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RESUMO

Tinea capitis ¢ uma infecgdo micotica de couro cabeludo, comum nas criancas em idade
escolar e na pré-puberdade, ocorrendo em todas as partes do mundo. E causada por fungos
dermatofiticos pertencentes aos géneros Trichophyton ou Microsporum. O Trichophyton
tonsurans € um fungo antropofilico ¢ vem sendo considerado um patégeno emergente no
mundo no que diz respeito a etiologia da Tinea capitis. Desperta interesse do pesquisador com
preocupagio de cunho social, tendo em vista sua alta incidéncia em populagdes de baixa renda
e seu possivel comportamento endémico. Objetivos: Estudar as caracteristicas fenotipicas das
vérias cepas isoladas relacionando com o aspecto clinico e analisar o perfil genético de cepas
de 7. tonsurans através do RAPD e correlacionar os achados. Métodoes: Foram atendidos 76
pacientes com suspeita clinica de Tinea capitis, envolvendo couro cabeludo e pélos. A coleta
do espécime clinico se dava através de raspagem do couro cabeludo na zona de tonsura, as
amostras foram submetidas a exame de microscopia direta, identifica¢fio laboratorial através
da macro e micromorfologia das colbnias, estudos de agfo enzimética, fisiologicas e
requerimentos nutricionais. A partir dai foram selecionadas 17 cepas de 7. fonsurans que
foram submetidas a andlise de seu perfil genético através do random amplified polymorphic
DNA (RAPD), utilizando-se o primer OPAO-15 e visualizado em gel de poliacrilamida
corados pela prata. Resultados: Dos casos suspeitos de Tinea capitis (76 pacientes), 40
pacientes (60,52%) tiveram cultura positiva para dermatéfito. Destes eram por 1. fonsurans.
Dos 40 casos com cultura positiva, 26 (65%) eram do sexo feminino com maior incidéncia no
intevalo de 0-5anos(40%). Nas manifesta¢des clinicas, observou-se que a descamagfo
(83,7%), eritema (37,1%) e a tonsura (57,1%) foram as mais incidentes. Na andlise do RAPD,
foram observados trés perfis genéticos diferentes entre as cepas de 7. fonsurans com producio
de bandas de pesos moleculares diferentes dos descrito na literatura. Discussdo: O sexo
feminino e o intervalo de idade entre 0-5 anos foram os mais freqiientes, as manifestactes
clinicas néo inflamatérias foram as mais comuns, corroborando o argumento de que o 7.
tonsurans, por ser antropofilico, promove pouca reacfo inflamatéria. As cepas de T
tonsurans deste estudo além da grande variagfio fenotipica, apresentaram diferencas genéticas
frente a literatura quando utilizado o primer OPAQO-15, isto sugere uma variaciio local

podendo configurar uma nova espécie.



ABSTRACT

Background: Tinea capitis is a mycotic infection of the scalp, common in school-aged and
pre-pubescent children, which occurs all over the world. It is caused by dermatophyte fungi of
the genus Trichophyton or Microsporum. Trichophyton tonsurans is an anthropophylic fungus
and is being considered an emerging pathogen in terms of the etiology of Tinea capitis. It
catches the interest of researchers with social concerns due to its high incidence among low-
income populations and its possible endemic behavior. Objectives: To evaluate the clinical
aspect of Tinea capitis with positive and negative cultures; to study the phenotypic
characteristics of various stains that have been isolated in relation to the clinical aspect and to
analyze the profile of the genome from 7. fonsurans strains using RAPD and correlate the
findings. Methods: 76 patients with suspected Tinea capitis were treated, involving the scalp
and body hair. The patients were analyzed. Clinical samples were taken by scraping the scalp
if the tonsure zone; the samples were examined directly under the microscope and identified
in the laboratory through the macro and micromorphology of the colonies. Studies were made
of enzymatic, physiological activity and nutritional requirements. Next 17 strains of T
tonsurans were selected and submitted to an analysis of their genetic profile through random
amplified polymorphic DNA (RAPD), using the primers OPAO-15. The PCR products were
visualized polyacrylamide gel followed by silver staining. Results: Of the suspected cases of
Tinea capitis (76 patients), 40 patients (60.52%) were confirmed through a positive culture for
dermatophyte. 35 (87.5%) of the 40 cases of Tinea Capitis, were of T. tonsurans. There was a
greater prevalence among women. Of the 40 positive cultures, 26 (65%) were females.
Regarding age, the greatest interval was in the 0-5 age group (40%). Of clinical
manifestations scaly dermatosis (85.7%), erythematous lesions (37.1%) and hair loss with or
without black dot(57.1%) were the most common. In the RAPD analysis, were observed three
distinct genetic perfile, with production different bands paﬁems from 7. fonsurans strain
literature. Conclusion: Females and a 0-5 age group were the most common, corroborating
the argument that as it is anthropophylic 7 ronsurans provoked little inflammatory reaction. 7
tonsurans has a high incidence in regions where living conditions, hygiene and other habits
are precarious, reflecting the fact that this anthropophylic fungus is highly contagious and that

the pathogen is very well adapted to our climatic conditions. The T. tonsurans strain from this



study are different, this represents a new species of dermatophyte, with a large morphological
variation, atypical characteristics in its macromorphology (colonies with glabrous textures)
and in the micromorphology (the presence of large quantities of chlamydoconids in primary

isolation) further on this genotypical presentation, differing from the literature.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

A primeira referéncia a infeccfo por dermatéfito € atribuida a Cornelius Celsius,
enciclopedista romano, por volta 30 AD descritas como infecges no couro cabeludo'.

A vpalavra Tinea teria sido pela primeira vez usada nos tempos romanos por
Horace, que significava inseto, cuja larva parasitava roupas e livros, assemelhando-se a lesfo
circinada da Tinea capitis. Ha alguns relatos que a palavra tinea tenha sido utilizada pela
primeira vez por Cassius Felix no século V'.

Embora a evidente localizacfio das lesSes caracteristicas das dermatofitoses tenha
permitido o conhecimento clinico da enfermidade desde de tempos mais remotos, foi somente
a partir de uma das mais graves infec¢des por dermatofito, o “favus”, que a etiologia desta
doenca foi esclarecida.

A histéria da Micologia médica humana iniciou-se com o descobrimento dos
agentes etiologicos das dermatofitoses pelo estudioso Robert Remark, em 1839, quando
observou e descreveu a Tinea favica, elucidando a etiologia do favus, mais tarde confirmada
por David Gruby*®.

No século XVI, a palavra tinea caracterizava lesdes causadas no couro cabeludo e
o termo ringworm se referia a qualquer lesio na pele em forma de anel '**%7 No inicio do
século XIX, Alibert usou o termo favus para designar exsudato tipo mel em infeccSes do
couro cabeludo®*®. David Gruby, em 1841, embora nfo fosse dermatologista, descreveu
caracteristicas do Trichophyton schéeleinii e logo apds em 1843 sobre o M. audoinii assim
como a existéncia dos parasitismos ectotrix ¢ endotrix, descreveu a invasio do fungo sobre o
fio de cabelo e que estes organismos poderiam ser cultivados e transmitidos entre

21,40

humanos™ . Malmsten, em 1845 estabelece o género Trichophyton™ " “ Em 1853,

Charles Robim descreveu intimeros dermatéfitos em seu livro Histoire naturelle dés végéiaux
pamsitesm’“.

Assim no periodo de quase cingilenta anos, poucos foram o0s progressos
cientificos no campo das infecgBes de pele, posto que, a literatura foi invadida por

incompletas e inacuradas pesquisas, até que surgisse um dos maiores nomes da Dermatologia
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e Micologia- Raymond Jacques Andrieu Sabouraud. Este médico, dermatologista, trabalhando
no Hospital Saint Louis de Paris, demonstrou especial interesse pelo estudo da etiologia das
micoses. Estudando particularmente as 7ineas, Raymond Sabouraud publicou o livro Lés
Teignes, em 1910, periodo no qual, caracterizou o género Epidermophyton e classificou os
dermatofitos em Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton e Achorion*™*** TIniciou seus
estudos sobre dermatéfitos em 1892 e publicou artigos até 1936, foi ele quem estabeleceu
critérios sobre a taxonomia dos dermatéfitos e caracteristicas de apresentagfio clinica®’ .
Sabouraud descreveu o método para cultivar os dermatéfitos que até hoje € reproduzido no
mundo inteiro. Sua base metodologica e astutas observacdes cientificas permaneceram
praticamente imutaveis, sendo os métodos terapéuticos por ele estabelecidos melhorados com

. .21,
o advento da Griseofulvina®"*

778 No ano de 1928, foi observado por Devéze e Margarot que,
quando se expunham os fios de cabelo parasitado por algumas espécies a luz ultravioleta estes
cabelos eram capazes de se mostrar luminescentes’".

Emmons em 1934, definiu apenas trés espécies de dermatéfitos, redefinindo a
taxonomia ao levar em consideracdo a morfologia dos esporos e estruturas acessérias nos
fungos e assim todos os fungos dermatofiticos passaram a pertencer apenas a trés géneros:
Epidermophyton, Trichophyton e Microsporum. O género Epidermophyton ¢ caracterizado
pela presenga de macroconidios de paredes finas agrupados em cachos e pela auséncia de
microconidios. J& no género Microsporum, as espécies apresentavam macroconidios de
paredes mais ou menos espessas e de tamanho grande associados a microconidios, enquanto o
género Trichophyton mostra como caracteristica a presenca de macroconidios de parede lisa,
associados a microconidios de forma e tamanhos bastante variados™>®.

