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RESUMO

Trichophyton ¢ um género pertencente ao grupo de fungos dermatofitos, agentes das
dermatofitoses, infec¢des fingicas comuns em todo o mundo. A identificacdo de espécies
de Trichophyton utilizando técnicas de biologia molecular ¢ de suma importancia para o
esclarecimento da filogenia e das relacdes dentro da familia Arthrodermataceae.Os
objetivos deste trabalho foram analisar a heterogeneidade de espécies de Trichophyton
depositadas na Micoteca URM através de andlises morfofisioldgicas, analise molecular e
estudos filogenéticos, além de determinar o perfil de suscetibilidade antifingica. Foram
utilizadas 61 cepas, as quais foram caracterizadas através de métodos classicos de
identificacdo, além de métodos moleculares e filogenéticos, bem como a avaliagdo do
perfil de suscetibilidade antifingica. Nos estudos moleculares, as regides B-tubulina e ITS
do rDNA sdo genes eficazes para determinacdo da espécie. Apds as andlises moleculares,
as cepas pertenciam as seguintes espécies: Trichophyton concentricum, T. mentagrophytes,
T. quinckeanum, T. rubrum e T. tonsurans. O genétipo Il de T. mentagrophytes foi o tinico
relatado a partir das andlises filogenéticas. No teste de suscetibilidade, o menor valor de
CIM foi de 0,04 pg/mL para itraconazol e 0,17 pg/mL para terbinafina. Todas as cepas de
Trichophyton utilizadas neste estudo obtiveram padrdes semelhantes de suscetibilidade a
itraconazol e terbinafina. O estudo taxondmico e de suscetibilidade antifingica de uma
colecdo de cepas de Trichophyton ¢ importante para o monitoramento das caracteristicas
fenotipicas e filogenéticas das cepas, além do acompanhamento dos padrdes de
suscetibilidade antifungica de Trichophyton spp., sendo importante para um maior controle

da resisténcia antifingica em dermatoéfitos, além de auxiliar em estudos epidemioldgicos.

Palavras-chave: dermatofitos, morfologia, identificagdo molecular, antifingicos



ABSTRACT

Trichophyton is a genus belonging to the group of dermatophyte fungi, agents of
dermatophytosis, fungal infections common throughout the world. The identification of
Trichophyton species using molecular biology techniques is of utmost importance for
clarifying the phylogeny and relationships within the Arthrodermataceae family. The
objectives of this work were to analyze the heterogeneity of Trichophyton species
deposited in the URM Micoteca through morphophysiological analyses, phylogenetic
studies and determine the antifungal susceptibility profile. 61 strains were used, which
were characterized using classical identification methods, in addition to molecular and
phylogenetic methods, as well as antifungal susceptibility. In molecular studies, the -
tubulin and ITS regions of rDNA are effective genes for species determination. After
molecular analyses, the strains belonged to the following species: Trichophyton
concentricum, T. mentagrophytes, T. quinckeanum, T. rubrum and T. tonsurans. Genotype
IT of T. mentagrophytes was the only one reported from phylogenetic analyses. In the
susceptibility test, the lowest MIC value was 0.04 mg/mL for itraconazole and 0.17 pg/mL
for terbinafine. All Trichophyton strains used in this study showed similar patterns of
susceptibility to itraconazole and terbinafine. The taxonomic and antifungal susceptibility
study of a collection of Trichophyton strains is important for monitoring the phenotypic
and phylogenetic characteristics of the strains, in addition to monitoring the antifungal
susceptibility patterns of Trichophyton spp., being important for greater control of

antifungal resistance in dermatophytes, in addition to assisting in epidemiological studies.

Keywords: dermatophytes, morphology, molecular identification, antifungals.



SUMARIO

TINTRODUGAO ...ttt 12
2OBIETIVOS. ...ttt b et st b ettt be ettt s it e b enees 14
GOIAL.....ooiiiii e ettt ettt et ettt s 14
ESPECIICOS ... et e e e s e e 14

3 FUNDAMENTACAO TEORICA ... 15
3.1 Colegtes de CUtUTAS..............cccuviiiiiiiiiei e e e e e e eae e e 15
3.2 DermAtOfitos .........c.oooiiiiiiiiiiiiii et e 16
3.3 Taxonomia dos dermatofitos.................coccoiviiiiiiiiiiiii e 16
3.4 Caracterizacao de dermatofitos ....................ccooviiiiiiiiiiiiiii e 20
3.4.1. Caracteriza¢do morfofiSIOIOZICA ..............ccveveueeeieeieiaiieeieeeeeeie e ere e ens 20
3.4.2 Caracteriza¢@o MOLECULAT ...............c.oeeecueeeecieeeeiieeeiee e e e eaaeesveeesaee e 22
Complexo Trichophyton mentagrophytes Takashio, 1977 ........cccccovoeveeeioeenvnenennne. 24
Trichophyton benhamiae Ajello & Cheng, 1967 ..........cccoueevoeeeeieeieiieeniieeniieenieeennes 25
Trichophyton erinacei J.M.B. Sm. & Marples, 1966 ..............cccoveveuveecveeenceeenceeenne, 25
Trichophyton interdigitale Priestley, 1917 ..........cccciumoinoiineioenieneeieneeneeeeneene 26
Trichophyton mentagrophytes Blanchard, 1896.............c.ccccovevviniinieniinienencneenn. 28
Trichophyton equinum Matruchot e Dassonville, 1898...........ccocuevevueevcveenceeenieeene, 29
Trichophyton quinckeanum QUINcke, 1880 ........cccoovveeviiieiiiieeiiieeieeeie e 30
Complexo Trichophyton rubrum Graser et al. 2000 ...............cccoeceeeveenceiesienineieanne 31
Trichophyton rubrum Sabouraud, 1911 ..............c.cccocevimviniiineiciniinieieneeseeeeneene 32
Trichophyton schoenleinii Robert Remak, 1837 .......coooovuveeeieeecieieiiieeiieeeeieeeiee e 33
Trichophyton Simii Pinoy, 1912 ........cccocueeioieeiiieeiieeesiee et e eiteeeaeesaeeesaeeessee s 33
Trichophyton soudanense Joyeux, 1912 ............cccocouevvuiecieioieeiieeiieiiesee e 34
Trichophyton tonsurans Malmsten, 1845 ..........cccoovueevieiieiieiiieeeeeeee e 35
Trichophyton violaceum Sabouraud, 1902 ..............cccoevvueeeieeeeiieeeiieeecieeeceeeeiee e 37

3.5 DermatofitoSes ... .....coooiiiiiiiiiiii e 37
3.6 EpIdemiologia.............coooiiiiiiiiiiiiiiee e e e 39
3T DEAGMOSTICO. ........eiiniiiieiiie ettt ettt e st e st e e st e e sabee e eabeeeane 42
3.8 Susceptibilidade antifiungica e tratamento .................cc.cccoeviiiiniiiiiniiieiniieeeee 45

4 MATERIAL E METODOS ..o 48



4.1 ObtengA0 dAS CEPAS..........evvieeiiiiieeeiiieeeeiteeeestteeeeieeeeeeereeeeesnaeeessnnnseeesenseeeeannns 48

4.2 REALIVACAD........coeiiiiiiiiiiiiiiieeee e e ee ettt e e e e e e eeetataa e e e e e e e e eeearsssaeseaaeeeaannnes 48
4.3 Analise MOTfolOZICA .............ooooviiiiiiiiiiie e 48
4.4 Analise fiSiolOZICA............cccoiiiiiiiii e 48
4.5 Extracio de DNA, PCR e sequenciamento .................ccccocovveeeeniiieeeniinieeeeniieeeeenns 49
4.6 Analises fIloZeNEiCaS ................ccooiiiiiiiiieiiie e e 50
4.7 Teste de susceptibilidade antifiingica....................ccoccciiiiiiniiiiniii 50
4.8 Analise estatistiCa ...........coouiiiiiiiiiii s 51
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........oooiiiiieieiineieeieiseiesise st ssssseseesones 52
6 CONCLUSOES ...ttt 68
REFERENCIAS .......oooiiiiiiiiiniiee ettt 69
APENDICE A — FIQUIA 8......oooooioieeeeeeeeeeeee e 78

APENDICE B - FiUIA 9......oooooioiioiiioeeeeeeeee oo, 78



11

1 INTRODUCAO

Dermatofitos constituem um grupo unico, altamente especializado e inter-
relacionado de fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota, classe Onygenales e
familia Arthrodermataceae (Moskaluk & VandeWoude, 2022). Esses fungos compartilham
uma capacidade peculiar de degradar e crescer no tecido queratinizado, causando
dermatofitoses (Mirhendi et al., 2015). Esse grupo de fungos ¢ classificado em sete
géneros, nomeadamente Arthroderma, Epidermophyton, Lophophyton, Microsporum,
Nannizzia, Paraphyton e Trichophyton, de acordo com a taxonomia mais recente (De Hoog
et al., 2017; Haghani et al., 2023).

Até a década de 1990, a taxonomia dos dermatofitos era complexa gerando muitas
duvidas quanto a separagdo de espécies e géneros, principalmente do género Trichophyton,
devido a alta heterogeneidade fenotipica entre as espécies (Dabrowska; Dworecka-Kaszak,
2014).

Nos ultimos anos, a utilizagdo de ferramentas moleculares, tem apontado um
progresso consideravel na identificagdo e classificagdo destes fungos, como também tem
contribuido significativamente para avangos na sistemadtica, taxonomia, ecologia,
epidemiologia, com variagdo de espécies de acordo com a localizagdo geografica e a
migracao populacional ao longo do tempo, e entendimento dos processos evolutivos
(Putignani et al., 2010; Cafarchia et al., 2013; Koc et al., 2017; Maraki; Mavromanolaki,
2016).

Filogeneticamente, as espécies do género Trichophyton compreendem um grupo
com baixa variagdao genética, combinada com uma alta diversidade fenotipica (Abastabar et
al., 2014). As defini¢des de espécies moleculares nem sempre coincidem com os conceitos

existentes, que sdo guiados por principios ecologicos e clinicos (Zhan et al., 2018).
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Desde 2010, o sequenciamento de DNA e a sistematica molecular geraram novos
conceitos de espécies. Este avanco causou uma reducdo no nimero de taxons até entao
reconhecidos e, por outro lado, levou a descoberta de espécies cripticas e novas. No
entanto, a definicao de fronteiras taxondmicas de algumas espécies ainda ¢ discutida, por
exemplo, complexos de espécies de T. mentagrophytes e T. rubrum (Abastabar et al., 2014;
Zhan et al., 2018).

Desde a década de 1990 quando foram realizados os primeiros estudos com
técnicas moleculares envolvendo dermatofitos, varios marcadores foram aplicados em
estudos filogenéticos para estabelecer os limites de espécies, com intuito de possibilitar a
separacdo de complexos envolvendo esses patdgenos. Assim, os primeiros estudos
moleculares com representantes deste grupo utilizaram como base a regido ITS (Internal
Transcribed Spacers) do rDNA, permitindo um avango em sua taxonomia (Garces et al.,
2016; Makimura et al., 1998; Pérez-Rodriguez et al., 2023), seguido por outros genes, tais
como LSU (Partial Large Subunit), B-tubulina (BT2), quitina sintase 1 (CHS1), DNA
topoisomerase II (TOP-II) e fator de elongagdo da traducao 1-a (Tef-1a), os quais foram
utilizados com intuito de facilitar a identificacdo dos agentes etiologicos associados a
dermatofitoses (Abastabar et al., 2014; Ahmadi et al., 2016; de Hoog et al., 2017). Estudos
apontam o gene calmodulina como um bom marcador para andlise genética de
dermatofitos (Ahmadi et al., 2016).

Devido ao grande numero de casos de dermatofitoses no mundo, houve um
aumento do uso de medicamentos antifingicos, muitas vezes por periodos prolongados, e
de modo indiscriminado, levando ao reconhecimento do fenomeno de resisténcia
antifingica (Salehi; Shams-Ghahfarokh; Razzaghi-Abyaneh, 2018). As colecdes de
culturas sdo acervos importantes que prestam servicos de identificacdo, preservacao, além
de andlise das potencialidades biotecnoldgicas dos fungos depositados. A Micoteca URM
preserva cerca de 8000 culturas de fungos, atendendo pesquisadores de Pernambuco e
demais estados do Brasil, além de estudiosos de outros paises.

A identificagdo correta de espécies de dermatofitos € importante para os estudos
taxondmicos e para os testes de suscetibilidade, que ¢ essencial para definir o tratamento
correto das dermatofitoses. O teste de suscetibilidade antifingica com dermatofitos ¢ uma
ferramenta util para gerenciar pacientes com diferentes formas clinicas de dermatofitoses.

As infecgdes por dermatédfitos impdem um gasto econdmico consideravel aos sistemas de



13

saude, uma vez que sdo gastos mais de 800 milhdes de ddlares/ano, excluindo custos
indiretos relacionados com testes/procedimentos médicos desnecessarios e tratamento
inadequado antes de um diagnoéstico ser estabelecido (Siopi et al., 2021). As principais
estratégias terapéuticas para dermatofitoses sdo o tratamento sist€émico e topico com
alilamina e triazois a base de terbinafina e itraconazol (Haghani et al., 2023). E importante
a realizacao cada vez mais frequente de testes de suscetibilidade antifiingica para auxiliar
no tratamento destas infeccdes (Hur et al., 2018; Salehi; Shams-Ghahfarokhi; Razzaghi-
Abyaneh, 2018). Diante do exposto, as andlises morfofisioldgicas, moleculares e
filogenéticas sdo importantes para o estudo de espécies de dermatofitos depositadas em
colegdes de culturas para esclarecer problematica da sua filogenia, auxiliando na

confirmacao da heterogeneidade das cepas e em estudos epidemioldgicos.
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2 OBJETIVOS

Geral

Confirmar a heterogeneidade de espécies de Trichophyton mantidas na colegdo de
culturas Micoteca URM através de estudos filogenéticos e analises morfologicas, com
intuito de contribuir com a revisdo taxonomica do género, bem como avaliar o perfil de

suscetibilidade antifiingica.

Especificos

e Revisar a identificagdo das culturas das espécies de Trichophyton depositadas na
colecdo de culturas Micoteca URM, auxiliando no conhecimento taxondomico do
género;

e (aracterizar através de andlises fenotipicas culturas de Trichophyton mantidas na
colecdo de culturas;

e (Caracterizar através de analises moleculares e avaliar regides génicas apropriadas
para estudos filogenéticos de cepas de Trichophyton;

o Determinar o perfil de suscetibilidade de todas as cepas utilizando os

antifungicos terbinafina e itraconazol.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Colecoes de culturas

Colegdes de culturas sdo centros de conservacdo que tem a funcdo de coletar
microrganismos relevantes para estudos cientificos e aplicagdes tecnologicas. As colecdes
de culturas de microrganismos apresentam contribui¢do de extrema importancia para a
preservacdo, manutenc¢do e suprimento de culturas autenticadas aos pesquisadores. Além
de garantir um estrito controle de qualidade para a aquisi¢do e deposito em seus bancos
(Abreu & Tutunji, 2004).

Elas tem atuado na integragdo da comunidade cientifica, desenvolvendo tecnologias
inovadoras para coletar, gerenciar, integrar, analisar e compreender diversos
microrganismos (Abreu & Tutunji, 2004). A maneira mais eficiente de conservar
microrganismos ¢ a preservacdo em colegdes, para assim garantir a sua pureza durante
periodos prolongados de tempo, conservando suas propriedades morfofisioldgicas.

A Colegdo de Culturas Micoteca URM do Departamento de Micologia do Centro
de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco ¢ uma cole¢do de referéncia e foi
fundada em 1954 pelo Professor Augusto Chaves Batista. A Micoteca URM esta
cadastrada na PROPESQI/UFPE como Laboratério Multiusuario de Pesquisa (LaMP).
Atualmente, o acervo consta de aproximadamente 8.000 culturas de fungos, sendo cerca de
1.300 leveduras e 6.700 fungos filamentosos, todas identificadas ao nivel de espécie e
mantidas em duplicata em cada método de preservagdio. O acervo consta de
aproximadamente 201 espécies de leveduras e cerca de 1.200 de fungos filamentosos,
pertencentes aos Oomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e Deuteromycota
(Fungos anamorfos). Além de receber amostras de fungos para fazer parte do acervo, a
Micoteca URM atende a pedidos de fornecimento de amostras, isolamento e identificag@o
de fungos e, treinamento de estudantes e profissionais na area de taxonomia de fungos.
Estes pedidos sdao procedentes de instituicdes de ensino e/ou pesquisa, nacionais e
internacionais; de laboratorios que utilizam amostras de fungos em testes para fabrica¢ao
de medicamentos e dos que realizam diagndstico de micoses; e da comunidade em geral

(https://ufpe.br/micoteca).
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3.2 Dermatofitos

Os dermatoéfitos sao fungos filamentosos queratinifilicos que produzem protease e
queratinase os quais degradam a queratina, levando a colonizagdo, invasdo e infec¢ao do
estrato corneo da pele, fios de cabelo e unhas. Esses fungos podem causar infecgdes mais
graves em hospedeiros imunocomprometidos através da penetragdo em tecidos. Os
mesmos representam uma familia intimamente relacionada e altamente conservada de
fungos, constituindo um grupo unico e individualizado (Sem et al., 2020).

Remak em 1835 observou pela primeira vez estruturas microscopicas peculiares
semelhantes a hastes e brotos em crostas de lesdes favicas. Este afirmou que ndo
reconheceu as estruturas como fingicas e creditou esse reconhecimento a Schoénlein, que
descreveu sua natureza micética em 1839. No entanto, Remak estabeleceu que o agente
etioldgico do favus era infeccioso, cultivado em fatias de maga, e validamente descreveu-o
como Achorion schoenleinii, em homenagem ao mentor de sua descoberta. O verdadeiro
fundador da dermatomicologia foi David Gruby com base nas suas descobertas de 1841 a
1844, descrevendo o causador do favus, tanto clinicamente como em detalhes
microscopicos de lesdes das crostas e estabeleceu a natureza contagiosa da doenga
(Weitzman & Summerbell, 1995).

