerer maior periodo para o
diagndstico, e possa haver dificuldades na identificacdo das espécies, esta técnica ainda é
confiavel e relativamente barata para o diagnéstico da dermatofitose em animais.

Alguns fatores podem prejudicar o isolamento dos dermat6fitos, como coleta de amostra
em local inadequado, sendo recomendavel a avulsdo de pelos e raspados nas bordas das lesdes,
onde ha maior probabilidade da ocorréncia de estruturas fungicas viaveis. A quantidade da
amostra também ¢ fator a ser considerado, sendo o ideal uma quantidade suficiente para
realizacdo da microscopia direta e para cultura micolégica, ou seja, quanto maior o volume de
pelos e raspados, maior é a chance de detecgdo do dermatofito. O uso prévio de antiflingicos
pelo paciente também pode inibir o desenvolvimento in vitro dos dermatéfitos, sendo
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recomendada a coleta 15 dias ap0s tratamentos topicos e até 30 dias apds tratamentos sistémicos
(MORIELLO et al. 2017). O Servigo de Diagndstico Microbioldgico Veterinario da UFRRJ e
0s outros servicos do Programa de Residéncia do Hospital VVeterinario da UFRRJ estdo sempre
se atualizando e prezam pela exceléncia no trabalho, levando a coletas e processamentos
adequados das amostras dos animais.

Além das técnicas que envolvem a PCR para a identificacdo da espécie, a espectrometria
de massa ou identificacdo protedmica tem sido utilizado para essa classificacdo. Erhard et al.
2008 utilizaram o0 MALDI-TOF para chegar a espécie de isolados de dermatéfitos em humanos
e obtiveram resultados confidveis quando comparados a PCR, indicando estas técnicas para uso
em rotina laboratorial. Embora ainda tenha altos custos, estas técnicas de maior confiabilidade
tendem a fazer parte do diagnostico veterinario, sendo a PCR ja presente, e acredita-se que em

um futuro préximo, o MALDI-TOF.

Tabela 1 — Detalhes da origem das cepas de dermatdfitos isoladas de amostras clinicas

Dados das amostras clinicas

Amostra Espécie Raca Sexo Idade M.D. Isolado
C1 Canis lupus familiaris Pinscher F 1 ano - Microsporum canis
C2 Felis catus SRD M 1 ano - Microsporum canis
C3 Felis catus Persa M  7meses + Microsporum canis
C4 Felis catus SRD M  3meses - Microsporum canis
C5 Canis lupus familiaris Pug F 1 ano - Microsporum canis
C6 Felis catus SRD M 5 anos - Microsporum canis
C7 Felis catus SRD F 1 més - Microsporum canis
C8 Canis lupus familiaris ~ Chow-chow M 1 més + Microsporum canis
C9 Felis catus SRD M 2 anos + Microsporum canis
C10 Felis catus SRD M  3meses + Microsporum canis
Cl1 Felis catus SRD M 3 anos - Microsporum canis
C12 Canis lupus familiaris Beagle F 2 anos + Microsporum gypseum
C13 Canis lupus familiaris Dalmata M 8 anos - Microsporum gypseum
C14 Canis lupus familiaris Dalmata M 8 anos - Microsporum gypseum
C15 Felis catus SRD M 3 anos - Microsporum gypseum
C16 Felis catus SRD M 6 anos + Microsporum gypseum
C17 Canis lupus familiaris Dachsund M 13 anos - Microsporum gypseum
C18 Canis lupus familiaris Pit Bull M 2 anos + Microsporum gypseum
C19 Canis lupus familiaris SRD F 5 anos - Microsporum nanum
C20 Canis lupus familiaris Shih-Tzu F 5 anos - Microsporum nanum
C21  Oryctolagus cuniculus Nova Zelandia M - +  Trichophyton mentagrophytes
C22 Canis lupus familiaris Yorkshire M 3 anos - Trichophyton mentagrophytes
Cc23 Canis lupus familiaris Yorkshire M 7 anos - Trichophyton mentagrophytes
C24 Cavia porcellus - M 2 anos - Trichophyton mentagrophytes
C25 Canis lupus familiaris Pit Bull F 5 anos + Trichophyton sp.
C26 Felis catus SRD F - + Trichophyton sp.
c27 Canis lupus familiaris Yorkshire M 9 anos - Trichophyton sp.
C28 Felis catus Exético F 5 meses - Trichophyton sp.
C29 Canis lupus familiaris SRD F 3 meses - Trichophyton sp.
C30 Felis catus Persa F 1 ano - Trichophyton sp.

*C1: isolado clinico nimero 1; SRD: animal sem raca definida; F: fémea; M: macho; M.D.: microscopia direta; +: positivo;

-2 negativo.
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3.2 Isolamento e Identificacdo de Cepas Ambientais

Durante nosso estudo foram colhidas 34 amostras de solo, sendo que de quatro nédo
foram isolados fungos dermatéfitos, sdo elas: Buzios-RJ (amostra 4), Campo Grande-MS,
Fortaleza-CE e Brasilia-DF (Parque da cidade). Os dados dos dermatéfitos obtidos das outras
amostras estdo na Tabela 2.

O fato de ndo ocorrer o isolamento pode ser explicado por caracteristicas do solo, como
baixa carga de material queratinizado, como justificado por Deshmuck et al. (2016), que
isolaram ndo sO dermatofitos, mas outros fungos queratinofilicos em solo indiano, como
Keratinophyton spp., Ctenomyces spp., entre outros. Propriedades como atividade de &gua, pH,
e componentes estruturais também podem estar envolvidos na presenca dos dermatéfitos no
solo e podem ser estudados para elucidar essa possivel correlacdo, como feito por Pontes et al.
(2013), que evidenciaram o desenvolvimento de dermat6fitos em solo com ampla faixa de
diferenca de pH, com a predilecéo por solos &cidos por M. gypseum. Kornillowicz-Kowalska e
Bohacz (2002) concluiram que o pH é um componente influenciador na presencga de fungos
queratinoliticos no solo.

A técnica descrita por Vanbreuseghem (1952) mostrou-se eficaz no isolamento dos
fungos (Figura 11 e Figura 12). Fica a ressalva para o tipo de pelo equino utilizado para o
isolamento, onde pelos claros dificultavam a visualizagdo das colonias, que em geral, também
possuem coloracéo clara. Assim, recomenda-se utilizar pelos escuros de equinos, sendo que em
nosso trabalho foram todos cortados da crina dos animais. Algumas amostras eram de solos
extremamente secos, que demandaram maior quantidade de agua para umidificacdo apés a
primeira manipulacdo, mas os 30 isolados foram obtidos em no maximo 15 dias de cultivo.
Kornillowicz-Kowalska e Bohacz (2002) utilizaram penas de galinha como isca para fungos
queratiniliticos do solo, em uma adaptacdo da técnica de Vanbreuseghem (1952), e também
obtiveram o desenvolvimento de dermatofitos.

Figura 11 — Amostra de terra em técnica descrita por Vanbreuseghem (1952) —
apos 5 dias
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Figura 12 — Amostra de terra em técnica descrita por Vanbreuseghem (1952) —
apos 15 dias

Como esperado, o dermatéfito prevalente em nossas amostras foi Microsporum
gypseum (25/30-83,33%). Este foi o dermatéfito mais encontrado em pesquisa feita em parque
da India por Deshmuck et al. (2016), sendo os outros dermatéfitos encontrados todos do género
Trichophyton. Dados semelhantes foram obtidos por Lee et al. (2011) em pesquisa sobre fungos
queratinofilicos em praias da Coréia do Sul, onde prevaleceu M. gypseum entre os dermatéfitos.
Giudice (2008) obteve taxa de isolamento de M. gypseum em 19,2% das 692 amostras de solo
brasileiro analisadas em sua pesquisa, em que posteriormente avaliaria a producdo enzimatica
dos fungos. Shagra et al. (2012) isolaram fungos de regides da Jordania e também obtiveram
M. gypseum como dermatdéfito prevalente, seguido por T. mentagrophytes e T. terrestre. Estes
dados mostram a ampla distribuicdo no solo de M. gypseum por diversas regifes do mundo e
corroboram com os resultados por nos verificados.

Porém, em pesquisa sobre distribuicdo de dermatofitos em solos de diferentes regides
do estado da Paraiba-Brasil, Pontes et al. (2013) obtiveram Trichophyton terrestre como o
dermatofito prevalente, justificando esse fato por esta espécie estar presente principalmente em
areias de praia, que fizeram parte de boa parcela das amostras colhidas em seu experimento.

Kornillowicz-Kowalska e Bohacz (2002) obtiveram Trichophyton ajelloi como
dermatofito prevalente em sua pesquisa. Kidd et al. (2017) descrevem esse fungo como de
pouca importancia tanto na dermatofitose de humanos, como de animais. O fato de terem
utilizado penas de galinhas em substituicdo aos pelos equinos pode explicar esse resultado tdo
diferente aos de outras pesquisas semelhantes, considerando as diferengas existentes entre as
queratinas constituintes dos pelos e das penas.

Sharma et al. (2012) utilizaram cabelos e unhas de pessoas e penas de galinhas como
isca, obtendo um maior nimero de espécies de dermatéfitos quando comparado ao nosso
trabalho, como M. canis e Trichophyton rubrum, sendo esta segunda uma espécie relacionada
a dermatofitose em humanos. Estes dados corroboram com a correlacdo que pode haver entre
0 tipo de queratina que constitui a isca e a espécie de dermatofito isolada.

