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RESUMO

Os fungos dermatofitos pertencem ao filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Onygenales e familia Arthrodermataceae. O género Trichophyton pertence a esse
peculiar grupo de fungos, sendo um género com uma grande variedade fenotipica e uma
baixa variabilidade genética, sendo portanto, de dificil identificacdo. A sua taxonomia
sempre foi baseada em caracteristicas morfofisioldgicas, o que gerava duvidas devido a
heterogeneidade fenotipica entre as espécies. Os estudos moleculares tem sido um
grande progresso na taxonomia desse grupo de fungos, especificamente do género
Trichophyton, visto que dentro desse género ha a problemética dos complexos de
espécies. O objetivo do estudo foi aplicar abordagem taxonémica polifasica para
legitimar e atualizar taxonomicamente 44 culturas de T. mentagrophytes, T. rubrum e T.
tonsurans mantidas na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. A
analise molecular foi baseada no sequenciamento das regides génicas f-tubulina e ITS.
Foram realizadas analises das caracteristicas fenotipicas de colonia central e
caracteristicas micromorfologicas. Para determinacdo das caracteristicas fisiologicas
foram observadas atividade ureasica e crescimento em meio contendo caseina. Com a
analise molecular, sete culturas que estavam identificadas como T. mentagrophytes
foram identificadas como T. interdigitale, duas como T. rubrum e uma como T.
quinckeanum. Todas as culturas identificadas como T. rubrum legitimadas. Das culturas
identificadas como T. tonsurans, nove foram legitimadas e sete foram reclassificadas
como T. rubrum ( trés culturas) e T. interdigitale (quatro culturas). As culturas das
espécies T. interdigitale e T. tonsurans apresentaram uma grande variabilidade
fenotipica e micromorfolégica. A deteccdo da urease conseguiu separar T. interdigitale
de T. rubrum, mas ndo conseguiu separar T. tonsurans. No teste da caseina, foi possivel
identificar mas ndo conseguiu separar as especies T. interdigitale e T. rubrum, porém
ndo conseguiu identificar e nem separar T. tonsurans. Pode-se concluir a partir da
utilizacdo das diferentes metodologias, que a identificacdo de espécies de Trichophyton
baseada em caracteres morfofisioldgicos pode ser duvidosa para algumas espécies,
assim, os métodos moleculares sdo indicados como uma alternativa viavel e segura para

auxiliar nessa importante tarefa.

Palavras-chave: Dermatéfitos. Revisdo taxondmica. Filogenia.



ABSTRACT

The dermatophyte fungi belong to the phylum Ascomycota, class Eurotiomycetes, order
Onygenales and family Arthrodermataceae. The genus Trichophyton belongs to this
peculiar group of fungi, being a genus with a great phenotypic variety and a low genetic
variability, being therefore difficult to identify. Its taxonomy has always been based on
morphophysiological characteristics, which raised doubts due to the phenotypic
heterogeneity between the species. Molecular studies have been a great progress in the
taxonomy of this group of fungi, specifically of the genus Trichophyton, since within
this genus there is the problematic of the species complexes. The aim of the study was
to apply polyphase taxonomic approach to legitimize and taxonomically update 44
cultures of T. mentagrophytes, T. rubrum and T. tonsurans kept in the URM Micoteca
of the Federal University of Pernambuco. The molecular analysis was based on the
sequencing of the pB-tubulin and ITS gene regions. Analyzes of phenotypic
characteristics of central colony and micromorphological characteristics were
performed. To determine the physiological characteristics, urease activity and growth in
casein-containing medium were observed. With molecular analysis, seven cultures that
were identified as T. mentagrophytes were identified as T. interdigitale, two as T.
rubrum and one as T. quinckeanum. All cultures identified as T. rubrum legitimized. Of
the cultures identified as T. tonsurans, nine were legitimized and seven were
reclassified as T. rubrum (three cultures) and T. interdigitale (four cultures). The
cultures of the species T. interdigitale and T. tonsurans presented a great phenotypic
and micromorphological variability. Urease detection was able to separate T.
interdigitale from T. rubrum, but failed to separate T. tonsurans. In the casein test, it
was possible to identify but could not separate T. interdigitale and T. rubrum species,
but could not identify or separate T. tonsurans. It can be concluded from the use of
different methodologies that the identification of Trichophyton species based on
morphophysiological characters may be doubtful for some species, thus, molecular

methods are indicated as a viable and safe alternative to assist in this important task.

Key words: Dermatophyte. Taxonomic revision. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO

Os dermatofitos sdo fungos que invadem e se propagam em peles queratinizadas
de mamiferos, incluindo humanos, causando doengas infectocontagiosas, conhecidas
como dermatofitoses. As dermatofitoses sdo infec¢des fungicas de cabelo, pele e unhas
causadas por esses fungos filamentosos queratinofilicos e estdo entre as infeccGes
cutaneas mais frequentemente diagnosticadas em todo o mundo, sendo uma
preocupacdo de saude em varias regides geograficas (Maraki; Mavromanolaki, 2016;
Wu et al, 2009). Esta doenca tem sido uma das principais preocupacdes tanto para a
area veterinaria como da saude publica, uma vez que implica em muitos custos devido a
sua natureza cronica, demandando terapias de longa duracdo, como também pela
morbidade de causam (Cafarchia et al., 2013; Ahmadi et al., 2016). Os dermatofitos
pertencem aos grupos mais antigos e mais frequentemente encontrados de
microorganismos que foram reconhecidos como agentes de micoses superficiais (de
Hoog et al., 2017).

Os dermatofitos estdo classificados no filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes,
ordem Onygenales e familia Arthrodermataceae segundo Hibbett et al. (2007), tendo
como principais representantes os géneros anamorfos Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton, e teleomorfo Artbroderma, que apresentam extrema importancia médica
(Cafarchia et al., 2013).

As espécies de interesse médico mais frequentemente isoladas no Brasil sdo:
Epidermophyton  floccosum, Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans (Fisher e Cook, 2001; Lacaz et al., 2002;
Sidrim e Rocha, 2004).

Durante anos a taxonomia dos dermatofitos tem sido conduzida apenas por
métodos morfoldgicos baseados nas caracteristicas fenotipicas e, quando necessario, por
métodos fisioldgicos, porém € muitas vezes considerada complexa, principalmente
devido ao alto grau de semelhancas morfologicas entre as espécies, exigindo pratica,
conhecimento cientifico e a aplicacdo de diferentes abordagens durante o processo de
identificacdo (Dabrowska, 2014). Contudo, nos ultimos anos, a utilizacdo de
ferramentas moleculares tem apontado um progresso consideravel na identificacdo e

classificacdo destes fungos, como também tem contribuido significativamente para 0s
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avangos na sua taxonomia, ecologia, epidemiologia e entendimento dos processos

evolutivos (Putignani et al., 2010; Cafarchia et al., 2013).

Os atuais avangos na taxonomia molecular tém apontado T. mentagrophytes
como um complexo de espécies antropofilicas, zoofilicas e geofilicas, com diferentes
fases sexuadas, sendo sua identificacdo molecular fundamental para uma ampla
compreensdo das implicagGes clinica e epidemiolégica e da heterogeneidade genética
desse complexo (Carfachia et al., 2011, 2013; Ahmadi et al., 2016; Pchelin et al., 2016).

Andlises de polimorfismos através de técnicas de PCR-RFLP para a regido
transcrita interna (ITS) e regido do espacamento ndo transcrita (NTS) (Jackson et al.,
1999), andlises da repeticdo da regido interna variavel (VIR) e NTS (Anzawa et al.,
2011) tém se mostrado por muito tempo como ferramentas valiosas para identificacao
de espécies de dermatdfitos, porém técnicas baseadas em andlises de polimorfismos em
gel de agarose podem estar sujeitas a variagdes e apresentar problemas de repetitividade
entre 0s ensaios. Os avangcos recentes nas tecnicas moleculares tornaram o
sequenciamento de regides génicas ou mesmo do genoma completo de fungos mais
viaveis e acessiveis, tem possibilitado a obtencdo de resultados mais confiaveis e

reprodutiveis nos trabalhos taxonémicos (Cafarchia et al., 2013).

Recentemente, analises filogenéticas de varias regides génicas como ITS, B-
tubulina (BT2), fator de alongamento da traducdo (TEF-la), e calmodulina se
mostraram como marcadores genéticos Uteis para a identificacdo de espécies de
dermatofitos, além de possibilitar a separacdo dos complexos de espécies envolvendo
esse importante grupo de patdégeno de humanos e animais. Mas ainda sugere-se que
estudos de outros loci s@o necessarios para confirmacdo dos resultados (Cafarchia et al.,
2013; Ahmadi et al., 2016).