Taxonomicamente, os dermatofitos pertencem a sete géneros, na ordem Onygenales
e familia Arthrodermataceae (Suh; Grosso; Carrion, 2018). E considerado um dos grupos
mais antigos de microrganismos que foram reconhecidos como agentes de micoses em
humanos, sendo descritas mais de 50 espécies (Cruz et al., 2019). Destas espécies,
aproximadamente 20 pertencem aos trés géneros mais reconhecidos e prevalentes no
mundo; Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Araya; Tesfaye; Fente, 2020).

Estes fungos podem estar associados a seres humanos (antropofilicos) e outros
animais (zoofilicos) como seu habitat natural, enquanto o terceiro grupo ocorre no solo

(geofilicos) (De Hoog et al., 2017).
3.3 Taxonomia dos dermatofitos
Historicamente, mais de 300 nomes foram definidos em algum momento para as 52

espécies de dermatofitos que existem de acordo com os ultimos estudos taxondmicos

(Baert et al.,, 2019). Podemos inferir que os métodos tradicionais utilizados para
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sistematica de fungos com base em macro e micromorfologia em meios de cultura,
caracteristicas fisioldgicas e biologicas e nicho ecoldgico ndo sdo acurados para
identificacdo de dermatoéfitos ao nivel especifico ou compreensdo suas relagdes.
Caracteristicas fenotipicas podem variar dependendo das condigdes ambientais. O mesmo
genotipo pode ter diferentes formas morfologicas e caracteristicas fisiologicas, e diferentes
cepas da mesma espécie podem ter caracteristicas diferentes no mesmo meio de cultura
(Brasch & Glaser 2019). Ou seja, hd problemas com defini¢do e caracterizagdo de
dermat6fitos que sdo relevantes para revisdo filogenética (Rezaei-Matehkolaei et al.,
2014).

Desde meados do século XIX, a taxonomia dos dermatdfitos foi amplamente
investigada e baseava-se principalmente em sintomas clinicos e caracteristicas
morfologicas in vitro. Uma vez que esta classificagdo era baseada em fendtipo, mutantes
ou morfotipos de espécies uUnicas eram frequentemente confundidos com espécies
separadas. Ainda, devido a falta de cepas de referéncia, muitas espécies foram descritas
separadamente por varios pesquisadores independentes que introduziram muitos taxons
que posteriormente foram tratados como sinénimos (Baert et al., 2019).

Segundo Kushwaha; Guarro (2000), a organiza¢do dos dados para a distingdo dos
taxons destes fungos constitui uma tarefa dificil, pois requer informagdes tanto da fase
sexual ou assexual, sendo que, na pratica clinica, as espécies agentes etiologicas das
dermatofitoses sdo todas reconhecidamente a fase assexual.

Para esclarecer as relagdes evolutivas entre os dermatofitos, técnicas baseadas em
biologia molecular comegaram a ser aplicadas desde o inicio de 1980 (de Hoog et al.,
2017), e apesar da sua importancia médica, hd poucos estudos sobre a variabilidade
intraespecifica e interespecifica de Trichophyton e outros dermatdfitos, assim como
abordando os aspectos filogenéticos utilizando sequéncias de DNA (Zheng et al., 2020).

Na abordagem filogenética, os dermatéfitos compreendem um grupo heterogéneo,
com baixa variabilidade genética e contrastando com alta diversidade fenotipica (Mirhendi
et al., 2014). Descritos desde 1839, existem mudangas constantes na classificagdo e
modificagdes incisivas na taxonomia de dermatofitos (Blasch & Glaser, 2019).

Para definir uma melhor posi¢do da taxonomia de dermatéfitos, de acordo com sua
filogenia, varios géneros foram reintroduzidos, além de Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton. Como resultado, um niumero menor de nomes de dermatofitos foi aceito, o

que pode simplificar o diagnostico de rotina de dermatofitos. No entanto, para varios
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grupos de espécies intimamente relacionadas, a delimitagdo especifica continua sendo um
desafio. Esses complexos de espécies precisam de analises mais aprofundadas com base
em maior numero de cepas. Com o avango da abordagem molecular, foi possivel inferir
que 7. mentagrophytes ¢ um complexo de espécies antropofilicas e zoofilicas com
diferentes fases sexuais, como Arthroderma vanbreuseghemii, A. benhamiae e A. simii,
(Ahmadi et al., 2016).

Estudos filogenéticos revelaram uma divisdo entre espécies antropofilicas e
geofilicas de Trichophyton, sugerindo que a ecologia ¢ um fator particularmente forte entre
os dermatofitos. Portanto, o solo pode ter fornecido um nicho ecologico precoce para todas
as espécies de dermatofitos antes da adaptagao a hospedeiros, incluindo humanos e outros
animais; esse argumento ¢ suportado pelo fato de que o género Microsporum, bem como as
espécies zoofilicas e antropofilicas de Trichophyton, evoluiram a partir de um membro
geofilico de Trichophyton (Ahmadi et al., 2016).

De acordo com a antiga proposta de classificagcdo de dermatdfitos, que foi
posteriormente atualizada por De Hoog et al. (2017), baseada no sequenciamento de
diferentes genes, as espécies anteriormente foram agrupadas em oito géneros:
Trichophyton, Epidermophyton, Arthroderma, Nannizzia, Microsporum, Paraphyton,
Lophophyton e Ctenomyces, sendo 16 espécies de Trichophyton, uma de Epidermophyton,
nove de Nannizzia, trés de Microsporum, uma de Lophophyton, 21 de Arthroderma e uma
de Ctenomyces. De Hoog et al. (2017) atualizaram o status taxondmico dos dermatofitos
para um nivel aceitdvel de concordancia entre os micologistas; no entanto, o estudo focou
na defini¢do das principais tendéncias taxonomicas dos dermatofitos e deve ser reforcado e
complementado com investigacdes mais detalhadas.

A analise filogenética usando diferentes marcadores moleculares ja foi capaz de
esclarecer grande parte da taxonomia dos dermatdfitos (Baert et al., 2019). A arvore
filogenética dos dermat6fitos compreende o género derivado Trichophyton e géneros
basais, com quantidade significativa de representantes geofilicos. Segundo Shamsizadeh et
al., (2020) o principal consenso ¢ que a diversidade de Trichophyton esta organizada em
trés categorias: geofilica, antropofilica e zoofilica.

O conceito de espécies geofilicas, antropofilicas e zoofilicas foi melhor
estabelecido por Jensen & Arendrup (2012). As espécies geofilicas sao dispersas dos
outros taxons e localizadas na posi¢do ancestral da arvore filogenética, espécies zoofilicas

sdo encontradas espalhadas pelo meio da arvore, enquanto as espécies antropofilicas



19

podem ser encontradas em clados derivados. E de grande importincia saber que a
morfologia dessas espécies ndo corresponde a topologia da familia, ou seja, algumas
espécies que podem ser encontradas em clados ancestrais sdo morfologicamente préximas
a espécies antropofilicas encontradas em uma posi¢ao derivada na filogenia. Além disso,
foi estabelecida uma plataforma para a interpretagdo da nomenclatura do pleomorfo e
pseudonimos, que para 7. rubrum e os complexos de 7. mentagrophytes t€m sido dificeis
de delinear e podem dificultar o desenvolvimento de métodos de diagnostico especificos
para as espécies (Jensen & Arendrup, 2012).

Estudos confirmam que o complexo 7. mentagrophytes ¢ composto por quatro
espécies: 1. Zoofilo T. mentagrophytes stricto sensu; ii. Zoofilo T. erinacei; iii.
Trichophyton anamorfo de A. benhamiae (zoofilico) e iv. cepas antropofilicas e zoofilicas
de T. interdigitale. Com base na classificagdo, cepas antropofilicas de 7. mentagrophytes
devem ser rotuladas como 7. interdigitale (Salehi et al., 2018). Consequentemente, varios
estudos recentes se concentraram no problema de limites de espécies em téxons
intimamente relacionados, incluindo 7. tonsurans ¢ T. equinum, T. mentagrophytes ¢ T.
interdigitale (Shamsizadeh et al., 2020).

Estudos confirmam que sequéncias da regido ITS do rDNA fornecem resolucao
filogenética suficiente para apoiar as diferentes linhagens do género Trichophyton (Packeu
et al., 2019). O gene da calmodulina expresso em todas as c€lulas eucaridticas, mostra-se
altamente conservado tanto funcionalmente quanto estruturalmente, e a proteina codificada
desempenha um papel crucial no desenvolvimento da proliferacdo, motilidade e ciclo
celular. O alvo tem sido bem utilizado em andlises filogenéticas e identificagdo de espécies
de Aspergillus, Penicillium e Fusarium, mas alguns estudos sugerem que a calmodulina
ndo ¢ util para discriminagdo entre algumas espécies de Trichophyton (Ahmadi et al.,
2016). De acordo com outros estudos, o gene Fator de Alongamento de Traducao (TEF-1a)
foi considerado como alternativa ao rDNA mostrando alto nivel de taxa de varia¢do entre
as espécies; além do gene B-tubulina (BT2) que foi considerado taxonomicamente valioso
para o estudo sistematico de fungos dermat6fitos (Abarca et al., 2016; Salehi et al., 2018).

O esclarecimento da taxonomia deste grupo ¢ crucial para a correta identificagao

em analises de rotina e permitir estudos epidemiologicos detalhados.
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3.4 Caracterizacao de dermatofitos

3.4.1. Caracterizagdao morfofisiologica

As cepas de dermatodfitos podem ser identificadas em nivel de género/
espécie através de métodos fenotipicos, com base nas caracteristicas da colonia, estruturas
microscopicas e testes bioquimicos como padrdes de crescimento em meios contendo
diferentes fontes de nutrientes e teste de enzimas. Durante muitos anos estes foram
considerados padrao ouro para identificagdo, contudo ndo sdo mais, isoladamente,
considerados satisfatorios para identificacdo de varias espécies de dermatofitos. Estes
métodos classicos para diferenciar dermatéfitos sdo baseados na avaliagdo de sua
morfologia macroscopica e microscopica e na observacdo de propriedades fisiologicas
(Brasch, 2004).

Em 1934, Chester Emmons modernizou o esquema taxondmico de
Sabouraud e estabeleceu a classificacdo dos dermatdfitos com base na morfologia dos
esporos e estruturas acessorias (Graser; Scott; Summerbeel, 2008). As caracteristicas
micromorfologicas das espécies do género Trichophyton que sdo mais observadas sdo a
topografia da colonia que pode ser plana ou cerebriforme, a cor da colonia que pode ser
branca, bege, cinza, amarelada, podendo ser também na cor marrom-avermelhada, dentre
outras. O reverso pode ter coloragdes variadas como bege, amarelado, marrom, vermelho
ou rosa-purpura, violeta, entre outras. O micélio pode ser escasso ou ndo, o aspecto das
colonias (pulverulentas ou algodonosas), a presenga ou auséncia de microconidios e as
suas formas, que podem ser globosos, esféricos, piriformes, de formas variadas, podendo
ser maiores ou menores, presenga ou auséncia de filamentos em espiral, a presenga ou
auséncia de macroconidios, que geralmente sdo multisseptados, podem ter forma de
charuto ou grandes em forma de tacos (Ates et al., 2008; Frias-De-Leon et al., 2020).

Os dermatofitos apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes e
bastante varidveis, os testes fisiologicos foram descritos para auxiliar na identificagdo.
Esses testes podem ser aplicados em situacdes em que as técnicas morfologicas nao
conseguem fornecer uma identificagdo adequada. Os testes fisiologicos usuais incluem as
exigéncias nutricionais, como por exemplo, a prova Agar-caseina e o teste da perfuragdo
do pélo, os testes de assimilagdo de carboidratos e as atividades enzimaticas, sendo a prova

da urease mais utilizada (Sidrim & Rocha, 2004). Para verificar a atividade de diversas
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enzimas normalmente sdo utilizadas técnicas de difusdo em &gar com o uso de meios
solidos, sendo os resultados expressados pela formagdo de halos, resultantes da hidrélise
dos substratos especificos ou pela mudanga de cor do indicador contido no meio de cultura
(Price et al., 1982).

O teste de urcase ¢ bastante utilizado na identificagdo dos dermatofitos,
sendo particularmente Util na diferenciacdo de espécies do complexo 7. mentagrophytes
(urease positiva) das demais espécies de Trichophyton, sendo um método rapido e viavel
de separar principalmente as espécies 7. mentagrophytes ¢ T. rubrum (Philpot,1967). Esse
teste ¢ processado em meio de 4gar Christensen, e identifica a presen¢a ou auséncia da
enzima urease que ¢ produzida por algumas espécies de fungos (Sidrim & Moreira, 1999;
Sidrim & Rocha, 2004). O teste ¢ baseado na capacidade de determinadas espécies de
dermatoéfitos produzirem a enzima urease, a qual hidrolisa a uréia, liberando amodnia e
alcalinizando o meio (Cabanes, 2001).

O teste de assimilacdo 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 ¢
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
assimilagdo diferente e a leitura ¢ feita apds 14 dias, mediante visualizacdo de halos de
crescimento que se formam ao redor do carboidrato assimilado (Brilhante et al., 2005).

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

Estudos evidenciam a impossibilidade de diferenciar espécies de dermatdfitos com
base apenas em critérios morfoldgicos ou fisiologicos. Portanto, na taxonomia deste grupo
de fungos a abordagem que fornece resultados acurados ¢ a utilizacdo de abordagem

filogenética (Liu et al., 2013; Brasch & Glaser, 2019).
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3.4.2 Caracterizagcdo molecular

A identificagdo inconsistente causada por variagdes fenotipicas entre cepas
conduziu para o surgimento de numerosos métodos de identificagdo molecular com
sensibilidade mais acurada e especifica, baseados em caracteristicas genéticas estaveis,
visto que o codigo de barras do DNA ¢ muito 1til para uma determinagao acurada (Ahmadi
et al.,, 2016; Diongue et al, 2019). Um gene alvo com resolucdo adequada pode
potencialmente melhorar a defini¢do de espécies intimamente relacionadas ou aquelas com
caracteristicas morfoldgicas atipicas na cultura (Ahmadi et al., 2016).

Os primeiros estudos aplicando as técnicas moleculares utilizaram as subunidades
pequenas (SSU) e grandes (LSU) do rDNA como marcadores. Gréser et al. (2000)
aplicaram a regido ITS do rDNA mais varidvel e conseguiram resolver a problematica
taxondmica de grande niimero de espécies, assim, regides do rDNA provaram ser Uteis
como um método padrdo ouro na identificagdo e analise filogenética (Ahmadi et al., 2016;
de Hoog et al., 2017)

Este sistema molecular foi confirmado em estudos posteriores e com diferentes
marcadores moleculares como BT2 e TEF-la. B-tubulina ¢ uma proteina globular
monomérica envolvida na geragdo de microfilamentos e recentemente tem sido usada com
sucesso para delinear espécies de dermatdfitos e em outros grupos de fungos. O lécus
inclui alguns introns, que sdo conhecidos por serem bons estimadores para distingdo de
espécies estreitamente relacionadas (Rezaei-Matehkolaei et al., 2014).

Existem diferentes graus de variabilidade no DNA. Algumas regides da informagao
genética sao muito conservadas, ou seja, espécies diferentes possuem regides idénticas, em
outras, as regides sao altamente variaveis e diferem entre individuos da mesma espécie. Os
genes ribossomicos (18S e 28S) sdo para diferenciar esse grupo de fungos que ndo sdo
suficientemente varidveis. Com base em genes mais variaveis, como ITS, no entanto, todas
as espécies conhecidas podem ser diferenciadas, as vezes apenas um ou dois,
polimorfismos de sequéncia podem ser encontrados nessa regido entre algumas espécies,
ou seja, essas regides variaveis provaram ser uteis na resolucdo de parentescos
taxondmicos, sendo amplamente utilizadas na identificagdo a nivel de espécie dos
dermatofitos (Kupsch & Graser, 2019).

Técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) aumentaram a

sensibilidade, especificidade e velocidade do diagndstico (Kupsch & Graser, 2019).
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Analise filogenética e identificacdo de dermatdfitos com base no sequenciamento da regido
ITS do rDNA provaram ser tteis como um método padrao-ouro (Jensen & Arendrup,
2012; Ahmadi et al., 2016). A regido nuclear do rDNA tem sido muito vantajosa em
estudos filogenéticos porque ¢ multilocus e contém genes altamente conservados, como
188S, 5,8S e 28S, como as regides espagadoras transcritas internas 1 e 2 (ITS1 e ITS2) que
sd0 cruciais ao examinar organismos taxonomicamente relacionados. As regides 18S e 28S
muitas vezes abrigam introns inseridos em posi¢des altamente conservadas, fornecendo
mais informagdes sobre esta regido (Pérez-Rodriguez et al., 2023). Pode-se inferir que
além da regido ITS, o marcador BT2 ¢ bastante utilizado para construir uma filogenia de
dermatofitos, sendo importantes para avaliar variagdes intra e interespecificas de
dermatofitos. Além disso, a regido BT2 nos mostra uma arvore com topologia semelhante
a obtida com o marcador ITS (Pérez-Rodriguez et al., 2023).

Os seguintes fragmentos de DNA foram observados como os principais marcadores
genéticos dos dermatofitos: DNA ribossomico (rDNA), quitina sintase 1 (CHS1), DNA
topoisomerase II (TOP-II), BT2, TEF-1a (Ahmadi et al., 2016).