Georg, em 1957, complementou o trabalho de Emmons com estudos sobre as
caracteristicas nutricionais e fisiologicas dos dermatéfitos®®. Testes nutricionais diversos
foram propostos como recurso de grande valor na identificagfo dos dermat6fitos, sendo
desenvolvidas também outras provas para caracterizacio de algumas espécies, tais como o
teste da perfuragdo de pélos e a prova da uréase.

Em 1960, Donald Griffin observou que alguns fungos apresentavam estruturas de
reprodugdo sexuada, no caso, o M. gypseum, que foi chamada de “forma perfeita” ou
telemorfa. Assim os fungos do género Trichophyton que apresentavam reproducio sexuada,
passaram a ser denominados de Artrodherma; nos casos do grupo Microsporum que
apresentassem a forma telemorfica, seriam denominados de Nanizzia, sendo mais tarde unidos

apenas como Artrodherma’.



Foi Gruby que em 1844 isolou o 7. tonsurans de material clinico mas Malmstein
que descreveu os estudos de Gruby e publicou em 1845 os dados sobre o fungo com
ilustracBes®™*. Em 1944, Carrion e Silva descreveram e ilustraram as varias formas de
morfologia das colonias de T, tonsurans™ .

Atualmente, observa-se diferentes termos para caracterizar as mais diversas
formas clinicas de dermatofitoses. As duas classificagGes mais utilizadas sfo as da corrente
inglesa e a que segue a corrente francesa. A primeira utiliza a palavra Tinea, em latim,
associada a outra palavra referente ao sitio anatémico. Ento, Tinea corporis (localiza-se no
corpo), Tinea capitis (couro cabeludo), Tinea unguium (unhas), Tinea pedis (pés), Tineu
cruris (grandes pregas), Tinea barbae (barba). A segunda classifica Tinea como qualquer
lesfio dermatofitica encontrada em couro cabeludo, barba ou bigode, por outro lado as lesBes
dermatofiticas encontradas em regifio de pele glabra sfio chamadas de epidermofitiase, ja as
onicomicoses dermatofiticas sfo as que acometem as unhas e as lesdes que acometem o
espago celular subcuténeo s@io chamadas de dermatofitoses subcutineas ou profundas que
costumam acometer 0s imunocomprometidos.

A micologia at€¢ bem pouco tempo era uma ciéncia sem grandes pretensdes
cientificas. Descrigdes inconsistentes foram e ainda sfo assinaladas na literatura clinica ¢
micoldgica. Felizmente o bom senso vem orientando melhor micologistas e dermatologistas

que procuram ser cada vez mais criteriosos na classificagfio clinica e etiolégica da doenga®’.

1.2 Generalidades dos dermatdfitos

Aproximadamente 50.000 espécies compdem o reino Fungi, mas somente 300
destas tem-se mostrado patogénicas, entre eles os agentes causadores de dermatofitoses, oS
dermatofitos™.

As dermatofitoses junto com as candidiases e micoses superficiais estritas sfo
consideradas infec¢des fungicas superficiais. Estdo entre as infecgOes mais comuns e,
freqiientemente, sdo consideradas triviais, mas sfo de fato recorrentes e refratarias.

As dermatofitoses sfio infecedes fingicas de tecidos queratinizados, causadas por
um grupo de fungo que recebe a denominagio de dermatofitos'’. Sfo fungos que em vida
parasitaria utilizam queratina como fonte de subsisténcia, limitando-se portanto as camadas

queratinizadas e semiqueratinizadas da pele3 !



Os dermatéfitos sfio microorganismos especializados que no decorrer da sua
evolucdo tornaram-se capazes de invadir, colonizar e se manter viaveis em tecidos
queratinizados de homens e animais, produzem enzimas capazes de digerir queratina,
podendo ocasionar doengas em pele glabra, couro cabeludo, unhas e tecidos subcutineos'. A
pele responde a irritagio das infeccSes superficiais com proliferagdio da membrana basal e
entdo descamacio e espessamento @p}idermicosg.

A classificacfio de dermatofitos usadas pela maioria das escolas de Micologia é a
de Emmons, de 1934, que, apés um tempo foi revista por Rivalier (1966, Taxonomies de
dermatophytes). Consiste em dividir os dermatdfitos em trés géneros de acordo com sua
reprodugdio:  Microsporum, Trichophyion e  Epidermophyton. Atualmente existem
aproximadamente 40 espécies de dermatofitos agrupados nos trés géneros com distribuig8o
geografica universal, sendo que sua incidéncia pode variar de acordo com  fatores
populacionais, habitos sociais e higiénicos, diferencas climaticas e variacBes sazonais'’.

Seus agentes etiologicos sdo facilmente cultividveis e apresentam as seguintes
formas de contagio: diretamente do solo, homem-animal, homem-homem e por meio de
objetos contaminados’'.

Nos ultimos anos, vem se divulgando o aumento de casos de infeccdes fingicas, e
as dermatofitoses apresentam lugar de destaque. Véarios fatores sio aventados: melhor
diagnostico clinico e laboratorial, aumento da sobrevida de pacientes com doencas
imunossupressoras € uso indiscriminado de drogas imunossupressoras e citostaticas.

Acredita-se, com base numa prevaléncia estimada, que de 10 al5% da populagfo
humana mundial pode ser infectada por alguma espécie de dermatéfito no decorrer de sua
vida'’.

Os dermat6fitos apresentam uma predilecdo ecoldgica no que diz respeito a sua
adaptacfio a0 meio ambiente'’. Quanto a distribuicso geografica sfo ubiquitarios, ndo havendo

4rea ou grupo de pessoas que se encontrem isoladas destes fungos'”.
1.3 Tinea capitis - Fundamentos teéricos

A Tinea capitis € uma infecgio causada por dermatéfitos que afeta o foliculo
piloso do couro cabeludo, sobrancelhas, cilios, barba e bigode e a pele adjacente, isto €, o
fungo infecta o tecido queratinizado, sendo em geral confinado a superficie por inabilidade de

penetrar em tecidos muito profundos, embora ocasionalmente invada o subcutdneo™. E



principalmente encontrada em criancas em idade escolar e adultos jovens’”. Os pélos axilares
e pubianos sfo refratarios a penetracio dos fungos causadores de Tinea.

F uma das mais antigas infecgOes descritas no ser humano, sendo largamente
distribuida pelo mundo'’, é causada por uma variedade de dermatéfitos dos géneros
Trichophyton e Microsporum’' . O agente etiologico pode variar com a regifio e com o tempo.
O T. tonsurans € o mais comum dos organismos causadores de Tinea capitis nos Estados
Unidos, Europa, Australia e América Central’’. E considerado um problema de satide publica
de grande importancia no Brasil e no mundo'”*®,

Apesar de facil diagnostico, o controle ¢ o tratamento ¢ dificil, seja por presencga
de portador assintomatico, ou fOomites contaminados, ou ainda necessidade de tratamento por
via oral prolongado®. O tratamento sistémico tem-se mostrado necessario, pois 0s agentes
topicos ndo conseguem penetrar tdo bem no foliculo piloso, nfo sendo suficiente para
erradicar a infecgdo. O tratamento-padrdo € o uso da griseofulvina na dose de 10-20mg/kg de
peso mas ja existem trabalhos que relatam a eficacia de outros antifiingicos orais com a
terbinafina, itraconazol e o fluconazol tendo como principais vantagens o curto tempo de
tratamento e a menor incidéncia de efeitos colaterais' .

Com o aumento na incidéncia e mudancas na epidemiologia da Tinea capitis em
todo o mundo, se fazem necessdrias revistes freqiientes e atualiza¢Ses quanto a etiologia para
o sucesso terapéutico da doenca. Por exemplo, observou-se uma queda nas Tinea capitis

causadas por agentes do género Microsporum € um aumento nas causadas por Trichophyton

fonsurans nos tltimos 50 anos nos Estados Unidos?'.
1.4 FEpidemiclogia
1.4.1 Reservatérios e espécies relacionados as dermatofitoses

Os trés reservatorios dos dermatéfitos sdo os homens, animais domésticos (como
x 52 , i o
cfo e gato) e 0 solo™. Os fungos os quais tem o homem como reservatério sio chamados de

antropofilicos, nos que tem os cles e gatos sfo denominados de zoofilicos € os que se

52,63

adaptam melhor ao solo sfo chamados de geofilicos E importante reconhecer em

determinada espécie a qual microecossitema ele pertence para se avaliar a resposta que podera

desencadear no hospedeiro, de modo que quanto mais distanciado filogeneticamente estd um

38,53

dermatofito da espécie por ele parasitado, maior a resposta inflamatoria®™~”. As espécies



zoofilicas produzem uma resposta inflamatoria mais severa nos humanos do que em animais,
enquanto os fungos geofilicos produzem resposta inflamatoria tanto em homens como
animais, refletindo a distncia filogenética. Por outro lado, sabe-se que nem todas as infecgbes
por antropofilicos s8o nfo inflamatérias, em virtude das diferencas no hospedeiro susceptivel
¢ na viruléncia da espécie.

. As queratinas sfo diferentes, em razdo da sua composicdo, por exemplo, no cabelo
humano, a queratina contém grande quantidade de cisteina; na queratina da pele, encontramos
quantidade maior de metionina, achado que poderia explicar a preferéncia de algumas
espécies por determinados sitios e espécies animais’'.

A identificacdo dos dermatéfitos € feita, na pratica, pelo estudo do aspecto
parasitario na amostra clinica e pela observacio dos aspectos macroscopicos € mocroscopicos
das colonias obtidos em cultivo. Na rotina algumas provas fisiolégicas (prova da urease ¢
perfurcio do cabelo) e, mais raramente , provas de necessidades nutricionais sfo utilizadas
para a correta identificacio de certas espécies’.