Dessa forma, as analises filogenéticas de diferentes regibes génicas do genoma
de fungos, aliadas as analises morfoldgicas e fisioldgicas, compdem assim uma
abordagem polifasica que oferece uma identificacdo mais precisa das espécies, sendo
indispensaveis para atualizacdo da taxonomia de culturas mantidas em cole¢bes. Os
dados sobre as culturas de dermatéfitos utilizadas neste estudo irdo atualizar a
taxonomia no banco de dados da Cole¢édo de Culturas - Micoteca URM, proporcionando

possibilidades para pesquisadores e usuérios, 0s quais terdo aquisicdo a um maior
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ndmero de linhagens com identificacdo polifasica. Além disso, uma identificagdo
precisa destes isolados fornecera base para futuros estudos e serdo cruciais para o
desenvolvimento de técnicas de controle e prevencao para o estabelecimento de terapias

antiflngicas.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Aplicar abordagem taxonémica polifasica para legitimar e atualizar
taxonomicamente culturas de Trichophyton mantidas na Micoteca URM.

1.2.2 Objetivos Especificos

. Confirmar a viabilidade das culturas de Trichophyton mantidas na Micoteca
URM;
. Caracterizar através de analises filogenéticas, fenotipicas e fisioldgicas culturas

de Trichophyton mantidas na Micoteca URM;

. Legitimar e atualizar taxonomicamente por meio de taxonomia polifasica

culturas de Trichophyton mantidas na Micoteca URM.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO DA TAXONOMIA DOS DERMATOFITOS

A micologia médica se iniciou com o estudo dos fungos dermatofitos por Robert
Remak, em 1839, ao estudar a etiologia do Favus, conhecida como tinea que séo
micoses superficiais. A taxonomia desses fungos foi iniciada em 1841 com os estudos
de Robert Remak e David Gruby. David Gruby, em 1843 redescobriu a etiologia do
Favus, criando o género Microsporum e reafirmando a etiologia fungica de todas as
tineas (Elewski, 2000). O género Trichophyton foi descrito em 1845 pelo sueco
Malmsten e o género Epidermophyton por Sabouraud, em 1907. Raymond Jacques
Andrien Sabouraud, dermatologista formado no Instituto Pasteur, é considerado o
fundador da micologia médica moderna através de seu tratado L&s Tignes, publicado em
1910, que o complicado problema de classificacdo e identificagdo dos fungos
dermatofitos foi esclarecido, baseando-se na morfologia e fisiologia destes
microrganismos (Arora et al., 1991; Tartor; El Damaty; Mahmmod, 2016).

Em 1934, Emmons propds uma nova classificagdo para os dermatoéfitos
baseando-se em aspectos microscopicos dos conidios formados e na capacidade que
esses fungos apresentavam de crescer em meios especiais, principalmente nos meios
contendo grdos de cereais, e a partir dessas caracteristicas o género Achorium foi
unificado ao género Trichophyton (Sidrim et al., 2004b). Sendo assim, os dermatofitos
sdo taxonomicamente classificados nos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton (Ahmadi et al, 2015).

A espécie T. tonsurans foi descrita em 1845 por Malmsten, T. mentagrophytes
foi descrita em 1896 por Blanchard e T. rubrum foi descrita por Sabouraud em 1911. Na
taxonomia recentemente proposta, 0 género Trichophyton contém 16 espécies, mas

poucas sdo relevantes para diagnosticos de rotina (Ahmadi et al., 2016).

Em 1959, Dawson e Gentles descreveram o estado perfeito (teleomorfo ou
sexuado) de alguns dermatéfitos e de fungos geofilicos ndo patogénicos (fungos afins),
permitindo grande avanco na taxonomia dos dermatoéfitos (Rippon, 1988). Os
dermatofitos no estado sexuado ou teleomorfo foram reclassificados no género
Arthroderma (Currey, 1854) ou Nannizia (Stockdale, 1961). Weitzman et al., em 1995,

concluiram, através de estudos morfoldgicos que Nannizzia e Arthroderma constituiam
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um sO género, tendo sido adotada na taxonomia a denominagdo Arthroderma
(Weitzman, Summebell, 1995).

As formas assexuadas das espécies de dermatéfitos sdo relativamente bem
diferenciadas pela macromorfologia das colbnias e pela presenca ou auséncia de macro
e microconidios (nimero, forma e tamanho). Estes recursos morfolégicos e biolégicos
permitiram o estabelecimento de diferentes espécies sob caracteristicas morfoldgicas e
biologicas (Garces et al., 2016). Os dermatofitos sdo um grupo Unico, altamente
especializado e estreitamente inter-relacionado de fungos filamentosos (Mirhendi et al.,
2015). Podem estar associados a seres humanos (antropofilicos) e outros animais
(zoofilico) em seu habitat natural, enquanto o terceiro grupo ocorre no solo (geofilico)
(de Hoog, et al., 2017). Muitas popula¢tes sofrem de dermatofitoses, embora a biologia
destes fungos seja amplamente desconhecida. As razdes sdo parcialmente atribuidas a
pouca adequabilidade dos dermatéfitos a manipulagdo genética. No entanto, 0s avangos
neste campo ao longo da ultima década tornou possivel conduzir estudos genéticos a

extensOes satisfatorias (Takahata et al., 2016).

Filogeneticamente eles compreendem um grupo heterogéneo com relativamente
baixa variacdo genética, combinada com uma alta diversidade fenotipica (Mirhendi et
al., 2014). A identificacdo € complicada e util devido a variabilidade morfolédgica e
polimorfismo demonstrado pelos dermatéfitos (Tartor; EI Damaty; Mahmmaod; 2016).
Para resolver as relacfes evolutivas entre dermatofitos, métodos baseados em biologia
molecular foram usados desde o inicio de 1980 (de Hoog et al., 2017).-Apesar de sua
importancia médica, poucos estudos estdo disponiveis sobre a variabilidade
intraespecifica e interespecifica de Trichophyton e outros dermatofitos, assim como para

0s aspectos de sua filogenia (Nascimento; Rossi, 2001)

Para a identificacdo preliminar de dermatéfitos, o estudo das caracteristicas
micro e macromorfologicas das colbnias é essencial e, em alguns casos deve-se usar
critérios fisiologicos e nutricionais (Garces et al., 2016). A partir do ano de 1994, o
conceito filogenético das espécies revolucionou impressionantemente a taxonomia dos
dermatofitos e, para facilitar a identificacdo precisa destes fungos, o foco mudou para a

utilizacdo de métodos moleculares (Ahmadi et al., 2014).
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Assim, embora a morfologia seja essencial para taxonomia em geral, é por si
sO insuficiente para identificacdo ou diferenciagdo de espécies, porque além de
compartilhar uma série de caracteristicas morfologicas, algumas espécies também
apresentam variacOes atipicas na sua cultura (Nascimento; Rossi, 2001). A morfologia
atipica, o pleomorfismo, o requisito para meios especializados, o tempo de incubacéao
prolongado, a incapacidade de esporulagdo e os resultados confusos da abordagem
fenotipica, tornam os dermatofitos notoriamente dificeis de identificar exigindo o
desenvolvimento de métodos mais simples e acurados de identificacdo. Até um tempo
atras, a nomenclatura dos dermatéfitos era instavel; no entanto, a "neotipificacdo™ de
Gréser et al. (2000) reformou recentemente a nomenclatura para dar cumprimento aos
dados genéticos disponiveis (Ahmadi et al., 2015).

Nas Ultimas duas décadas, a sequenciacdo de DNA e a sistematica molecular
geraram novos conceitos de espécies em dermatofitos. Isto causou uma redugdo no
namero de taxons reconhecidos e, por outro lado, levou a descoberta de algumas
espécies cripticas e novas. No entanto, a definicdo de fronteiras taxondmicas de algumas
espécies ainda é discutida, por exemplo, o complexo de espécies de T. mentagrophytes
(Mirhendi et al., 2015).

Durante a ultima década, registraram-se progressos na sistematica moderna dos
dermatofitos, no entanto, algumas questdes ainda ndo foram elucidadas. Existem
problemas com a caracterizacdo de dermatdfitos que ndo s@o apenas relevantes para
andlise filogenética e identidade de analise taxonémica, mas também a microbiologia
clinica e epidemiologia, uma delas é a definicdo de espécies pertencentes ao complexo
T. mentagrophytes. Conceitos diferentes de espécies baseadas em caracteristicas
fenotipicas, ecologicas e os dados biolégicos foram comparados com a filogenia. As
caracteristicas classicas podem ndo so ser instaveis e/ou imprecisas, mas também a linha
de base genética para conceitos fenotipicos podem néo estar claras (Fréalle et al., 2007).