Em nosso experimento houve predilecdo pela coleta de solo em locais onde havia a
presenca de animais, sejam cdes e gatos, ou animais de producdo, como coelhos, equinos,
bovinos e suinos. Esta correlagdo entre animais, solo e M. gypseum pode ser levada em
consideracdo, dado ao fato deste fungo estar frequentemente presente na dermatofitose destes

23



animais e pelo fato de também ser isolado do solo onde esses animais residem. Em areias de
praia, como no trabalho de Pontes et al. (2013), a presenca desses animais é pouco frequente, o
que pode influenciar nos dermatdfitos isolados destes locais, sendo T. terrestre um fungo
raramente envolvido na dermatofitose de animais. Um outro fator que pode influenciar é o fato
das amostras de solo por nos trabalhadas sofrerem menos lixiviagdo que as areias de praia, pois
estas estdo em contato constante com a agua, dependendo da movimentacdo das marés.

Corroborando com essa suposta presenca de animais e a influéncia dos dermatofitos
encontrados no ambiente, Mancianti et al. (2003) isolaram Microsporum canis de todas 0s
ambientes onde habitavam felinos com dermatofitose. Além de causar a dermatofitose, o M.
canis é também carreado por felinos assintomaticos, o que pode explicar essa disseminacao do
fungo no ambiente. Nenhuma amostra de M. canis foi recuperada de nossas amostras.

Apenas um isolado de Microsporum nanum foi obtido de amostra de solo em nossa
pesquisa. A amostra colhida no municipio de Lavrinhas-SP estava em terreno de criatorio de
galinhas. Embora seja um fungo geofilico (o que torna normal seu isolamento do solo) que esté
relacionado a dermatofitose em suinos, a presenca deste fungo pode ser justificada pela
proximidade do galinheiro, onde ocorreu a coleta, a uma criagdo de porcos. S80 poucos 0s
trabalhos onde houve o isolamento deste fungo tanto do solo, quanto de animais. Em sua
pesquisa na Jordania, Shaqgra et al. (2012) obtiveram apenas 3 isolados de M. nanum entre 42
isolados de dermatofitos do solo, seguindo essa baixa tendéncia de recuperacéo desse fungo.

Rezaei-Matehkolaei et al. (2017) também confirmam essa correlagdo entre a presenca
de animais e o isolamento de fungos do solo, quando em sua pesquisa obtiveram maior taxa de
isolamento de dermatofitos em solo de criatérios de animais quando comparado ao solo de areas
urbanas com baixa taxa populacional de animais.

Na identificacdo morfoldgica feita por nos, ndo ocorreram dificuldades na classificacéo
dos fungos, ja que M. gypseum e M. nanum apresentam macroconidios e colénias que facilitam
a classificacdo. Ja a identificacdo das espécies do género Trichophyton tiveram 0s mesmos
entraves dos isolados clinicos, onde os fungos apresentaram apenas estruturas que permitiram
sua classificacdo no nivel maximo de género.

Porém, Rezaei-Matehkolaei et al. (2017) ndo consideram a identificacdo macro e
micromorfoldgica como eficaz para classificar os dermatéfitos do solo. A diferenciacdo entre
M. gypseum, M. incurvatum e M. fulvum s6 foi realmente conseguida com o auxilio de técnicas
moleculares de sequenciamento molecular, devido a semelhanca de seus macroconidios. Assim,
na identificacdo fenotipica, estes pesquisadores optaram por classificar esses dermatéfitos como
pertencentes ao Complexo Microsporum gypseum, onde ap6s analises moleculares foram todos
identificados como sendo M. fulvum, ndo havendo nenhum isolado de M. gypseum
propriamente dito.

Desta forma, a utilizacdo de técnicas moleculares pode alterar algumas classificacdes
dos dermatofitos isolados do solo em nosso trabalho, bem como, novas classificagdes como as
propostas por de Hoog et al. (2017), que sugerem novos géneros e espécies para este grupo.

Embora a dimensdo de nosso territério dificulte a obtencdo de amostras para avaliacdo
mais concreta sobre as regides brasileiras, nossas amostras visaram fornecer dados acerca dos
dermatofitos de localidades mais distintas possiveis e com caracteristicas de solo também
diferentes. Mesmo supondo diferentes constituicoes e parametros fisico-quimicos das amostras
do solo, houve pouca diferenca nos isolados de dermatéfitos obtidos, sendo M. gypseum
presente em diversas regides do Brasil, como Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Isto
também mostra a capacidade do M. gypseum sobreviver nas mais diversas situacdes.
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Tabela 2 — Detalhes da origem das cepas de dermatofitos isoladas de amostras de solo

Dados das amostras de solo

Amostra Local Isolado

S1 Vigosa-MG Microsporum gypseum
S2 S&o Jodo Del Rei-MG Microsporum gypseum
S3 Lavrinhas-SP (curral p/ bovinos) Microsporum gypseum
S4 Séo Luis-MA Microsporum gypseum
S5 Tibau do Sul-RN Microsporum gypseum
S6 Seropédica-RJ (HVGA-UFRRJ) Microsporum gypseum
S7 Seropédica-RJ (Suinocultura-UFRRJ) Microsporum gypseum
S8 Seropédica-RJ (Cunicultura-CTUR I) Microsporum gypseum
S9 Buzios-RJ (amostra 1) Microsporum gypseum
S10 Buzios-RJ (amostra 2) Microsporum gypseum
S11 Seropédica-RJ (Travessa 16) Microsporum gypseum
S12 Lavrinhas-SP (Canil) Microsporum gypseum
S13 Seropedica-RJ (Cunicultura-CTUR 1) Microsporum gypseum
S14 Seropeédica-RJ (Caprinocultura-UFRRJ) Microsporum gypseum
S15 Seropedica-RJ (Bovinocultura-UFRRJ) Microsporum gypseum
S16 Manaus-AM (tribo Dessana) Microsporum gypseum
S17 Jatai-GO Microsporum gypseum
S18 Vitoria-ES (amostra 1) Microsporum gypseum
S19 Lavrinhas-SP (horta) Microsporum gypseum
S20 Cruzeiro-SP (jardim) Microsporum gypseum
S21 Vitoria-ES (amostra 2) Microsporum gypseum
S22 Vitoria-ES (amostra 3) Microsporum gypseum
S23 Vitoria-ES (amostra 4) Microsporum gypseum
S24 Brasilia-DF (area residencial) Microsporum gypseum
S25 Engenheiro Navarro-MG (urbano) Microsporum gypseum
S26 Lavrinhas-SP (galinheiro) Microsporum nanum
S27 Bulzios-RJ (amostra 3) Trichophyton sp.
S28 Rio de Janeiro-RJ (Padre Miguel) Trichophyton sp.
S29 Seropédica-RJ (Cunicultura-UFRRJ) Trichophyton sp.
S30 Engenheiro Navarro-MG (érea rural) Trichophyton sp.

*S1: isolado ambiental nimero 1.

3.3 Preservacao das Cepas

Durante o periodo da nossa pesquisa, a preservacdo por repiques seriados em tubos
contendo agar Fungobiotic® (Himedia®) se mostrou eficiente. Em média, os repiques eram
feitos a cada 30 dias, sendo que sempre que possivel esse periodo era estendido. O fato de tentar
diminuir o nimero de repiques se da pela perda de viruléncia pelo fungo quando mantido in
vitro por muitos repiques em sequéncia, o que poderia influenciar nos dados obtidos em nosso

trabalho.

De Moura Braz et al. (2009) utilizaram isolados de Acremonium spp. armazenados em
6leo mineral entre 1964 e 2005 na micoteca da UFPE e obtiveram taxa de recuperacéao de 83,9%
do dos fungos, bem como, constataram a producéo de enzimas como protease, gelatinase, entre
outras, por todos eles.
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O critério utilizado para a realizacdo de um novo repique foi o ressecamento do meio de
cultura nos tubos, o que consequentemente evidenciava a falta de substratos para suprir 0s
dermatéfitos. Para reduzir a velocidade deste ressecamento, frascos com égua eram colocados
dentro da estufa B.O.D. visando aumentar a umidade do ambiente.

Embora seja um método trabalhoso e de custo relativamente alto, estes repiques seriados
mostraram-se eficientes durante a pesquisa feita em curto periodo de tempo (dois anos).
Cavalcanti (2010) em avaliagdo da micoteca do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo,
concluiu que repiques seriados ndo sdo um método eficaz na manutencdo de fungos por longos
periodos de tempo, ja que alteram caracteristicas fenotipicas e a viabilidade das estruturas.

Para a manutencao por periodos prolongados, como feita apds o término deste projeto,
visando pesquisas futuras, os dermatdfitos estdo mantidos em tubos contendo agar
Fungobiotic® (Himedia®) encobertos por 6leo mineral, de onde se espera recuperar os fungos
apOs meses de armazenamento. Visualmente, até 0 momento € clara a melhor manutencéo do
meio de cultura sob o dleo mineral, permanecendo praticamente intacto apds a montagem da
colecdo micologica. Consequentemente, as colbnias também permanecem praticamente
intactas.