Os métodos moleculares atuais para fins especificos de espécies tém como alvo a
regido do RNA ribossdmico (abrangendo 18S, ITSI, 5.8S, ITS2 e 26S) devido a alta
resolucdo de poder desta regido. Outra vantagem da regido ¢ a sua natureza de ter
elementos repetitivos que, quando usados como alvo de PCR no diagndstico melhora a
sensibilidade do teste (Jensen & Arendrup, 2012).

Embora a abordagem molecular tenha sido capaz de resolver os principais tragos da
evolucao dos fungos dermatofitos pode haver falha nos detalhes, como na elucidagdo 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. Portanto, novos progressos no diagndstico molecular da
dermatofitose requerem investigagdo de outros fatores moleculares. Além disso, a
defini¢do de fronteiras taxonomicas de algumas espécies ainda permanece discutivel, por
exemplo, complexos de espécies de T. mentagrophytes (Mirhendi el al., 2015).

Pode-se dizer que as abordagens genotipicas sdo uteis para resolver
problemas na taxonomia de dermatofitos, além de auxiliar na diferenciacdo das cepas
(Ramaraj et al., 2017). Os métodos moleculares possuem grande importancia pois sao

importantes na determinacao de novas espécies (Jensen & Arendrup, 2012).
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Complexo Trichophyton mentagrophytes Takashio, 1977

Trichophyton mentagrophytes foi considerado um complexo de espécies em 1977
por Takashio, pelo fato de que as espécies agrupadas dentro do complexo possuem uma
alta similaridade genética (Oyarzo; Choappa; Duarte, 2019). O termo "mentagrophytes" foi
criado por Gruby, em 1842, para designar o fungo com um parasitismo por ectotrix
(esporos formando uma bainha ao redor do cabelo).

O complexo 7. mentagrophytes consiste em varios anamorfos e trés formas sexuais
(Arthroderma vanbreuseghemii, A. benhamiae e A. simii). Trichophyton mentagrophytes
representa um complexo genético incluindo mais de um teleomorfismo (Beguin et al
2012). As espécies do complexo podem ser diferenciadas com base na analise de
sequéncias multigénicas de ITS, BT2 e TEF1 (de Hoog et al., 2017).

Pchelin et al. (2016) descrevem mudancas frequentes na nomenclatura do complexo
de T. mentagrophytes, inicialmente, a forma antropofilica foi conhecida como T.
mentagrophytes var. interdigitale e a forma zoofilica como 7. mentagrophytes var.
mentagrophytes.

Dentro do complexo 7. mentagrophytes inimeras variagdes na morfologia da
colonia sdo observadas como o aspecto aveludado ou cotonoso, podendo ser coldnias
cerebriformes ou crescer de forma plana, coloracdo podendo variar do branco ao
amarelado ou creme, com a pigmentagdo do reverso podendo estar presente se tornando
marrom ou até mesmo ausente. As caracteristicas microscopicas tipicas que envolve o
complexo 7. mentagrophytes sdo a presenca de numerosos microconidios globosos,
cilindricos ou alongados, alguns macroconidios e hifas em espiral. Ha espécies que ndo
apresentam microconidios. Podem apresentar corpos nodulares, clamidosporos, micélio em
raquete, hifas semelhantes a chifre também podem ser observadas (Oyeka, 2000).

As espécies do complexo 7. mentagrophytes sao cosmopolitas e ocupam o segundo
lugar em frequéncias entre os isolados dos dermatofitos, apds o complexo 7. rubrum. Esse
complexo inclui espécies zoofilicas e antropofilicas. No Brasil, ndo existem trabalhos que
classifiquem os membros desse complexo e em varios estudos de dmbito internacional, a
classificacdo morfologica ¢ definida como complexo 7. mentagrophytes (Oyarzo;
Choappa; Duarte, 2019).

Atualmente, no entanto, apenas cinco espécies sdo consideradas: 7.

mentagrophytes, T. interdigitale, T. erinacei, T quinckeanum e T. benhamie, bem como
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nove gendtipos diferentes de 7. mentagrophytes, T. interdigitale associados a origem
geografica e a fonte de infeccdo. Essas espécies diferem no que diz respeito as suas

preferéncias ecoldgicas (Thakur & Kalsi, 2019).

Trichophyton benhamiae Ajello & Cheng, 1967

Trichophyton benhamiae foi descrito pela primeira vez por Ajello & Cheng, em
1967. Nos ultimos anos, com a taxonomia de dermatéfitos baseada no sequenciamento da
regido do DNA ribossomico, A. benhamiae deixou de fazer parte do complexo T.
mentagrophytes; foi reconhecida como uma espécie, 7. benhamiae, do complexo (Uhrlal}
etal., 2018).

E um dermatéfito zoofilico que pode causar tinea em humanos e animais. Os
porquinhos-da-india sdo os principais portadores, € outros animais pequenos sao
ocasionalmente uma fonte de infeccdo. Devido ao aumento da variedade de animais, a
infeccdo por 7. benhamiae estd aumentando. Casos causados pela infeccido por T.
benhamiae foram relatados em vdrios paises, como Japdo, Alemanha ou Suica. Na
Alemanha, ¢ o patdogeno mais prevalente que causa dermatofitose zoofilica, especialmente
em criangas (Sabou et al., 2017).

O sequenciamento da regido ITS ¢ recomendado para a identificacdo precisa deste
dermat6fito (Sabou et al., 2017). As culturas sdo cultivadas em SDA, mas podem
apresentar uma maior esporulagio no meio PDA (Potato Dextrose Agar) a temperatura de
+/- 28°C, com tempo de incubacdo de 14 dias. Dois fendtipos foram descritos para 7.
benhamiae: amarelo e branco. No fendtipo amarelo as cepas sdo felpudas, com micélio
pregueado, reverso amarelo alaranjado e taxa de crescimento lenta. Esporulagcdo ¢ pobre,
com raros microconidios e sem macroconidios ou hifas espirais. As cepas de fenotipo
branco sdo pulverulentas a flocosas, com reverso amarelo, laranja ou marrom e taxa de
crescimento rapido. Os microconidios sdo numerosos, esféricos a clavados (2 x 3um); os
macroconidios estdo presentes, de paredes lisas e finas, clavados e em forma de charuto;

hifas espirais estdo ocasionalmente presentes (Tan et al., 2020).

Trichophyton erinacei ].M.B. Sm. & Marples, 1966
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Trichophyton erinacei foi descrito em 1966 por JM.B. Sm. & Marples. E um
membro do complexo 7. mentagrophytes, um dermatéfito zoonotico sendo um patéogeno
humano raramente isolado. E o dermatéfito mais comum isolado em ouricos, com taxas de
infeccdo de 20 a 47%. A manifestagdo clinica mais usual ¢ inflamatoria, com erupgdes
pruriginosas na forma de pustulas em uma base eritematosa (Phaitoonwattanakij et al.,
2019).

Em muitos casos, os ouri¢os podem ser portadores assintomadticos deste fungo e
apresenta seu potencial para transmissao zoonoética. No entanto, a via de transmissao aos
seres humanos muitas vezes ndo € clara, e algumas outras fontes de infec¢do cruzada
indireta entre ourigos ¢ humanos foram relatadas. O isolamento de 7. erinacei foi relatado
em outras espécies de animais, especialmente em caes de caca em paises onde os ourigos
estdo presentes (Kromer et al., 2018).

Com as diferentes alteracdes de nomenclatura propostas, o agente etiologico da
micose em ouri¢cos foi descrito como 7. erinacei var. erinacei, T. erinacei, Arthroderma
benhamiae var. erinacei e A. benhamiae, dependendo do conceito considerado da espécie.
Durante as ultimas décadas, foram feitos progressos na sistemdtica moderna de
dermatofitos e finalmente 7. erinacei foi proposto como uma espécie distinta por Padhye e
Charmichael (Abarca et al., 2017). Com base na regido ITS, 7. erinacei ¢ uma espécie
proxima, mas separada de A. benhamiae (Abarca et al., 2017).

A falta de consenso na defini¢ao de espécies de 7. erinacei pode causar confusio na
identificacdo de isolados clinicos, pois a mesma sequéncia pode ser identificada de
maneira diferente, dependendo do banco de dados utilizado (Abarca et al., 2016). O
sequenciamento da regido ITS ¢ realizado para defini¢ao e identificacdo da espécie (Kim et
al., 2018).

Em meio SDA, a temperatura de +/- 28°C, com 14 dias de incubag¢do, as colonias
possuem crescimento rapido, geralmente brancas, pulverulentas, irradiando, 4reas
granulares, reverso da colonia normalmente amarelo brilhante (“limao’); microconidios
alongados em forma de lagrima (2,5 x 4um), macroconidios grandes claviformes

multisseptados (Kramer et al., 2018).

Trichophyton interdigitale Priestley, 1917
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Trichophyton interdigitale foi descrito por Priestley, em 1917. E uma espécie
estritamente antropofilica que pertence ao complexo 7. mentagrophytes, que sao
frequentemente isoladas de tinea unguium e tinea pedis em todo o mundo (Hiruma et al.,
2019). As cepas de T. interdigitale sdo responsaveis por ser a segunda causa mais
frequente de infecgOes fungicas superficiais em varias partes do corpo humano (Drira et
al., 2014). Na pratica clinica ¢ frequente que os isolados antropofilicos aveludados obtidos
a partir de seres humanos, encontrados principalmente em casos de tinea unguium € tinea
pedis sejam nomeados de 7. interdigitale (Zheng et al., 2020).

As variedades antropofilicas de 7. mentagrophytes, bem como varias linhagens
zoofilicas que foram previamente classificadas como 7. mentagrophytes var.
mentagrophytes ou T. mentagrophytes var. granulosum, nao sido geneticamente
distinguiveis de 7. interdigitale e foram, portanto, coletivamente conhecidas como 7.
interdigitale (Nenoff; Herrmann; Graser, 2007).

A identificagdo e o delineamento dos dermatofitos dessa espécie ainda permanecem
dificeis, principalmente devido a varia¢do fenotipica entre os isolados. Trichophyton
interdigitale pode mostrar ampla variabilidade em suas caracteristicas fenotipicas,
incluindo a presenca ou auséncia de corpos ornamentais (hifas espirais) € o nimero e
tamanho de macroconidios e microconidios. Essa espécie também demonstrou possuir
polimorfismo genético (Frias-de-Léon et al., 2020).

Em muitos periddicos, a nomenclatura de 7. mentagrophytes e T. interdigitale é
usada de forma intercambidvel. No entanto, a distincdo entre as duas espécies ¢ bastante
problemética devido a casos conhecidos de transmissdo antroponotica de infecgdes por
isolados de T. mentagrophytes e a auséncia de correspondéncia direta entre a origem das
linhagens, seus genoétipos, caracteristicas morfologicas e clinicas. Alguns estudos apoiados
por procedimentos moleculares indicaram que os gendtipos ainda podem estar
correlacionados com quadros clinicos, localizagdes geogréficas e resisténcia antifungica.
As regioes génicas ITS e BT2 sdo usadas para defini¢do das cepas (Pchelin et al., 2016).

Nao obstante, a prevaléncia real dessas duas espécies intimamente relacionadas nao
¢ conhecida, além disso, a tipagem molecular de dermatofitos esta disponivel em poucos
laboratorios em todo o mundo (Ahmadi et al., 2016).

As coldnias dessas cepas geralmente se apresentam em meio SDA, incubadas a +
28°C por 14 dias como brancas, algodonosas ou com o crescimento granular, o reverso

podendo variar do amarelado ao marrom-amarelado; apresentando microconidios
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geralmente esféricos (3 x 4um), podendo ser semelhantes a cachos de uva; geralmente com
os macroconidios grandes em forma de tacos. Além disso, 7. interdigitale, produz colonias
semelhantes as de 7. mentagrophytes, dificultando ainda mais a identificacdo (Zhang et al.,

2019).

Trichophyton mentagrophytes Blanchard, 1896

Trichophyton mentagrophytes foi descrito por Blanchard, em 1896. E um
importante patdogeno dermatofitico zoondtico, que causa infeccdo cutanea grave em
humanos e outros animais em todo o mundo (Zhang et al., 2017). Na pratica clinica e
classificagdo atual, ¢ comum que os isolados com o aspecto pulverulento, que também
podem ser encontrados em casos clinicos que ndo sejam infec¢des de unhas e pés, como
tinea corporis humana, além de dermatofitoses em animais, independentemente de sua
origem, sdo categorizados como 7. mentagrophytes (zoofilicos) (Zheng et al., 2020). Nos
animais, a prevaléncia de 7. mentagrophytes ¢ alta, e o fungo geralmente causa infecgdes
cutineas graves (Zhang et al., 2014).

Trichophyton mentagrophytes e sua ramificacdo clonal [T. interdigitale] sao
excepcionais entre outras espécies de Trichophyton por possuirem um nimero significativo
de genotipos da regido ITS e, juntas, representam 34% da diversidade de géneros
(Taghipour et al., 2019).

As cepas de T. mentagrophytes e T. interdigitale representam uma quantidade
significativa de casos de dermatofitoses em todo o mundo. Esses dois dermatofitos formam
um complexo de espécies e possuem varios gendtipos da regido ITS, permitindo
identificacdo simultanea de espécies e tipificacdo de linhagens, ou seja, podemos inferir
que a reacao em cadeia da polimerase (PCR) ndo pode diferenciar as duas espécies, mas ¢
possivel com o sequenciamento de ITS do DNA fungico (Taghipour et al., 2019).

Portanto, a tipificacdo de linhagens moleculares e a identificacdo de espécies
podem ser realizadas pelas mesmas sequéncias de DNA. As diferengas nas fontes
epidemiologicas e nos quadros clinicos entre genotipos particulares fornecem a base para o
delineamento das espécies (Pchelin et al., 2016).

As coldnias geralmente se apresentam em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA), a

temperatura de +28°C, com 14 dias de incubag¢do como pulverulentas a flocosas, de
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coloracdo creme a amarelada, com reverso podendo apresentar coloragdo amarelada ou
marrom. Os microconidios sdo esféricos, sésseis, dispostos em cachos densos semelhantes
a uvas ou ao longo das hifas (3 x 4um). As hifas espirais geralmente estdo presentes. Os
macroconidios possuem de 3 a 8 septos, lisos e de paredes finas, em forma de charuto
(Ates et al., 2008; Ramaraj et al., 2017).

Essa estratégia morfologica (caracteristicas macro e micromorfoldgicas) sao
insuficientes e inadequadas para diferenciar 7. mentagrophytes das demais espécies que
podem causar infec¢do em humanos. Portanto, para garantir a precisdo da identificagdo,
recomenda-se o uso de métodos moleculares combinado com andlises morfologicas (Frias-

De-Leon et al., 2020).

Trichophyton equinum Matruchot e Dassonville, 1898

Trichophyton equinum foi descrito por Matruchot e Dassonville, em 1898 ¢ mais
tarde redescrito por Gedoelst, em 1902. E um dermatéfito zoofilo e geralmente responséavel
por infeccdes em cavalos. A prevaléncia em humanos ¢ muito baixa e geralmente pode
afetar veterinarios (Gnat et al., 2019).

Embora seja uma espécie zoofilica, foi revelado que ¢ filogeneticamente
relacionado a espécie antropofilica 7. fonsurans. Além disso, a proposta de introducao de
um nome sindnimo para essas duas espécies foi justificada pela incapacidade de diferencia-
los com base em sequéncias da regido ITS. Em contrapartida, apesar das semelhangas
genéticas dessas duas espécies de dermatofitos, seus nichos ecologicos e a infecciosidade
sdao bem distintos. Ademais, justifica-se considerar seu status taxondmico separado, uma
vez que o tratamento e estratégias preventivas de infecgdes causadas por essas espécies sao
diferentes (Kandemir et al., 2019)

Rezaei-Matehkolaei et al. (2012) demonstraram que as variagdes significativas
interespecificas entre 7. tonsurans e T. equinum encontradas nas sequéncias de TEF1, ITS
e BT2 sdo eficazes na diferenciacdo apropriada desses isolados.

Cultivadas em meio SDA, a temperatura de +/- 28°C, incubadas durante 14 dias, as
colonias sdo suavemente flocosas de coloragdo creme ou bege, que pode se transformar

numa pigmentacado marrom avermelhada, especialmente na borda. O reverso geralmente
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apresenta uma pigmentacao de amarelo a alaranjado. Os microconidios podem ser ovodides

a piriformes (3 x 4um) (Woodgyer, 2004).

Trichophyton quinckeanum Quincke, 1886

Trichophyton quinckeanum foi descrito por Heinrich Irendus Quincke em 1886. Ele
foi o primeiro a descrever o microrganismo responsavel por causar favus em animais nao
humanos, que era conhecido como Achorion quinckeanum. E um patégeno zoofilico,
contudo as cepas de 7. quinckeanum sdo isoladas de criangas e¢ adultos, provenientes de
lesdes de tinea corporis e tinea cruris, principalmente. As fontes de infec¢des incluem
pequenos roedores (ratos), cavalos e, notavelmente comum, gatos. A transmissao
provavelmente se origina de roedores (camundongos) e atinge os seres humanos
principalmente através de gatos (UhrlaB3 et al., 2018).

Anteriormente referida apenas como subespécie (7. mentagrophytes var.
quinckeanum) T. quinckeanum constitui uma espécie distinta de acordo com a taxonomia
atualizada dos dermatoéfitos. Camundongos e camelos sdo considerados seus reservatorios
naturais, supde-se que 7. quinckeanum ocorra preferencialmente no Oriente Médio e
relacionado as espécies zoofilicas. H4 uma semelhanga morfolédgica entre 7. quinckeanum
e T. mentagrophytes, assim, diferenciar as duas espécies € um desafio (Nenoff; Hermann;
Graser; 2007).