Das espécies de dermat6fitos, apenas oito sfio caracteristicamente associadas a
Tinea capitis: T.tonsurans, M. canis, T.violaceum, M. audoinii, T. soudanenses, M.
Jerrugineum, T. yaoundei e T. gourvilii, sendo as duas primeiras mais comuns. Todas sfo
antropofilicas com excegiio do M. canis, que é zoofilico™. T, rubrum e T. meniagrophytes
poucas vezes sdo a causa infeccdo do couro cabeludo.

O estudo do espectro dos dermatdfitos de uma regifio durante um periodo
prolongado permite estabelecer o niimero de espécies de ocorréncia comum, esporadica ou

excepcional da regido’.
1.4.2 Tinea capitis

Tinea capitis ¢ geralmente observada em criangas entre 6 meses de idade ¢ a

39,40

puberdade’™*” mas principalmente entre 3 e 7 anos de idade*™*""". E incomum nos adulios

possivelmente pelo aumento da acdo fungistatica dos triglicérides do sebo que € produzido na
40

puberdade™. A diminui¢io dos triglicérides devido a redugfio do sebo na mulher

menopausada pode predispo-la mais que o homem adulto a Tinea capitis.
A incidéncia da Tinea capitis pode variar quanto ao sexo dependendo da espécie,
por exemplo, no caso do M. audouinii, a taxa ¢ de 5 meninos para 1 menina. Quanto ao M.
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canis, se sabe da predomindncia também em meninos™“". Alguns autores explicam o



predominio em meninos pelo fato de que cabelos curtos ajudariam a implantacfo de esporos.
Aste (1996) especula que disfungdes hormonais do sistema endécrino sexual poderiam
facilitar a invasdo do couro cabeludo pelo dermatofito através da modificacfo da secrecéio e
composigiio do sebo’. A infecglio por Trichophyton afeta meninos e meninas igualmente mas
nos adultos as mulheres sfio mais infectadas®*%. Nao esté claro o motivo, a nfo ser pelo fato
do maior contato das mulheres com criangas que os homens.

Estudos relatam que a incidéncia de Tinea capitis por T. fonsurans pode ser
relacionada com grandes familias, moradia em condi¢Bes precarias, aglomerados urbanos e
baixo nivel sécioecondmico™'.

Nos Estados Unidos, ha predomindncia da Tinea capitis por Trichophyton
fonsurans na raga negra, Sharma (1988) propds que a disposi¢o dos cabelos exporia o extrato
cOrneo do couro cabeludo ao fungo mais facilmente e que os cremes ¢ dleos aplicados
promoveriam uma aderéncia dos artrosporos no local”’.

Muitas criancas portadoras de Tinea capitis, que apresentam grandes
manifesta¢des clinicas com sinais inflamat6rios, tendem a sofrer de ostracismo social,
autoestima baixa e sensacio de exclusiio perante os colegas’’.

Certas espécies de dermatofitos sfio endémicas em dreas geograficas especificas e

outras sdo cosmopolitas®.
1.4.3 Distribuigfio geografica

A distribuigdio geografica e a prevaléncia dos dermatéfitos ndo sfo estaticas
podendo alterar por influéncia do clima, migragfo de pessoas e por desenvolvimento de
profilaxias e terapéuticas®'.

A epidemiologia da Tinea capitis nos Estados Unidos passou por mudangas nos

21,3336 pelos anos 1940

ultimos anos. Em 1900, o microorganismo mais freqilente era M. canis
o M. audoinii era entdo o agente mais isolado e causador de Tinea capitis™*®*. Com a
introdugfio da griseofulvina e aumento da vigildncia nas escolas houve um declinio da Tinea
capitis causada pelos Microsporum. Estudos realizados no Texas™®, no Reino Unido***"%
mostraram que houve aumento na incidéncia de Tinea capitis causada pelo 7. fonsurans,
particularmente em centros urbanos a partir de 1950. Nos Estados Unidos, a introducio deste

microorganismo veio a partir do México, Caribe e Porto Rico?'.



No oeste europeu, similar aos Estados Unidos na década de 1940, os M. canis e
M. audoinii eram os maiores causadores de infeccdes fungicas do couro cabeludo. Quanto ao
leste europeu, o fungo mais isolado, neste periodo, era o 7. schoenleinii'?'.
Nos dias de hoje, na América Central, Caribe ¢ América do Sul, o predominio é

40,63
do T. tonsurans*™®

. Na Australia e Nova Zelandia, o organismo mais comum € o M. canis
com o T. tonsurans emergindo em algumas 4reas. Na Africa, os microorganismos mais
comuns incluem T'violaceum, M. audoinii, T. soudanense, T. mentagrophytes ¢ M. canis™. As
estatisticas dos Estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Espirito Santo ¢ S8o Paulo
mostram que o M. canis ainda é o fungo mais envolvido nas infeccBes do couro cabeludo®.
Brilhante e cols, em 2000, mostraram que, na cidade de Fortaleza, o 7. tonsurans foi o
microorganismo mais isolado em 73,9% das lesdes do couro cabeludo’. Esta espécie de
Trichophyton tem se mostrado bastante adaptada a temperatura e umidade relativamente
elevadas das regides Norte ¢ Nordeste do Brasil, diferindo substancialmente do clima seco e
umidade relativa do ar em niveis baixos nos estados do Sul ¢ Sudeste. A incidéncia dessas
micoses apresenta uma grande variedade nas diferentes regides do Brasil”. As constantes
correntes migratorias que ocorreram no pais tem sido citadas como uma das principais causas
para a alteragfo desta etiologia. Ao se observar maior incidéncia de Tinea por 7. tonsurans
devem ser relevados alguns fatores como uma transmissio mais eficiente deste fungo enire os
homens, fazendo crer que uma maneira eficaz de combater o fungo ¢ impedindo a
transmissdo direta homem a homem?.

Um fator que deve ser levado em consideragfo, além do geografico, é o perfodo
em que foi realizada a pesquisa onde ha muitas mudangas de espécie dependendo da época e
mudangas causadas principalmente pelo fluxo da populagdo. Enfim, varios fatores devem ser
levados em consideragBes como condigBes climaticas, praticas sociais ¢ mobilidade de

populagdes.
1.4.4 Portador assintomatico

Outro fator importante nos casos de Tinea capitis causados por fungos
antropofilicos, em especial o T fonsurans, é o estado de portador em que ha transmissfio sem
ter infeccfo. Estado de portador seria qualquer individuo que abriga em seu corpo (couro
cabeludo) o fungo sem apresentar sintomas e distribui infecgfo, isto €, tem culturas positivas
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sem sinais clinicos de infecgdo” . A defini¢dio semiquantitativa impBem que individuos com
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menos de dez colbnias ﬁingi@as'séo portadores e com mais de dez colbnias sfo pessoas
infectadas’. Alguns estudos em populacdes urbanas tem mostrado que cerca de 50% das
criangas com Tinea capitis tem pelo menos um membro da familia com cultura positiva''.

O T tonsurans por apresentar muitas vezes manifestagfes clinicas leve pode levar
o individuo a ser considerado portador assintomatico, em locais endémicos cerca de 15% da
populacio de risco pode se apresentar como portador assintomadtico. Embora tenha sido
reportado em adultos, a maior parte € representada por criangas, especialmente entre 4 e
8anos, com meninos ¢ meninas igualmente infectados™.

Na Espanha e Italia, que a Tinea capitis € rara, a prevaléncia de portador
assintomatico € de 0,2% em contraste com locais endémicos onde a taxa de prevaléncia ¢ de

49%5,21.
1.5 Patogenia da Tinea capitis

A porta de entrada para a inoculagfio de um artroconidio ou fragmento de hifa
seria partir de uma les@io da pele ou excoriagdo preexistente, perda da integridade cuténea €
em pacientes no qual haja a contaminagfo na superficie da pele. O parasita penetra a pele pela
camada cOrnea, crescendo de maneira centrifuga, culminando em placa circular eritematosa
com papulas na borda e tendéncia a cura no centro™®.

A invasfo dos pélos por dermatdfitos € secundaria no homem. Inicia-se quando
um filamento miceliano, depositado na pele, alcanga o orificio folicular e penetra no pediculo
através de sua ag8o sobre a cuticula. Os elementos fingicos destacam a cuticula, penetram na
espessura do pélo avangando da superficie para a profundidade, em busca de uma nova fonte
de queratina. A progressdo dos fungos ao nivel do bulbo piloso, & medida que wai
metabolizando a queratina, forma uma linha de filamentos micelianos extremos denominada

de “franja de adamson™**"!

. O crescimento dicotdmico do dermatéfito promove movimentos
contrarios, da profundidade contra a superficie do pélo. O desconhecimento desta
caracteristica de crescimento fungico indefiniu, por muito tempo, o tratamento da doenca,
visto que, antes do advento da griseofulvina, o uso tépico de solugdes medicamentosas néo
era suficiente para esterilizar o pélo, com os filamentos micelianos profundamente refugiados

. . 7
10 interior do mesmo’.