Buscando saber qual o periodo maximo que os dermatofitos permanecem viaveis sob
0leo mineral, repiques serdo feitos a cada dois meses para verificar a viabilidade dos fungos,
para que entdo, a colecdo seja completamente repicada e renovada.

Bezerra et al. (2018) em fornecimento de dados sobre a Micoteca da UFPE, um exemplo
de colecdo bem-sucedida, dizem que todas as amostras do acervo estdo estocadas em Oleo
mineral e sempre em ao menos outro método, como liofilizacdo, agua destilada e
ultracongelamento a -80°C.

Amorim et al. (2016) em estudo na micoteca da Universidade Estadual de Feira de
Santana, consideraram o meétodo de Castellani (agua destililada) mais seguro em relagdo a
conservacdo em 6Oleo mineral, ja que apresentou menor nimero de contaminacgdes durante as
recuperacdes. Mas, também ressaltam que em dleo mineral o fungo tende a permanecer viavel
por mais tempo.

Visando métodos economicamente viaveis e praticos, a preservacdo em agua destilada
se apresenta como um bom segundo método a ser utilizado na preservacdo de nossas amostras.

3.4 Avaliacdo da Atividade Enzimatica
3.4.1 Queratinase

Como mostrado nas Tabelas 3 e 4, todos os isolados de dermatofitos, seja de origem
clinica ou do solo, foram produtores de queratinase. Porém, ndo ha diferenca significativa
estatisticamente na producdo de queratinase entre os grupos analisados, sendo p=0,4598
(a=0,05) (Mann-Whitney).

O fato da queratina ser um substrato capaz de ser degradado por todos os fungos do
grupo dos dermatoéfitos explica esses dados. Além disso, ha o fato do solo ser rico reservatorio
de queratina residual dos seres vivos, o que leva a essa semelhanga entre a U.K. produzida pelos
grupos de isolados clinicos e ambientais.

A queratina faz parte, principalmente, da camada mais superficial da epiderme, regido
avascularizada e que apresenta constante descamagdo. A presenga dos dermatdfitos com
producdo de queratinase no solo, também € explicada por estas caracteristicas, mostrando que
um hospedeiro vivo ndo ¢ essencial para a sobrevivéncia do fungo e que este encontra substratos
facilmente na natureza.

Algumas amostras tiveram a produgdo consideravelmente acima da média dos grupos,
como C6, C12 e S1. Excluindo possiveis erros em técnicas laboratoriais, o teste enzimatico foi
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repetido com essas amostras, obtendo-se novamente esses mesmos dados dispares. Isto mostra
o alto potencial de producao de queratinase desses isolados quando comparado aos outros,
sendo um M. canis ¢ dois M. gypseum. A amostra de solo S1 com a produgdo de 8,5 U.K. pode
ser oriunda de localidade com alta concentragdo de queratina, o que explicaria esse pico
produtivo. Estatisticamente a retirada destes outliers, melhor visualizados no grafico da Figura
13, dos célculos ndo alterou o resultado da comparagdo entre os grupos, também justificando
sua permanéncia nos dados da pesquisa.

Cafarchia et al. (2012) utilizaram formacdo de halos de degradagdo em placas com
substrato para detectar a queratinase de dermatofitos de coelhos com e sem lesdes de
dermatofitose. Todas as amostras utilizadas, que eram de M. canis e T. mentagrophytes, foram
produtoras de queratinase, mostrando ndo haver correlacdo entre a producdo desta enzima e o
aparecimento de lesdes da dermatofitose. Nesta pesquisa, altos indices de queratinase foram
detectados em M. canis isolados de animais assintomaticos, fato justificado pelo possivel
estagio inicial da dermatofitose no momento da coleta das amostras, momento eu que ainda nao
apresenta sinais clinicos no paciente. Animais com dermatofitose por 7. mentagrophytes nao
apresentaram indices tdo elevados de queratinase, mesmo em animais com lesdes, o que foi
explicado pelo fato dos coelhos serem hospedeiros naturais deste dermatofito, situagdo em que
existe grande adaptagdo entre o fungo e o animal.

Gnat et al. (2018) em analise de enzimas produzidas por dermatéfitos verificaram a
producdo de queratinase por todos os isolados, sendo que as amostras foram colhidas de animais
sintomaticos e assintomaticos para dermatofitose. Estes dados corroboram com a hipdtese de
que a producao de queratinase nao ¢ enzima diretamente relacionada ao surgimento de lesdes
nos animais. Mas, altos niveis dessa enzima sim, podem ser relacionados ao surgimento das
lesdes, ja que obtiveram diferencga significativa na produgao de amostras colhidas de animais
sintomaticos e assintomaticos.

Viani et al. (2001) também correlacionaram maiores indices de producao de queratinase
por M. canis a existéncia de lesdes da dermatofitose, onde a média de producao dos isolados
assemelha-se a encontrada por nos.

Giudice (2008) obteve a maioria dos isolados de M. gypseum de animais produzindo
entre cinco e dez U.K., enquanto os isolados do solo produziram em sua maioria no maximo 5
U.K., dados que se assemelham aos nossos, notando-se discrepancia apenas nos isolados
clinicos, ressaltando que nosso estudo envolvia outras espécies, que ndo M. gypseum e que este
pesquisador também utilizou a mesma técnica quantitativa que nos.

Os estagios da doenca em que houve a coleta das amostras clinicas podem explicar essas
diferencas na producdo da queratinase entre nosso estudo e o de Giudice (2008), onde estagios
iniciais da doenga podem requerer maior quantidade da enzima para instalacdo do patdogeno.
No Hospital Veterinario da UFRRJ, os pacientes chegam na maioria das vezes em estagios
avancados das doengas, onde ocorreram as coletas de nossa pesquisa. Por M. gypseum ndo ser
zoofilico, maior quantidade de queratinase pode ser requisitada para que este fungo desenvolva
a dermatofitose em animais, o que também pode ter influenciado nos resultados de Giudice
(2008).

Sharma et al. (2012) quantificaram a queratinase de dermatdfitos do solo em
espectrofotometro como nds, e obtveram resultados semelhantes aos nossos quando
comparadas com as U.K. produzidas pelos fungos. Avaliaram a producdo desta enzima em
diferentes condigdes de pH, temperatura e concentragdes de metais, sendo raros os isolados que
produziram acima de 3 U.K. em qualquer uma das situagdes a que foram submetidos.

Trabalhos feitos com halos de degradacdo em placas, como os de Cafarchia et al. (2012)
e Sharifzadeh et al. (2016) ndo permitem a comparacdo quantitativa com nossos resultados,
apenas deixando clara a produgdo da queratinase por todos os isolados de dermatofitos. A
técnica que utiliza placas ¢ mais rapida para gerar resultados e também de menor custo. Porém,
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apresenta algumas desvantagens, como ressecamento do meio de cultura com substrato, maior
possibilidade de contaminagdo, subjetividade na interpretacdo dos halos, dificuldade em
quantificar o fungo a ser inoculado nas placas e maior espago ocupado em estufas.

A técnica que nods utilizamos, utilizando leituras em espectrofotometro, possui custo
relativamente alto e demanda um periodo maior para se obter os resultados. Porém, permite
quantificar melhor as enzimas produzidas, além de permitir quantificar o fungo inoculado no
meio com substrato, ter menor risco de contaminag@o, ocupar menos espaco em estufas e nao
haver subjetividade durante a leitura dos resultados.

Assim, as enzimas com técnicas ja estabelecidas com andlise de absorbancia, como a
queratinase, foram assim por nds analisadas, mostrando resultados satisfatorios e seguros.
Algumas adaptacdes foram feitas da técnica utilizada por Viani et al. (2001), onde a queratina
utilizada como substrato inicial esta descontinada no mercado, desta forma, utilizamos
queratina oriunda de chifre bovino grosado, obtendo-se pé homogéneo. Este p6 de chifre
mostrou-se eficiente como fonte de queratina para os dermatofitos, tendo as vantagens de ser
facilmente encontrado e também possuir custo muito baixo em relacdo aos disponiveis no
mercado.