Houve mudancas na taxonomia dos dermatéfitos devido a utilizacdo das
técnicas moleculares, como alguns desses nomes sdo agora considerados espécies em
vez de variedades, como por exemplo, a espécie T. interdigitale (Beguin et al., 2012)
que possui algumas cepas antropofilicas ou zoofilicas, que eram classificados como
parte do complexo T. mentagrophytes que incluia as variedades: T. mentagrophytes var.
interdigitale, T. mentagrophytes var. nodulare, T. mentagrophytes var. mentagrophytes,

T. mentagrophytes var. granulosum, T. mentagrophytes var. quinckeanum, T.
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mentagrophytes var. erinacei, que foram elevadas a categoria de espécie (Garces et al.,
2016).

Andlises filogenéticas e utilizacdo de espécies filogenéticas baseadas em
conceitos a partir de regides do rDNA como a regido ITS (Internal Transcribed
Spacers) tem melhorado a taxonomia, mas a confirmagéo e refinamento usando outros
genes ainda estdo para ser desenvolvidos. Os primeiros estudos moleculares de
membros dos dermatofitos utilizaram como base a regido ITS do rDNA (Garces et al.,
2016; Makimura et al., 1998), mas outros genes vem sendo utilizados ao longo dos
anos, tais como LSU (Partial Large Subunit), B-tubulina (BT2), quitina sintase 1
(CHS1), DNA topoisomerase Il (TOP-I11) e fator de elongacéo da traducdo 1-a (Tef-1a)
com intuito de facilitar a identificacdo dos dermatofitos (Abastabar et al., 2014; Ahmadi
et al., 2016; de Hoog et al., 2017). Alguns estudos mais recentes indicam o0 gene
calmodulina como um bom marcador para anélise genética de dermatéfitos (Ahmadi et
al., 2016), porém um estudo de Hoog et al. (2017) mostrou que as regides génicas ITS,
LSU e B-tubulina combinadas foram suficientes para a separacdo das especies de
Trichophyton e definiu isolados de referéncia para comparacéo.

Assim sendo, a caracterizagdo de novos marcadores geneticos para 0 grupo
dos dermatofitos € necessario, visto que ainda buscam-se genes mais apropriados para a
filogenia (Koc et al., 2017). Com a dificuldade na identificacdo dos dermatoéfitos, os
métodos morfofisiologicos aliados aos métodos moleculares, compondo uma taxonomia
polifasica, se tornam de extrema importancia fornecendo uma identificacdo acurada,
tendo em vista que as espécies sdo estreitamente relacionadas (Graser; Scott;
Summerbeel, 2008).

2.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS ESPECIES DO GENERO Trichophyton

Raimond Sabouraud, um dos mais conhecidos e um dos primeiros
micologistas médicos, iniciou sua pesquisa cientifica com estudos de dermato6fitos em
torno de 1890. As contribuicGes de Sabouraud incluiram seus estudos sobre a
taxonomia, morfologia e métodos de cultura dos dermatéfitos. Em 1934, Chester
Emmons modernizou o esquema taxonémico de Sabouraud e estabeleceu a classificacao

dos dermatofitos com base na morfologia dos esporos e estruturas acessorias (Graser;
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Scott; Summerbeel, 2008). O crescimento das espécies do género Trichophyton pode
ocorrer em diversos tipos de meio, 0 mais utilizado é o Sabouraud Dextrose Agar
(SDA), crescendo bem a temperatura ambiente (28°C + 2 °C), com crescimento entre 7
e 14 dias de incubagéo (Ates et al., 2008).

A forma antropofilica de T. mentagrophytes no meio Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) tem crescimento entre 7 e 14 dias, geralmente cresce de forma plana com
aspecto aveludado, bordas brancas e uma area central cor de creme. Isolados zoofilicos
produzem col6nia plana com rapido crescimento de aspecto granular, de cor amarelada.
As vezes a colonia pode ser na cor marrom-avermelhada. O micélio pode ser escasso e a
aparéncia granular € devido a producao de inimeros microconidios (Ates et al., 2008).

Inimeras variacdes na morfologia da colonia séo observadas no complexo T.
mentagrophytes, como o aspecto aveludado ou cotonoso, coloracdo podendo variar do
branco ao amarelado ou cor de creme, com a pigmentacdo do reverso podendo estar
presente ou ausente. As caracteristicas microscopicas tipicas de T. mentagrophytes séo a
presenca de numerosos microconidios, alguns macroconidios e hifas em espiral.
Podendo apresentar corpos nodulares, clamidosporos, micélio em raquete, hifas
semelhante a chifre também podem ser observadas (Oyeka, 2000).

As colbnias de T. rubrum no meio SDA, a temperatura ambiente com 14 dias
de incubacdo em seu isolamento primario sdo cotonosas e brancas, tornando-se
aveludadas, com o reverso apresentando pigmentacdo de avermelhada a rosa-purpura.
Muitas vezes, a coloracdo no inicio do crescimento € amarela, escurecendo
gradativamente até se tornar vermelha. Os microconidios sdo clavados, estando
dispostos ao longo das hifas ou em cachos. Geralmente, os cultivos primarios produzem
raros macroconidios (Yo et al., 2016).

As colbnias de T. tonsurans no meio SDA, a temperatura ambiente com 14
dias de incubacao, normalmente apresentam a superficie central elevada ou umbilicada,
pregueada, de cor amarelada nas depressdes, podendo ser aveludada a pulverulenta, com
tonalidades variadas como branca, branco-amarelada, amarela, cinza, acastanhada ou
marrom. O reverso da coldnia apresenta pigmento variavel de marrom-amarelado, ocre
a vermelho ou vermelho-escuro. Possuem microconidios clavados de tamanhos e
formas variadas, sésseis ou em pedunculos curtos sdo produzidos em grande ndmero.
Podem ser observados conidios dilatados (“formas em baldo”), conidios filiformes ou

encurvados, dispostos lateralmente em hifas irregulares (Yo et al., 2016).
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A identificacdo morfoldgica ndo € apenas demorada, mas também ndo é facil

para pessoas sem treinamento adequado porque os isolados clinicos as vezes apresentam

formas atipicas. Apesar das caracteristicas macro e micromorfoldgicas serem

importantes na identificacdo, nas Gltimas décadas ndo podem ser consideradas como

Unica caracteristica para classificacdo ou identificacéo (de Hoog et al., 2017).

Tabela 1 - Caracteristicas macro e micromorfolégicas das espécies de Trichophyton

Espécie Macromorfologia Micromorfologia
Colonia branca, granular Macroconidios do género,
Trichophyton ou cotonosa, com pigmento | microconidios globosos
mentagrophytes que vai do amarelo ao NnUMerosos

marrom no Verso

Trichophyton rubrum

Coldnia branca, granular
ou cotonosa com pigmento

vermelho no verso

Microconidios em gota
dispostos ao longa da hifa e
macroconidios, que quando

existem, sdo comuns do

género

Trichophyton tonsurans

Colbnia acastanhada com
pigmento vermelho-

verruginoso no verso

Microconidios numerosos
e polimdrficos, usualmente

clavados ou alongados

Fonte: O autor (2018).

2.3 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DAS ESPECIES DO GENERO

Trichophyton

Georg & Camp (1956) descreveram métodos para diferenciar alguns fungos

com caracteristicas morfoldgicas semelhantes,

como o0s dermatofitos.

Testes

fisiologicos podem ser d(teis em situacbes em que as técnicas morfologicas

convencionais ndo conseguem fornecer uma identificacdo adequada de um isolado

(Philpot, 1977). Os testes fisioldgicos usuais incluem as exigéncias nutricionais, como
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por exemplo, a prova Agar-caseina e o teste da perfuracdo do pélo, os testes de
assimilacdo de carboidratos e as atividades enzimaticas, sendo a prova da urease mais
utilizada (Sidrim & Rocha, 2004).

Para verificar a atividade de diversas enzimas normalmente séo utilizadas
técnicas de difusdo em agar com o uso de meios sélidos, sendo os resultados
expressados pela formacdo de halos, resultantes da hidrélise dos substratos especificos
ou pela mudanca de cor do indicador contido no meio de cultura (Price et al., 1982).