Figural: Esquema exemplificando a invasfio do pélo pelo dermatéfito
(8idrim, J.J.C. e Rocha, M.F.G. Micologia Médica a Luz de Autores Contepordneos,1* edi¢fo. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 388 p., cap.i4, 2004)

Quanto ao tipo de invas@io pilosa, podemos classificar em favus, endotrix ou
ectotrix*">. O tipo favus caracteriza-se por inflamagfio, gotas de liquido seroso que, quando
dessecam, formam crostas amareladas ao redor do pélo, que sdo denominadas de esctitulas ou
godet, formadas por conglomerados de hifas. Costuma tomar todo o couro cabeludo,
poupando apenas a regifio da nuca ¢ fronte. Este tipo de parasitismo associa cadeias de
artroconidios, grupos pequenos de artroconidios e bolhas de ar dentro dos pélos. O nome
Favus vem do latim favo de mel por ser semelhante s bolhas de ar no interior do pélo®'. O
agente causador mais comum da Tinea favica ¢ o Trichophyton schoenleinii mas pode ser
causada também pelo 7' violaceum. Este tipo de Tinea capitis foi a primeira doenca fiingica
diagnosticada. O tipo de parasitismo endotrix € causado principalmente pelo 7. fonsurans,
onde ocasionalmente se pode observar o 7. rubrum como agente deste tipo de parasitismo.
Eles invadem o p€lo, substituindo a estrutura central por cadeias de artroconidios que, ao
emergir do foliculo piloso, teria sua haste quebrada. J& o parasitismo ectotrix €
freqlientemente causado pelo género Microsporum, que se caracteriza pela presenca de
pequenos artroconidios em volta do pélo (micréide ectotrix) ou cadeias de artroconidios
grandes, também externos (megaspOrico ectotrix) ou ainda numerosos artroconidios

aglomerados e externos (parasitismo microspérico)’.



Figura 2: Desenho sobre os diferentes tipos de parasitismo piloso

(Sidrim, J.J.C. e Rocha, M.F.G. Micologia Médica & Luz de Autores Conteporéneos,1* edigdo. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 388 p., cap.14, 2004)

1.6 Consideracdes sobre o 7. tonsurans

O Trichophyton tonsurans, como ja expresso € um importante agente de Tinea
capitis em criangas e adultos, desencadeando intimeras microepidemias em locais muito
populosos com creches e escolas e até pequenos surtos em pacientes hospitalizados em alas de
confinamento. Este fungo é antropofilico de distribuicdo mundial sendo prevalentes em paises
da América Latina*>*°. Tinea capitis por T. tonsurans é mais dificil de diagnosticar que as
microsporicas pois 0s pacientes apresentam na maioria das vezes sintomas leves quase que
imperceptiveis™. T, fonsurans tem baixo poder de infecgio na pele glabra e em unhas.

Estudos mostram que o baixo nivel socioecon6mico contribui para o aumento da
incidéncia de Tinea capitis causada por T. tonsurans sendo achado predominantemente em

>21 Este tipo pode ser transmitido entre pessoas, fios de cabelos infectados que

areas urbanas
tenham caido, fomites como escovas de cabelo, pentes, bonés e chapéus, roupas de cama, e
ficam vidveis por meses’®. A quantidade de 4cidos graxos saturados que sdo fungistaticos
aumenta na puberdade e isto seria a explicagdo pela raridade da doenga no adulto.
Ocasionalmente, observa-se em mulheres apés a menopausa, supostamente ao menor
contetido fungistatico do sebo por diminuicdo da secrecdo sebacea total’!. Fatores como
cabelos curtos e aplica¢do de Sleos tem sido associados com predisposi¢do. Outras possiveis
explicagBes seriam a disseminagdo de uma infecgo da pele glabra ou portadores
assintomaticos. Podemos observar acometimento nos adultos imunocomprometidos.

Os maiores problemas no controle da Tinea capitis por T. tonsurans é devido a

portadores assintomaticos de uma mesma familia e pelo fato do T. tonsurans se manter vidvel
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por muito tempo inclusive durante o tratamento™ . Fato este que pode ser ilustrado quando
observamos que mesmo apo’s um me de tratamento com griseofulvina oral ainda hé casos que

; e 9
se observa hifas no couro cabeludo™.
1.7 Manifestacdes clinicas

As Tineas capitis podem variar dentro de um espectro que consiste em portador
assintomatico, infec¢do nfio inflamat6ria crénica e infecgfio inflamatoria aguda. O aspecto
mais comum € a placa de tonsura, placas descamativas, muitas vezes eritematosas, alopécicas
com cotos pilosos rentes ao couro cabeludo. As lesdes do tipo “black dot” sdo placas com
cotos pilosos enegrecidos em razdo da quebra do pélo, por sua fragilidade, na sua emergéncia
a superficie’"*’. Pode-se chamar de microspérica quando a placa de tonsura é tinica, grande,
circular e bem delimitada ou tricofitica se as placas forem miltiplas, pequenas e mal
delimitadas. A Tinea favosa promove inicialmente uma foliculite, lesando o foliculo do pélo e
assim leva 4 perda definitiva do pé&lo®.

Algumas lesBes clinicas lembram dermatite seborreica, como a descamagéo e o
eritema. Cerca de 60% das Tineas acometidas por 7. tomsurans se manifestam desta
maneira®"*®, Leses inflamatorias agudas podem desenvolver pistulas, abcessos ou kerion
placas inflamatérias com pustulas e muitas vezes associadas com linfadenopatia cervical
dolorosa e eritema nodoso, impetigo-like 2%

Tinea tonsurante se caracteriza clinicamente como uma ou varias placas de
alopecia com pequenos fragmentos de pélos emergindos dos foliculos pilosos. Tinea
supurativa se caracteriza como uma placa eritematosa que acaba por culminar com edema,
rubor e secregdo purulenta, sinais clinicos que caracterizam o “kerion Celsius”, pouco
dolorosa, com ou sem linfadenopatia e febre®®. A tinea favica se caracteriza pela presenga de
escttulas e descamagio difusa por todo o couro cabeludo, podendo haver foliculite intensa
que pode levar a um processo cicatricial levando a uma alopecia definitiva.

Pacientes infectados por dermatéfitos podem apresentar lesdo clinica, como
papulas, placas ou vesiculas, freqiientemente nas mfos, que ndo se isolam fungos,
caracterizada por ser uma reacfo de hipersensibilidade & distincia de uma lesfo primdria
localizada em alguma regifio do corpo; nfo responde a antifiingicos e sim ao tratamento para
resolugfio da lesdo primaria e é chamada de “ide”. O tratamento nfo deve ser descontinuado e,

se necessario, pode-se usar corticoide topico para minimizar os sintomas”*'.



Tinea ndo inflamatéria € mais comum associado com M audoinii , M
Sferrugineum, T. tonsurans e M. canis. As tineas inflamatérias sfio associadas com fungos
geofilicos e zoofilicos com M. canis ou M. gypseum, T. verrucosum, T.schoeleinii. A Tinea
favica € descrita na presenga de fungos 7. schoeleinii.

‘Um estudo realizado no Children’s Mercy Hospital, no Kansas (EEUU) , sugeriu
que a atividade de algumas enzimas proteoliticas do 7. tonsurans teriam relagfo com o grau

de severidade da doenca; elas seriam potencialmente antigénicas.

Figura 3: Tonsura em crianga, do sexo masculino, com Tinea capitis

(Cox, N.H. & Lawrence, C.M., Diagnostic Problems in Dermatology, 1°Ed., p.9, 1998}

Figura 4: Descamacio ¢ tonsura em crianga com Tinea capitis

(Cox, N.H. & Lawrence, C.M., Diagnostic Problems in Dermatology, 1°Ed., p.9, 1998)
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Figura 5: Manifestaco clinica inflamatdria em crianga, sexo feminino, com Tinea capitis
(Kerion Celsius)

(Du Vivier, A. Atlas de Dermatologia Clinica, 2* Ed., p.13.10, 1997)

Figura 6: Black dot em paciente com Tinea capitis

(Fitzpatrick’s. Dermatology in General Medicine, 52 Ed., p.2643, 1999)



Figura 7: Reacfio de hipersensibilidade & distancia (ide) de paciente com Tinea capitis

(Tagliavini, R. Novo Atlas pratico de dermatologia ¢ venereologia, 3* Ed., p.185, 1995)

1.8 Diagnoéstico diferencial da Tinea capitis
1.8.1 Diagnéstico diferencial de Tineas ndo inflamatérias

Os diagnosticos diferenciais considerados frente a um caso de Tinea capitis
incluem dermatite seborreica, dermatite atopica, psoriase e pseudotinha®®. Na dermatite
seborreica, as escamas sfo oleosas, espessas, geralmente sem base eritematosa, e se localizam
na linha de implantagio do cabelo, canal auditivo externo, sulco nasogeniano, térax e dorso.
Na dermatite atopica, da infincia, observamos placas eritemato-descamativas e regides
malares, couro cabeludo, pescogo, punhos ¢ areas das fraldas. Na psoriase, as escamas em
geral sdo prateadas, brilhantes e a base ¢ intensamente eritematosa. Por ultimo, na
pseudotinha, as escamas s3o espessas, esbranquigadas e aderentes ao couro cabeludo.

| Quando a alopecia é mais pronunciada, doengas como alopecia areata (AA),
tricotilomania e sifilis secundiria devem ser pensadas. Na AA, ha placas ovais, lisas e
brilhantes, sem atrofia e, na borda, pélos com aspecto em “ponto de exclamagdo” Na
tricotilomania formam-se placas com pélos partidos de tamanhos diversos. Por fim, na Sifilis
secunddria, o aspecto de “alopecia em clareiras” caracterizado por vérias placas alopécicas

difusas pelo couro cabeludo.
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1.8.2 Diagnéstico diferencial de Tineas inflamatorias

A diferenciacdo € necessaria com foliculite decalvante e com Perifolliculitis
capitis abscedens et suffodiens que sdo doengas de origem bacteriana. Na foliculite decalvante
ha a formag@o de pustulas perifoliculares com crostas e areas de alopecia cicatricial, enquanto
na Perifolliculitis capitis abscedens et suffodiens, ha formagdo de abscessos recorrentes

intercomunicantes e evolui para alopecia cicatricial.

1.9 Identificacdo laboratorial do 7. tonsurans

O género Trichophyton é o mais freqiientemente isolado, podendo acometer tanto
a pele como os cabelos e unhas.O 7. fomsurans € um parasita antropofilico clinicamente
responsavel por lesGes tonsurantes no couro cabeludo.