Nao héd na literatura estudos correlacionando a quantidade de U.K. produzida a
manifestacdo da dermatofitose, mas ¢ possivel presumir, pelos nossos dados, que 0,5 U.K.
(C16) bastaria para a instalacdo da doenga.
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Tabela 3 — Atividade da queratinase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo
Amostra Espécie U.K. |Amostra Espécie U.K.
Cl Microsporum canis 1,8 S1 Microsporum gypseum 8,5
C2 Microsporum canis 2,4 S2 Microsporum gypseum 1,4
C3 Microsporum canis 2,4 S3 Microsporum gypseum 1,8
C4 Microsporum canis 2,4 S4 Microsporum gypseum 1,4
C5 Microsporum canis 1 S5 Microsporum gypseum 2,5
C6 Microsporum canis 4,3 S6 Microsporum gypseum 1,5
C7 Microsporum canis 1,9 S7 Microsporum gypseum 1,8
C8 Microsporum canis 1,2 S8 Microsporum gypseum 1,2
C9 Microsporum canis 1,6 S9 Microsporum gypseum 1,4
C10 Microsporum canis 1,1 S10 Microsporum gypseum 1,5
Cl1 Microsporum canis 1,5 S11 Microsporum gypseum 1
C12 Microsporum gypseum 4,1 S12 Microsporum gypseum 2,2
C13 Microsporum gypseum 1,4 S13 Microsporum gypseum 2
Cl4 Microsporum gypseum 1 S14 Microsporum gypseum 1,8
C15 Microsporum gypseum 15 S15 Microsporum gypseum 1,6
C16 Microsporum gypseum 0,5 S16 Microsporum gypseum 2,3
C17 Microsporum gypseum 2,3 S17 Microsporum gypseum 2
C18 Microsporum gypseum 1,3 S18 Microsporum gypseum 2,3
C19 Microsporum nanum 1,7 S19 Microsporum gypseum 2,4
C20 Microsporum nanum 2,2 S20 Microsporum gypseum 2,6
Cc21 Trichophyton mentagrophytes 2,6 S21 Microsporum gypseum 2,4
C22 Trichophyton mentagrophytes 1,4 S22 Microsporum gypseum 2,4
C23 Trichophyton mentagrophytes 2,4 S23 Microsporum gypseum 2,7
C24 Trichophyton mentagrophytes 1,7 S24 Microsporum gypseum 1,5
C25 Trichophyton sp. 1,5 S25 Microsporum gypseum 2,1
C26 Trichophyton sp. 2,4 S26 Microsporum nanum 1,1
Cc27 Trichophyton sp. 1 S27 Trichophyton sp. 3
C28 Trichophyton sp. 1,8 S28 Trichophyton sp. 1,3
C29 Trichophyton sp. 1,6 S29 Trichophyton sp. 1,8
C30 Trichophyton sp. 2,9 S30 Trichophyton sp. 2,1

*U.K.: Unidade de queratinase; C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.

Tabela 4 — Estatistica descritiva da atividade da queratinase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo

Quantidade de amostras
Minimo

Maximo

Primeiro quartil (25%0)
Terceiro quartil (75%)
Variancia

Coeficiente de variagdo
Mediana

Desvio-padrao

Media

30
0,5
4,3
1,4
2,4
0,7148
44,58%
1,7
0,8455
1,8967

30
1
8,5
1,5
2,375
1,7148
61,77%
1,9
1,3095
2,12
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Figura 13 — Grafico Box-Plot — média e desvios —
U.K., cepas de origem clinica e cepas oriundas do solo, respectivamente

3.4.2 Elastase

Os resultados que mostram a producao da enzima elastase por nossos isolados estdo nas
Tabelas 5 e 6. Nao ha diferenca significativa estatisticamente na produgao de elastase entre os
grupos analisados, sendo p=0,2978 (0=0,05) (Mann-Whitney). O alto custo requerido para
aquisicao da elastina utilizada como fonte inicial de substrato ndo permitiu que todos os isolados
fossem testados, devido aos cortes financeiros que ocorreram nos ultimos tempos em nosso
pais, principalmente em verbas destinadas a pesquisa em Universidades.

O ntimero de U.E. produzida foi o que apresentou maior coeficiente de variagdo entre
os fatores de viruléncia analisados, tendo isolados nao-produtores e isolados com alta
capacidade de producao desta enzima. Apenas o isolado C1 (M. canis) foi nao-produtor,
verificando-se apenas dois outliers (Figura 14), C2 e S7, que apresentaram produ¢do bem acima
dos parametros dos demais isolados. Assim, como ocorrido com os outliers da avaliagao da
queratinase, os testes com essas duas amostras foram repetidos, mantendo-se a alta produgao
enzimatica. A exclusdo destas amostras também ndo alteraria estatisticamente as conclusdes
dos resultados.

Cafarchia et al. (2012) utilizaram halos de degradagdo para avaliar a producdo de
elastase de M. canis e T. mentagrophytes de coelhos, mostrando variagdes em técnicas de
avaliagdo enzimatica de dermat6fitos. Todos os isolados de 7. mentagrophytes avaliados por
eles foram produtores de elastase, como os nossos. Porém, nenhuma amostra de M. canis foi
produtora, dados que diferem dos nossos, em que M. canis apresentou-se desde ndo-produtor,
até como outlier de alta produgdo enzimatica.

A ndo producio da elastase por M. canis isolados de coelhos foi explicada pelo fato da
diferente constituicdo dos tecidos destes animais, ndo sendo hospedeiros naturais desta espécie
de dermatéfito, ao contrario de 7. mentagrophytes, que ¢ facilmente isolado de coelhos e ¢ bem
adaptado aos roedores.
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Sharifzadeh et al. (2016) também utilizaram placas para avaliar a producdo da elastase
por dermatofitos isolados de animais e pessoas, onde os isolados de 7. mentagrophytes, M.
canis ¢ M. gypseum foram capazes de produzir esta enzima, sendo que apenas 18,75% dos
isolados de M. canis foram produtores. Neste trabalho realizado no Ira, a elastase foi a enzima
avaliada com menor produg¢do, bem como observado em nosso trabalho, onde entre as leituras
de absorbancia, as enzimas de maior producdo foram colagenase, queratinase e elastase,
respectivamente.

Viani et al. (2007) associaram a produgdo de elastase a lesdes agudas da dermatofitose,
como as causadas por M. gypseum e T. mentagrophytes, considerando M. canis como fraco
produtor desta enzima e, portanto, relacionado a lesdes cronicas em felinos. Explicagdo que
pode justificar o isolado de M. canis nao produtor e até mesmo o outlier de alta produgdo (C2)
em nosso estudo, mostrando essa grande variacao dentro da espécie.

Gnat et al. (2018) obtiveram maior percentual de producdo de elastase em isolados de
M. canis de pacientes humanos, quando comparado a isolados de animais, o que pode ser
explicado por esse fungo ndo ser antropofilico, requerendo maior producdo de fatores
enzimaticos para estabelecer a dermatofitose.

Mubhsin et al. (1997) obtiveram a producdo de elastase apenas por M. gypseum, T.
mentagrophytes var. mentagrophytes e T. verrucosum, ressaltando o maior potencial patogénico
dessas espécies frente a outros fungos por eles testados, como 7. mentagrophytes var.
intergidigitale, T. violaceum e Epidermophyton floccosum. Estes dados também corroboram
com nossos dados que evidenciam o alto poder patogénico dos dermato6fitos encontrados no
solo, principalmente M. gypseum, como potente produtor de fatores de viruléncia e relacionado
a lesdes dermatofiticas agudas.

Outro fato a ser ressaltado no trabalho de Muhsin et al. (1997) ¢ que as espécies sem
producdo de elastase sdo todas antropofilicas (7. mentagrophytes var. intergidigitale, T.
violaceum e Epidermophyton floccosum), que possuem pouca ocorréncia em animais € nao
foram testadas em nossa pesquisa. Mas, se comparados aos nossos dados e a outras pesquisas
envolvendo isolados zoofilicos e geofilicos, € de se supor que dermatofitos antropofilicos sejam
menos virulentos que as outras espécies, a0 menos in vitro.

A producao de elastase por todos os nossos isolados testados se da pelo fato da elastina
ser um dos principais componentes da pele e estruturas mais profundas dos animais e também
estar presente nos residuos de descamacao e outros materiais bioldgicos em decomposi¢ao no
solo. A elastina (Figura 15) ainda € constituinte de estruturas mais profundas dos organismos,
como ligamentos e vasos sanguineos, o que justifica quadros agudos mais graves, ¢ mesmo
atipicos, da dermatofitose, principalmente por M. gypseum e T. mentagrophytes, espécies que
se apresentaram como potentes produtoras de elastase em nosso trabalho frente aos outros
isolados.
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Tabela 5 — Atividade da elastase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo
Amostra Espécie U.E. | Amostra Espécie U.E.
Cl Microsporum canis 0 S1 Microsporum gypseum 2,09
C2 Microsporum canis 8,1 S2 Microsporum gypseum 0,79
C3 Microsporum canis 1,33 S3 Microsporum gypseum 0,5
C4 Microsporum canis 2,32 S4 Microsporum gypseum 0,4
C5 Microsporum canis 0,38 S5 Microsporum gypseum -
C6 Microsporum canis 1,21 S6 Microsporum gypseum 2,94
C7 Microsporum canis 0,8 S7 Microsporum gypseum 5,05
C8 Microsporum canis 0,16 S8 Microsporum gypseum 0,2
C9 Microsporum canis 3,93 S9 Microsporum gypseum 0,72
C10 Microsporum canis - S10 Microsporum gypseum 0,8
Cl1 Microsporum canis - S11 Microsporum gypseum 1,2
C12 Microsporum gypseum - S12 Microsporum gypseum 2,82
C13 Microsporum gypseum 3,44 S13 Microsporum gypseum -
Cl4 Microsporum gypseum 1,33 S14 Microsporum gypseum 0,15
C15 Microsporum gypseum 1,74 S15 Microsporum gypseum -
C16 Microsporum gypseum - S16 Microsporum gypseum -
C17 Microsporum gypseum - S17 Microsporum gypseum -
C18 Microsporum gypseum - S18 Microsporum gypseum -
C19 Microsporum nanum 3,78 S19 Microsporum gypseum -
C20 Microsporum nanum - S20 Microsporum gypseum -
Cc21 Trichophyton mentagrophytes 0,83 S21 Microsporum gypseum -
C22 Trichophyton mentagrophytes 1,94 S22 Microsporum gypseum -
C23 Trichophyton mentagrophytes 3,72 S23 Microsporum gypseum -
C24 Trichophyton mentagrophytes 3,17 S24 Microsporum gypseum -
C25 Trichophyton sp. 0,29 S25 Microsporum gypseum -
C26 Trichophyton sp. 0,93 S26 Microsporum nanum 0,7
Cc27 Trichophyton sp. 1,62 S27 Trichophyton sp. -
C28 Trichophyton sp. 0,04 S28 Trichophyton sp. -
C29 Trichophyton sp. 0,96 S29 Trichophyton sp. -
C30 Trichophyton sp. - S30 Trichophyton sp. -

*U.E.: Unidade de elastase; -: Amostra ndo analisada; C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.