Ensaios adicionais incluem o teste de urease que é largamente utilizado na
identificacdo dos dermatdfitos, sendo particularmente atil na diferenciacdo de T.
mentagrophytes (urease positiva) das demais espécies de Trichophyton, sendo um
método rapido e vidvel de separar principalmente as espécies T. mentagrophytes e T.
rubrum (Philpot,1967). Esse teste é processado em meio de Christensen, e identifica a
presenca ou auséncia da enzima urease que € produzida por algumas espécies de fungos
(Sidrim & Moreira, 1999; Sidrim & Rocha, 2004). Este teste baseia-se na capacidade de
determinadas espécies de dermatdfitos produzirem a enzima urease, a qual hidrolisa a
uréia, liberando amdnia e alcalinizando o meio (Cabafies, 2001).

O teste de assimilagdo de carboidratos, também denominado auxonograma,
consiste na capacidade que uma espécie de fungo apresenta de crescer aerobiamente na
presenca de determinado carboidrato, fornecido como Unica fonte de carbono. O teste é
realizado em meio solido acrescido da suspensdo do microrganismo a ser testado. Os
seguintes carboidratos podem ser fornecidos ao meio: insulina, ramnose, L-arabinose,
celobiose, dextrose, sacarose, rafinose, dulcitol, melobiose, trealose, galactose, maltose,
xilose, inositol e lactose. As espécies do género Trichophyton apresentam um perfil de
assimilacdo diferente e a leitura ¢é feita apds 14 dias, mediante visualiza¢do de halos de
crescimento que se formam ao redor do carboidrato assimilado (Brilhante et al., 2005).

A prova de requerimentos vitaminicos também ¢é utilizada na identificacéo,
para diferenciacdo de cepas baseadas em exigéncias nutricionais. Os meios de cultura
utilizados sdo enriquecidos com acido nicotinico, tiamina, histidina e inositol, sendo
utilizada a caseina como base do meio, em que € realizada uma quantificacdo subjetiva
e comparativa do crescimento fangico (Sidrim & Moreira, 1999; Sidrim & Rocha,
2004).

Apesar da importancia dos métodos morfofisioldgicos, a utilizacdo de métodos

moleculares é essencial para a identificacdo de dermatofitos, sendo recomendavel o
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sequenciamento de regides génicas, que representa um meio de identificacdo bastante
valioso e rapido (Graser; Scott; Summerbell, 2008).

2.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS ESPECIES DO GENERO
Trichophyton

Os vérios problemas com as culturas com grande variabilidade fenotipica,
dificuldade de esporulacdo, inerentes ao lento crescimento dos dermatofitos,
consequentemente a demora na identificagdo, levou varios grupos a desenvolver
meétodos de PCR confiaveis e adequados para identifica-los rapidamente (Verrier e
Monod, 2017).

Para os dermatofitos, os métodos baseados em PCR tém sensibilidade e
especificidade promissoras e demonstraram um valor potencial para a identificacdo
precoce e genotipagem de isolados fungicos. Os dermatéfitos variam significativamente
em diversos niveis taxondmicos em todo o mundo, além da genotipagem (Koc et al.,
2017).

Os primeiros artigos moleculares usaram as subunidades pequenas (SSU) e
grandes ribossémicas (LSU) como marcadores. Em uma serie de trabalhos, Graser et al.
(2000) aplicaram a regido ITS do rDNA mais variavel e conseguiram resolver um
grande numero de espécies, assim, regides do rDNA provaram ser Uteis como um
método padrdo ouro na identificacdo e analise filogenética (Ahmadi et al., 2016) (Hoog
et al., 2017)

Este sistema molecular foi confirmado véarias vezes em estudos posteriores e
com diferentes marcadores moleculares como BT2 e TEFL1. B-tubulina é uma proteina
globular monomérica envolvida na geracdo de microfilamentos e recentemente tem sido
usada com sucesso para delinear espécies de dermatofitos e em outros grupos de fungos.
O loci inclui alguns introns, que sdo conhecidos por serem bons estimadores para
distincdo de espécies estreitamente relacionadas (Rezaei-Matehkolaei et al., 2014).

A principal topologia da familia Arthrodermataceae parece ser
molecularmente estavel, mas ndo corresponde inteiramente a morfologia, pois
Trichophyton parece ser polifilético. Conforme observado em artigos anteriores de

Graser et al. (2000) as espécies antropofilicas sdo confinadas a alguns grupos derivados,
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as especies zoofilicas de hospedeiros de mamiferos domesticados estdo localizadas no
meio da arvore filogenética, enquanto as espécies geofilicas estdo localizadas em uma
posicdo ancestral e 0s grupos mais baixos ainda sdo instaveis. Embora a abordagem
molecular tenha sido capaz de resolver os principais tracos da evolugdo dos fungos
dermatofitos pode haver falha nos detalhes, como na elucidacdo dos complexos
envolvendo as espécies, devido a heterogeneidade fenotipica e semelhanca entre os
genotipos desse grupo. Pequenas ambiguidades de sequenciamento ou dados faltantes
neste grande conjunto de dados podem desfocar as pequenas diferengas entre as
espécies emergidas recentemente. Além disso, a definicdo de fronteiras taxon6micas de
algumas espécies ainda permanece discutivel, por exemplo, complexos de espécies de T.
mentagrophytes (Mirhendi el al., 2015). O complexo Trichophyton rubrum inclui duas
espécies antropofilicas, T. rubrum e T. violaceum que sdo praticamente indistiguiveis
atraves de analise de biologia molecular (Garces et al., 2016)

As técnicas moleculares podem ser ferramentas de diagnostico importantes
para 0s micologistas que trabalnham com T. tonsurans, pois apresenta uma grande
heterogeneidade fenotipica entre as cepas (Sidrim et al., 2013). Varios estudos recentes
utilizando técnicas de biologia molecular examinaram isolados de T. tonsurans,
detectando assim diferentes tipos moleculares entre os isolados (de Hoog et al., 2017).

Portanto, com a escassez de pesquisas disponiveis sobre essas espéecies, sao
necessarios estudos polifasicos combinando dados moleculares, ecoldgicos, fenotipicos
e de ciclo de vida para estabelecer com certeza a validade taxondmica de cada taxon.
Portanto, as espécies delimitadas com base na taxonomia polifasica permanecem com

conceitos essenciais para a nomenclatura confiavel (de Hoog et al., 2017)

2.5 TAXONOMIA DAS ESPECIES DO GENERO Trichophyton

Trichophyton mentagrophytes € um complexo de espécies antropofilicas e
zoofilicas com diferentes teleomorfos, levando a uma confusdo em relacdo a
denominacdo de espécies, sendo um organismo muito variavel e muitas caracteristicas
ndo sdo consistentes como a presenca ou auséncia de pigmentacdo, tempo de incubacéo
e esporulacdo, como também a forma e arranjo dos microconidios (Ahmadi et al., 2016,

Oyeka, 2000). O complexo T. mentagrophytes, apds T. rubrum, é o segundo agente
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etiologico mais frequente de dermatofitoses em humanos e outros animais. Até
recentemente, a identificacdo desse grupo de patdgenos se baseava principalmente na
macro e micromorfologia de isolados e suas caracteristicas fisioldgicas (perfuracdo do
cabelo, teste de urease). Estes métodos sdo muito demorados (levando até quatro
semanas), e devido a aparéncia pleomérfica de colbnias e alteracbes na morfologia
resultantes da subcultura, os resultados sdo muitas vezes equivocados (Zidtkowska et
al., 2015).

Trichophyton mentagrophytes tinha quatro variedades: T. mentagrophytes var.
interdigitale (antropofilico), T. mentagrophytes var. mentagrophytes (zoofilico), T.
mentagrophytes var. quinckeanum (zoofilico) e T. mentagrophytes var. erinacei
(zoofilico). Com base no conhecimento atual a partir de dados da andlise de biologia
molecular, a qual tem proposto modificacdes na classificagdo, assim foram propostas as
espécies que fazem parte do complexo T. mentagrophytes: T. mentagrophytes, T.
quinckeanum, T. interdigitale e T. erinacei (Tartabini et al., 2013).

O complexo Trichophyton mentagrophytes lato sensu é constituido pelas
quatro espécies mencionadas anteriormente, e também inclui algumas culturas
identificadas como Trichophyton sp., anamorfo de Arthroderma benhamiae,
morfologicamente indistinguiveis dos outros membros do complexo T. mentagrophytes
(Tartabini et al., 2013).