Este dermatofito € considerado raro, com relatos muito esporadicos no mundo. Do
ponto de vista taxondmico, os dois bindmios (7. quinckeanum/ T. schoenleinii) sempre
foram considerados como espécies diferentes, os isolados que representam esses dois
taxons t€m realmente diferentes sequéncias de ITS rDNA, que parecem ser especificos
para cada um deles, sendo assim, a regido ITS ¢ a mais utilizada na identificagdo das cepas.
Deve-se mencionar que existe uma inser¢ao e eliminacao de apenas 2 pares de bases entre
T. quinckeanum e seu ‘“‘parente” mais proximo, 7. schoenleinii, assim estdo separados
filogeneticamente. Sdo dois fungos patogénicos distintos, que provavelmente
compartilham um grupo saprébio com ancestral comum da espécie geofilica, a fase sexual
Arthroderma simii (Beguin et al., 2012).

Quando cultivadas em meio SDA, a temperatura de +/- 28°C, incubadas durante 14

dias, as colonias de 7. quinckeanum sdo caracterizadas por possuirem superficie granular,
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quase aveludada, brancas, podendo originar elevagdes, enquanto o reverso geralmente
pode desenvolver uma cor marrom-vermelho a vermelho-vinho. Subculturas podem exibir
colora¢dao roxa. Produz numerosos microconidios piriformes alongados (3 x Sum) e as
vezes macroconidios, que sdo multiseptados (3-8 septos), paredes finas, bem como

clavados ou em forma de charuto. Hifas espirais sdo formadas em colonias mais antigas

(Nenoff; Herrmann; Graser, 2007).

Complexo Trichophyton rubrum Graser et al. 2000

O complexo de espécies de Trichophyton rubrum foi validado por Graser et al. em
2000 e compreende fungos dermatofiticos antropofilicos comumente encontrados com
distribuicdo mundial, sendo responsaveis pela maioria das dermatofitoses. Os membros do
complexo geralmente tém fendtipos distintos na cultura e causam diferentes sintomas,
apesar da alta semelhanca do genoma, por essa similaridade genética foram incluidos no
mesmo complexo (Su et al., 2019). Eram conhecidos anteriormente sob varios nomes tais
como T. circonvolutum, T. fischeri, T. fluviomuniense, T. glabrum, T. gourvilii, T. kanei, T.
kuryangei, T. megninii, T. pedis, T. raubitschekii, T. rodhainii, T. soudanense, T.
violaceum e T. yaoundei. No entanto, Griser et al. (2000) notaram que as distancias
moleculares entre os taxons de dermatofitos antropofilicos eram surpreendentemente
baixas e, por esse motivo, grande parte desses nomes eram sinonimos de 7. rubrum ou T.
violaceum, pois nao havia variabilidade do DNA das cepas estudadas.

A validade dos taxons em torno do complexo para distinguir as espécies foi
avaliada por uma combinacdo de métodos fenotipicos e moleculares. Baseado nos
resultados do seqlienciamento multilocus, de Hoog et al. (2017) apresentaram uma visao
geral, indicando que na filogenia, 7. violaceum ¢ bem semelhante geneticamente de 7.
rubrum. Gréser et al. (2000) avaliaram todos os tdxons com material da amostra tipo
existente proximo de 7. rubrum por morfologia, métodos fisiolégicos e moleculares,
incluindo sequenciamento através da regido ITS, e confirmaram apenas 7. rubrum e T.
violaceum como espécies aceitas no complexo. Todavia, dados mais atuais mostram a
existéncia de trés espécies no complexo 7. rubrum (T. rubrum, T. violaceum e T.

soudanense) (Grigoryan et al., 2018).
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As colonias do complexo 7. rubrum, no meio SDA, a temperatura de +/- 28°C com
14 dias de incubagdo em seu isolamento primario geralmente sdo cotonosas e brancas,
tornando-se aveludadas, com o reverso apresentando pigmentagdo de avermelhada a rosa-
purpura ou marrom. Algumas colonias podem apresentar coloracao violeta forte, como as
da espécie T. violaceum. Muitas vezes, a coloracao no inicio do crescimento ¢ amarela,
escurecendo gradativamente até se tornar vermelha. Os microconidios geralmente sdo
piriformes (2,5 x 4um), clavados, estando dispostos ao longo das hifas ou em cachos. A
esporulagdo pode ser rara ou abundante, dependendo da espécie. Geralmente, os cultivos

primarios produzem raros macroconidios (Yo et al., 2016).

Trichophyton rubrum Sabouraud, 1911

Trichophyton rubrum foi descrito em 1911 por Sabouraud. E um representante
tipico de fungos antropofilicos, agente etiologico da maioria das dermatofitoses em seres
humanos (69,5% dos casos), e pelas infeccdes de tinea capitis, tinea corporis, tinea
inguinalis, tinea manuum, tinea unguium e tinea pedis. E a espécie predominante em
lesdes na pele e infecgdes de unhas em varios paises do mundo, principalmente na Europa.
Em adicdo as infeccdes superficiais, esta espécie também pode ser responsavel por
algumas infec¢des dérmicas profundas em pacientes imunocomprometidos, conduzindo a
estudos baseados em mecanismos de patogé€nese para esclarecer essas infeccdes. A
disponibilidade de dados de sequéncia de outros dermatofitos pode ajudar a delinear a
relacdo evolutiva entre espécies clonais e caracterizar a sua patogenicidade individual
(Zheng et al., 2020). O sequenciamento da regido ITS ¢ o mais realizado para identificagdo
das cepas desta espécie (Su et al., 2019).

Em meio SDA, a +/- 28°C, com 14 dias de incubagdo, suas colonias possuem um
rapido crescimento e esporulacdo abundante. Geralmente sdo brancas, algodonosas, com o
reverso em tons escuros, como um rosa-purpura, avermelhado ou marrom, esses tons mais
escuros sdo possivelmente associados a maior atividade metabdlica, levando a maior
produgdo de amodnio e pH alcalino Apresentam microconidios piriformes (2,5 x 4 pm),
clavados em torno das hifas, podem apresentar macroconidios septados que lembram um
charuto, mas sdo facilmente ausentes apds repetidas subculturas, portanto, esse traco

fenotipico tem valor limitado (Su et al., 2019).
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Trichophyton schoenleinii Robert Remak, 1837

Trichophyton schoenleinii foi descrito em 1837 por Robert Remak. E um
dermatofito antropofilico, que geralmente causa tinea favosa, um tipo de dermatofitose
conhecido por formar escutula amarela ao redor dos foliculos capilares, sendo o tnico tipo
de tinea capitis que os pacientes podem manter durante toda a vida adulta. Esse tipo de
doenga costumava ser altamente prevalente em todo o mundo e levou a graves problemas
sociais, mas declinou drasticamente e agora quase foi erradicada em grande parte do
mundo. A infecgdo é relatada esporadicamente em partes da Europa Oriental, Africa e
Asia, em areas menos desenvolvidas (Iwasa et al., 2019).

Poucos estudos forneceram dados sobre epidemiologia molecular e perfis deste
fungo devido a sua prevaléncia limitada apds os anos 50. Nos séculos 19 e 20, T.
schoenleinii foi amplamente difundida na Eurésia, norte da Africa e nas Américas, como
agente etiologico predominante da tinea capitis (Li et al., 2013). O sequenciamento da
regido ITS ¢ realizado para identificacdo das cepas da espécie (Iwasa et al., 2019).

Em meio SDA, a 28°C, com 14 dias de incubacdo, as cepas possuem colOnias
umidas, cerebriformes, com crescimento lento. O verso e reverso da cultura mostram uma
coloragdo cinza-amarelado a branco. Caracterizadas por possuirem hifas inchadas e

semelhantes a chifres, ndo apresentando microconidios e macroconidios (Gao et al., 2018).

Trichophyton simii Pinoy, 1912

Trichophyton simii foi descrito por Pinoy em 1912. Anteriormente era designada
como Epidermophyton simii, sendo posteriormente reduzida a sinonimia com 7.
mentagrophytes, e reconhecida 25 anos depois como uma espécie separada. E um
dermatoéfito zoofilico onde causa lesdes de dermatofitoses em animais como macacos,
vacas, aves, guiné, babuinos, cdes e gatos, podendo ocorrer no solo e raramente causar
lesdao em humanos (Boehringer et al., 1998).

A incidéncia de dermatofitoses devido ao 7. simii ¢ geralmente considerada

limitada a areas endémicas, particularmente uma area da India. O patégeno também foi

relatado na América do Sul, Europa e Oriente Médio. Esse microrganismo zoofilico pode
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ser ocasionalmente recuperado de pacientes com tinea capitis, tinea corporis, tinea
inguinalis e tinea unguium (Beguin et al., 2013).

Contudo, a alta similaridade entre as caracteristicas morfologicas de isolados
atipicos de 7. simii e de outros dermatofitos como T. interdigitale e Arthroderma
benhamiae podem levar a identificagdao incorreta em muitos casos (Oyarzo et al., 2020).
Para identificagdo precisa das cepas a regido génica ITS ¢ utilizada para o sequenciamento
(Ansari et al., 2016).

Quando cultivadas em meio SDA, a 28°C, com incubagdo de 14 dias, as suas
coldnias tem crescimento relativamente lento e geralmente apresentam coloragdo branca ou
creme, com superficie plana que pode ser levantada no centro e caracteristicas
pulverulentas difundidas nas margens. O reverso pode apresentar cor de palha e com
alguns dias ficar um tom de roxo claro ou rosada. Ocorrem microconidios piriformes (2-3

X 2-4 ym) e macroconidios lisos cilindricos clavados, com 3 a 7 septos (Ansari et al.,

2016).

Trichophyton soudanense Joyeux, 1912

Trichophyton soudanense foi descrito pela primeira vez por Joyeux em 1912. E um
dermat6fito antropofilico com uma area de distribui¢do principalmente na Africa. E
considerado um dermatéfito altamente contagioso exclusivamente de pessoa para pessoa
(Albanese et al., 1995).

A origem geografica das cepas € dificil rastrear devido ao aumento das viagens e
migracao de seres humanos. Desconsiderando os isolados dos paises ocidentais, verificou-
se que 7. rubrum e T. violaceum tém distribuicdo global, enquanto 7. soudanense ¢
limitado & Africa. Contudo, uma prevaléncia crescente desses patogenos foi relatada em
paises europeus, incluindo a Italia (Grigoryan et al., 2018).

Trichophyton soudanense ¢ geneticamente semelhante a 7. violaceum, no entanto,
fenotipicamente os patogenos diferem claramente (Nenoff et al., 2018). De Hoog et al.
(2017) apoiaram 7. soudanense como espécie e apresentaram uma cultura tipo, mas
também observaram que as espécies podem ser indistinguiveis de 7. violaceum. Ambas
espécies compartilham os mesmos sitios predominantes de isolamento, ou seja, couro

cabeludo e cabelos, mas apresentam diferencas pronunciadas na morfologia e mostram
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diferentes distribui¢des geograficas. Trichophyton violaceum ¢ relatado como um dos
principais agentes causais de finea capitis no Oriente Médio e nos paises da Africa
Oriental, 7. soudanense é predominantemente observado nos paises da Africa Ocidental,
como Mali e Senegal. Juntamente com a migragdo humana, as duas espécies também sao
responsaveis por surtos de tinea capitis em varios paises europeus. Particularmente, o
status de 7. soudanense como possivel sinonimo de 7. violaceum foi bastante debatido
(Packeu et al., 2019).

Recentemente, Zhang et al. (2019) observaram que diferencas moleculares entre
essas espécies eram surpreendentemente pequenas. Contudo, permanece o fato de que
existe variacdo na predilecdo clinica, alteracdes morfoldgicas caracteristicas, origem
geografica e marcadores microssatélites, enquanto a andlise filogenética sugere que as
relagdes entre essas espécies sdo mais complexas.

Os estudos filogenéticos com base nos dados de sequéncia da regido ITS mostram
as diferencas entre, 7. rubrum, T. violaceum ¢ T. soudanense. Baseado no sequenciamento
do gene TEF1-a, hd uma distingdo entre 7. soudanense e T. violaceum; em contraste, ndo ¢
possivel diferenciar 7. soudanense e T. rubrum, apenas com o sequenciamento da regido
génica ITS (Nenoff et al., 2018). Sendo assim, ainda sdo necessarios mais estudos para
elucidar alguns pontos da taxonomia desse complexo. Outras espécies frequentes do
género nao estdo classificadas dentro de complexos, como 7. tonsurans, T. equinum, T.
schoenleinii e T. simii (Diongue et al., 2016).

Cultivadas em meio SDA, a 28°C, com 14 dias de incubacdo, as colonias
geralmente sdo aveludadas, com colora¢do laranja-amarelada intensa, verrucosas, com
hifas radiantes periféricas, o reverso na coloragio laranja-amarelado e verrucoso. E comum
a presenca dos ramos em forma de cruz que se entrelacam em feixes de hifas, o que da as
colonias a aparéncia de uma coroa radiante. Na microscopia € possivel observar
microconidios piriformes alongados (2,5 x 4 pm), macroconidios septados podem ou nao

serem encontrados (Grigoryan et al., 2018).

Trichophyton tonsurans Malmsten, 1845

,

Trichophyton tonsurans foi descrito pela primeira vez por Malmsten em 1845. E

um fungo antropofilico emergente que ¢ transmitido de pessoa para pessoa por contato
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direto ou indiretamente através de fomites, sendo a principal localizagdo de infecgdo o
couro cabeludo, conhecido como o principal organismo causador de tinea capitis. E
altamente infeccioso, com um tratamento dificil, mas provoca apenas respostas
inflamatorias leves (Hiruma; Ogawa; Hiruma, 2015).

Descrito inicialmente como uma espécie tipica dos paises da bacia do
Mediterraneo, como Espanha, Portugal, sul da Francga, Italia e Grécia; hoje, no entanto, ¢
considerado um microrganismo de distribuicdo mundial, sendo frequente nos EUA,
Canadé e o México como agente da tinea capitis. Além disso, € o patdgeno mais comum
no Reino Unido e considerado como um patdgeno emergente em varias regides do mundo,
causando surtos de dermatofitoses (Zheng et al., 2020). E considerado o principal
organismo causador de tinea corporis e tinea capitis na Europa Ocidental (Sato et al.,
2019).

Na América Central e na América do Sul, isolamentos frequentes tém sido descritos
nos ultimos anos, principalmente em criangas. No Chile, desde 2012 a circulagdo deste
agente provavelmente tem sido influenciada por um aumento da imigra¢do nos ultimos
anos (Cruz et al., 2019).

As regides NTS do rDNA ou IGS sdo frequentemente usadas para rastrear
infeccdes e identificar fontes comuns de infeccdo causadas por 7. fonsurans, sendo a
regido ITS sequenciada para identificagdo das cepas (Sakata et al., 2018).

As caracteristicas das colonias dessa espécie sdo bastante variaveis; cultivada em
meio SDA, a temperatura de 28°C, com incubagdo de 14 dias, sua topografia ¢ aveludada a
pulverulenta, sulco radial ou irregular, de cor branca a acinzentada, as vezes com um
centro verde-oliva ou rosa; a superficie central pode ser elevada ou umbilicada; o reverso
pode ser na cor vermelho-mogno, marrom avermelhado, amarelo ou marrom e as vezes
pode difundir um pigmento avermelhado escuro no meio. Em microscopia, microconidios
abundantes de tamanho variavel, sésseis ou em pedunculos curtos que sdo produzidos em
grande numero, as vezes globosos e também piriformes (2,5-3,5 x 4-4,5um). Os
macroconidios, quando presentes, sdo variaveis, com septos transversais contendo de 2 a 6
septos, cilindricos ou em forma de charuto; clamidosporos terminais e intercalados sdo

abundantes (Mochizuki et al., 2013).
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Trichophyton violaceum Sabouraud, 1902

Trichophyton violaceum foi descrito pela primeira vez por Sabouraud em 1902. E
um dermatéfito antropofilico, endémico na Africa e recentemente um emergente patogeno
na Europa, sendo o principal agente causador da tinea capitis. E um organismo em
expansao devido aos recentes casos na Europa (Wiegand et al., 2016).

A maioria dos nomes de espécies no complexo 7. rubrum foi posteriormente
introduzido para descrever variagdes fenotipicas, ou seja, as espécies do complexo
apresentam grandes diferencas fenotipicas, assim foram separadas principalmente devido a
essa diversidade. Entretanto, a diferenca entre os locais de infec¢do preferidos e a diferenga
morfolégica concomitante entre 7. rubrum e T. violaceum permaneceram despertando
curiosidade (Packeu et al., 2019). Os genes ITS e BT2 geralmente sdo sequenciados para
definicdo e identifica¢do da espécie (Zhan et al., 2018).

Em meio SDA, a 28°C, com 14 dias de incubagdo as colonias de 7. violaceum
possuem crescimento muito lento, ceroso, amontoado, possuindo coloragdao violeta bem
forte. As culturas frequentemente se tornam pleomorficas, formando setores brancos, as
hifas de T. violaceum sdo amplas, tortuosas e distorcidas, sem esporulagdo e com conidios

semelhantes a clamidosporos em culturas mais antigas. possuindo raros microconidios

piriformes (2,5 x 4 um) em algumas culturas (Morales et al., 2019).

3.5 Dermatofitoses

As dermatofitoses sdo doencas de importancia global, sendo a micose superficial
mais difundida, causada por fungos queratinoliticos patogénicos chamados dermatéfitos
com relevincia na micologia médica humana e veterindria. As dermatofitoses sdo
geralmente chamadas popularmente de “tinhas”, termo que se originou da expressdo em
latim tineas, nomenclatura introduzida ainda no primeiro século D.C por médicos da escola
de Galeno para referir lesdes do couro cabeludo, incluindo a do tipo favosa, uma tinea
inflamatéria do couro cabeludo que j& havia sido descrita por Celsus e denominada de
kerion celsi (Kwon-Chung; Bennett, 1992; Zaitz et al., 1998; Lacaz et al., 2002).