Tabela 6 — Estatistica descritiva da atividade da elastase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo

Quantidade de amostras
Minimo

Maximo

Primeiro quartil (25%0)
Terceiro quartil (75%)
Variancia

Coeficiente de variagdo
Mediana

Desvio-padrao

Media

22
0
8,1
0,8075
2,9575
3,5227
98,27%
1,33
1,8769
1,91

13
0,15
5,05
0,5
2,09
2,0601
101,63%
0,79
1,4353
1,4123
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Figura 15 — Cepa de dermatofito crescendo
em busca de substrato - elastina

3.4.3 Colagenase

Os dados referentes a producdo da colagenase produzida por nossos isolados estdo nas
Tabelas 7 e 8. Houve a produgao por todos os isolados clinicos e ambientais, todas as amostras
com grande producdo de U.C. quando comparadas as producdes de U.K. e U.E. H4 diferenca
significativa estatisticamente na producdo de colagenase entre os grupos analisados, sendo
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p=0,0011 (a=0,05) (Mann-Whitney). Na figura 16 fica mais evidente a maior producio
enzimatica por parte dos isolados ambientais quando comparados aos isolados clinicos.

O colageno ¢ a proteina mais abundante no organismo de pessoas ¢ animais, sendo o
colageno de tipo I presente na pele, tenddes e ossos. Essa grande oferta de substrato pode
explicar a grande producdo desta enzima pelos nossos isolados. Como a dermatofitose ¢ micose
superficial, a oferta de coladgeno em animais vivos tende a ser menor que a oferta encontrada
no solo, onde organismos em decomposi¢ao estdo presentes, apresentando outras fontes dessa
proteina aos dermat6fitos, o que justificaria a maior produgao pelos isolados ambientais.

Sao poucos os trabalhos que analisaram a produgdo de colagenase por dermatofitos,
sendo a maioria deles sobre a degradagao da gelatina, produto da hidrolise parcial do colageno.
Rippon (1968) foi um dos primeiros pesquisadores a avaliar a colagenase de dermatofitos,
especificamente, Thichophyton schoenleinii. Neste trabalho avaliou o melhor pH de agdo (6,5)
e inibidores desta enzima (EDTA), ndo quantificando a presenca da enzima, como fizemos.

Ibrahim-Granet et al. (1996) avaliaram a produc¢do de colagenase por diversos fungos
patogénicos, como Cryptococcus spp., Candida spp., entre outros, € 0 maior produtor da enzima
foi o dermatofito Trichophyton schoenleinii, espécie antropofilica. Neste trabalho também
evidenciaram o EDTA como inibidor desta enzima. Inibidores dos fatores de viruléncia vem
sendo testados como possiveis controladores da dermatofitose, porem ainda nao sao utilizados
em produtos disponiveis comercialmente, talvez pela falta, e mesmo limitagdes que testes in
vivo possam impor.

Abdel-Rahman (2001) detectou a producao de colagenase por todos os isolados de T.
tonsurans obtidos de amostras de lesdes em criangas, mostrando a produgao desta enzima por
diversas espécies do grupo dos dermatofitos.

Viani (2007) avaliou a atividade enzimatica de M. canis de animais sintomaticos e
assintomaticos, verificando ndao haver diferenga estatisticamente entre os grupos para
colagenase. Essa semelhanca de producdo entre grupos sintomaticos e assintomaticos sugere
que a colagenase possa ndo estar envolvida, diretamente, ao surgimento de lesdes da
dermatofitose. Bem como, a alta produ¢ao de nossos isolados ambientais, evidenciam que os
dermatofitos produzem esta enzima mesmo quando ndo estdo parasitando organismos vivos.

O estudo de Viani (2007) utilizou técnica de quantificagdo igual a que utilizamos,
obtendo niimeros U.C. inferiores aos nossos, o que pode ser explicado por ter utilizado apenas
isolados de M. canis.

Kotrajaras (1965) utilizou enzimas produzidas por isolados de 7. mentagrophytes para
avaliar a separacdo completa da epiderme da derme, e a colagenase mostrou melhor agdo que a
elastase nessa fungdo, mas as duas enzimas foram eficientes. Isso mostra a importancia do
colageno e da elastina na composi¢do da pele. Como os dermatéfitos sdo produtores destas
enzimas, estdo aptos a destruir essas fibras elasticas, o que, provavelmente favorece a
disponibilidade de outros substratos, como a queratina.
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Tabela 7 — Atividade da colagenase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo
Amostra Espécie U.C. |Amostra Espécie U.C.
Cl Microsporum canis 4,86 S1 Microsporum gypseum 4,9
C2 Microsporum canis 4,9 S2 Microsporum gypseum 3,83
C3 Microsporum canis 4,89 S3 Microsporum gypseum 4,05
C4 Microsporum canis 4,87 S4 Microsporum gypseum 4,94
C5 Microsporum canis 4,84 S5 Microsporum gypseum 4,82
C6 Microsporum canis 4,86 S6 Microsporum gypseum 4,91
C7 Microsporum canis 4,91 S7 Microsporum gypseum 4,92
C8 Microsporum canis 4,89 S8 Microsporum gypseum 4,93
C9 Microsporum canis 4,87 S9 Microsporum gypseum 4,87
C10 Microsporum canis 5,03 S10 Microsporum gypseum 5,03
Cl1 Microsporum canis 4,87 S11 Microsporum gypseum 4,97
C12 Microsporum gypseum 4,84 S12 Microsporum gypseum 5
C13 Microsporum gypseum 4,79 S13 Microsporum gypseum 5,07
Cl4 Microsporum gypseum 4,82 S14 Microsporum gypseum 5,06
C15 Microsporum gypseum 4,84 S15 Microsporum gypseum 4,95
C16 Microsporum gypseum 4,85 S16 Microsporum gypseum 4,95
C17 Microsporum gypseum 4,96 S17 Microsporum gypseum 5,02
C18 Microsporum gypseum 4,9 S18 Microsporum gypseum 4,97
C19 Microsporum nanum 4,84 S19 Microsporum gypseum 4,82
C20 Microsporum nanum 4,95 S20 Microsporum gypseum 5,22
Cc21 Trichophyton mentagrophytes 4,83 S21 Microsporum gypseum 4,87
C22 Trichophyton mentagrophytes 4,85 S22 Microsporum gypseum 4,88
C23 Trichophyton mentagrophytes 4,86 S23 Microsporum gypseum 5,15
C24 Trichophyton mentagrophytes 4,92 S24 Microsporum gypseum 511
C25 Trichophyton sp. 4,94 S25 Microsporum gypseum 5,06
C26 Trichophyton sp. 4,9 S26 Microsporum nanum 4,9
Cc27 Trichophyton sp. 4,91 S27 Trichophyton sp. 5,28
C28 Trichophyton sp. 4,9 S28 Trichophyton sp. 4,97
C29 Trichophyton sp. 4,83 S29 Trichophyton sp. 5,01
C30 Trichophyton sp. 5,13 S30 Trichophyton sp. 5,06

*U.C.: Unidade de colagenase; C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.

Tabela 8 — Estatistica descritiva da atividade da colagenase por isolados clinicos e ambientais
Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo

Quantidade de amostras 30 30
Minimo 4,79 3,83
Maéaximo 5,13 5,28
Primeiro quartil (25%0) 4,8425 4,9
Terceiro quartil (75%) 4,9075 5,0525
Variancia 0,0045 0,0831
Coeficiente de variagdo 1,37% 5,86%
Mediana 4,87 4,96
Desvio-padrao 0,0668 0,2882
Media 4,8883 4,9173
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Figura 16 — Grafico Box-Plot — média e desvios —
U.C., cepas de origem clinica e cepas oriundas do solo, respectivamente
3.4.4 DNase

Os dados referentes a producao de DNase estao expostos nas tabelas 9 e 10 e podem ter
a distribuicao melhor visualizadas na figura 17. Ha diferenca significativa estatisticamente na
producdo de DNase entre os grupos analisados, sendo p<0,0001 (a=0,05) (Mann-Whitney).
Nenhum dos isolados de M. gypseum do solo produziu a enzima, bem como alguns isolados
clinicos desta espécie. Tal fato sugere que a DNase possa estar diretamente relacionada a
estagios especificos (inicial, ou avangado; sintomatico) da dermatofitose causada por M.
gypseum. No mais, todos os outros isolados, que nao M. gypseum, foram produtores da DNase.
De acordo com classificagao proposta por Price et al. (1982), onde Pz<0,64 ¢ considerado forte
produtor enzimdtico, apenas trés isolados clinicos (C7, C8 e C18) de nosso estudo foram fortes
produtores da DNase, sendo dois M. canis € um M. gypseum.