Os dermatdfitos do complexo T. mentagrophytes sdo particularmente dificeis de
identificar com base nas suas caracteristicas morfoldgicas e as relagcdes inter-espécies
dentro deste grupo ndo sdo claras. Este complexo consiste em trés fases sexuais:
Arthroderma vanbreuseghemii, A. simii e A. benhamiae. Além disso, T. interdigitale,
uma espécie conhecida pelos seus conidios globosos, foi incluida junto a estas espécies,
outros estados anamarficos podem ser encontrados neste complexo: T. schoenleinii e T.
quinckeanum. Um estudo de Beguin et al. (2012) resumiu as altera¢cdes taxondmicas
dentro do complexo T. mentagrophytes e reanalisou a delineacdo de espécies neste
complexo utilizando anélise filogenética multilocus. A analise de sequéncias de regides
de rDNA e, em particular, analise da regido ITS (Internal Transcribed Spacers), que foi
mais adequada ao gene que codifica o rRNA da subunidade menor (RNAr 18S), ja
foram utilizadas com sucesso para avaliar as relacGes filogenéticas dentro do complexo

T. mentagrophytes (Fréalle et al., 2007).
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Trichophyton rubrum é um dermato6fito humano comum sendo o agente
causador de 80-93% das infec¢des fungicas da pele e unhas (Schmidt, 2017). Infecta de
forma recorrente os seres humanos e geralmente persiste por muito tempo, causando
preocupagdes de saude publica (Kwon et al., 2016). As espécies mais prevalentes do
complexo T. rubrum foram descritas por Castellani em 1910, quando todos os outros
principais dermatofitos ja eram conhecidos ha vérias décadas. Sugere-se que a espécie
tenha evoluido no final do século XIX como causa de tinea corporis cronica (Graser et
al., 2000).

Estudos realizados na década de 2010 demonstraram que Trichophyton rubrum é
composto pelas fases anamorficas, T. rubrum e T. violaceum e que os genotipos de T.
rubrum mostram uma distribuicdo mundial, excluindo o continente africano. Algumas
mudancas também tém sido propostas para especies do complexo T. rubrum/T.
violaceum (T. soudanense, T. gourvilii, T. megninii e T. raubitschekii) que podem ser
agrupados através de analise molecular na espécie Unica T. rubrum (de Hoog et al.,
2017).

Trichophyton tonsurans € um dermatéfito cosmopolita, embora a prevaléncia
varia consideravelmente, de acordo com a regido geografica. Esta espécie € altamente
prevalente na Africa e na América do Sul e é originario na América do Norte, sendo
relatado frequentemente no Norte e Nordeste do Brasil. E responsavel pela maioria de
infeccdes fungicas pediatricas e € frequentemente isolada de portadores assintomaticos
(Sidrim et al., 2013). Varias espécies bem estabelecidas e clinicamente diferentes, como
T. equinum/T. tonsurans pareciam ser indistinguiveis em analises multilocus. Ou seja,
através de andlises moleculares T. equinum ainda ndo pode ser distinguido de T.
tonsurans, mesmo essas espécies sendo zoofilica e antropofilica, respectivamente (de
Hoog et al., 2017).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE CULTURAS

Foram utilizadas 78 culturas de Trichophyton, sendo 26 de T. tonsurans, 26 de
T. rubrum e 26 de T. mentagrophytes, previamente identificadas através de analises

morfologicas e preservadas sob Oleo mineral (Sherf, 1943) e/ou &gua destilada
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esterilizada (Castellani, 1939), provenientes da Colecdo de Culturas - Micoteca URM,
do Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de

Pernambuco.

3.2 REATIVACAO E AUTENTICACAO TAXONOMICA

As culturas preservadas foram reativadas com a transferéncia de um fragmento
para caldo glicosado e mantidas a temperatura ambiente (TA = 28°C + 2°C).
Posteriormente, apos oito dias de crescimento, os fungos foram transferidos para 0 meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) contido em tubos de ensaio, mantidos a TA para

estudos quanto a pureza e autenticacdo taxonémica.

3.2.1 Analise molecular e filogenética

Para analise molecular, as culturas obtidas foram inoculadas em Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) e incubadas a 25 °C durante 14 dias. O micélio foi removido com
um escalpelo e colocado em microtubos de 2 mL contendo 4 microesferas, e levadas ao
equipamento FASTPREP para maceragdo. O DNA gendmico foi extraido utilizando o
UltraClean Microbial DNA isolation kit (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA) seguindo
as recomendacdes do fabricante.

Inicialmente, a regido génica BT2 (B-tubulina) utilizando os primers T1 e
Bt2b, foi amplificada para todos os isolados utilizando as condi¢bes de PCR como
descrito por Ahmadi et al. (2016). Apds a analise preliminar das sequéncias de [-
tubulina, culturas representativas de cada espécie foram escolhidas para a amplificacdo
da regido ITS (Internal Transcribed Spacers) utilizando os primers ITS1 e ITS4
(Ahmadi et al., 2016). A PCR foi executada utilizando a enzima Go Taq Master Mix
(6,25 pL), os primers (0,5 pL), dgua livre de nuclease (4,25 pL) e as amostras de DNA
(1 pL) totalizando um volume de 12,5 pL. Para o ciclos de amplifica¢do as condigdes
foram as seguintes: 6 min de pré-incubacéo inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 30s, consistindo na desnaturacdo; logo apo6s, o anelamento a 58°C por 30s e
extensdo a 72°C por 1 min, com uma extensao final a 72°C por 10 min. Os produtos de
PCR foram purificados sendo utilizada a enzima Exosap illustra™ ExoProStar™ 1-Step

(GE Healthcare Life Sciences) e posteriormente sequenciados na plataforma de
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sequenciamento do LABCEN/CCB, na Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Brasil). As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software BioEdit (Hall,
2014) e as sequéncias consenso depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a analise filogenética, as sequéncias obtidas foram adicionadas ao
conjunto de sequéncias de referéncia disponibilizados por de Hoog et al. (2017) e
alinhadas no programa MUSCLE® (Edgar, 2004) disponivel no software MEGA v. 6
(Tamura et al., 2013).

A anélise de Inferéncia Bayesiana (BIl) foi efetuada aplicando o método da
cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) utilizando o programa Mr. Bayes v.3.1.1
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003). Os modelos de substituicdo de nucleotideos foram
selecionados através do Mr. MODELTEST 2.3 (Posada e Buckley, 2004), sendo
estimados separadamente para cada regido génica e selecionados de acordo com Akaike
Information Criterion (AIC). O modelo GTR+I foi selecionado para a regido ITS e 0
modelo K80+G para a regido génica BT2.

A analise iniciou aleatoriamente até 10 000 000 de geracdes, sendo amostrada
uma arvore a cada 1 000 geracdes, resultando em 10 000 arvores. As primeiras 2500
arvores com menores valores de probabilidade foram descartadas da analise. Os valores
de probabilidade posterior (Rannala e Yang, 1996) foram determinados da arvore
consenso atraves das 7500 arvores remanescentes. A arvore foi visualizada no software

FigTree (Rambaut, 2009) e exportada para edicdo grafica.

3.2.2 Analise Fenotipica

Apos a reativacdo das culturas pela equipe da Micoteca URM, as mesmas
foram submetidas a autenticacdo taxondémica através da analise das caracteristicas
fenotipicas da coldnia, a partir de indculo central em placa de Petri contendo meio SDA,
incubada a TA durante 14 dias. Posteriormente, foi observada a morfologia
macroscopica, como aspecto da coldnia (topografia, coloracdo, pigmentacdo, dentre
outras particularidades do verso e reverso). Para a analise microscopica foi realizada a
técnica da cultura em lamina (Dalmau,1929) em placa de Petri contendo 0 meio SDA,

por 14 dias e incubada a TA. A seguir, a laminula foi retirada e colocada numa lamina



28

com o corante lactofenol azul de algoddo (azul de Amann) para visualizagdo das
caracteristicas microscopicas do tamanho, forma e arranjo dos esporos, assim como
estruturas de ornamentagédo. A autenticagdo das culturas foi procedida segundo Sidrim e
Rocha (2004).

3.2.3 Andlise fisioldgica

Para determinacdo das caracteristicas fisiolégicas foram observadas a
atividade ureésica, e como exigéncia nutricional crescimento em meio contendo caseina.
Na prova da urease foram inoculados fragmentos da col6nia no meio Agar ureia de
Christensen (Christensen, 1946) e incubados a temperatura ambiente (28°C £ 2°C) por
96 horas. O resultado foi considerado positivo quando houve a mudanca do meio de
amarelo para roseo e foi considerado negativo quando o meio se mantive amarelo. A
deteccdo de urease foi utilizada para diferenciar T. rubrum de T. interdigitale (Lacaz et
al., 2002).