As dermatofitoses sdo classificadas de acordo com o sitio anatdbmico comprometido

pela lesdo, sendo tinea capiti (couro cabeludo), tinea faciei (face), tinea corporis (corpo),
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tinea cruris (virilha), tinea pedis (pé), tinea unguium (unha), tinea barbae (barba) e tinea
manuum (mao) (Baranova et al., 2018).

Nas ultimas duas décadas, foi constatado um aumento na incidéncia de
dermatofitoses em humanos como resultado de problemas socioecondmicos, viagens
internacionais em larga escala, imigracdo a paises tropicais, € contato com animais,
principalmente de estimagdo. A idade avancgada, uso de medicamentos imunossupressores,
agentes citotoxicos e quimioterapias sdo fatores predisponentes para o aumento da
morbidade das dermatofitoses em humanos. Outros fatores podem ser relacionados ao
estilo de vida, ocupacdo ou condicdo imunoldgica. A literatura mostra que a prevaléncia de
infeccdes fungicas varia de acordo com a localizacdo geografica, condi¢des ambientais,
fatores culturais e socioecondmicos (Baranova et al., 2018).

As reagdes a uma infecgdo dermatofita podem variar de leve a grave como
consequéncia das reacdes do hospedeiro aos produtos metabdlicos do fungo, a viruléncia
da cepa, a localizagao anatomica da infec¢do e fatores ambientais locais (Kustark, 1989;
Wagner; Sohnle, 1995). A infeccdo por uma espécie geofilica geralmente ¢ altamente
inflamatoria, mas rapidamente resolvida, uma infec¢do por um zodfilo ¢ moderadamente
inflamatoria e autolimitada, enquanto os dermatofitos antropofilicos causam infec¢des nao
inflamatorias e cronicas (Baert et al., 2019).

Aproximadamente 20-25% da populagdo mundial (em torno de 1,7 bilhdo) ¢
afetada por micose superficial com preponderancia de dermatofitoses, principalmente em
regides tropicais e subtropicais. Dermatofitose ¢ uma das doencas infecciosas humanas
transmissiveis mais comuns, causando consideravel destrui¢do irreversivel a pele, cabelos
e unhas, causando morbidade consideravel, se ndo forem diagnosticados e tratados
rapidamente (Gawdzik et al., 2019; Sanguino; Jarros; Negri, 2019). Trichophyton rubrum
seguido por 7. interdigitale foram descritas como as espécies predominantes isoladas nos
casos de dermatofitoses em todo o mundo (Brown et al., 2012).

Devido a natureza zoonotica de algumas dermatofitoses, uma abordagem
interdisciplinar, envolvendo dermatologistas, pediatras, médicos da atencdo bdsica e
veterindrios, ¢ fundamental para reduzir sua propagagdo. Seu controle requer identificagdo
adequada de agentes etiolégicos e sua prevaléncia para a prescricdo de tratamento,
principalmente devido a sua natureza cronica. A via de infec¢do € vital para a terapia
antifungica especifica e para a prevenc¢do de uma maior disseminac¢do ao ser humano e/ou

outros animais (Andrade & Rossi, 2019).
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As apresentacdes clinicas das dermatofitoses, como alopecia multifocal,
descamacao e lesdes circulares sao frequentemente semelhantes as de outras doengas de
pele, o que torna o curso do tratamento altamente incerto. Consequentemente, o isolamento
e identificacdo de dermatofitos envolvidos nas dermatofitoses s3o essenciais para
prescrever tratamentos especificos para cada espécie. Além disso, infecgdes por fungos nao
dermatofitos podem ndo responder a terapia padrdo usada para dermatofitoses. Varios
fungos ndo dermatofitos foram isolados, como agentes infecciosos unicos em muitos casos
com manifestacdes clinicas semelhantes as dermatofitoses que ndo respondeu aos
multiplos tratamentos com terbinafina e itraconazol (Begum et al., 2020).

Epidemias e surtos em larga escala de dermatofitoses inflamatéria devido a T.
mentagrophytes var. mentagrophytes ocorreram entre as tropas americanas no Vietna
durante 1966-1969. A fonte dessa epidemia foi atribuida aos ratos presos perto dos
alojamentos do exército. As recentes epidemias e surtos foram causados pelo genotipo VIII
de T. mentagrophytes, na India, que tem sido relatados por Nenoff e cols. e doisartigos
mencionaram infec¢do genital devido ao gendtipo VII de T. mentagrophytes da Suica e da
Alemanha (Costa et al., 2002).

As epidemias de dermatofitoses atuais em diferentes regides geograficas do mundo
sdo devidas ao complexo 7. mentagrophytes e M. canis. Até recentemente, pensava-se que
as espécies antropofilicas sdo responsaveis pela maior parte das epidemias, mas as vezes os
humanos infectados por zodfilos permanecem com a infec¢do, levando a pequenos surtos e
epidemias autolimitantes. Em alguns dos surtos, pessoa a pessoa (antropofilica) a
transmissdo foi implicada por contato direto ou por fomites contaminados (Baert et al.,

2019).

3.6 Epidemiologia

A incidéncia de dermatofitoses tem aumentado em todo o mundo, especialmente
nos paises em desenvolvimento. A ftinea capitis, uma infec¢do do couro cabeludo, ¢ uma
das dermatofitoses mais comuns e representa um importante problema de satde publica
entre criangas, principalmente na Africa e nas regides do Caribe. As estatisticas
epidemiologicas para os dermatdfitos sdo dificeis, pois os esquemas taxondmicos estdo
mudando constantemente (Salehi et al., 2018). Por exemplo, as epidemias anteriores
geralmente eram devidas a dermatodfitos antropofilicos e hoje em dia, os dermatoéfitos

zoo6filos também sdo responsaveis por muitos surtos (Araya; Tesfaye; Gente, 2020).
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Antes de 1985, o patdogeno dominante de tinea capitis era T. schoenleinii; depois
disso, houve uma mudanc¢a de dominancia antrofofilica a zoofilica na maioria das arecas da
China, e o patogeno dominante se tornou Microsporum canis (Brilhante et al., 2000). Na
provincia de Guangdong, M. canis, T. mentagrophytes ¢ T. violaceum foram os mais
comuns patdogenos responsaveis a tinea capitis entre 2004 e 2014 (Silva et al., 2019).
Trichophyton tonsurans ¢ o patogeno mais comum nos Estados Unidos, no Canada e no
Reino Unido, enquanto na China era uma causa rara e foi relatado pela ultima vez em
Guangdong em 2007 (Salci et al., 2011).

A distribuicdo desses fungos varia consideravelmente, dependendo dos fatores
epidemiologicos e da area geografica. Trichophyton rubrum, T. interdigitale, M. canis, M.
gypseum ¢ E. floccosum sdo distribuidas em todo o mundo. Outras espécies tém uma
restricdo geografica parcial, como 7. schoenleinii, T. violaceum ¢ T. tonsurans estdo mais
distribuidas na Eurasia e na Africa; 7. soudanense, distribuida na Africa (Thakur & Kalsi,
2019).

Cada pais possui espécies caracteristicas, com prevaléncia e formas clinicas de
apresentacdo que podem apresentar variagoes ao longo do tempo. A literatura cita alguns
fatores como os principais responsaveis por essas variacdes na epidemiologia dos
dermatofitos, como a localizagdo geografica, assisténcia médica, imigra¢do, clima
(temperatura, umidade, vento), superlotagdo, cultura de higiene ambiental, conscientizagao
sobre dermatofitos, idade dos individuos, higiene e condi¢des socioecondmicas. Criangas
com faixa etdria entre 4 e 16 anos de idade correm um maior risco devido ao maior contato
com fontes diferentes e a quantidade inadequada de acidos graxos inibidores de fungos que
sdo sintetizados, assim predispde-os a infeccdes dermatofiticas (Araya; Tesfaye; Fente,
2020). Podemos inferir que as diferengas na distribuicdo de casos positivos de
dermatofitoses entre ambos os sexos sdo variaveis em todo o mundo (Silva-Rocha; de
Azevedo; Chaves, 2017).

No Chile, nas ultimas décadas, mudangas foram constatadas, tanto em frequéncia
como nas apresentacdes clinicas de infecgdes causadas pelo género Microsporum e
Epidermophyton. Entre as espécies de Trichophyton, T. rubrum ¢é a mais frequente nas
diferentes dermatofitoses relatadas na maioria dos paises, incluindo o Chile; no entanto, 7.
tonsurans € considerado um agente emergente em varias regides do mundo, principalmente
em paises da Africa. Na América do Sul, a circulagio desse agente foi descrita em varios

paises, nas dermatofitoses de criangas e adultos (Gawdzik et al., 2019).
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Na maioria dos surtos, a principal localiza¢ao ¢ no couro cabeludo, mas ha estudos
que o local mais frequente ¢ a face, seguido pelos membros superiores € couro cabeludo. A
seletividade com que diferentes espécies de dermatofitos afetam as estruturas
queratinizadas ¢ devido ao fato da presenca de queratinases e enzimas proteoliticas
especificos para cada um deles. Em um estudo europeu analisando a epidemiologia de
micose superficial, observou-se que 7. rubrum foi a espécie frequentemente isolada (Silva-
Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017).

Em alguns paises da América do Sul como na Argentina, o sitio anatdmico mais
frequente ¢ a unha, seguido do couro cabeludo e 7. rubrum ¢ relatada como a espécie mais
frequentemente isolada (Mazza et al., 2017). Estudos realizados na Africa, Asia e América
do Sul descrevem uma alta incidéncia de onicomicoses causadas por dermatdfitos em
pacientes acima de 50 anos (Silva-Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017).

Na regido Nordeste do Brasil foi realizado um estudo em que a pele glabra foi o
sitio anatdomico mais frequente no acometimento de lesdes, seguido do couro cabeludo,
assim como 7. rubrum foi a espécie patogénica mais prevalente, seguido de 7. fonsurans;
T. rubrum se apresentou como mais frequente também na regido Sul do Brasil, seguido de
T. interdigitale (Silva-Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017). Podemos inferir que temos uma
epidemiologia diferente nas dermatofitoses em estudos realizados nas regides Sul e
Sudeste do Brasil. Na regido Nordeste, diferente das regides Sul e Sudeste observou-se alta
incidéncia de T. tonsurans, demonstrando claramente peculiaridades em termos de agentes
etiologicos da distribui¢do das dermatofitoses em uma grande da populagdo do pais
(Brilhante et al., 2000).

Devemos considerar que quando uma espécie € introduzida em uma populacao
anteriormente ndo exposta a esse agente, pode causar infec¢des com manifestagdes raras
ou previamente conhecidas. O diagnostico etiologico das dermatofitoses muitas vezes €
complexo, dificultando na orientacio para o tratamento antifingico e estudos
epidemiologicos (Silva et al., 2018).

Devido a constantes mudancas demograficas, migragdes e modificacdes na
qualidade de vida das populagdes, € necessario determinar provaveis alteracdes na
frequéncia de dermatofitos e outras espécies de importancia clinica que podem ser
introduzidas em uma regido e afetar a populacao em geral (Cruz et al., 2019).

Por volta dos anos de 2017 e 2018, a India testemunhou uma mudanga na

epidemiologia dos dermatofitos. Anteriormente, 7. rubrum era considerada a espécie
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predominante. Em meados dos anos de 2014 e 2015 T. mentagrophytes foi relatada como
uma tendéncia crescente em varios estados do norte da India, podendo ser devido ao caso
da existéncia de muitos roedores e macacos, que podem ser possivelmente associados
como fonte ou agentes para a disseminacdo da infec¢do por 7. mentagrophytes (Thakur e
Kalsi, 2019).

A distribui¢ao das espécies patogénicas e os locais anatdmicos predominantes de
infeccdo mudam com o tempo devido aumento da migracao e mudancas no estilo de vida,
bem como varia entre continentes, zona climatica, faixas etarias. Condi¢oes
socioecondmicas melhoradas, envelhecimento da populagdo ¢ assisténcia médica com
acesso a medicamentos antimicrobianos, antifingicos e imunossupressores contribuiu para
uma lenta, mas inevitdvel mudanca na epidemiologia. A ocorréncia de uma vasta gama de
dermatomicoses destaca a importancia do monitoramento das mudangas em curso na
epidemiologia (Gawdzik et al., 2019).

A maioria dos estudos sobre epidemiologia de dermatofitos foram baseados em
métodos fenotipicos e tradicionalmente, a instabilidade taxondmica entre os dermatéfitos
dificultavam a andlise de dados sobre todos os aspectos das infecgdes de alguns isolados.
Os fungos ndo dermatofitos estdo emergindo como importantes causas de dermatofitoses,
justificando a necessidade de mais estudos epidemiologicos intensivos com conceitos em

saude publica (Gawdzik et al., 2019).

3.7 Diagnostico

Classicamente, o diagnostico das dermatofitoses ¢ baseado em investigacdo de
dados clinicos e métodos laboratoriais para detec¢do, em espécimes biologicas, de
estruturas fingicas ao exame direto e identificacdo do agente etioldgico em meio de cultura
(Brilhante et al., 2005).

O isolamento seguido pela identificacdo de dermatofitos das amostras clinicas foi
considerado um método padrdo ouro para fins de diagnostico, mesmo as cepas demorando
muito tempo para crescer em cultura e esporular (Begum et al., 2020). Um dos principais
desafios com o diagnoéstico da cultura € que as caracteristicas morfologicas dos fungos,

essenciais para a identificacdo das espécies, nem sempre sdao evidentes e que a
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diferenciagdo em particular de espécies estreitamente relacionadas como 7. fonsurans, T.
interdigitale e T. mentagrophytes ¢ bastante dificil (Kupsch & Graser, 2019).

O diagnoéstico convencional das dermatofitoses envolve as técnicas facilmente
disponiveis como o crescimento em cultura e identificagdo morfologica do fungo ou a
deteccao de estruturas fungicas pela microscopia direta de amostras clinicas. Embora o
diagnostico por cultura e microscopia do material biologico seja adequado para isolados
recentes, ¢ dificil manter e reproduzir a referéncia das cepas para padronizagdo devido a
rapida degeneracdo das culturas. A microscopia direta da cultura tem alta sensibilidade,
mas falha em fornecer identificacdo de género ou espécie (Jesen & Arendrup, 2012). Além
disso, essas técnicas convencionais demandam muito tempo para chegar a um diagnostico,
e a precisao dos resultados depende do conhecimento da equipe profissional. O isolamento
desses fungos na cultura requer varias semanas até esporular sendo muitas vezes
complicado devido ao crescimento de fungos contaminantes normalmente presentes na
pele (Mochizuki; Takeda; Anzawa, 2016).

Um outro problema quanto a limitacdo da microscopia direta ¢ que, sendo
relativamente inespecifico, pode detectar a presenga de hifas, mas ndo consegue diferenciar
entre as espécies de dermatdfitos ou de fungos ndo dermatodfitos. Além disso, a
identificacdo de dermatdfitos baseada na cultura ¢ limitada por uma alta taxa de falso-
negativos, em um numero consideravel de casos (5-15%). Uma outra desvantagem ¢ a
dificuldade de identificacao devido a similaridades morfologicas entre diferentes espécies
ou polimorfismos mostrados pelos dermatofitos, o que requer técnicas sensiveis para o
diagnostico (Zanardi et al., 2008).

Os fatores como semelhangas morfoldgicas entre espécies fungicas e esporulagao
limitada ou falta de esporulagdo torna a maioria dos dermatofitos nao identificados pelos
métodos convencionais classicos (Peres et al., 2010).

Devido a demora no diagndstico e baixa acuracia na identificacdo de dermatofitos
pelos métodos convencionais, as técnicas moleculares foram introduzidas no diagnostico,
as quais propiciam identificagdo precisa e rapida dos dermatéfitos para administracdo de
terapia antifiingica especifica, reduzindo os custos relacionados ao tratamento realizado de
forma empirica, que evite a automedicacdo inespecifica e sem prescri¢do médica (Tartor;
Hashem; Enany, 2019).

O diagnostico rapido reduz os inconvenientes causados a pacientes devido ao atraso

no diagnostico e ao tratamento prolongado. Com uma tUnica molécula inicial em uma



44

amplificacdo por PCR com 30 ciclos, aproximadamente 0,5 bilhdes de copias de DNA sao
criadas. Esse exponencial de duplicacdo torna a PCR uma tecnologia extremamente
sensivel para identificacdo do agente, a partir da cultura (Kupsch & Graser, 2019).

Assim, como os ensaios de PCR modernos tem demonstrado sensibilidade e
especificidade muito mais altas no diagnostico das dermatofitoses em relacao aos métodos
convencionais, os pesquisadores se tornaram severamente pessimistas em relacao ao status
de padrao ouro dado aos métodos convencionais (Santos; Coelho; Nappi, 2002).

Um rapido diagnostico e identificacdo precisa de dermatofitos ajudam no manejo
bem-sucedido das dermatofitoses. A identificacdo de dermatofitos ao nivel especifico
determina a escolha dos antifingicos mais adequados para o tratamento e ajuda a rastrear
fontes de infeccdo, ajudando evitar a reinfecg¢do, investigacdo e controle de epidemias
(Ebrahimi et al., 2019).

As técnicas moleculares avancadas empregadas no diagnostico das dermatofitoses
sdo PCR convencional ou PCR em tempo real (RT-PCR) para DNA extraido de amostras
clinicas. Em geral, os métodos de PCR em tempo real sdo mais rapidos, com uma menor
contaminagdo e principalmente mais caro, enquanto os métodos convencionais de PCR
incluem a etapa pds-PCR separada e, portanto, sdo mais complexos e demoram mais para
serem executados. Sdo também mais suscetiveis a contaminagdo, mas com um menor
custo. Mesmo apos a aplicagdo dos agentes antifungicos topicos, a PCR tem a capacidade
de identificar células ndo vidveis com acidos nuclé€icos intactos (Abastabar et al., 2013).