Embora possa ter envolvimento com a progressdo da dermatofitose, Cafarchia et al.
(2012) nao consideram a DNase envolvida no aparecimento de lesdes de dermatofitose por 7.
mentagrophytes, ja que em seu trabalho ndo houve diferenca na produgdo entre isolados de
pacientes sintomaticos e assintomaticos. Porém, os maiores niveis de DNase foram detectados
por isolados de M. canis de animais assintomaticos, sugerindo a participacdo desta enzima
principalmente nas fases iniciais da doenga.

Assim como na maioria das pesquisas avaliando a produ¢do de DNase por dermatofitos,
a técnica por nds utilizada para detectar e mensurar a producdo foi a formagao de halos de
degradagdo. Como ja citado, esta técnica tem a desvantagem da subjetividade durante a leitura
quando comparada a leitura de absorbancia. No caso dos testes de avaliagdo da DNase, a
visualiza¢do dos halos de degradagcdo mostrou-se dificil mesmo com a utilizacdo de solucdes
reveladoras propostas em literatura, como o &cido cloridrico SN. Os halos formados permitiram
a deteccdo da producdo enzimdtica, mas a divisdo pouco uniforme entre area degradada de
substrato e area ndo-degradada evidenciou a possibilidade da subjetividade durante a medicao
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das areas (Figuras 18 e 19). Porém, ndo sdo descritas outras técnicas para a avaliagdo da DNase
por dermatoéfitos, sendo este o método ainda mais utilizado e aceito.

Visando melhorar e deteccdo dos halos, testamos outras solu¢des reveladoras durante
nosso projeto, como azul de toluidina, nigrosina, azul de metileno e outras concentragdes de
HCI. Mas, verificamos ser o HCI 5N o revelador de melhor func¢do neste teste. Além disso, a
permanéncia por 10 minutos do revelador dentro das placas mostrou-se como o melhor periodo
para a revelacdo das zonas de degradagao.

A DNase ¢ enzima melhor estabelecida e avaliada na rotina do diagnostico
bacterioloégico, quando comparado ao micologico. Pimenta et al. (2008) determinaram a
deteccdo da DNase como sendo um teste confidvel para a identificacdo da espécie
Corynebacterium diphtheriae. E de se supor que também possa fazer parte da chave de
identifica¢do de fungos dermatoéfitos, o que requer pesquisas.

Gerceker et al. (2009) sugeriram um novo método para deteccao da DNase produzida
por bactérias, chamado DDT (DNase tube test), onde o micro-organismo a ser analisado ¢
semeado em meio com DNA, e posteriormente a verificagao da presenca, ou auséncia de DNA
neste meio € feita por corrida em gel de agarose (eletroforese). Os pesquisadores destacam a
simplicidade, rapidez, baixo custo e acurécia deste método quando comparado a leitura de halos
em placas. Assim, este método pode ser testado para a detecgdo de atividade da DNase em
fungos, podendo ser uma boa alternativa a subjetividade das leituras em placas.

Sharifzadeh et al. (2016) analisando diferentes espécies de dermatoéfitos, como M. canis,
M. gypseum, T. rubrum e T. mentagrophytes, detectaram esta ultima espécie como a maior
produtora de DNase. Ainda ressaltam que a producdo de DNase esta relacionada a casos
cronicos de dermatofitose, enquanto isolados de casos agudos tendem a ser fracos secretores de
desta enzima.

Entre os nossos isolados clinicos, nota-se padrao de producao, nao sendo os fungos
fortes produtores da DNase, o que requer melhor investigacao das caracteristicas dos nossos
pacientes para que se obtenha essa correlacdo com a cronicidade da dermatofitose. O que se
pode afirmar, ¢ que todas as amostras foram coletadas de animais com lesdes da dermatofitose
€ que entdo esta enzima possa estar relacionada a animais sintomaticos.

Porém, Viani et al. (2001) nao sugeriram a DNase como envolvida nas caracteristicas
clinicas da dermatofitose, j4 que nao obtiveram diferenga na producdo entre isolados de M.
canis de gatos e cdes sintomaticos e assintomaticos. A utilizagdo de apenas M. canis pode
explicar esse comportamento na pesquisa de Viani et al. (2001), j4 que esta espécie tende a
gerar casos cronicos de dermatofitose em caes e gatos, considerados hospedeiros deste fungo.

Além disso, outro fato que se destaca em nosso trabalho ¢ a ndo producao da DNase por
M. gypseum, englobando todos os isolados ambientais da espécie e 4 dos 7 isolados clinicos,
sugerindo ser esta uma espécie de fraca producdo desta enzima, ou que esta enzima seja pouco
produzida por dermatéfitos geofilicos.
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Tabela 9 — Atividade da DNase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo
Amostra Espécie PzD | Amostra Espécie PzD
Cl Microsporum canis 0,846 S1 Microsporum gypseum 1
C2 Microsporum canis 0,8318 S2 Microsporum gypseum 1
C3 Microsporum canis 0,8453 S3 Microsporum gypseum 1
C4 Microsporum canis 0,7697 S4 Microsporum gypseum 1
C5 Microsporum canis 0,8571 S5 Microsporum gypseum 1
C6 Microsporum canis 0,7146 S6 Microsporum gypseum 1
C7 Microsporum canis 0,6141 S7 Microsporum gypseum 1
C8 Microsporum canis 0,6312 S8 Microsporum gypseum 1
C9 Microsporum canis 0,7233 S9 Microsporum gypseum 1
C10 Microsporum canis 0,7859| S10 Microsporum gypseum 1
Cl1 Microsporum canis 0,8557| S11 Microsporum gypseum 1
C12 Microsporum gypseum 0,8777| S12 Microsporum gypseum 1
C13 Microsporum gypseum 1 S13 Microsporum gypseum 1
Cl4 Microsporum gypseum 1 S14 Microsporum gypseum 1
C15 Microsporum gypseum 1 S15 Microsporum gypseum 1
C16 Microsporum gypseum 0,8828| S16 Microsporum gypseum 1
C17 Microsporum gypseum 1 S17 Microsporum gypseum 1
C18 Microsporum gypseum 0,5252| S18 Microsporum gypseum 1
C19 Microsporum nanum 0,871 S19 Microsporum gypseum 1
C20 Microsporum nanum 0,9378| S20 Microsporum gypseum 1
Cc21 Trichophyton mentagrophytes 0,8991| S21 Microsporum gypseum 1
C22 Trichophyton mentagrophytes 0,8506| S22 Microsporum gypseum 1
C23 Trichophyton mentagrophytes 0,7291| S23 Microsporum gypseum 1
C24 Trichophyton mentagrophytes 0,8825| S24 Microsporum gypseum 1
C25 Trichophyton sp. 0,6976| S25 Microsporum gypseum 1
C26 Trichophyton sp. 0,85 S26 Microsporum nanum 0,8608
C27 Trichophyton sp. 0,9387| S27 Trichophyton sp. 0,9227
C28 Trichophyton sp. 0,5617| S28 Trichophyton sp. 0,9047
C29 Trichophyton sp. 0,6655| S29 Trichophyton sp. 0,8004
C30 Trichophyton sp. 0,8413| S30 Trichophyton sp. 0,7554

*C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.

Tabela 10 — Estatistica descritiva da atividade da DNase por isolados clinicos e ambientais
Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo

Quantidade de amostras 30 30
Minimo 0,5252 0,7554
Maximo 1 1
Primeiro quartil (25%0) 0,7248 1
Terceiro quartil (75%) 0,8827 1
Variancia 0,0168 0,004
Coeficiente de variagdo 15,87% 6,46%
Mediana 0,848 1
Desvio-padrao 0,1295 0.063
Media 0,8162 0,9748
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Figura 17 — Grafico Box-Plot — média e desvios —
PzDNase, cepas de origem clinica e cepas oriundas do solo, respectivamente

Figura 18 — Cepa de Trichophyton sp. produtora de DNase



Figura 19 — Cepa de Trichophyton sp. produtora de DNase

3.4.5 Lipase

Os dados sobre a produgao da lipase sao mostrados nas Tabelas 11 e 12, onde nota-se
que apenas 7 isolados ndao foram produtores da enzima. Nao ha diferenca significativa
estatisticamente na produgdo de lipase entre os grupos analisados, sendo p=0,8650 (a=0,05)
(Mann-Whitney). A Figura 20 evidencia a uniformidade da produ¢ao de lipase entre os grupos
e a auséncia de outliers nos resultados. De acordo com classificagdo proposta por Price et al.
(1982), onde Pz<0,64 ¢ considerado forte produtor enzimdtico, apenas quatro isolados clinicos
(C1, C8, C11 e C18) de nosso estudo foram fortes produtores da lipase, sendo trés M. canis ¢
um 7. mentagrophytes e sete isolados ambientais (S1, S3, S11, S12, S19, S28 e S30) foram
fortes produtores, sendo cinco M. gypseum e dois Trichophyton sp.