Para a prova da caseina, teste de requerimentos vitaminicos, primeiramente foi
feita uma suspensdo das cepas de dermatéfitos em 10 ml de solucéo salina com Tween
20%, usando como padrdo a turvacéo 2 da escala de Mac Farland. Esta suspensao foi
semeada em todas as placas contendo meio de cultura enriquecido, o agar base caseina,
e apds repicagem, incubada a temperatura ambiente, por 15 dias. Logo ap0os o periodo
de incubacdo, as leituras foram feitas comparativamente, foi realizada uma
quantificacdo subjetiva e comparativa do crescimento fungico presente em cada placa.
O teste da caseina, que é uma prova de requerimentos vitaminicos, permite identificar T.

tonsurans, separando de T. rubrum e T. interdigitale (Lacaz et al., 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VIABILIDADE DAS CULTURAS

Do total de 78 culturas das trés espécies estudadas do género Trichophyton,
mantidas na Micoteca URM, 44 (56,4%) estdo viaveis e 34 (43,6%) ndo cresceram nos
meios de cultura e condigdes de incubacdo utilizadas (invidveis). De 26 cepas
identificadas como T. mentagrophytes, 10 (38,5%) foram viaveis e 16 (61,5%)
invidveis, das 26 culturas de T. rubrum 18 (69,2%) foram viaveis e oito (30,8%)
invidveis, e das 26 culturas de T. tonsurans, 16 (61,5%) foram viaveis e 10 (38,5%)
invidveis. A taxa de viabilidade dos isolados das trés espécies mantidas na Micoteca
URM foi de 56,4%, considerada uma boa taxa de viabilidade considerando que muitas
culturas estdo estocadas durante muito tempo, as mais antigas desde 1954 as mais
recentes desde 2010 (Tabela 2). Pode-se considerar que os métodos de preservacao
utilizados que s@o sob 6leo mineral (Sherf, 1943) e &gua destilada esterilizada
(Castellani, 1939) minimizam as mutacdes ou a variabilidade das caracteristicas basicas
da cultura original, sendo métodos simples, ndo requerendo equipamento sofisticado e
de baixo custo, como Romeiro (1996) relata em seu estudo. O resultado do estudo foi
semelhante aos trabalhos de Teramoto; Martins; Cunha (2011) e Diogo; Sarpieri; Pires
(2005) que relataram que os métodos de preservacdo de (Sherf, 1943) e (Castellani,

1939) apresentaram bons resultados para longos periodos de preservacao.

Tabela 2 - Relagéo do substrato/hospedeiro com o ano de deposito das culturas de Trichophyton

Isolado Identificacéo anterior Substrato/Hospedeiro Ano de deposito
URM
2875 Trichophyton Solo 1985
mentagrophytes
3239 Trichophyton Couro cabeludo 1992
mentagrophytes
4156 Trichophyton Escamas epidérmicas 1999
mentagrophytes
4422 Trichophyton Couro cabeludo 2002
mentagrophytes
5431 Trichophyton Escamas epidérmicas 2007
mentagrophytes
5432 Trichophyton Escamas epidérmicas 2007
mentagrophytes
5538 Trichophyton N&o informado 2007

mentagrophytes



5541

6211

6272

4194
4258
4726
4730
5143
5144
5145
5307
5413
5543
5905
5906
5907
5908
6205
6206
6213
6753
450
700
771
4288
4741
4743
4944
4945
4947
4948
4963
4965
4967
5544
5558
5904

Trichophyton
mentagrophytes
Trichophyton
mentagrophytes
Trichophyton
mentagrophytes
Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans

Fonte: O autor (2017).

Né&o informado
Escamas ungueais
Escamas epidérmicas

Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Interdigitais
Méo

Escamas epidérmicas (coxa)
Escamas epidérmicas (gliteo)
Escamas epidérmicas (virilha)

Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas
Escamas epidérmicas

Escamas epidérmicas (coxa)

Rim transplantado
Escamas epidérmicas
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Escamas epidérmicas
Néadegas
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Unha
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Couro cabeludo
Escamas epidérmicas
Fragmento de unha
Escamas epidérmicas

N&o informado

2010

2010

1999
2000
2003
2003
2005
2005
2005
2006
2007
2007
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2012
1955
1957
1957
2000
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2005
2005
2005
2007
2007
2008

30
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4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR E FILOGENETICA

As culturas foram avaliadas quanto a informacao de dados BLASTn e analises
filogenéticas para autenticacdo ou atualizacdo da identificacdo taxon6mica. Das culturas
identificadas morfologicamente como T. mentagrophytes, sete foram filogeneticamente
autenticadas para T. interdigitale, duas para T. rubrum e uma transferida para o
complexo T. quinckeanum/T. schoenleinii (Tabela 3). Das 18 culturas identificadas
morfologicamente como T. rubrum todos foram legitimadas com base nas analises das
sequéncias do gene B-tubulina (Tabela 4). Das 16 culturas identificadas como T.
tonsurans, nove foram legitimadas, quatro transferidas para T. interdigitale e trés para
T. rubrum (Tabela 5).

De acordo com a arvore filogenética construida a partir do sequenciamento
das regides génicas B-tubulina e ITS rDNA, foi possivel separar as espécies dentro dos
complexos existentes. Trichophyton tonsurans e T. equinum pertencem ao mesmo clado
(Figuras 10 e 11) e sdo filogeneticamente muito proximas, concordando com o estudo
de Ahmadi et al. (2016) que relataram que essas duas espécies mostraram semelhanca
filogenética de 100% quando utilizada uma outra regido génica. Estando de acordo
também com o estudo de Pchelin et al. (2016) que obteve um unico clado para essas
duas espécies. Dessa forma, possivelmente essas espécies sdo sinbnimas. Porém, para a
confirmacdo dessa hipotese, um estudo taxonémico com um maior nimero de culturas
dessas duas espécies deve ser realizado.

Trichophyton rubrum e T. violaceum pertencem ao mesmo clado (Figuras 10 e
11), evidenciando uma semelhanca filogenética muito grande, e corroborando com o
estudo de Garces et al. (2016) que descreveram que as duas espécies sdo intimamente
relacionadas filogeneticamente, compondo um clado Unico. Trichophyton quinckeanum
e T. schoenleinii pertencem ao mesmo clado, filogeneticamente muito préximas
(Figuras 10 e 11). Resultado semelhante foi constatado por Beguin et al. (2012) que
mencionaram que as duas espécies formam um grupo monofilético altamente suportado,
ndo sendo encontrada variabilidade intraespecifica. As culturas de Trichophyton
interdigitale formaram um clado separado proximo do complexo T. mentagrophytes
(Figuras 10 e 11), concordando com o trabalho de Beguin et al. (2012) que relatam que
os isolados dessa espécie formaram um grupo separado, filogeneticamente, diferente

dos outros complexos ou espécies.
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Quanto a necessidade da correta identificacdo dos dermatofitos e de acordo
com os problemas que envolvem a aplicacdo de diferenciacdo baseada na morfologia
das espécies de fungos, é recomendado o sequenciamento das regides génicas utilizadas
nesse estudo, como ITS e B-tubulina (Ahmadi et al., 2015).

Pode-se analisar e concordar com o estudo de Tartor; EI Damaty; Mahmmod,;
(2016) que as ferramentas de identificacdo cléassicas aliadas a ferramenta de
identificacdo molecular sdo fundamentais na identificacdo de espécies de Trichophyton
e que através de analises filogenéticas a problematica envolvendo os complexos desse

grupo pode ser esclarecida.

4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

As culturas identificadas como T. interdigitale apresentaram a morfologia
macroscopica bem diversificada, com aspectos de colonias variados que vdo do
algodonoso (Figura 1A), pulverulento (Figura 1C) ou cotonoso (Figura 1E). Os
didmetros das colonias variaram entre 2,6 cm e 7 cm (Tabela 2). O reverso possuindo
pigmentacdo em algumas cepas (Figuras 1B, D, F) e em outras com a pigmentacao
ausente (Figura 1H) apresentando morfologias tipicas e atipicas (Tabela 3; Figura 1).
Esses resultados quanto a diversidade morfologica estdo de acordo com Zidtkowska et
al. (2015) que reforcaram no seu estudo que as coldnias apresentam aparéncia
pleomdrfica. Ainda, resultados semelhantes foram obtidos por Ahmadi et al. (2016),
Beguin et al. (2012) e Oyeka (2000) que relatam a diversidade morfologica de T.
mentagrophytes e T. interdigitale e que muitas caracteristicas ndo s@o consistentes.