Os procedimentos de rotina para a identificagdo do 7. fonsurans, bem como das
outras espécies de dermatofitos baseiam-se no exame de microscopia direta, exame
macroscopico das col6nias, na micromorfologia, velocidade e wvarias caracteristicas
fisiologicas como a producgio da enzima urease, teste da perfuragdo do pélo, crescimento em
4gar arroz e requerimentos de certas vitaminas, como a tiamina e algumas outras fontes de

carbono inorganico como o inositol®”'*'°,

Figura 8: Parasitismo endotrix & microscopia direta pelo T. tonsurans
Preparagfo com Hidroxido de Potéssio a 30%. 40x
(Du Vivier, A. Atlas de Dermatologia Clinica, 2* Ed., p.13.9, 1997)

As colonias de 7. tonsurans, quando inoculadas em &gar Sabouraud, iniciam seu

crescimento rapidamente, por volta do 3-5° dias da semeadura priméria e atingem a maturag&o



entre 12-16° dia. Em A4gar batata o 7. fonsurans tem seu crescimento estimulado pela

tiamina’’.
1.9.1 Macromorfolgia do 7. tonsurans

A macromorfologia do 7. tonsurans apresenta aspecto bastante heterogéneo, com
muitas variagbes, com textura que pode variar do algodonoso ao veludoso, podendo ainda
mostrar-se furfurdcea com o tempo. Quanto ao relevo, podem apresentar-se apiculadas,
crateriformes, ou até mesmo cerebriformes com algumas pregas radiais®.

Em relacfio a pigmentacio, as coldnias jovens apresentam pigmentos superficiais
suaves que vio se difundindo pelo meio e tornando-se mais intensos com o tempo. As cores

mais frequentemente encontradas variam de branco a creme. Em algumas cepas, ¢ possivel

encontrar um pigmento castanho intenso ou até mesmo o vermelho vivo caracteristicamente
29,30

produzido por cepas de T. rubrum

Figura 9: Achado macromorfologico do 7. tonsurans, verso e reverso da colbnia

(Foto gentilmente cedida pelo Prof. Sidrim, J.J.C.)
1.9.2 Micromorfologia do 7. tonsurans

A microscopia 6ptica observam-se numerosos microconidios formados
diretamente na hifa sempre em sentido contrario ¢ de aspecto grosseiro, alguns piriformes

outros globosos, dispostos em forma de acladium, clamidoconidios intercalares



principalmente em colonias mais velhas, hifas em raquetes, artroconidios e os macroconidios
que quando presentes, sdo de aspectos irregulares e pouco contribuem par identificac¢éo final.

A identificag@o laboratorial dos fungos ainda segue quase que exclusivamente a
andlise de suas caracteristicas fenotipicas exteriorizadas ap6s crescimento em meios de

cultura apropriados.

Figura 10: Achados micromorfolégicos do T.tonsurans

(Foto gentilmente cedida pelo Prof. Sidrim, J.J.C.)

1.10 Biologia molecular do 7. tonsurans:

Em geral, ndo se tem dificuldade em identificar os agentes causais das
dermatofitoses com base nos estudos morfologicos. Algumas espécies, porém, podem variar
ou se mostrar algumas vezes de maneira atipica promovendo, entdio, certa dificuldade de
identificagdo em alguns casos. Recentemente, com o advento das técnicas moleculares como a
PCR (Polymerase Chain Reaction) e seus posteriores avangos, ¢ possivel identificar e
diferenciar alguns dermatofitos a partir do estudo de seu DNA.

A técnica de PCR ¢ particularmente poderosa para estudos genéticos moleculares.
Essa técnica envolve trés etapas: desnaturagéo, anelamento e extensdo %,

Desnaturagfio: a fita dupla de DNA alvo ¢ desnaturada, através da elevagéo da
temperatura para 92 - 95° C.

Anelamento: nessa etapa a temperatura é reduzida rapidamente para 35 - 60° C,

dependendo essencialmente do tamanho e seqiiéncia do primer (pequenas moléculas de DNA

de fita simples utilizadas como iniciadores que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla



alvo da amplificac#o), utilizado, permitindo a hibridacio DNA — DNA de cada primer com as
seqliéncias complementares que flanqueiam a regido alvo.

Extensfo: elevagfio da temperatura até 72° C para que a enzima DNA polimerase
realize a extensdo a partir de cada terminal 37 dos primers. Essa extensfo envolve a adicio de
nucleotideos utilizando como molde a seqii€ncia alvo, de maneira que uma cépia desta
seqiiéncia € feita no processo. Este ciclo € repetido por algumas dezenas de vezes. Uma vez
que a quantidade de DNA da seqiiéncia alvo dobra cada ciclo, a amplificagfo segue uma
progressdo geométrica de maneira que, depois de 20 ciclos, € produzido mais de um mithdo
de vezes a quantidade inicial de seqiiéncia alvo®.

A tecnologia do PCR produz diversas classes de marcadores moleculares que
podem ser aplicados num estudo do DNA inteiro ou fragmentado, um destes métodos € o
RAPD (random amplified polymorfhic DNA), A técnica de marcadores moleculares RAPD
avangou a técnica PCR por utilizar primers mais curtos ¢ de seqiiéncia arbitraria para dirigir a
relagdo de amplificacfio, eliminando assim a necessidade de conhecimento prévio da
seqiiéncia. O RAPD ¢ interessante porque requer uma pequena quantidade de DNA, € rapido
¢ automatizado, sendo conveniente para estudos epidemiologicos™. Tem-se apresentado com
muita utilidade a realizar identificacfio de cepas atipicas, estudos de taxonomia e filogenéticos
e para subclassificar espécies™.

O uso de marcadores de RAPD tem-se mostrado 0til nos estudos de
microorganimos onde nfo se tem muita informagio genética. Os oligonucleotideos sdo
construidos em seqiiéncias aleatérias, revelando polimorfismo em toda a extensfo do genoma.
Tais polimorfismos sfo reconhecidos pela presenca de um fragmento amplificado em um dos
genomas em relagfo a auséncia, deste mesmo fragmento de outro.

A andlise com RAPD é, normalmente, realizada com DNAs celulares totais, isto
é, tanto o mitocondrial como o cromossomial. Estudos de hibridizagio com plantas e fungos
mostram que a maioria dos fragmentos originados do RAPD sdo cromossomiais, portanio o
RAPD ¢ considerado um marcador cromossomial™.

No caso de cepas de T. fomsurans nfo se tem dificuldade em reconhecé- las
através de seu estudo macro e micromorfolégico, associado a estudos de requerimentos
nutricionais, em centros especializados em Micologia, mas devido a sua grande variagéo
fenotipica pode-se aprofundar o estudo através da avaliagfo de seu genotipo. Em centros de

estudos ndo familiarizados com o T ifomsurans podem-se apresentar dificuldade em



distingui-lo do T. mentagrophytes, T. rubrum ou 1. megnii, principalmente quando sfo

isoladas cepas de expressio atipicas™.
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Figura 11: Perfil genético em RAPD dos T. tonsurans (2-15) e
T. mentagrophytes (17-25) com primer OPAQO-15
(Kim, J.A. er al. Identification and genetic homogeneity of Trichophyton tonsurans isolated from

several regions by random amplified polymorphic DNA. Myecopathologia., v.145, p.1-6, 1999.)

Diante do exposto coloca-se o seguinte questionamento se héd homologia de DNA
cromossomial entre as cepas de 7. tonsurans, isoladas dos pacientes com 7Tinea capitis neste

ensaio, e entre as cepas classicas descritas na literatura?

1.11 Objetivo geral

Correlacionar o perfil genético ao fenotipo ¢ o das cepas de 7. ronsurans isoladas

de pacientes portadores de Tinea capitis.

1.12 Objetivos Especificos

e Avaliar a freqiiéncia da Tinea capitis por T. tonsurans na populagfo estudada
evidenciando aspectos epidemiologicos.
e Avaliar o quadro clinico de Tinea capitis por T. tonsurans.

e Estudar as caracteristicas fenotipicas das cepas de 1. fonsurans



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tipo de estudo

Estudo descritivo de corte transversal no periodo de agosto de 2002 a abril de
2003. Aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa e do Complexo Hospitalar da
Universidade Federal do Ceara- COMEPE, no dia 29 de agosto de 2002, Of. ntimero: 221/02
e protocolo numero: 168/02. (ANEXO I)

2.2 Populaciio estudada

No periodo de agosto de 2002 a abril de 2003, foram atendidos 76 pacientes com
suspeita clinica de Tinea capitis, envolvendo couro cabeludo e pélos, no ambulatério de
Micologia do Servico de Dermatologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
(Universidade Federal do Ceard). Os pacientes com suspeita de Tinea capitis eram
encaminhados as segundas-feiras para realizar o preenchimento da ficha e coleta do material.
A busca por pacientes portadores de Tinea capitis foi conduzida até a obtencio de pelo

menos 20 cepas de 7. fonsurans.

2.3 Critérios de inclusio

O estudo obedeceu aos seguintes critérios de inclusio:
1 ‘pacientes com Tinea capitis tipo tonsurante tricofitica, microspérica, supurativa ou
favica;
2 Tinea capitis causada por dermatéfito confirmados no exame micolégico direto e
cultura para fungos. A cultura deveria ser positiva;
pacientes que, com excegiio desta doenga, sejam saudédveis e tratados em ambulatorio;
4 voluntarios de ambos 0s sexos; e

idade entre 0 e 60 anos.



2.4 Critérios de exclusio

O ensaio obedeceu aos critérios de exclusfio a seguir expressos:

1 pacientes que receberam tratamento sistémico ou drogas que possam interferir no

estudo durante os trinta dias.

uso de medicacdio antifiingica topica nas Gltimas duas semanas antes da incluso.
voluntarios com doengas sistémicas que cursam com imunossupressio.
voluntarios com outras patologias do couro cabeludo associadas.

violago do protocolo.

desejo manifesto do paciente para se retirar do estudo.