Além dos métodos baseados em 4acidos nucléicos para deteccdo de dermatofitos
diretamente da amostra clinica, existem outros métodos que podem ser empregados para
obter a identificacio de dermatodfitos, superando assim as limitagdes da identificacao
fenotipica (Sharma et al., 2017).

Como a maioria das infec¢des fingicas ¢ causada por dermatofitos, sua detecgdo
rapida e sensivel ¢ de grande importancia. Os métodos de diagnostico molecular oferecem
uma identificacdo significativa mais rapida das dermatofitoses em torno de 24h-72h. Na
maioria dos casos, fornecem a identificagdo direta de espécies, a partir da cultura do fungo
para tratamento direcionado, afim de evitar antifingicos desnecessarios para o tratamento,
além da toxicidade, auxiliando também nas finalidades epidemioldgicas (Gordon et al.,

2016).
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Os métodos de diagnostico molecular estdo se tornando amplamente acessiveis com
uma alta sensibilidade, especificidade e tempos de resposta superiores aos métodos
convencionais (Drira et al., 2014).

Embora todos os métodos moleculares de diagnostico de dermatofitos sejam muito
sensiveis comparados aos métodos convencionais, eles mostram diferencas consideraveis
em sensibilidade e especificidade entre si. Assim, ha a necessidade de desenhos de estudos
que ndo s6 comparem ensaios moleculares com diagnosticos convencionais, mas também
faca uma comparagdo entre diferentes diagnosticos moleculares para desenvolver uma
abordagem molecular ideal, rapida, econdmica e que envolva um menor esfor¢o técnico

para diagnoéstico confidvel das dermatofitoses (Begum et al., 2020).

3.8 Susceptibilidade antifungica e tratamento

Para orientar a escolha do tratamento de um agente antifingico apropriado, o
Comité Clinico e Laboratory Standards Institute (CLSI) introduziu diretrizes para o teste
de suscetibilidade antifingica (AFST) para dermatofitos. Pontos de interrup¢do clinicos
(CBPs), que sdo baseados em informacdes derivadas de estudos clinicos, ajudam na
previsdo da resposta para tratamento. No entanto, dependem de vérios fatores, como CIM
(Concentragao Inibitéria Minima) do medicamento e resultado do tratamento em estudos
clinicos. Até o momento ndo ha pontos de interrupgao clinicos estabelecidos para espécies
de Trichophyton (Shaw et al., 2020). A falta de pontos de corte clinicos e/ou valores de
corte epidemiologicos (ECOFF) dificulta a aplicagdo clinica de dados de concentracao
inibitoria minima obtidos de varios métodos nao padronizados (Siopi et al., 2021).

O tratamento das dermatofitoses foi aprimorado consideravelmente nas ultimas
décadas, apds a introdugdo de antiflingicos orais, como azdlicos e anfotericina B. No
entanto, esses medicamentos tém sucesso limitado porque os fungos frequentemente
desenvolvem resisténcia aos medicamentos, resultando em recorréncia quando aplicados
em varias formulagdes, principalmente topicas (Song et al., 2018).

Por muitos anos, a griseofulvina foi o unico agente antidermatofitico sistémico
aprovado, contudo, este ndo ¢ amplamente utilizado devido a resisténcia dos isolados de
dermatofitos a griseofulvina, bem como a existéncia de cepas com niveis minimos

elevados de concentracdo inibitéria (Singh et al., 2019).
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Antifingicos orais e topicos estdo disponiveis para o tratamento das dermatofitoses;
os tratamentos orais com itraconazol e terbinafina sdo mais eficazes, mas mostram efeitos
colaterais adversos, principalmente se o tratamento for por um periodo prolongado. Por
outro lado, antifingicos topicos como alilaminas e azdlicos, incluindo spray, pomada, po,
creme, sdo principalmente recomendados para aplicagdes limitadas e lesdes superficiais,
bem como para pacientes do sexo feminino durante a gravidez e lactagdo. As formulacdes
orais s30 bem toleradas e sdo usadas como suporte para tratamento sistémico (Song et al.,
2018; Pinto et al., 2019).

Com algumas excecdes, os medicamentos antifiungicos comumente usados para
tratar as dermatofitoses visam a via biossintética do ergosterol. Imidazolicos como
econazol e triaz6is como o itraconazol inibem a lanosterol 14a - desmetilase, o que leva ao
acamulo de precursores de esterol resultando na alteragdo da estrutura e funcdo da
membrana plasmatica. Por outro lado, alilaminas como a terbinafina sdo inibidores da
esqualeno epoxidase (SQLE), uma enzima chave na via biossintética do ergosterol. Esta
inibi¢do resulta no acimulo de esqualeno, que ¢é toxico para os fungos (Yamada et al.,
2017). A terbinafina, ¢ o medicamento de primeira linha utilizado em infec¢des por
Trichophyton spp. devido ao seu efeito clinico estavel e baixa taxa de recorréncia, podendo
ser administrado por via oral e topica (Bortoluzzi et al., 2023; Haghani et al., 2023).

Os antifingicos imidazolicos (cetoconazol, miconazol) e triazélicos (fluconazol,
itraconazol) foram usados para tratamento das dermatofitoses por muitas décadas e ainda
sdo comumente usados, contudo foi relatada resisténcia de cepas de espécies de
Trichophyton aos azdlicos; dentre os azolicos, cetoconazol, itraconazol, sertaconazol e
clotrimazol ainda apresentam uma boa atividade in vitro, mas ndo sao utilizados em lesdes
extensas, para as quais terbinafina ¢ a terap€utica de escolha (Rudramurthy et al., 2018).
Além disso, a eficicia terapéutica também pode ser reduzida porque as infecgdes
geralmente estdo associadas a alta recorréncia (Lima et al., 2017).

Azdlicos estdo entre os agentes antifingicos mais comumente usados € a exposicao
repetida a esses medicamentos foi descrita como responsavel pelo aumento de dermatofitos
resistentes aos azodlicos (Begum & Kumar, 2020).

O tratamento usado para tineas causadas por 7. mentagrophytes lato sensu €, em
geral, eficaz contra todos os membros do complexo, itraconazol e terbinafina sdo usados
no tratamento dessas infecgdes que sdao causadas principalmente por cepas de T.

interdigitale e T. rubrum ha mais de 20 anos. No entanto, foi relatado um aumento no
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nimero de casos causados por cepas de 7. interdigitale resistentes a terbinafina, que € o
farmaco de escolha (Frias-De-Leon et al., 2020). Para as dermatofitoses causadas por
isolados do complexo 7. rubrum, os azblicos itraconazol e voriconazol apresentaram boa
atividade em alguns estudos, quando comparados aos outros azdlicos (Intra et al., 2019).

Atualmente, a terbinafina tem sido amplamente utilizada na terapia de infec¢des por
dermatofitos, sendo considerado o agente antifingico mais eficaz nas dermatofitoses
causadas por espécies de Trichophyton (Yamada et., 2017; Rudramurthy et al., 2018). No
entanto, apesar de terem sido raramente relatadas recaida e falha no tratamento, a literatura
mostra que um nimero de isolados clinicos tem sido resistente a esse antifingico (Yamada
et al., 2017; Rudramurthy et al., 2018). Agentes antifingicos como griseofulvina e
derivados azoélicos podem ter pouco uso no tratamento de dermatofitoses como resultado
do desenvolvimento de resisténcia antifungica, dura¢ao prolongada do tratamento e efeitos
colaterais (Pereira; Mendes; Lima, 2013).

A automedicagdo desenfreada com combinagdes inadequadas de medicamentos
levou a resisténcia e a falha frequente do tratamento. A tendéncia crescente de resisténcia
entre os dermatofitos, leva a respostas ineficazes e recidivas frequentes, sendo este motivo
de grande preocupagdo; a resisténcia tem sido atribuida a tratamentos inadequados com
cremes combinados a esterdides, dosagens inadequadas de antifungicos € mudancas no
estilo de vida (Singh et al., 2019). Pode-se afirmar que a atividade antifingica ¢ variavel,
devido a fraca adesdo ao tratamento pelo paciente, diminui¢do da captacdo de drogas,
biodisponibilidade de medicamentos, alteracdes fenotipicas e genotipicas responsaveis
pelos mecanismos de resisténcia (Intra et al., 2019).

A resisténcia de infeccdes dermatofiticas aos antiflingicos tem sido relatada (Singh
et al., 2019). A resisténcia antifingica em muitos fungos também ¢ mediada pela super
expressdo de genes que codificam transportadores multidrogas. Apesar da disponibilidade
de agentes antifungicos eficazes contra os dermatofitos, a incidéncia de infecgdes,
reinfeccdo e falhas no tratamento estdo aumentando (Yamada et al., 2017).

Para alcancar um tratamento adequado e melhor progndstico, além de estudos
epidemioldgicos, ¢ importante realizar a identificagdo do fungo em nivel especifico para
que a sensibilidade aos antifungicos seja realizada, sendo importante pois ajuda a
determinar a escolha de medicamentos para dermatofitoses (Singh et al., 2019; Frias-De-

Leon et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das cepas

Foram obtidas 61 cepas da colecdo de culturas URM sediada na Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, Brasil. Sendo 11 cepas de Trichophyton mentagrophytes,
26 de Trichophyton rubrum, 23 de Trichophyton tonsurans e uma de Trichophyton
concentricum. Essas cepas estavam preservadas principalmente sob 6leo mineral (Sherf,
1943) e agua (Castellani, 1939). As cepas foram reativadas de acordo com as instru¢des da
URM e cultivadas em placas de Petri contendo Sabouraud Dextrose Agar (SDA). As cepas
utilizadas neste estudo foram obtidas de uma variedade diversificada de substratos no

Brasil.

4.2 Reativacao

As culturas preservadas foram reativadas com a transferéncia de um fragmento para
caldo glicosado e mantidas a temperatura de 28°C + 2°C. Posteriormente, ap6s oito dias de
crescimento, os fungos foram transferidos para o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
contido em tubos de ensaio, mantidos na mesma temperatura para estudos quanto a pureza

e autenticacao taxonomica.

4.3 Analise morfologica

Para as analises macro e micromorfologicas das 61 cepas de Trichophyton, as
culturas foram cultivadas em SDA e incubadas a 28 °C e 37 °C por 14 dias. A cor, a
aparéncia e a pigmentagao das colonias foram registradas. O exame microscopico foi feito
usando colonias cultivadas em SDA, e as laminas foram preparadas usando lactofenol de

algoddo azul para visualiza¢do de micélios e estruturas reprodutivas.

4.4 Analise fisiologica

Para determinagdo das caracteristicas fisiologicas foram observadas a atividade
ureasica. O meio de agar de ureia foi preparado com base de agar de ureia (Oxoid,
Hampshire, Reino Unido). O meio foi autoclavado e resfriado a 50 °C e 50 mL de solucao
de uréia a 40% (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) foram adicionados assepticamente ao

meio esterilizado. Culturas de Trichophyton foram inoculadas em tubos esterilizados e
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incubadas a 28 °C. As reacdes de cor foram registradas apods cinco dias. Os tubos amarelo e
rosa foram classificados como negativos e positivos, respectivamente.

Para a prova da caseina, teste de requerimentos vitaminicos, culturas de
Trichophyton foram inicialmente suspensas em solugdo salina 0,85%, e a concentracdo
final comparada com o padrao de turbidez 2 McFarland. Dessa suspensao, 2 mL foram
distribuidos na superficie do meio agar caseina base em placas de Petri e incubados durante
14 dias a 28 °C no escuro. Apos o periodo de incubagdo, foi feita uma verificagdo
comparativa com base no crescimento fingico e classificado como maior (4+) e menor

(1+) de acordo com o tamanho da coldnia.
4.5 Extracio de DNA, PCR e sequenciamento

Colonias cultivadas em SDA por 14 dias a 28°C foram usadas para extracao de
DNA seguindo o protocolo do fabricante para o Wizard Genomic DNA Purification Kit.
Os primers 1TS1/ITS4 (White; Bruns; Taylor, 1990) e Bt2a/Bt2b (Glass & Donaldson,
1995) foram usados para amplificar a regido ITS rDNA e parte do gene TUB2 das cepas,
respectivamente.
As amplificacdes (andlises de PCR) foram executadas utilizando a enzima Go Taq
Master Mix (6,25 pL), os primers (0,5 pL), dgua livre de nuclease (4,25 puL) e as amostras
de DNA (1 pL) totalizando um volume de 12,5 pL. Para o ciclos de amplificagdo as
condi¢des foram as seguintes: 6 min de pré-incubacao inicial a 94°C, seguido de 35 ciclos
a 94°C por 30s, consistindo na desnaturag¢do; logo apds, o anelamento a 58°C por 30s e
extensdo a 72°C por 1 min, com uma extensdo 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
sequenciamento do LABCEN/CCB, na Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Brasil). As instru¢des do fabricante para o BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1
foram usadas para o sequenciamento do amplicon usando os mesmos conjuntos de primers.
A montagem e edicdo das sequéncias foram realizadas e posteriormente depositadas no

GenBank.
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4.6 Analises filogenéticas

As andlises filogenéticas foram realizadas utilizando as regides ITS e beta-tubulina
2-exon (TUB2) com 61 cepas URM de Trichophyton e 18 sequéncias de referéncia, trés de
cada uma das seguintes espécies: 1. rubrum, T. quinckeanum, T. concentricum, T.
tonsurans ¢ T. mentagrophytes, ¢ duas sequéncias de referéncia do grupo externo:
Nannizzia gypsea (CBS 146.66) e Epidermophyton floccosum (CBS 457.65). As
sequéncias foram editadas utilizando o software MEGA v.11.

A analise filogenética foi realizada utilizando o método Neighbour-Joining com o
modelo Kimura de 2 parametros, distribui¢do gama (G) ou opg¢des de taxa uniforme e 1000
réplicas de bootstrap. As distancias entre pares foram estimadas utilizando a abordagem de
Maxima Verossimilhanga Composta e foram eliminadas as posi¢des com menos de 95% de
cobertura do local, ou seja, aquelas com menos de 5% de lacunas de alinhamento. Foram
permitidas bases ambiguas em qualquer posi¢cdo (op¢do de exclusdo parcial) ou todos os
sitios foram utilizados na analise (usando a opgao todos os sitios). A topologia com o valor

de log-verossimilhanga superior foi selecionada.

4.7 Teste de susceptibilidade antifungica

O teste de susceptibilidade in vitro das cepas de Trichophyton a terbinafina e ao
itraconazol foi realizado pela técnica de microdiluicio em caldo seguindo o protocolo
M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Para o teste, as
culturas de Trichophyton foram cultivadas no meio Batata Dextrose Agar (BDA) durante
21 dias a 35°C. As concentracdes finais dos antifungicos variaram de 0,03 a 16 ug/mL. As
suspensoes de esporos de fungos foram realizadas em 5SmL de salina juntamente com
tween 20%, em seguida foram padronizadas no espectrofotometro a 530nm, na escala 0,5
de McFarland com 65-75% de transmitancia. As dilui¢des dos farmacos foram preparadas
de acordo com as condi¢des descritas no documento M38-A2 do CLSI. As suspensdes dos
conidios padronizadas foram diluidas em meio RPMI 1640. Todas as cepas foram expostas
a diferentes concentragdes de drogas antifingicas em placas de microtitulacdo de fundo
chato com 96 pocos. As microplacas inoculadas foram incubadas em 35°C e avaliadas
visualmente quanto ao crescimento do fungo até 96 horas apds a exposigdo. A CIM
(Concentragdo Inibitéria Minima) foi definida como a concentracdo necessaria para inibir
o crescimento da coldnia em 50% para itraconazol e 100% para terbinafina em comparagao

com o grupo controle.
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Os intervalos e as médias geométricas (GMs) das CIMs foram determinados para
cada espécie e farmaco, apos 96h de incubacdao a 35°C (Gnat et al., 2020). Todos os

experimentos de cada linhagem foram realizados em triplicata independentes em dias

diferentes.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando Jamovi v1.6 (https://www.jamovi.org). As
distribuicdes de CIMs entre as cepas foram comparadas usando o teste t de amostras
pareadas e o teste Shapiro-Wilk; as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas em um valor P <0,05 (bicaudal).


http://www.jamovi.org/

52

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo, 15 cepas que estavam classificadas na colecdo de culturas Micoteca
URM apds a andlise molecular foram reclassificadas (Tabela 1). Trés cepas estavam
descritas como Trichophyton mentagrophytes (uma foi renomeada como 7. quinckeanum e
duas como 7. rubrum); uma cepa estava nomeada como 7. rubrum, apds a andlise
molecular foi renomeada para 7. mentagrophytes; de 11 cepas que estavam descritas como
T. tonsurans, quatro delas, na realidade, eram 7. mentagrophytes e sete eram T. rubrum,
que puderam ser confirmados apds o nosso estudo molecular.

No presente estudo, a grande maioria das cepas utilizadas no estudo que estavam
depositadas na Micoteca URM foram isoladas de escamas epidérmicas de varias partes do
corpo incluindo pés, maos, virilha, além do isolamento das unhas e do couro cabeludo,
como podemos observar na Tabela 1. Das 61 cepas analisadas, 60 foram obtidas de
material coletado de humanos e apenas uma do solo. Espécies de Trichophyton podem ser
encontradas em associacdo com couro cabeludo, escamas epidérmicas de varias partes do
corpo, unhas e meio ambiente. De acordo com Silva-Rocha, Azevedo & Chaves (2017) a
seletividade com que espécies de dermatdfitos acometem diferentes estruturas

queratinizadas se deve a presenca de queratinases e enzimas proteoliticas especificas.