Na morfologia microscépica a maioria das culturas de T. interdigitale
apresentaram hifas hialinas, numerosos microconidios globosos pequenos (Figura 2A),
mas houve também a presenca de microconidios esféricos, subesféricos (Figuras 2B e
C) e piriformes (Figura D) em algumas culturas, macroconidios foram observados em
poucas culturas (Figura 2B). A presenca de numerosos microconidios globosos
pequenos constada neste trabalho também foram descritos no estudo de Mesquita et al.
(2016), bem como a presenca de microconidios esféricos no estudo de Kimura et al.
(2015). A observacdo de macroconidios ndo € uma caracteristica obrigatéria descrita

para o género Trichophyton (Lacaz et al., 2002).
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Na morfologia microscopica da cultura identificada como T. quinckeanum foi
observada a presenca de microconidios globosos agrupados (Figura 3A) e hifas
predominantemente espessas (Figura 3B).

As culturas de T. rubrum apresentaram uma variedade na morfologia, com
culturas de aspectos aveludadas (Figura 4A), cotonoso e algodonoso (Figura 4C), com
os didmetros das coldnias variando de 2,3cm a 8cm (Tabela 4). A maioria é plana
(Figura 4A) porém, poucas culturas apresentaram a topografia cerebriforme (Figura
4C). A maioria dos isolados apresentou a pigmentacdo avermelhada a rosa-plrpura
caracteristica no reverso (Figura 4B), alguns isolados ndo apresentaram pigmentacdo
(Figura 4D) e outros apresentaram uma pigmentacdo marrom (Figura 4F e Tabela 5).0s
resultados do presente estudo corroboram com os trabalhos de Ahmadi et al. (2016) que
relatam a alta heterogeneidade fenotipica e com o estudo de Ates et al. (2008) que
destacaram que a pigmentacéo caracteristica do reverso pode ndo ser observada.

Na morfologia microscépica, as culturas de T. rubrum apresentaram hifas
hialinas, microconidios pequenos, piriformes e clavados, dispostos ao longo das hifas
(Figura 5A e B). Nosso estudo estd de acordo com o trabalho de Yo et al. (2016) que
observaram a presenca de numerosos microconidios piriformes e clavados em torno das
hifas.

As culturas de T. tonsurans também apresentaram uma morfologia variada,
com a superficie das colbnias elevadas ou umbilicadas e pregueadas, mas também
algumas culturas se apresentaram de forma plana, podendo ser aveludada a pulverulenta
(Figuras 6A, C, E) ou cotonosa (Figura 6G) com tonalidades branca (Figuras 6A, C, E)
e branco-amarelada (Figura 6G), com o diametro das coldnias variando entre 3 cme 7
cm (Tabela 5). A maioria do reverso das colonias apresentou a pigmentacdo
caracteristica marrom (Figuras 6F, J) ou marrom-amarelado (Figuras 6B, D), contudo
poucas culturas ndo apresentaram pigmentacao (Figura 6H), apresentando morfologias
tipicas e atipicas (Figura 6). Nossos resultados estdo em partes de acordo com o estudo
de Yo et al. (2016) que relatam o aspecto variavel das col6nias, mas ndo retrata o
aspecto plano das mesmas e nem a auséncia de pigmentacdo no reverso. De acordo com
Jacob et al. (2012) e Ates et al. (2008) sdo observadas alteracbes em uma mesma
espécie na sua morfologia (padrdo de colnia, pigmentacdo e taxa de crescimento),

corroborando com 0s nossos estudos.
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Na morfologia microscopica, as culturas de T. tonsurans desse estudo
apresentaram hifas hialinas, numerosos microconidios globosos e esféricos (Figura 7A),
de tamanhos e formas variadas (globosos, esféricos e piriformes) (Figura 7B), poucas
culturas apresentaram microconidios exclusivamente piriformes (Figura 7D) e
macroconidios foram observados em poucas culturas (Figura 7C). O estudo esta de
acordo com o trabalho de Shimoyama et al. (2016) que descrevem a presenca de

microconidios  piriformes e globosos em culturas de T. tonsurans.
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Tabela 3 - Caracterizacdo morfofisioldgica e identificagdo molecular de culturas anteriormente identificadas como Trichophyton mentagrophytes mantidas na Micoteca URM

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas

Isolado Identificagdo Molecular Verso / Reverso / Aspecto / microscopicas Testes f'S'Olog'FOS Identificagdo anterior
URM T . - Urease / Caseina
Diametro Forma dos microconidios

Branca /Marrom / Pulverulenta Trichophyton

2875 Trichophyton rubrum /4,5cm Microconidios piriformes Negativo / 4+ mentagrophytes
Acinzentada /Amarronzado / Trichophyton

3239 Trichophyton rubrum Cotonosa /3,4cm Microconidios piriformes Negativo / 4+ mentagrophytes
Microconidios globosos e Trichophyton

4156 Trichophyton interdigitale Branca /Creme / Algodonosa /4cm subesféricos Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Amarelo / Algodonosa Microconidios globosos e Trichophyton

4422 Trichophyton interdigitale /5,1cm subesféricos Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Amarelo / Algodonosa Trichophyton

5431 Trichophyton interdigitale /4cm Microconidios globosos Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Amarelo / Algodonosa Trichophyton

5432 Trichophyton interdigitale /4,5cm Microconidios globosos Positivo / 4+ mentagrophytes
Trichophyton

5538 Trichophyton quinckeanum Branca /Creme / Cotonosa /5,5cm  Microconidios subesféricos Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Amarelo / Algodonosa Microconidios globosos e Trichophyton

5541 Trichophyton interdigitale /5,5cm piriformes Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Creme amarronzado / Trichophyton

6211 Trichophyton interdigitale Algodonosa /4,3cm Microconidios globosos Positivo / 4+ mentagrophytes
Branca /Amarelo / Algodonosa Trichophyton

6272 Trichophyton interdigitale /7cm Microconidios globosos Positivo / 4+ mentagrophytes




36

Figura 1- Morfologia macroscopica (verso e reverso) de formas tipicas e atipicas de
culturas identificadas como Trichophyton interdigitale em meio Sabouraud Dextrose Agar com 14 dias de
crescimento. (A) e (B) T. interdigitale URM 6211, coldnia branca algodonosa com 0 reverso creme
amarronzado (C) e (D) T. rubrum URM 2875, col6nia branca pulverulenta com o reverso marrom no
centro (E) e (F) T. rubrum URM 3239, colbnia acinzentada cotonosa, um pouco cerebriforme com o
reverso amarronzado (G) e (H) T. quinckeanum URM 5538, col6nia branca cotonosa com o reverso
creme.

Fonte: O autor (2017).
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Figura 2- Micromorfologia de culturas tipicas e atipicas de culturas identificadas como Trichophyton
interdigitale. Presenca de microconidios globosos (A); Presencga de microconidios globosos e piriformes
(B) e (C); Presenca de macroconidio (B); Presenca de microconidios piriformes (D).

Fonte: O autor (2018).

Figura 3- Micromorfologia da cultura identificada como Trichophyton quinckeanum. Presenca de
microconidios globosos agrupados (A); Presenca de hifas espessas (B).

Fonte: O autor (2018).
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Caracteristicas

Isolado e . . : L Testes fisiologicos e n :
URM Identificacdo molecular Caracteristicas macroscopicas microscopicas Urease / Caseina Identificacdo anterior
Verso / Reverso / Aspecto / Didmetro Forma dos microconidios
4194 Trichophyton rubrum Creme/Vermelho/Pulverulenta/5,5cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
4258 Trichophyton rubrum Branca/Marrom/Pulverulenta /4,4cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
4726 Trichophyton rubrum Branca/Creme /Cotonosa/3cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
4730 Trichophyton rubrum Branca/Marrom/Cotonosa/3,2cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5143 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Cotonosa/5,4cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5144 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/4,5cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5145 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/4,8cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5307 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/4cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5413 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/4cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5543 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/5cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5905 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Cotonosa/3,5¢cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5906 Trichophyton rubrum Acinzentada/Vermelha/Pulverulenta/3,2cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5907 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/3cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
5908 Trichophyton rubrum Branca/Marrom/Cotonosa/8cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
6205 Trichophyton rubrum Branca/Marrom/Pulverulenta/4,3cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
6206 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/4cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
6213 Trichophyton rubrum Branca/Vermelho/Pulverulenta/5cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
6753 Trichophyton rubrum Acinzentado/Vermelho/Pulverulenta/4,7cm Piriformes Negativo / 4+ Trichophyton rubrum
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Figura 4- Morfologia macroscopica (verso e reverso) de culturas identificadas como
Trichophyton rubrum em meio Sabouraud Dextrose Agar com 14 dias de crescimento. (A) e (B) URM
6753 coldnia acinzentada pulverulenta com o reverso vermelho; (C) e (D) URM 4726 coldnia branca
cotonosa cerebriforme com o reverso creme; (E) e (F) URM 4258 coldnia branca pulverulenta com o
reverso marrom.