~N O W B W N

gestantes.
2.5 Adesfio ao protocolo

Os pacientes foram submetidos a um protocolo de investigagdio apds
consentimento informado (ANEXO II). Os pacientes com alteracdes clinicas sugestivas
foram examinados e encaminhados a coleta de material de les@io no couro cabeludo. Os
pacientes eram convidados a retornar no prazo de um més para receber o resultado da
microscopia direta e cultura; se positivo recebiam o tratamento com Griseofulvina (250mg/dia
para as criangas com peso menor de 30kg e 500mg/dia para criangas com peso maior que

30kg e adultos) para 45 dias.
2.6 Colheita do material

A coleta se dava através de raspagem do couro cabeludo na zona de tonsura ou
descamacio, com uma ldmina de microscopia recém-quebrada ao meio, e retirada de alguns
fios de cabelos tonsurados e/ou clinicamente anormais com uma pinga estéril. Apos a colheita
do material, eram preenchidas fichas epidemiologicas onde constavam informagdes sobre as
caracteristicas gerais das lesdes (formato, niimero, presenca de tonsuras, descamagio,

presenca de “ide”, linfadenopatia, contato com animais, historia familiar) (ANEXO III).
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2.7 Procedimentos laboratoriais classicos (ANEXO 1V)

As amostras foram submetidas a microscopia direta, colocando-as em
lamina-laminula na presenca de agente clarificador KOH (hidroxido de potassio) a 40%,
aguardado um tempo para que as substancias clarificantes exercessem sua funco e analisadas
ao microscopio Optico com a objetiva de 40X.

O exame foi considerado positivo quando eram visualizadas estruturas fingicas,
tais como hifas artroconidiadas ou nfo e artroconidios; foram classificadas as amostras quanto
ao tipo de parasitismo: endotrix ou ectotrix.

Junto ao exame direto, realizou-se cultura através de semeadura de uma aliquota
do material em agar Sabouraud simples, agar Sabouraud com cloranfenicol (para diminuir o
crescimento de bactérias contaminantes) e agar Sabouraud com cloranfenicol e cicloeximida
(para inibir bactérias e fungos oportunistas). Os tubos foram incubados a temperatura
ambiente, por um perfodo de até 20 dias, com observagdes didrias a partir do 5° dia, até que se
detectassem o crescimento ¢ a maturagio das amostras. A partir do desenvolvimento visual da
coldnia, retirava-se um pequeno fragmento, geralmente da parte central, das mesmas para
andalise das estruturas micromorfologicas de frutificacio e ornamentacéio e, quando o agente

identificado correspondia ao Trichophyton tonsurans, as cepas eram estocadas.
2.7.1 Estudo macromorfologico das colénias de 7. fonsurans

As cepas estocadas foram repicadas nos seguintes meios de cultura: 4gar
Sabouraud simples, agar Sabouraud com cloranfenicol e agar Sabouraud com cloranfenicol e
cicloeximida.

A semeadura foi feita através da técnica de inoculagfio de pedagos da colénia
obtida no 4gar Sabouraud em trés pontos eqiiidistantes da superficie. Os tubos foram
incubados a temperatura ambiente por 20 dias, sendo realizadas observacBes diarias a partir

do 5° dia de incubagfo e perdurando até 20° dia.
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2.7.2 Estudo micromorfolégico das coldnias de 7. tonsurans

Nessa etapa pesquisou-se a presenca das estruturas de frutificacio (macro e
microconidios) e ornamentacdo {(gavinhas, orgio nodular, hifa pectinada) e de resisténcia
(clamidoconidio).

Para tanto, fragmentos das coldnias desenvolvidas em agar Sabouraud simples,
agar Sabouraud com cloranfenicol e 4gar Sabouraud com cloranfenicol e cicloeximida nos
tempo de crescimento equivalente ao 5°, 6°, 7°, 8°, 9°, 10°, 11°, 12°, 13°, 14°, 15° ¢ 20° dias de
incubacfo foram analisados.

Este estudo foi feito através da montagem de pequenos fragmentos das colonias,
adicionada lou 2 gotas do corante lactofenol azul-algoddo, em ldminas de microscopia. Essas
preparagGes foram levadas ao microscopio Optico e examinadas em aumento de 400x.

Realizou-se ainda o microcultivo que proporciona o estudo detalhado das
diferentes estruturas flingicas, bem como a disposicfo ao longo da hifa. A cultura em [4mina
era montada mediante o corte, com bisturi, de blocos de Smm x Smm de agar batata; estes
blocos eram transferidos para ldminas de microscopia estéreis. Inoculava-se um pequeno
fragmento de cultura aos quatros lados do bloco, cobria-se com uma laminula esiéril e
incubava-se em uma cAmara Gmida estéril por um periodo de 15 a 20 dias a temperatura
ambiente. Apés este periodo, removia-se a laminula com o micélio aderido do bloco de agar,
colocava-se um gota de lactofenol azul-algodfo e uma laminula cobrindo o material; levava-
se ao microscopio para leitura e analise das estrutras ao longo da hifa. Esta andlise era feita de
maneira duplo-cega, oportunidade em que os observadores descreviam o niamero absoluto de
micro, macro e clamidoconidios em cada campo. Determinou-se que deveria ser dois ou trés
campos por lado dos quadrados do bloco de agar batata, totalizando 10 campos, observados
no aumento de 40x. Calculava-se a média do mimero de estruturas ¢ classificava-se dentro de
intervalos prédeterminados. Quanto aos microconidios estes intervalos eram: < 10, 10-20,

20-50 e >50. Os macroconidios e clamidoconidios eram divididos em < 5, 5-10, 10-20 e >20.
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2.7.3 Estudos das habilidades biolégicas e a¢fo enzimdtica das Cepas de 7. tonsurans

® Prova da uréase

A prova da uréase ¢ utilizada na identificacfio dos dermatofitos, sendo
particularmente til na diferenciagio do 7. mentagrophytes das demais espécies de
Trichophyton. Este teste baseia-se na capacidade de algumas espécies de dermatofitos em
produzir a enzima uréase, a qual hidrolisa a uréia, liberando amdnia e alcalinizando o meio,
promovendo a mudanga de coloragfio do meio de amarelo para rosa-escuro.

Um pequeno fragmento da colénia de 7. tonsurans foi inoculado em agar uréia de
Christensen’s e incubado a temperatura ambiente por cinco dias com observagSes diarias. O
teste foi considerado positivo quando ocorreu a modificacdio da coloragdio do meio, com a
viragem da cor inicial de amarelo para rosa. Nos tubos em que a coloragfo permaneceu
amarela, a reagfo foi considerada negativa. A leitura devera ser realizada até sete dias, uma
vez que ao longo prazo, com o esgotamento do substrato ao meio, os dermatéfitos morrem,
liberando substéincias alcalinas ao meio o induzindo & viragem da coloragdo do melio,

inutilizando o teste.

e  Prova da perfuracio do pélo in vitro

Este teste permite diferenciar o 7. mentagrophytes, que apresenta oOrgio
perfuradores tipicos, de outras espécies de Trichophyton.

Para o teste da perfuragio do pélo in vitro, foi utilizada a seguinte metodologia:
numa placa de Petri, de 70 mm de didmetro, contendo o meio de cultura dgua gelosada, foram
inoculados, de maneira eqitidistante, pequenos fragmentos das colonias a serem analisadas e
sobre estas féz-se o deposito de alguns fios de cabelo de uma crianca loura pré-plbere,
previamente esterilizados (este tipo de fio de cabelo foi utilizado por ser mais facil visualizar
as perfuragdes).

As placas foram incubadas 4 temperatura ambiente por um periodo de até 40 dias,
sendo que, a cada sete dias, retiravam-se alguns fios, sobre 0s quais o crescimento de coldnias
fungicas podia ser detectado a olho nu. Esses fios de cabelo eram colocados sobre uma ldmina

de microscopia com duas gotas do corante lactofenol azul-algoddo. A preparaglo era entdo
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levada ao microscédpio Optico para a vizualizagio de perfuragdes radiais no pélo em

decorréncia da acio de orgéos perfuradores.

® Prova de requerimentos nutricionais

Estas provas sfo de grande valia na identificagdo das diferentes espécies de
Trichophyton, pois possuem caracteristicas de macro e micromorfologia, mas, na grande
maioria das vezes, fundamentadas apenas nas diferentes exigéncias nutricionais.

A pesquisa das necessidades nutricionais de nossas cepas de 7. fonsurans foi feita
através da inoculagfio dessas cepas em uma bateria de meios de culturas suplementados de
histidina, tiamina, 4cido nicotinico, inusitol, nitrato de amnia e caseina. HEsses meios sdo
conhecidos como Agar Ty, Ty, Ts, Ty, Ts, Ts ¢ T7 na dependéncia dos componentes
encontrados (a composigfo desses meios encontra-se descrita no apéndice).

Depois da suspensdo pronta, esta era agitada num agitador eletrbnico por 30
segundos e 100ul dela eram transferidos para os tubos de ensaio contendo os dgar Ty, T, T,
Ts, Ts, Ts € T7, 0s quais eram incubados por 14 dias em temperatura ambiente.

A leitura dos tubos foi feita através da quantificacfio subjetiva e comparativa do
crescimento flingico em cada tubo de ensaio contendo os diferentes requerimentos
nutricionais (um tubo com 4gar Sabouraud simples foi incorporado a bateria para servir de
controle positivo, pois nfo contém nenhum suplemento vitaminico). Os valores eram

comparados a tabela de valores adaptada de Larone, 1995.