O estudo de Mercer & Stewart (2018) relata que as escamas epidérmicas da pele,
unhas e couro cabeludo sdo as partes do corpo mais afetadas pelas dermatofitoses,
principalmente por serem mais vulneraveis e terem contato mais facil com objetos, pessoas
e outros animais infectados. Essa pesquisa esta em concordancia com o nosso estudo em
que as partes do corpo mais prevalentes foram as escamas epidérmicas de diferentes

regides do corpo e o couro cabeludo.

O estudo de Brilhante et al. (2000) cita que esses sitios anatomicos sdo varidveis em
relagdo a distribuigdo geografica da cepa, idade, sexo e imunologia do hospedeiro. No
Brasil, os estudos existentes mostram que os sitios anatdomicos afetados variam de acordo
com cada regido geografica e idade do individuo, apesar de poucos estudos
epidemioldgicos recentes no pais, como mostram alguns dos estudos realizados como os de
(Brilhante et al. (2000), Daméazio et al. (2007), Couto, Nascimento & Neves (2013), da
Silva et al. (2018) e Silva et al. (2021). Por exemplo, as criangas sdo mais infectadas no

couro cabeludo e acredita-se que seja devido ao contato com outras criancas na escola,
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além da contribuicdo do fator imunologico nessa idade e dos maus habitos de higiene (Da
Silva et al., 2018). Na populagdo adulta, observa-se alta incidéncia de casos de
dermatofitose nos pés e unhas, conforme citado no estudo de Rezende et al. (2009), em que
relata que a Tinea pedis ocorre em cerca de 70% dos adultos, fato que pode ser explicado
devido ao clima quente e imido associado ao habito de vida de cada populagao (Damazio

et al., 2007; Couto, Nascimento & Neves, 2013).



Tabela 1 - Cepas de Trichophyton usadas no estudo e nimeros de acesso de sequéncias no GenBank
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URM ID atual ID anterior Fonte/Substrato Cidade Ano de depésito Nimero de acesso Ntuimero de acesso
no GenBank no GenBank
ITS TUB2
1. 699 T. concentricum T. concentricum - EUA 1965 ORO088194 OR078922
2. 5538 T. quinckeanum T. mentagrophytes - - 2007 ORO088176 OR078904
3. 450 T. mentagrophytes T. tonsurans tinea corporis Recife/PE 1955 ORO088180 OR078908
4. 700 T. mentagrophytes T. tonsurans tinea capitis Recife/PE 1956 OR088182 OR078910
5. 771 T. mentagrophytes T. tonsurans tinea capitis Recife/PE 1957 ORO088161 OR078889
6. 2669 T. mentagrophytes T. rubrum - Recife/PE 1982 OR088196 OR078924
7. 4156 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea pedis Sdo Paulo/SP 1999 OR088167 OR078895
8. 4157 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea pedis Recife/PE 1999 OR088192 OR078920
9. 4422 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea capitis Recife/PE 2002 ORO088156 OR078884
10. 4945 T. mentagrophytes T. tonsurans tinea capitis Recife/PE 2004 ORO088183 ORO078911
11. 5431 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea corporis Bonito/AL 2007 ORO088158 OR078886
12. 5432 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea corporis Recife/PE 2007 ORO088155 OR078883
13. 5541 T. mentagrophytes T. mentagrophytes - Recife/PE 2007 OR088141 OR078869
14. 6211 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea unguium Recife/PE 2010 ORO088184 OR078912
15. 6272 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea corporis Recife/PE 2010 ORO088157 OR078885
16. 6772 T. mentagrophytes T. mentagrophytes tinea corporis Recife/PE 2010 OR088168 OR078896
17. 471 T. rubrum T. rubrum - Recife/PE 1956 ORO088152 OR078880
18. 719 T. rubrum T. rubrum - Recife/PE 1956 ORO088195 OR078923
19. 2875 T. rubrum T. mentagrophytes solo S&o Paulo/SP 1985 OR088142 OR078870
20. 3239 T. rubrum T. mentagrophytes tinea capitis Recife/PE 1992 ORO088159 OR078887
21. 4194 T. rubrum T. rubrum tinea corporis Recife/PE 1999 OR088143 OR078871
22, 4195 T. rubrum T. rubrum tinea corporis Recife/PE 1999 OR088190 OR078918
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23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
3s.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.

4726
4727
4730
4735
4159
4257
4258
4569
4738
5143
5144
5145
5307
5413
5505
5543
5544
5558
5904
5905
5906
5907
5908
6206
6212
6213
6752

T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

T. tonsurans

tinea pedis
tinea corporis
tinea manuum
tinea capitis
tinea cruris
tinea corporis
tinea pedis
tinea unguium
tinea capitis
tinea corporis
tinea cruris
tinea cruris
tinea corporis
tinea corporis
tinea capitis
tinea corporis
tinea corporis
tinea unguium
tinea corporis
tinea corporis
tinea corporis
tinea corporis
tinea corporis
tinea corporis
tinea cruris
tinea corporis

Rim

Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Bonito/AL
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE

2003
2003
2003
2004
1999
2000
2000
2002
2004
2005
2005
2005
2006
2007
2007
2007
2007
2007
2008
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2012

ORO088173
ORO088197
ORO088144
ORO088186
ORO088191
ORO088189
ORO088175
ORO088187
ORO088193
ORO088146
ORO088147
ORO088169
ORO088150
ORO088174
ORO088185
ORO088148
ORO088166
OR088160
ORO088165
ORO088149
ORO088151
ORO088153
ORO088172
ORO088145
ORO088198
ORO088170
ORO088199

OR078901
OR078925
OR078872
OR078914
OR078919
OR078917
OR078903
OR078915
OR078921
OR078874
ORO078875
OR078897
ORO078878
OR078902
OR078913
OR078876
OR078894
OR078888
OR078893
ORO078877
ORO078879
OR078881
OR078900
OR078873
OR078926
OR078898
OR078927
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50.

51.
52.
53.
54.
5S.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

6753

4737
4741
4743
4744
4944
4946
4947
4948
4963
4965
4967

T. rubrum

T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans

T. tonsurans

T. rubrum

T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans
T. tonsurans

T. tonsurans

transplantado
Rim
transplantado
tinea unguium
tinea cruris
tinea capitis
tinea capitis
tinea capitis
tinea corporis
tinea capitis
tinea unguium
tinea capitis
tinea capitis

tinea capitis

Recife/PE

Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE
Recife/PE

2012

2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2005
2005
2005

ORO088154

ORO088188
ORO088181
ORO088162
OR088200
ORO088164
OR088201
ORO088171
ORO088163
ORO088179
ORO088177
ORO088178

OR078882

OR078916
OR078909
OR078890
OR078928
OR078892
OR078929
OR078899
OR078891
OR078907
OR078905
OR078906
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Com relacdo a morfologia das coldnias, as cepas de Trichophyton mentagrophytes
apresentaram coldnias planas com aspecto algodonoso, algumas sem pigmentagdo ou com
pigmentacdo creme a marrom produzidas em meio. Na micromorfologia, apresentaram
hifas hialinas, numerosos microconidios globosos a subesféricos e piriformes (3 x 4 um) e
macroconidios ocasionalmente observados em algumas culturas. Nenhum crescimento foi
observado a 37°C.

A cepa de Trichophyton quinckeanum apresentou colonia plana com coloragdo
branca, aspecto algodonoso e pigmento amarronzado produzido no meio. Microconidios
subesféricos (3 x 5Sum) foram ocasionalmente observados. Nenhum crescimento foi
observado a 37°C.

As cepas de Trichophyton rubrum apresentaram colonias planas, exibindo
coloragdo branca, cinza e creme, aspecto algodonoso e pulverulento, com pigmento rosa-
avermelhado e marrom produzido em meio. Na micromorfologia apresentando hifas
hialinas, microconidios piriformes dispostos ao longo das hifas (2,5 x 4 um). O
crescimento foi observado a 37°C.

As cepas de Trichophyton tonsurans apresentaram colonias planas, exibindo
coloracdo branca, aspecto algodonoso, algumas cepas ndo produziram pigmento e outras
produziram um pigmento marrom-amarelado a marrom em meio. As caracteristicas
microscopicas eram hifas hialinas, numerosos microconidios globosos e esféricos (3—3,5 x
5-5,5 um), poucas culturas produziram exclusivamente microconidios ou macroconidios
piriformes. O crescimento foi observado a 37°C.

A cepa de Trichophyton concentricum apresentou colénia na cor branca, com
aparéncia pulverulenta, e o reverso de cor creme. Microscopicamente apresentou
microconidios globosos e subesféricos (3 x 4 um), que foram ocasionalmente observados.
Nenhum crescimento foi observado a 37°C.

Com base em nosso estudo, foi possivel observar mudangas na morfologia de
colonias da mesma espécie (por exemplo, padrao de coldnia, pigmentacdo e taxa de
crescimento) (Tabela 2). Assim, pode-se entender que a diferenciagdo entre essas espécies
de Trichophyton por meio do diagnostico convencional ¢ um obstaculo devido as variagdes
fenotipicas entre suas cepas como também citam os estudos de Ziotkowska et al. (2015),
Gnat et al. (2019) e Siopi et al. (2021).

Baseado no teste da urease, todas as cepas classificadas como 7. interdigitale, T.

concentricum ¢ T. quinckeanum apresentaram resultado positivo, demonstrando a
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capacidade de assimilar a uréia. Todas as 34 cepas de 7. rubrum foram incapazes de
assimilar uréia. Das nove cepas reclassificadas como 7. tonsurans, seis apresentaram
capacidade de urease positiva e trés foram negativas. No teste de caseina, todas as cepas
identificadas como 7. mentagrophytes, T. rubrum, T. concentricum ¢ T. quinckeanum
apresentaram padrao de crescimento 4+, enquanto seis cepas de 7. tonsurans apresentaram
padrao de crescimento 4+ e cinco apresentaram padrao de crescimento padrao 1+ (Tabela
2).

Podemos dizer que testes fisiologicos sdo usados para distinguir espécies
relacionadas de dermatofitos. Cepas de Trichophyton mentagrophytes exibiram atividade
de urease apo6s quatro dias de incubagdo, enquanto cepas de 7. rubrum foram negativas
para o teste de urease. O teste da urease foi eficaz para separar cepas de 7. mentagrophytes
e T. rubrum; no entanto, ndo foi possivel separar as cepas de 7. tonsurans; estando os
nossos resultados de acordo com o estudo de Sidrim et al. (2013). Culturas de 7. tonsurans
apresentaram diferencas no resultado quanto ao teste da urease; conseqiientemente, o teste
ndo ¢ uma ferramenta eficaz para identificar cepas dessa espécie. Nossos resultados
indicam o teste da urease na distingdo entre cepas de 7. mentagrophytes e T. rubrum. O
teste da caseina mostrou que esta caracteristica fisioldgica ndo permitiu diferenciar
nenhuma das cepas deste estudo; portanto, ndo sendo viavel para cepas de Trichophyton.
Em discordancia com o relato de Sidrim et al. (2013) que infere que o teste da caseina

permite diferenciar cepas de T. tonsurans.



Tabela 2 - Caracterizacdo morfofisiologica das cepas de Trichophyton
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URM ID atual Colonias Conidios Fisiologia
verso/reverso/aspecto/didmetro urease/caseina/crescimento a 37°C
1 699 Trichophyton branca/creme/pulverulenta/3,5cm globoso e subesférico positivo/4+/negativo
: concentricum
2. 5538 Trichophyton quinckeanum  branca/creme/cotonosa/5,5cm subesférico positivo/4+/negativo
3. 450 Trichophyton branca/creme/cotonosa/4cm globoso positivo/4+/negativo
mentagrophytes
4. 700 Trichophyton branca/amarelada/cotonosa/4,7cm globoso positivo/4+/negativo
mentagrophytes
5. m ,Z}Z;ﬁl;grigg%te 5 branca/creme/cotonosa/4,2cm globoso positivo/4+/negativo
6. 2669 Trichophyton » ]
mentagrophytes branca/creme/cotonosa/4,3cm globoso positivo/4+/negativo
7. 4156 Trichophyton
mentagrophytes branca/creme/cotonosa/4cm globoso e subesférico positivo/4+/negativo
8. 4157 T richophytzn
mentagropnytes .. .
9. 4422 Trichophyton branca/creme/cotonosa/4cm globoso positivo/4+/negativo
mentagrophytes
10 4945 Trichophyton branca/amarela/cotonosa/5,1cm globoso e subesférico positivo/4+/negativo
’ mentagrophytes
11. 5431 Trichophyton branca/creme/pulverulenta/3,7cm globoso positivo/4+/negativo
mentagrophytes
12. 5432 Trichophyton branca/amarela/cotonosa/4cm globoso positivo/4+/negativo
mentagrophytes
5541 Trichophyt
13. mrel;mogmypz)’}tes branca/amarela/cotonosa/4,5cm globoso positivo/4+/negativo
14. 6211 Trichophyton
mentagrophytes branca/amarela/cotonosa/5,5cm globoso e piriforme positivo/4+/negativo
15. 6272 Trichophyton
mgntagrop hytes branca/amarronzada/cotonosa/4,3cm globoso positivo/4+/negativo
16. 6772 Ty rzchophytzn
mentagrophytes
sropiy branca/amarela/cotonosa/7cm globoso positivo/4+/negativo
branca/creme/cotonosa/5,5cm globoso e subesférico positivo/4+/negativo
17. 471 Trichophyton rubrum branca/rosa avermelhada/cotonosa/4,5cm  piriforme negativo/4+/positivo
18. 719 Trichophyton rubrum branca/amarelada/pulverulenta/4,5cm piriforme negativo/4+/positivo
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19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.

35.
36.
37.

38.

39.
40.

41.
42,

43,
44,

2875
3239
4194
4195
4726
4727
4730

4735
4159

4257

4258

4569

4738

5143

5144
5145

5307
5413
5505

5543

5544
5558

5904
5905

5906
5907

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 rubrum

Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum

branca/marrom/pulverulenta/4,Scm
acinzentada/amarronzada/cotonosa/3,4cm
creme/vermelha/pulverulenta/5,5cm
branca/vermelha/pulverulenta/5,2cm
branca/marrom/pulverulenta/4,4cm
branca/rosa avermelhada/cotonosa/4,5cm
branca/creme/cotonosa/3 cm

branca/marrom/cotonosa/3,2 cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,2cm

branca/rosa avermelhada/pulverulenta
/4,5cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,3cm

acinzentada/rosa
avermelhada/cotonosa/5cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,2cm

branca/rosa avermelhada/cotonosa/5,4cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,5cm

branca/vermelha/pulverulenta/4,8cm

branca/vermelha/pulverulenta/4cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,5cm

branca/marrom/cotonosa/3,7cm
branca/marrom/pulverulenta/4cm

branca/vermelha/pulverulenta/5cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/3,7cm

branca/vermelha/cotonosa/3,5cm

acinzentada/vermelha/pulverulenta/3,2cm

piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme

piriforme
piriforme
piriforme
piriforme

piriforme
piriforme
piriforme

piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme
piriforme

piriforme

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4-+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
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45.
46.

47.
48.

49.
50.

51.
52.
53.
54.
55.
56.

57.
58.
59.
60.
61.

5908
6206

6212
6213

6752
6753

4737
4741
4743
4744
4944
4946

4947
4948
4963
4965
4967

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

branca/vermelha/pulverulenta/3cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/4,7cm

branca/vermelha/pulverulenta/4cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/5,3cm

branca/vermelha/pulverulenta/5cm

branca/rosa
avermelhada/pulverulenta/5cm

branca/amarronzada/cotonosa/4,5 cm

branca/ amarelada/cotonosa/4,7cm
branca/marrom/cotonosa/5cm
branca/marrom/pulverulenta/4cm

branca/creme/cotonosa/3,2cm
branca/marrom/cotonosa/3,7cm

branca/marrom/cotonosa/7cm
branca/creme/cotonosa/3,5cm
branca/ marrom /cotonosa/3cm
branca/ creme /cotonosa/3,7cm

branca/ marrom /cotonosa/3,9cm

piriforme
piriforme
piriforme

piriforme

piriforme

piriforme

esférico e piriforme
esférico e piriforme
esférico e piriforme
esférico e piriforme
esférico e piriforme

esférico,  piriforme
globoso

esférico e piriforme
esférico e piriforme
esférico e piriforme
esférico e piriforme

esférico e piriforme

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4-+/positivo

negativo/4+/positivo
negativo/4+/positivo
negativo/4-+/positivo
positivo/1+/positivo

positivo/1+/positivo
negativo /4+/positivo

positivo/4+/negativo
negativo/4+/positivo
negativo/1+/positivo
positivo/1+/positivo

negativo/1+/positivo
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Figura 1 - Macromorfologia de Trichophyton mentagrophytes: colonia branca algodonosa com o reverso na

coloragdo creme. Micromorfologia de Trichophyton mentagrophytes: presenca de microconidios globosos.

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)

Figura 2 - Macromorfologia de Trichophyton rubrum: colonia branca algodonosa com o reverso na coloragéo

marrom. Micromorfologia de Trichophyton rubrum: presenca de numerosos microconidios piriformes

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)

Figura 3 - Macromorfologia de Trichophyton tonsurans: colonia branca algodonosa com o reverso
amarronzado no centro. Micromorfologia de Trichophyton tonsurans: presenga de microconidios de formas

variadas.

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)
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Figura 4 - Macromorfologia de Trichophyton quinckeanum: coldnia branca algodonosa com reverso creme.

Micromorfologia de Trichophyton quinckeanum: presenga de raros microconidios subsféricos.