Fonte: O autor (2017).



40

Figura 5- Micromorfologia de culturas de Trichophyton rubrum com os microconidios piriformes
clavados ao redor das hifas (A) e microconidios piriformes sem estar clavados em torno das hifas (B).

Fonte: O autor (2018).
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Tabela 5 - Caracterizacdo morfofisiologica e identificagdo molecular de culturas identificadas anteriormente como Trichophyton tonsurans mantidas na Micoteca URM.

Isolado URM

Identificagdo molecular

Caracteristicas macroscépicas
Verso/Reverso/Aspecto/Didmetro

Caracteristicas microscopicas

Forma dos microconidios

Testes fisioldgicos
Urease/Caseina

Identificagdo anterior

450
700
771
4288
4741
4743
4944
4945
4947

4948
4963
4965
4967
5544

5558
5904

Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton interdigitale
Trichophyton tonsurans
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Figura 6- Morfologia macroscdpica (verso e reverso) de culturas tipicas e atipicas identificadas como
Trichophyton tonsurans na Micoteca URM em meio Sabouraud Dextrose Agar com 14 dias de
crescimento. (A) e (B) URM 450 (T. interdigitale) coldnia branca algodonosa com o reverso marrom
amarelado; (C) e (D) URM 700 (T. interdigitale) colonia branca algodonosa com o reverso creme
amarelado; (E) e (F) URM 5544 colénia branca pulverulenta com o reverso marrom no centro; (G) e (H)
URM 4743 colbnia branca cotonosa com o reverso creme; (1) e (J) URM 4944 colbnia branca cotonosa
COM O reverso marrom.

\ B
Fonte: O autor (2017).

Figura 7- Micromorfologia de culturas tipicas e atipicas identificadas como Trichophyton tonsurans com
a presenca de microconidios de formas variadas (piriformes, esféricos) (B); e macroconidio (C); presenca
de numerosos microconidios globosos e esféricos (A); e microconidios piriformes clavados em torno da
hifa (D). (A) URM 771 (T. interdigitale) (B) URM 4965 (T. tonsurans) (C) URM 4948 (T. tonsurans)
(D) URM 4963 (T. tonsurans).

Fonte: O autor (2018).
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4.4 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA

Na prova da urease, das 10 culturas anteriormente identificadas como T.
mentagrophytes, sete foram T. interdigitale, duas T. rubrum e uma T. quinckeanum (1),
oito apresentaram resultado positivo, assimilando a ureia e ocorrendo a mudanca de
coloracdo do meio do amarelo para o rosa (Figura 8A), duas culturas foram negativas
(Tabela 3 e Figura 8B). Todas as 18 culturas de T. rubrum ndo foram capazes de
assimilar a ureia, tendo assim, resultado urease negativa (Tabela 4 e Figura 8B). Das 16
culturas anteriormente identificadas como T. tonsurans, nove foram T. tonsurans,
quatro T. interdigitale e trés T. rubrum, 10 apresentaram resultado de urease positiva
(Figura 8A) e seis foram urease negativa (Figura 8B e Tabela 5).

Os resultados da deteccdo ureasica do nosso estudo permitiram identificar T.
rubrum, estando de acordo com Araujo et al. (2003). De acordo com Adamski et al.
(2014), culturas de T. mentagrophytes e T. interdigitale sdo urease positiva, estando
nossos resultados em concordancia, pois as duas culturas que apresentaram resultados
negativos foram identificadas através de analise molecular como T. rubrum. Os
resultados obtidos confirmam a relevancia do teste da urease para diferenciar as
espécies T. interdigitale de T. rubrum, mas ndo consegue separar T. tonsurans. De
acordo com Philpot (1967) é um teste Util na diferenciacdo de T.mentagrophytes das
demais espécies, sendo um metodo rapido e viavel para separar T. mentagrophytes e T.
rubrum. Mas no nosso estudo observamos que € um teste viavel para separar também T.
interdigitale de T. rubrum, sendo um resultado bastante interessante. Diferencas
entre culturas de T. tonsurans constatadas nos nossos resultados quanto ao teste da
urease, estdo de acordo com o estudo de Sidrim et al. (2013) que relataram tambem
variabilidade nos resultados de testes realizados com T. tonsurans.

No teste da caseina, todos as culturas identificadas como T. interdigitale e T.
rubrum tiveram crescimento 4+ (Figura 9B), as culturas de T. tonsurans tiveram padrao
de crescimento diferente, sendo oito culturas com padrdo de crescimento 1+ (Figura 9A)
e outras oito com padrdo de crescimento 4+ (Figura 9B). Os resultados obtidos mostram
que esta caracteristica fisiologica ndo permite diferenciar nenhuma das espécies deste
estudo, contrapondo-se as recomendacgfes de Lacaz et al. (2002) que considera que 0

teste da caseina identifica T. tonsurans, separando-a de T. rubrum e T. mentagrophytes.
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Figura 8- (A) Resultado positivo do teste de urease para a cultura de Trichophyton interdigitale; (B)
Resultado negativo do teste de urease para a cultura de Trichophyton rubrum.

Fonte: O autor (2017).

Figura 9- (A) Agar caseina com padrdo de crescimento 1+ de culturas de Trichophyton; (B) Agar caseina
com padrdo de crescimento 4+ de culturas de Trichophyton.

Fonte: O autor (2017).

Os resultados de culturas com microconidios piriformes clavados em torno das
hifas e urease negativa sdo critérios micromorfofisioldégicos para identificacdo de T.
rubrum. Culturas com microconidios predominantemente globosos e urease positiva
ndo sdo critérios micromorfofisioldgicos para identificacdo de T. mentagrophytes e T.
interdigitale, pois de acordo com Beguin et al. (2012) sdo caracteristicas taxdmonicas
comuns as duas espécies. Culturas com microconidios de formas variadas sdo
caracteristicas comuns a T. tonsurans, contudo ndo sdo conclusivas e 0s testes
fisiologicos utilizados para essa espécie ndo apresentaram padrdo conclusivo.

Os critérios micromorfofisiologicos ndo sdo conclusivos para identificacdo de
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culturas de T. interdigitale e T. tonsurans, sendo necessario a analise molecular para

confirmacéo da identificacdo.
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Figura 10- Arvore filogenética das espécies de Trichophyton obtida por inferéncia bayesiana da regifo
génica B-tubulina. Os valores de probabilidade posterior estdo mostrados sobre 0s nos.
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Figura 11- Arvore filogenética das espécies de Trichophyton obtida por inferéncia bayesiana das regides
génicas B-tubulina e ITS combinadas. Os valores de probabilidade posterior estdo mostrados sobre os nos.
A arvore foi enraizada com a espécie Microsporum gypseum CBS147.
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5 CONCLUSAO

Os métodos de preservacdo sob 6leo mineral e 4gua destilada esterilizada séo
eficazes para manutencdo da viabilidade de culturas de dermatofitos
pertencentes ao género Trichophyton.

Microconidios piriformes clavados em torno das hifas e urease negativa sdo
critérios taxondmicos micromorfofisiol6gicos conclusivos para identificacdo de
T. rubrum.

Microconidios predominantemente globosos e urease positiva ndo sao critérios
taxondmicos micromorfofisioldgicos conclusivos para identificagdo de T.
interdigitale.

Microconidios de formas variadas, teste de urease e crescimento em meio com
caseina ndo sdo critérios taxondmicos micromorfofisiologicos conclusivos para
identificacdo T. tonsurans.

A andlise filogenética das sequéncias de DNA ¢ essencial na identificacao
acurada de espécies de Trichophyton, proporcionando a separacdo dentro dos
complexos existentes, permitindo auxiliar em estudos de diagnose.

A regido génica P-tubulina isoladamente possibilita uma identificacdo
preliminar das espécies de Trichophyton. Para estudos taxonémicos € necessario
a adicdo de mais regiBes génicas para reforcar o suporte dos nds nas arvores

filogenéticas.
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