A utilizagdo de placas de Petri para aferi¢do dos halos mostrou-se como método pratico
e de facil leitura para a producao da lipase (Figura 21), principalmente quando comparado aos
testes da DNase. Nao houve necessidade de solugdes reveladoras e os halos de degradagdo com
precipitacdo de sais sdo evidentes, gerando pouca subjetividade nas leituras. Cafarchia et al.
(2012) fazem observacao em sua pesquisa sobre a dificuldade de leitura das placas, citando ndo
haver clareza nos resultados referentes a producdo de elastase e lipase por dermatoéfitos, fato
ndo ocorrido em nosso trabalho. Varia¢des nas marcas dos produtos utilizados podem explicar
essas diferengas em nossos trabalhos, ja que a constituicdo e parametros dos testes foram iguais.

Os isolados ndo produtores, tanto clinicos quanto ambientais, sdo de espécies diversas,
como M. canis, M. gypseum, M. nanum e Thichophyton sp., 0 que mostra ndo haver correlacéo
entre a producdo enzimatica e a espécie do dermatdfito, ja que outros isolados semelhantes
foram produtores.

A ocorréncia constante da descamacéo de tecidos de animais e pessoas fornece ao solo
substrato suficiente para que ocorra a producdo de lipase pelos dermatofitos isolados do
ambiente, o que explica a producdo pelos nossos isolados ambientais. Hellgrem e Vincent
(1980; 1981) relatam a producdo de lipase por isolados de M. canis, T. rubrum, T.
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum, justificando esse fator de viruléncia pela
necessicidade dos dermatofitos em atravessar a barreira lipidica presente nos tecidos
queratinizados das pessoas e dos animais. O mesmo também pode explicar a producéo da lipase
dos nossos isolados ambientais, onde o tecido descamado tende a possuir resquicios de lipidos.
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Mubhsin et al. (1997), Sharifzadeh et al. (2016) e Gnat et al. (2018) relatam a producgéo
de lipase por todos os isolados de leveduras, como Candida spp., e dermatofitos avaliados por
eles, também confirmando a necessidade desses fungos em atravessar barreiras lipidicas para
se instalar nos tecidos dos hospedeiros.

Elavarashi et al. (2017) detectaram a forte produgdo de lipase por todos os isolados de
T. mentagrophytes e T. rubrum em sua pesquisa, mostrando ser esta enzima um forte marcador
para identificacdo destes fungos. Todos os isolados de T. mentagrophytes em nosso trabalho
também foram produtores, contribuindo com a hipo6tese de Elavarashi et al. (2017).

Cafarchia et al. (2012) n&o identificaram diferenca entre a producdo de lipase de T.
mentagrophytes isolados do ambiente, de coelhos sintomaticos e assintomaticos para
dermatofitose. No entanto, em M. canis houve maior producdo desta enzima nos isolados de
pacientes sintomaticos, quando comparado aos outros dois grupos, associando a producgdo ao
surgimento de lesbes. A fato dos coelhos ndo serem hospedeiros naturais de M. canis pode
explicar a maior producdo deste fator para que esta espécie cause lesdes nos animais.
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Tabela 11 — Atividade da lipase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo
Amostra Espécie PzL |Amostra Espécie PzL

C1 Microsporum canis 0,5806 S1 Microsporum gypseum 00,5964
C2 Microsporum canis 0,6796 S2 Microsporum gypseum  0,7256
C3 Microsporum canis 1 S3 Microsporum gypseum  0,2995
C4 Microsporum canis 0,8065 S4 Microsporum gypseum 1
C5 Microsporum canis 0,7243 S5 Microsporum gypseum  0,8418
C6 Microsporum canis 0,6951 S6 Microsporum gypseum  0,8887
C7 Microsporum canis 0,5245 S7 Microsporum gypseum  0,7615
C8 Microsporum canis 0,6282 S8 Microsporum gypseum  0,7898
C9 Microsporum canis 1 S9 Microsporum gypseum  0,8857
C10 Microsporum canis 0,6616| S10 Microsporum gypseum 0,7803
Cl1 Microsporum canis 0,6354| S11 Microsporum gypseum 00,6354
C12 Microsporum gypseum 1 S12 Microsporum gypseum  0,6214
C13 Microsporum gypseum 0,719 S13 Microsporum gypseum  0,8298
Cl4 Microsporum gypseum 0,6732| S14 Microsporum gypseum  0,8514
C15 Microsporum gypseum 0,8947| S15 Microsporum gypseum 0.85
C16 Microsporum gypseum 0,7705| S16 Microsporum gypseum  0,8633
C17 Microsporum gypseum 0,8266 S17 Microsporum gypseum 0,8083
C18 Microsporum gypseum 0,7752| S18 Microsporum gypseum  0,8201
C19 Microsporum nanum 0,7741| S19 Microsporum gypseum 00,5837
C20 Microsporum nanum 0,7634| S20 Microsporum gypseum 0,8597
Cc21 Trichophyton mentagrophytes 0,691 S21 Microsporum gypseum  0,7439
C22 Trichophyton mentagrophytes 0,5292| S22 Microsporum gypseum  0,6753
C23 Trichophyton mentagrophytes 0,934 S23 Microsporum gypseum  0,7833
C24 Trichophyton mentagrophytes 0,8174| S24 Microsporum gypseum  0,7907
C25 Trichophyton sp. 0,8677| S25 Microsporum gypseum  0,8222
C26 Trichophyton sp. 0,9185| S26 Microsporum nanum 1
Cc27 Trichophyton sp. 1 S27 Trichophyton sp. 0,9598
C28 Trichophyton sp. 0,7578| S28 Trichophyton sp. 0,4105
C29 Trichophyton sp. 1 S29 Trichophyton sp. 0,805
C30 Trichophyton sp. 0,6289| S30 Trichophyton sp. 0,3879

*C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.

Tabela 12 — Estatistica descritiva da atividade da lipase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica Cepas oriundas do solo

Quantidade de amostras
Minimo

Maximo

Primeiro quartil (25%0)
Terceiro quartil (75%)
Variancia

Coeficiente de variagdo
Mediana

Desvio-padrao

Media

30
0,5245
1
0,6748
0,888
0,0208
18,58%
0,7669
0,1442
0,7759

30
0,2995
1
0,6879
1
0,0284
22,31%
0,7978
0,1686
0,7557
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Figura 20 — Grafico Box-Plot — média e desvios —
PzLipase, cepas de origem clinica e cepas oriundas do solo, respectivamente

Figura 21 — Cepa de Microsporum canis produtora de lipase
3.4.6 Gelatinase

Os dados sobre a produ¢do de gelatinase pelos isolados clinicos e ambientais estdo na
Tabela 13. Nao ha diferenca significativa estatisticamente na producdo de gelatinase entre os
grupos analisados, sendo p=0,5593 (a=0,05) (Teste binomial: duas proporcdes). Sete isolados
clinicos de dermatofitos ndo foram produtores da gelatinase, enquanto apenas dois ambientais
nao produziram a enzima.
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A gelatina ¢ resultado da hidrolise parcial do colageno, por isso, embora todos os
isolados de nosso trabalho tenham sido capazes de degradar o colageno, ndo necessariamente
seriam capazes de liquefazer com eficacia os meios de cultura contendo a gelatina.

Dentre todos os isolados de M. gypseum apenas um ndo foi produtor de gelatinase, sendo
esse um fungo ambiental (S13). Todos os isolados de 7. mentagrophytes, que sdo de origem
clinica, foram produtores da enzima, mostrando o grande potencial patogénico desta espécie.
Microsporum canis mostrou grande variagao na producao da gelatinase, sendo que quatro dos
onze isolados ndo foram produtores, ndo sendo este um bom marcador para a patogenicidade
deste fungo. Os isolados de Trichophyton sp., clinicos e ambientais, também mostraram
comportamento semelhante ao M. canis, sendo que quatro dos dez nao foram produtores. Todos
0s M. nanum foram produtores.

Cafarchia et al. (2012) analizaram isolados de M. canis ambientais e de coelhos
sintomaticos e assintomaticos, onde nenhum fungo foi produtor de gelatinase, corroborando
com a variac¢ao de produgdo enzimatica desta espécie em nosso trabalho e levantando a hipotese
de que M. canis seja fraco produtor desta enzima.

O método para detecgao de atividade da gelatinase utilizado em nossa pesquisa mostrou-
se econdmico e de facil leitura. A utilizagdao de tubos de ensaio de vidro ocupa pouco espago
em estufas, permitem a reutilizagdo dos tubos e tornam evidente se houve liquefagcdo, ou ndo,
do meio de cultura contendo gelatina. Alguns trabalhos utilizaram placas de Petri para a
realizacdo dos testes, técnica previamente testada por nds, que apresentou alto indice de
contaminacao das amostras, bem como maior dificuldade para realizagdo das leituras.

A leitura em tubos ainda permite identificar diferente padroes de degradacao da gelatina,
como proposto por Bier (1985) e mostrado na Figura 22. Estes padrdes requerem mais pesquisas
para que sejam relacionados as espécies dos dermatofitos.

Jacobs e Lorincz (1957) ja buscavam por informagdes a cerca da relagdo entre
dermatoéfitos e a gelatina, mostrando que meios de cultura contendo 5% de gelatina favorecem
o crescimento de dermatéfitos, mas que concentragdes acima de 30% inibem o
desenvolvimento destes fungos. Levantaram a hipotese de que esta concentragao possa manter
o equilibrio entre hospedeiro e dermatéfito, ja que 70% do coldgeno integro dos seres vivos €
agua, semelhante ao meio de cultura inibidor. Teoria ainda ndo confirmada até o momento.
Além disso, este trabalho corrobora com nossos dados, onde a maioria dos dermatéfitos foi
capaz de degradar este substrato.