Tabela: Provas nutricionais para diferenciagio das espécies de Trichophyton. Adaptado de Larone (1995)

Dermat6fito dgar 1  Agar2 Agar3 Agar4 Agar5 Agar6  dgar 7
7. mentagrophytes  +3 - - +3 +3 +3 +2

T rubrum +3 - - +3 - +3 +3

T tonsurans ~ou+l - - +3 - +/- +/-

T terrestre +3 - - +3 - +2 +9

1. megninii - - - - - 0 +3

T. scoenleinii +3 +3 +3 +3 - - -

T. violaceum -out+l - - +3 - - -

1. equinum 0 - - - +3 - -
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2.8 Extracio do DNA

O protocolo utilizado foi o descrito Foster, G.D. e Twell, D., 1996. Foram

selecionadas 20 cepas de 7. fonsurans que foram estocadas em agar batata na Micoteca do

centro Especializado em Micologia Médica.

1°dia

Selecionadas as cepas retirou-se a amostra do meio de cultura da colonia que era
colocada em meio BHI (brain, heart infusion) e posta em um shaker em

100rpi/min por aproximadamente 5 dias.

2°dia

@

]

Extraiu-se o fungo do BHI, lavando com 4dgua destilada estéril por trés vezes.

Pré aqueceu-se o tampéo de extragfio a 60° em banho-maria

Foi adicionado 2-Mercaptoetanol ao tampio CTAB para concentragfio final de
0,2%.

Adicionou-se suavemente o tecido pulverizado ao tamp#o de extragio CTAB,
usando tubo tipo Falcon de 15ml. Somou-se ao material, misturando gentilmente e
homogeneizando repetidamente invertendo o tubo. Isto previne a formacdo de
grumos de tecidos ndo digeridos.

Incubou-se o tubo em banho-maria com agitacio orbital a 60° C overnight.

3° dia

@

Adicionou-se volume igual de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Misturamos
invertendo o tubo varias vezes.

Centrifugou-se a 2000-2500 rpm por 15 minutos a T A.

Transferiu-se a fase aquosa para outro tubo devidamente marcado (usando

ponteiras de ponta larga).

Nota: se a fase aquosa nfio estivesse clara, a extragfo cloroformica deveria ser repetida
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O DNA foi precipitado, através da adig¢fio de 2/3 volume de isopropanol 100% a
fase aquosa, misturando por inversdio, deixando o complexo acido nucléico-CTAB

precipitar overnight para aumentar o rendimento de DNA.

4° dia

L]

Centrifugou-se a 2000 rpm a temperatura ambiente por Sminutos. Descartou-se o
sobrenadante por inversdo, removendo o restante com uma pipeta.

Foi ressuspendido o pellet em um minimo de volume (usualmente Zml ¢
suficiente) de NaCl 1M

Adicionou-se 2,5 volume de etanol 100% gelado, misturando por inversio.
Centrifugou-se a 2000rpm por 5 minutos a TA

Lavou-se o pellet com etanol 70%, centrifugou-se por 5 minutos para recuperar O
pellet.

Removeu-se o sobrenadante e esperou-se que o pellet secasse, mas ndo muito.
Ressuspendeu-se o pellet em agua estéril (em quantidades pequenas deve se
adicionar 100ul)

Estimou-se a concentragfo, determinando a absorbancia a 260nm e analisou-
seuma aliquota em eletroforese em gel de agarose.

Eram entfo armazenadas em eppendofs, devidamente marcados.

Obs: tampdo de extragho 2% CTAB(m/v) (tampo de brometo de hexadeciltrimetilamonio),

1.4 M de NaCl, 20mM EDTA, 100mMTris-HC! pH 8,0, 0,2% 2-mercaptoetanol €

adicionado ao tamp#o autoclavado logo antes do uso.

Todos os meios de cultura, corantes e solugdes usados nessa pesquisa encontram-se

descrito no anexo deste trabalho.

2.9 RAPD (random aplified polimorphic DNA)

Apbés extragiio do DNA das 20 cepas de 7. tonsurans previamente selecionadas,

estes foram, entdo, submetidos a amplificagiio e andlise através do random amplified

polimorphic DNA (RAPD).
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A analise do RAPD foi realizada com o volume final total de 100pl, contendo 5pl
de DNA gendOmico (50ng), 8ul de ANTP (2.5mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,5ul de
50U/ pl de Taq polymerase (Invitrogen BRA-RS), 10 ul de tampfio de PCR 10x, 2,5 pl de
20pM de primer and 74 pl de agua destilada. Foi utilizado o primer OPAO-15 (5°-
GAAGGCTCCC-37, Invitrogen-BRASIL). A reagfo foi executada no aparelho PCR System
9700 (Perkin Elmer-USA) de acordo com o seguinte protocolo: a amplificagfio foi iniciada a
94°C, por 2 minutos para a desnaturacio inicial, seguida por 40 ciclos de 1 minuto, a 94°C
(desnaturacfo seguinte), 1 minuto a 34°C (anelamento) e 2 minutos a 72°C (extens#io), mais
uma etapa, de 10 minutos, a 72°C para a completa extensio pela taq polimerase de todas as
cadeias complementares. Apo6s amplificados, foram visualizados em géis de poliacrilamida

corados pela prata.
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3 RESULTADOS

3.1 Populacio estudada

Foram avaliados 76 pacientes, no periodo de oito meses, com suspeita clinica de
Tinea capitis, sendo coletada de cada paciente apenas uma amostra de escama do couro
cabeludo. Os resultados, mostrados na Tabela 1, revelam que, das 40 (52,63%) amostras que

apresentaram culturas positivas, 32 (42,11%) tiveram microscopia direta positiva .

Tabela 1: Avaliacdo de positividade das microscopias direta com KOH e culturas das
amostras de couro cabeludo

Cultura Cultura
Total
positiva Negativa
Microscopia com KOH (+) 32 (42,11%) 2 (2,63%) 34 (44,74%)
Microscopia com KOH (-) 8 (10,53%) 34 (44,74%) 42 (55,26%)
Total 40(52,63%) 36(47,37%) 76 (100%)

Analisando o valor da microscopia direta frente a cultura, calculou-se sua
sensibilidade, que foi 80%, enquanto a especificidade foi de 94%. O valor preditivo positivo
foi de 94% e o valor preditivo negativo foi de 80%. A razfo de verossimilhanca do teste
positivo é de 16, isto €, ¢ dezesseis vezes mais provavel encontrar microscopia direta positiva

em um paciente com Tinea capitis quando comparado ao ndo doente.
3.2 Dados epidemiologicos gerais e clinicos de pacientes com suspeita de Tinea capitis
3.2.1 Pacientes com suspeita de finea capitis quanto ao sexo

Dos 76 pacientes com suspeita de Tinea capitis, 46 (60,52%), eram do sexo

feminino e nos pacientes com cultura positiva o sexo feminino representou 34,21% (Tabela

2).
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Tabela 2: Distribuicio dos pacientes com suspeita de Tinea capitis quanto ao sexo

sexo Cultura positiva Cultura negativa Total
Masculino 14 18,42% 16 21,05% 30 39,47%
Feminino 26 34,21% 20 26,31% 46 60,52%
Total 40 52,63% 36 47,36% 76 160%

3.2.2 Pacientes com suspeita de Tinea capitis quanto a idade

A faixa etaria que procurou mais auxilio médico foi a de 6-10 anos com 33

(43,42%) pacientes. Dos pacientes com culfura positiva, entretanto, observou-se que a maior

incidéncia (17 (22,36%)) est4 no intervalo de 0 a 5 anos (Tabela 3) .

Tabela 3: Distribuicfio, por faixa etdria, dos pacientes com suspeita clinica e diagndstico

confirmado de Tinea capitis.

Cultura Cultura
Faixa etaria Total
positiva negativa
0-5 anos 17 22.36% 10,52% 25 32,89%
6-10 anos 14 18,42% 19 25% 33 43,42%
11-15 anos 6 7,89% 6,57% 11 14,47%
Maior 15 anes| 3 3,94% 5,26% 7 9,21%
Total 40 52,63% 36 47.36% 76 100%

3.2.3 Fatores predisponentes dos pacientes com suspeita de Tinea capitis.

Observou-se que, dos 76 pacientes, 25 (32,89%) com cultura positiva para Tineda

capitis relataram historia familiar de dermatofitose e 30 (39,47%) tiveram contato com outras

criancas em escolas ou creches. Apenas 22(28,94%) dos pacientes com cultura positiva para

dermat6fito apresentaram contato com animais (Tabela 4).



Tabela 4: Fatores predisponentes entre os pacientes com suspeita de Tinea capitis.

Fatores Cultura Cultura

Total
Predisponentes positiva negativa
Contato com animais 22 28,94% 22 28,94% 44 57,89%
Contato com plantas/solo 7 9.21% 18 23,68% 25 32.89%
Creche/escola 30 39,47% 14 18,42% 44 57.89%
Historia Familiar Positiva 25 32,89% 16 21,05% 41 53,94%

3.2.4 Manifestagdes clinicas dos pacientes com suspeita de Tinea capitis
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A descamacio 34 (44,73%), o eritema 16 (21,05%) e a tonsura 24 (31,57%) foram

as principais manifestagdes clinicas presentes em pacientes com suspei¢dio e diagnéstico

laboratorial de Tinea capitis.

Por outro lado, pode-se observar, que dos 66 (86,64%) pacientes que

apresentaram descamagdo, 32 (42,10%) tiveram cultura negativa, aproximando-se este valor

ao dos pacientes com cultura positiva.

A tonsura com black dot, apesar de ter sido observado em apenas 6 (7,89%)

pacientes mostrou-se como uma manifestagio especifica dos pacientes com Tinea capitis,

visto que nfo foi observado esse achado clinico em nenhum paciente com cultura negativa.