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)

Figura 5 - Macromorfologia de Trichophyton concentricum: colonia branca algodonosa com o reverso
amarronzado no centro. Micromorfologia de Trichophyton concentricum: presenca de raros microconidios

globosos e subsféricos

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)
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Com base em nossa analise filogenética usando sequéncias concatenadas das
regides ITS e TUB2 dos 61 isolados de Trichophyton de nosso estudo, as cepas analisadas
foram agrupadas em cinco espécies: 7. rubrum (34 cepas), T. quinckeanum (1 cepa), T.
concentricum (1 cepa), T. tonsurans (11 cepas) e T. mentagrophytes (14 cepas) (Figura 6).

A andlise das sequéncias ITS e TUB2 foram cruciais para separar as espécies/cepas
de Trichophyton aqui estudadas, sendo ITS o marcador mais informativo. De acordo com
Taghipour et al. (2019), o complexo Trichophyton mentagrophytes demonstrou abranger
diferentes genodtipos, para identificar esses genotipos em nossas amostras de fungos, uma
analise filogenética de ITS foi realizada usando o software MEGA 11 (Figura 7).

Nesta analise, nossas sequéncias foram comparadas com as de referéncia, descritas
por Taghipour et al. (2019), Tang et al. (2021) e Pashootan et al. (2022). A Figura 7 mostra
que nossas cepas, foram agrupadas com os isolados dos gendtipos descritos anteriormente
como I, IL. IT*, III, II*, X, XII, XVII, XVIII, XXIV (nomeado em nossa filogenia como
Genotipo VII).

A andlise de ITS nos revelou que a distribuicdo dos genoétipos (Tipos) descritos
anteriormente nao ¢ suportada pela distribuicdo dos ramos, podendo-se observar um
arranjo nao monofilético na distribuicao dos "Tipos" dentro das diferentes sequéncias de 7.
mentagrophytes que foram utilizadas em nosso estudo, como podemos citar um exemplo,
os “Tipos” III e XXIV presentes em dois ramos distintos.

Ademais, na figura 7 podemos observar que os ramos sdo formados por mais de um
"Tipo" ou genotipo de 7. mentagrophytes, impossibilitando a correta diferenciacdo desses
genotipos. Devido a essa razdo, optamos por descrever os ramos de nossa arvore com uma
nova proposta de gendtipos (gendtipos I a VII) nomeados apenas dentro do complexo
Trichophyton mentagrophytes, como mostra a topologia e analise dos ramos da arvore
(Figura 7). Cinco sequéncias de referéncia de 7. mentagrophytes e T. interdigitale sido

usadas para confirmar o arranjo da arvore filogenética.
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Figura 6 - Analise filogenética de 61 sequéncias de DNA concatenadas das regides ITS e TUB2 de espécies
de Trichophyton depositadas na cole¢do de culturas Micoteca URM (Pernambuco, Brasil). Os ramos sdo
codificados por cores em uma escala para mostrar cinco espécies diferentes (7. mentagrophytes, T.
quinckeanum, T. tonsurans, T. concentricum e T. rubrum). As espécies Nannizzia gypsea e Epidermophyton
floccosum servem como grupo externo. 20 sequéncias de referéncia de ITS e TUB2 sdo nomeadas junto com
seus numeros de acesso do Genbank (NCBI). A anélise foi inferida usando o método de maxima

verossimilhanga e o Kimura Modelo de 2 pardmetros.
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Fonte: Oliveira, T.F. (2022)
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Figura 7 - Anélise filogenética de 14 sequéncias de rDNA ITS de Trichophyton mentagrophytes da colegdo de culturas
Micoteca URM (Pernambuco, Brasil), com 53 sequéncias de referéncia ITS do GenBank (NCBI) para os genoétipos de 7.
mentagrophytes e T. interdigitale. Os ramos sdo codificados por cores com base nos genotipos para mostrar seis
agrupamentos principais. As espécies T. quinckeanum (IHEM 13577), T. concentricum (IHEM 22408) e T. tonsurans
(CBS 112195) servem como grupo externo. Sequéncias de referéncia de ITS (20 sequéncias) sdo nomeadas juntamente
com seus numeros de acesso ao Genbank (NCBI). A analise foi inferida usando o método de maxima verossimilhanga ¢ o

Kimura modelo de 2 parametros.
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A partir do teste de suscetibilidade antifungica, todas as espécies/cepas de
Trichophyton usadas neste estudo mostraram padrdes semelhantes de suscetibilidade a
itraconazol e terbinafina. Os valores de MG (média geométrica) de CIM (pug/mL) para
todos os isolados utilizados neste estudo foram: terbinafina (0,51) e itraconazol (0,32)
(Tabela 3). O itraconazol teve a maior atividade in vitro frente a todas as cepas; a média da
CIM variou de 0,04 a 5,33 pg/mL. Para terbinafina, a média da CIM variou de 0,17 a 3,33
pg/mkL.

A maior faixa de CIM foi medida para itraconazol, e o menor valor de CIM foi de
0,04 mg/mL para itraconazol ¢ 0,17 pg/mL para terbinafina. Valores elevados de CIM
foram encontrados para algumas cepas: 7. tonsurans URM 4743 e URM 4963 tiveram
CIMs para terbinafina de 4 mg/mL, e a cepa de 7. rubrum URM 5904 teve CIM para
itraconazol de 4 pg/mL (Tabela 4). Nossos resultados indicaram que ndo existem
diferengas estatisticamente significativas nos padrdes de suscetibilidade antifungica entre

as espécies de Trichophyton.

De acordo com o estudo de Siopi et al. (2021) durante o tratamento da
dermatofitose, os antifingicos terbinafina e itraconazol sdo os agentes mais comumente
usados. Em nosso estudo, a CIM mais baixa foi observada no itraconazol (0,03 pg/mL);
entretanto, todas as cepas foram sensiveis ao itraconazol e a terbinafina. Embora as cepas
de Trichophyton tenham apresentado valores de CIM ligeiramente mais altos para a
terbinafina, esse antifingico provou ser eficaz. Esses valores de CIM mais elevados
merece uma aten¢do devido ao fato de que cepas de T. mentagrophytes em paises como
india, Japdo e Ird estdo se mostrando resistentes a terbinafina, como relata o estudo de
Fattahi et al. (2020), visto que as cepas do Brasil podem estar adquirindo também

resisténcia aos antifingicos.

Semelhante ao nosso estudo, o itraconazol e a terbinafina demonstraram eficacia in
vitro como relataram também os estudos com testes in vifro de Adimi et al. (2013), Singh
et al. (2018), SiiB et al. (2019) e Magagnin et al. (2011). Em geral, os dois antifingicos
usados tém o maior efeito em comparacdo com outras drogas, como infere o estudo de
Pashootan et al. (2022). Em estudos anteriores, como o de Intra et al. (2019) e o de Hiruma
et al. (2016) cepas de T. rubrum, T. interdigitale e T. tonsurans também foram sensiveis ao

itraconazol e a terbinafina, sendo esta ultima a droga mais ativa contra dermatofitos.
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Em um estudo de Taghipour et al. (2019) que utilizou cepas do Ira, de 45 cepas de
T. mentagrophytes, 5 (11,11%) foram resistentes a terbinafina. Todos os isolados de T.
mentagrophytes resistentes a terbinafina em outros estudos pertenciam ao genotipo ITS
tipo VIII, como no estudo de Pashootan et al. (2022), que utilizou cepas do Ird. No estudo
de Magagnin et al. (2011), que foi realizado com cepas do Brasil (Porto Alegre), a CIM da
terbinafina para as cepas variou de 0,03-2 pg/mL, inferior a apresentada em nosso estudo,
que foi de 0,125-4 pg/mL. A variagdo da CIM do estudo de Rudramurthy et al. (2018) foi
menor, variando de 2-4 pug/mL. Para o itraconazol, a variacao foi menor, de 0,0625-0,125
pg/mL. No estudo de Bortoluzzi et al. (2023), T. rubrum apresentou valores de CIM de

4 mg/L para terbinafina e 0,12 mg/L para itraconazol.

Para o itraconazol, Magagnin et al. (2011) relataram a CIM variando de 0,06-1
pg/mL e nosso estudo uma CIM mais alta, de 0,03-4 pg/mL. Apesar das cepas
apresentarem menores valores de CIM frente ao itraconazol, os dois antifungicos possuem
eficacia no tratamento das dermatofitoses, porém a terbinafina seria preferencialmente
utilizada nos casos em que o tratamento sist€émico fosse necessario, ao contrario do
itraconazol que sistemicamente causa mais efeitos adversos no organismo, de acordo os
estudos de Hiruma et al. (2016), Hur et al. (2018), Salehi et al. (2018) e Siopi et al. (2021).
Porém, como as dermatofitoses sdo lesdes superficiais, as drogas sdo em sua grande
maioria utilizadas topicamente, onde o itraconazol pode ser uma alternativa viavel devido

ao seu custo beneficio, como infere o estudo de Martinez-Rossi; Perez; Rossi, 2008.

Tabela 3 - Dados de suscetibilidade de espécies de Trichophyton frente aos agentes antifingicos.

Isolados/Antifiingicos Intervalo da média CIMS0 CIM100 Média Gel(:/[lﬁgiiica
Trichophyton (n=61)
Terbinafina 0,17-3,33 0,17 0,82 0,51
Itraconazol 0,04-5,33 0,04 0,36 0,32
Trichophyton rubrum (n=34)
Terbinafina 0,17-3,33 0,17 0,75 0,47
Itraconazol 0,05-5,33 0,05 0,44 0,40
Trichophyton mentagrophytes* (n=14)
Terbinafina 0,17-1,67 0,17 0,47 0,34
Itraconazol 0,04-0,33 0,04 0,17 0,14

Trichophyton tonsurans (n=11)
Terbinafina 0,21-3,33 0.21 1.47 1.03



Itraconazol 0,14-1,67 0,14 041 0.37
Trichophyton quinckeanum (n=1)

Terbinafina 0.25-1 0.58 0.50

Itraconazol 0.13-0.25 0.21 0.20
Trichophyton concentricum (n=1)

Terbinafina 0.25-1 0.58 0.50

Itraconazol 0.13-0.25 0.21 0.20

* Os isolados fingicos foram identificados como 7. interdigitale usando a ferramenta BLASTn do NCBI e T.
mentagrophytes por analise filogenética da regido ITS do rDNA.
Fonte: Oliveira, T.F. (2022)

Tabela 4 - Perfil de suscetibilidade antifungica de cepas de Trichophyton frente a terbinafina e itraconazol

URM Espécies CIM CIM
Terbinafina Itraconazol
(0,03 - 16 pg/mL) (0,03 - 16pg/mL)

1. 699 Trichophyton concentricum 0.5 pg/mL 0.125 pg/mL
2. 5538 Trichophyton quinckeanum 0.5 pg/mL 0.125 pg/mL
3. 450 Trichophyton mentagrophytes 0.5 pg/mL 0.03 pg/mL
4. 700 Trichophyton mentagrophytes 1 pg/mL 0.25 pg/mL
5. 771 Trichophyton mentagrophytes 0.25 pg/mL 0.06 pg/mL
6. 2669 Trichophyton mentagrophytes 0.25 pg/mL 0.125 pg/mL
7. 4156 Trichophyton mentagrophytes 0.5 pg/mL 0.25 pg/mL
8. 4157 Trichophyton mentagrophytes 1 pg/mL 1 pg/mL
9. 4422 Trichophyton mentagrophytes 0.125 pg/mL 0.25 pg/mL
10. 4945 Trichophyton mentagrophytes 0.5 pg/mL 0.03 pg/mL
11. 5431 Trichophyton mentagrophytes 0.125 pg/mL 0.03 pg/mL
12. 5432 Trichophyton mentagrophytes 0.25 pg/mL 0.03 pg/mL
13. 5541 Trichophyton mentagrophytes 0.125 pg/mL 0.03 pg/mL
14. 6211 Trichophyton mentagrophytes 0.5 pg/mL 0.03 pg/mL
15. 6272 Trichophyton mentagrophytes 2 pg/mL 0.125 pg/mL
16. 6772 Trichophyton mentagrophytes 2 pg/mL 0.125 pg/mL
17. 471 Trichophyton rubrum 2 pug/mL 2 pg/mL
18. 719 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.25 pg/mL
19. 2875 Trichophyton rubrum 0.25 pg/mL 0.5 pg/mL
20. 3239 Trichophyton rubrum 0.125 pg/mL 0.03 pg/mL
21. 4194 Trichophyton rubrum 0.25 pg/mL 0.125 pg/mL
22. 4195 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.25 pg/mL
23. 4726 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.03 pg/mL
24, 4727 Trichophyton rubrum 1 pg/mL 1 pg/mL
25. 4730 Trichophyton rubrum 0.25 pg/mL 0.125 pg/mL
26. 4735 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 1 pg/mL
27. 4159 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.125 pg/mL
28. 4257 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 1 pg/mL
29. 4258 Trichophyton rubrum 1 pg/mL 0.25 pg/mL
30. 4569 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.5 pg/mL
31. 4738 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 0.5 pg/mL
32. 5143 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 0.125 pg/mL
33. 5144 Trichophyton rubrum 1 pg/mL 0.03 pg/mL
34. 5145 Trichophyton rubrum 0.125 pg/mL 0.03 pg/mL
35. 5307 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 0.125 pg/mL
36. 5413 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.125 pg/mL
37. 5505 Trichophyton rubrum 1 pg/mL 1 pg/mL
38. 5543 Trichophyton rubrum 2 pg/mL 0.125 pg/mL
39. 5544 Trichophyton rubrum 1 pg/mL 0.03 pg/mL
40. 5558 Trichophyton rubrum 0.5 pg/mL 0.125 pg/mL

41. 5904 Trichophyton rubrum 4 pg/mL 4 pg/mL
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42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

5905
5906
5907
5908
6206
6212
6213
6752
6753
4737
4741
4743
4744
4944
4946
4947
4948
4963
4965
4967

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

0.5 pg/mL
1 pg/mL
4 pg/mL

0.25 pg/mL

0,25 pg/mL

0,125 pg/mL

0,25 pg/mL
1 pg/mL

0.5 pg/mL
1 pg/mL
2 pg/mL
4 png/mL
2 pg/mL
2 pg/mL
2 pg/mL
1 pg/mL

0.25 pg/mL
4 pg/mL

0.25 pg/mL
2 pg/mL

0.06 pg/mL
0.125 pg/mL
0,06 pg/mL
0.125 pg/mL
0,06 pg/mL
0,06 pg/mL
0.125 pg/mL
0.5 pg/mL
0.125 pg/mL
0.5 pg/mL
0.125 pg/mL
1 pg/mL
1 pg/mL
0.25 pg/mL
0.125 pg/mL
0.125 pg/mL
0.125 pg/mL
0.03 pg/mL
0.06 pg/mL
0.03 pg/mL

Fonte: Oliveira, T.F. (2022)
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

- Analises morfofisiologicas podem nao ser satisfatérias na identificagdo de cepas de

Trichophyton, se utilizadas isoladas.

- As analises moleculares sdo ferramentas de acurédcia na identificagdo de linhagens de

espécies de Trichophyton.

- O resultado do teste de urease permanece eficaz para diferenciar cepas de Trichophyton
mentagrophytes de cepas de T. rubrum, contudo ndo ¢ conclusivo para cepas de T.

tonsurans.
- O resultado do teste da caseina nao permite diferenciar cepas de Trichophyton.

- No nosso estudo, a analise molecular da regido ITS foi determinante na defini¢do dos

genotipos de linhagens de espécies de Trichophyton.
- A genotipagem pode aperfeigoar as informagdes epidemiologicas.
- O gene ITS ¢ mais informativo na identifica¢do de cepas de Trichophyton.

- De acordo com a literatura, tem se observado o aumento da CIM in vitro em varios

paises, contudo no nosso estudo as CIMs foram baixas.

- As baixas concentragdes inibitorias minimas da terbinafina e do itraconazol podem nos
direcionar para o tratamento das dermatofitoses, porém o itraconazol pode se tornar uma
melhor escolha devido ao seu custo beneficio, por ser um antifngico mais acessivel

financeiramente para grande parte da populagao.

- O estudo do acervo de uma cole¢do de cepas de Trichophyton ¢ fundamental para
atualizagdo taxonOmica, compreensao da variacdo das caracteristicas fenotipicas,
moleculares e dos padrdes de suscetibilidade antifungica, bem como a formagdo de

recursos humanos.
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APENDICE A - Figura 8
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Figura 8 - Analise filogenética de 61 sequéncias de DNA da regido ITS da espécie Trichophyton da colecdo de culturas

Micoteca URM, Pernambuco, Brasil. Os ramos sdo agrupados em uma escala de cores andloga a espécie ¢ demonstram a

presencga de 5 espécies (T. mentagrophytes/T. interdigitale [amarelo], T. quinckeanum [cinza], T. tonsurans [verde], T.

concentricum [azul] e T. rubrum [vermelho]). As espécies Nannizzia gypsea e Epidermophyton floccosum [roxo] sdo

utilizadas como grupo externo. A analise foi inferida pelo método de Maxima Verossimilhanga ¢ modelo Kimura de 2

parametros. Sequéncias de referéncia de ITS (20 sequéncias) foram nomeadas conforme niimeros de acesso do GenBank,
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APENDICE B - Figura 9

Figura 9 - Analise filogenética de 61 sequéncias de DNA do gene TUB (Tubulina) da espécie Trichophyton da colegao de
culturas URM, Pernambuco, Brasil. Os ramos sdo agrupados em uma escala de cores analoga a espécie e demonstram a
presenca de 5 espécies (7. mentagrophytes/T. interdigitale [amarelo], T. quinckeanum [cinza], T. tonsurans [verde], T.
concentricum [azul] e T. rubrum [vermelho]). As espécies Nannizzia gypsea e Epidermophyton floccosum [roxo] sdo
utilizadas como grupo externo. A analise foi inferida pelo método de Maxima Verossimilhanga ¢ modelo Kimura de 2
parametros. Sequéncias de referéncia do TUB (20 sequéncias) foram nomeadas conforme numeros de acesso do
GenBank,NCBI.
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