Sharma et al. (2017) avaliaram a produg¢do da gelatinase por fungos do solo, onde de 31
isolados, apenas 2 foram produtores de gelatinase. O que difere estes resultados dos nossos, ¢
que dentre esses 31 fungos a maioria era do género Aspergillus, ou fungos demaceos, nao sendo
citados dermatofitos. Na pesquisa de Mubhsin et al. (1997) nenhuma levedura pesquisada, entre
espécies de Candida e Malassezia, foi produtora da gelatinase, enquanto todos os dermatofitos
foram produtores. Isto levanta a hipotese de que os dermatoéfitos possam ser diferenciados de
outros fungos também por serem produtores de gelatinase, isolados de animais doentes, ou de
amostras do solo.
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Tabela 13 — Atividade da gelatinase por isolados clinicos e ambientais

Cepas de origem clinica

Cepas oriundas do solo

Amostra Espécie Gelatinase | Amostra Espécie Gelatinase
C1 Microsporum canis Positiva S1 Microsporum gypseum Positiva
C2 Microsporum canis Positiva S2 Microsporum gypseum Positiva
C3 Microsporum canis Positiva S3 Microsporum gypseum Positiva
C4 Microsporum canis Positiva S4 Microsporum gypseum Positiva
C5 Microsporum canis Negativa S5 Microsporum gypseum Positiva
C6 Microsporum canis Negativa S6 Microsporum gypseum Positiva
C7 Microsporum canis Negativa S7 Microsporum gypseum Positiva
C8 Microsporum canis Negativa S8 Microsporum gypseum Positiva
C9 Microsporum canis Positiva S9 Microsporum gypseum Positiva
C10 Microsporum canis Positiva S10 Microsporum gypseum Positiva
Cl1 Microsporum canis Positiva S11 Microsporum gypseum Positiva
C12 Microsporum gypseum Positiva S12 Microsporum gypseum Positiva
C13 Microsporum gypseum Positiva S13 Microsporum gypseum  Negativa
C14 Microsporum gypseum Positiva S14 Microsporum gypseum Positiva
C15 Microsporum gypseum Positiva S15 Microsporum gypseum Positiva
C16 Microsporum gypseum Positiva S16 Microsporum gypseum Positiva
C17 Microsporum gypseum Positiva S17 Microsporum gypseum Positiva
C18 Microsporum gypseum Positiva S18 Microsporum gypseum Positiva
C19 Microsporum nanum Positiva S19 Microsporum gypseum Positiva
C20 Microsporum nanum Positiva S20 Microsporum gypseum Positiva
Cc21 Trichophyton mentagrophytes  Positiva S21 Microsporum gypseum Positiva
C22 Trichophyton mentagrophytes  Positiva S22 Microsporum gypseum Positiva
C23 Trichophyton mentagrophytes  Positiva S23 Microsporum gypseum Positiva
C24 Trichophyton mentagrophytes  Positiva S24 Microsporum gypseum Positiva
C25 Trichophyton sp. Positiva S25 Microsporum gypseum Positiva
C26 Trichophyton sp. Positiva S26 Microsporum nanum Positiva
C27 Trichophyton sp. Negativa S27 Trichophyton sp. Positiva
Cc28 Trichophyton sp. Negativa S28 Trichophyton sp. Positiva
C29 Trichophyton sp. Positiva S29 Trichophyton sp. Negativa
C30 Trichophyton sp. Negativa S30 Trichophyton sp. Positiva

*C1: isolado clinico nimero 1; S1: isolado ambiental nimero 1.
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Figura 22 — Diferentes padroes de acdo da gelatinase produzida por dermatdfitos
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4 CONCLUSOES

- Na identificacdo de dermatofitos, pode-se afirmar, especificamente em relagdo a espécies
pertencentes ao género Trichophyton, que as caracteristicas macroscopicas e
micromorfologicas sdo insuficientes principalmente apds a adogdo de nova classificagdo e
avango das técnicas moleculares.

- Houve uma maior prevaléncia nos isolamentos de Microsporum canis dentre os isolados de
casos clinicos de dermatofitose. Considerando que a nossa amostragem teve como origem 0s
animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
pode-se inferir que esta espécie € a principal responsavel nestes casos.

- Quanto aos isolamentos de dermatofitos geofilicos, foi possivel demonstrar a presenca destes
fungos em varias regides do Brasil, 0 que ndo significa que todos as amostras de solo sejam
positivas. Aspectos fisicos do solo como arenosidade, pH, compactacédo, assim como lixiviacéo
e maior ou menor teor de queratina podem ser fatores limitantes aos isolamentos. A espécie
Microsporum gypseum foi a mais isolada e pode-se supor que esteja presente na maioria das
regioes.

- A espécie Microsporum gypseum, embora reconhecidamente geofilica, encontra-se
relacionada a quadros clinicos de dermatofitose.

- Na utilizacdo da técnica Vanbreuseghem (1952), a utilizacdo de pelos claros dificulta a
visualizacdo de colbnias enquanto o uso de pelos escuros possibilita um aumento de contraste
entre o substrato e as mesmas.

- Para a analise de producdo enzimatica, a técnica que utiliza o calculo de Pz (relacdo entre
didmetros da colonia e diametro da coldnia acrescido do halo formado) apresenta praticidade
na deteccdo de atividade enzimatica, mas, ao contrario da analise por espectrofotometria, é
imprecisa em quantificar a concentracdo da mesma. Especificamente, o teste de DNase
necessita de adaptacdes para fornecer resultados mais precisos. A analise espectrofotométrica
¢ de maior precisao e de leitura mais objetiva.

- Os dermatofitos isolados do solo e os isolados de origem clinica possuem basicamente a
mesma expressao de fatores relacionados com a viruléncia, embora ocorram variagdes nas

concentragdes das enzimas produzidas.

- Os isolados de Microsporum gypseum de amostras ambientais possivelmente ndao sdo
produtores de DNase.
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6 ANEXOS

Anexo A - Meios de Cultura e Solugdes

- Agar seletivo para fungos patogénicos® (Merck®)

Peptona de farinha de soja
Dextrose

Cicloheximida
Cloranfenicol

Agar-agar

Agua destilada

- Agar Fungobiotic® (Himedia®)

Peptona de farinha de soja
Dextrose

Cicloheximida
Cloranfenicol

Agar-agar

Agua destilada

- Agar Sabouraud dextrose (Himedia®)

Peptona micoldgica
Dextrose

Agar-agar

Agua destilada

- Caldo Sabouraud dextrose

Proteose peptona (MicroMED®)
Dextrose (Sigma®)
Agua destilada

- DTM® (BD®)

- Meio com substrato para produgéo de enzimas

Peptona de farinha de soja
Dextrose

Cicloheximida
Cloranfenicol
Gentamicina

Vermelho de fenol
Agar-agar

Agua destilada

10,09
10,09
0,40 g
0,059
12,59
1000 mL

10,0g
10,0g
0,509
0,059
15,09
1000 mL

10,0 g
40,0 g
150
1000 mL

10,0 g
40,0 g
1000 mL

10,0 g
10,0 g
0,50 g
0,10 g
0,10 g
0,20 g
24,0 g
1000 mL

Queratina (chifre bovino em pd), ou Elastina de ligamento de pescogo bovino (Sigma®),

ou Colageno (Drogavet®)

3,00 g
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- Solugéo Tris-HCI/CaCl, (pH 8,0/pH 7,2)

MgSO4 (Vetec®)
CaCl; (Vetec®)
Protovit® (Roche®)
Agua destilada

Tris-Base (Merck®)
CaCl, (Vetec®)

HCI (Vetec®)
Agua destilada

- Solucéo tampéo fosfato (pH 7,0)

Solucéo A:

6,00 g
0,111 ¢
1mL
1000 mL

12,1g

111,1 mg

necessario para atingir pH desejado
1000 mL

Dissolver 27,6 g de NaH2PO4H0 (fostato monossodico) (Vetec®)

Agua destilada

Solucéo B:

Completar até 1000 mL

Dissolver 53,65 g de NaH2HPO4HO (fostato dissodico) (Vetec®)

Agua destilada

Solucéo final:
Solucdo A

Solucéo B
Agua destilada

- Agar teste DNase (Difco®)

Triptose

Acido desoxirribonucleico
Cloreto de sddio
Agar-agar

Agua destilada

- Agar para avaliacéo de lipase

Proteose peptona (MicroMED®)
NaCl (Vetec®)

CaCl; (Vetec®)

Tween 20 (Isofar®)

Agar-agar (Dinamica®)

Agua destilada

- Meio para avaliacédo da gelatinase

Proteose peptona (MicroMED®)
Extrato de carne (Himedia®)
Gelatina (Merck®)

Agua destilada

Completar até 1000 mL

195,0 mL
305,0 mL
500,0 mL

20,0 g
2,00 g
5,00 g
150
1000 mL

10,0 g
5,00 g
0,10 g
10,0 mL
20,0 g
1000 mL

5,00 g
3,00 g
120 g
1000 mL
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