(Tabela 5)

Tabela 5: Manifestacdes clinicas dos pacientes com suspeita de Tinea capitis

Manifestaches Cultura Cultura
Total

clinicas positiva negativa

Descamacgio 34 44,73% 32 42,10% 66 86,64%
Eritema 16 21,05% 20 26,31% 36 47,36%
Tonsura 24 31,57% 1 14,47% 35  46,05%
Black dot 6 7,89% 0 0% 6 7,89%
Abscesso 2 2,63% 3 3,94% 5 6,57%
Plstula 1 1,31% 7 9,21% 8 10,52%
Crosta 3 3,94% 4 5,26% 7 9,21%
Linfadenopatia 9 11,84% 11 14,47% 20 26,31%
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3.3 KEspécies isoladas

Das 76 amostras analisadas, foram isoladas 35 Trichophyton tonsurans (15 a

mais que o previsto), quatro Microsporum canis, e um Trichophyton mentagrophytes
(Grafico 1).

Grafico 1: Espécies isoladas

35

O7T. fonsurans
M. canis
O 7. mentagrophytes

3.4 Dados epidemiologicos e clinicos de pacientes com cultura positiva para T.

tonsurans

3.4.1 Distribui¢édo quanto ao sexo

Foram observados 23(65,7% ) pacientes do sexo feminino e 12 (34,3%) do sexo

masculino entre os doentes com cultura positiva para 7. fonsurans (Grafico 2) .

Grifico 2: Distribui¢io quanto ao sexo de paciente com T. fonsurans

12
34,3%
23
65,7% Omasculino

O feminino




51

3.4.2 Faixa etdria de pacientes com Tinea capifis por 1. tonsurans

Os intervalos de idade em que se observou maior incidéncia de Tinea capitis por T. tonsurans
foramo de 0 -5 anos com 14 (40%) pacientes € o de 6 - 10 anos com 12 (34,28%) pacientes
perfazendo o somatorio das duas faixas de 74,28% dos pacientes com com Tinea capitis por

1. tonsurans. (Tabela 6)

Tabela 6: Distribuicfio, por faixa etaria, de pacientes com Tinea capitis por 1. fonsurans.

. Paci ' ine it r
Intervalo de idade acientes com Tinea capitis po

7. tonsurans

0-5 anos 14 40%
6-10 anos 12 34.28%
11-15 anes 6 17,14%
Maior 15 anos 3 8,58%
Total 35 100%

3.4.3 Fatores predisponentes de Tinea capitis por T. tonsurans

Dos 35 pacientes, 26 (74,28%) relataram contato com outras criangas em escolas
ou creches como atividade didria, entretanto, este contato nfo necessariamenie era com
criancas infectadas. Historia familiar de dermatofitoses foi relatada por 22(62,8%) pacientes.
Paradoxalmente, foi relatado por 17(48,5%) pacientes contato com animais de estimagdo

(Tabela 7).
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Tabela 7: Fatores predisponentes de Tinea capitis por T. tonsurans

. Pacientes com Tinea capitis por T.
Fatores predisponentes
tonsurans
Contato com animais 17 48.5%
Contato com plantas/solo 7 20%
Creches/escolas 26 74,28%
Historia familiar positiva 22 62,8%

3.4.4 ManifestacSes clinicas dos pacientes com 7. capitis por T. tonsurans

A descamagdo foi a manifestacio mais freqliente, sendo observada em 30

(87,71%) pacientes; ja a tonsura foi observada em 20 (57,1%) pacientes. Em contrapartida,

achados clinicos relacionados a resposta inflamatéria intensa nfio apresentam uma grande

incidéncia. Assim, foram observados pustulas em apenas 1 (2,9%) paciente, crostas em 5

(14,3%) e infartamento ganglionar em 7 (20%) (Tabela 8).

Tabela 8: Manifestagtes clinicas dos pacientes com 7. capitis por T. fonsurans

Manifestacdes clinicas

Pacientes com 7. fonsurans

Descamacéo
Eritema
Tonsuras
Black dot
Pustulas
Crostas

Abcesso

30 (85,7%)
13 (37,1%)

20 (57,1)
6 (17,14%)
1 (2,9%)
5 (14,3%)
0 0%

Linfonodos infartado

7 (20%)




3.4.4.1 Caracteristicas das tonsuras por 7. tonsurans
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Foi observado que as lesdes com tonsuras eram em sua maioria tinicas (8 (40%))

com dimensfo entre 1-3 cm (12 (60%)) e localizadas na regifio parietal (10 (50%)) (Tabela 9).

Tabela 9: Caracteristicas das tonsuras dos pacientes com 7inea capitis por 1. tonsurans

Niamero de tonsuras

Tamanho das tonsuras

Localizacfio das tonsuras

Unica 8 I-3cm 12 Regido frontal 4
I a3 placas 5 3-5cm 3 Regifio parietal 10
3 a 8 placas 2 Maior Sem 0 Regifo occipital 0
Mais 5 placas 4 Total 20 Difusa 6
Total 20 Total 20

3.5 Achados laboratoriais dos pacientes com 7. fonsurans

Foram avaliados achados macromorfolégicos da cultura do 7. tonsurans, tais como

relevo, textura, coloragio do verso, coloragdo do reverso. Em adi¢fio, a micromorfologia

também foi analisada, visando detectar a presenga ¢ quantidade de estruturas de frutificagéo e

ornamentacdo e, por iltimo, foram avaliadas as necessidades nutricionais, habilidades

enzimaticas e biolégicas destas culturas.

3.5.1 Aspectos macromorfoldgicos das coldnias de T. tonsurans

As culturas positivas para 7. tonsurans apresentaram-se com predomindncia dos

aspectos macromorfolégicos, relevo apiculado 23 (82%), textura arenosa 10 (35,7%) ou com

variacdes de glabrosas 10 (35,7%), coloragfio do verso bege/creme 17 (60,7%) e coloragio do

reverso castanho-escuro 25 (89,2%) (Tabela 10).



Tabela 10: Aspectos macromorfologicos das colénias de 7. tonsurans

Macromorfologia Cepas de T. tonsurans
Relevo Apiculado 23(82,14%)
Crateriforme 0 (0%)
Rugoso 3(10,71%)
Cerebriforme 2(7,14%)
Total 28(100%)
Textura Glabrosa 4(14,29%)
Algodonosa 0(0%)
Periferia glabrosa 6(21,42%)
Furfuracea 2(7,14%)
Arenosa 10(35,71%)
Veludosa 6(21,43%)
Total 28(100%)
Coloragio do verso Castanho claro T(25%)
Bege/creme 17(60,71%)
Amarelo 3(10,71%)
Cobre 1(3,57%)
Total 28(100%)
Coloracfio do reverso Castanho escuro 25(89,29%)
Amarelo 3(10,71%)
Total 28(100%)
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3.5.2 Aspectos micromorfologicos das colonias de 7. tonsurans

Nas variaveis da micromorfologia das colonias de T. tonsurans, foram avaliadas a
quantificacfio da média de clamidoconidios/campo em 10 campos e a quantidade de macro ¢
microconidios. Quase toda totalidade das amostras evidenciou de 1 a 10 clamidoconidios por
campo 27(96,4%). Quanto aos microconidios, 18 (64,2%) amostras apresentaram estas
estruturas numa média de 10 -50 unidades por campo; em contrapartida, ndo se observou a

presenca de macroconidios. (Tabela 11)



Tabela 11: Aspectos e quantificacio micromorfélogica das colonias de 7. tonsurans

Micromorfologia Cepas de 7. tonsurans
Clamidoconidios 1-5 unidades 14 (50%)
5-10 unidades 13(46,43%)
> 10 unidades 1(3,57%)
Total 28(100%)
Microconidios 5-10 unidades 2(7,14%)
10-50 unidades 18(64,29%)
>50 unidades 8(28,57%)
Total 28(100%)
Macroconidios 0 unidades 28 (100%)

3.5.3 Acfio ezimatica habilidades biologicas e requerimentos nutricionais

Na prova da uréase, 18 (64%) amostras produziram a enzima uréase; em
contrapartida nfo foi observada a perfuragdo de pélo em nenhuma amostra.

As provas de requerimento nutricional sdo de grande valor na identificacfio das
diferentes espécies de dermatéfitos. No estudo, observou-se que cerca de 18 (64%) cepas
cresceram muito bem em T3 (rico em inositol e tiamina) e 17 (60,7%) cepas cresceram bem

T4 (rico em tiamina) (Tabela 12 a e b).

Tabela 12 a ¢ b: Habilidades biologicas, aciio enzimatica e requerimentos nutricionais

) 0 0%

Perfuraciio do pélo
() 28 100%

Uréase (+) 18 64%
Atividade enzimatica

Uréase (-) 10 36%




b)
Meios de cultura 0 +1 +2 +3 +4 Total
T1 5 g 5 4 6 28
T2(inositol) 2 4 6 5 11 28
T3(inositol ¢ tiamina) 2 2 2 4 18 28
T4(tiamina) 3 1 4 3 17 28
TS(ac. nicotinico) 12 3 4 6 3 28
“To(dextrose) 23 3 0 1 1 28
T7(histidina) 25 0 1 1 1 28

Legenda: 0: sem crescimento; 1:muito pouco crescimento; +2: pouco cresci-
mento; +3: crescimento regular; +4: bom crescimento; 5: 6timo

crescimento.

3.6 Extracdo do DNA e anilise do RAPD com o primer OPAO-15

Das 35 amostras de T. tonsurans isoladas foram extraidos DNA de apenas 20
amostras das quais somente 17 tiveram seu material genético isolado adequadamente. Apds a
extragdo do DNA de dezessete cepas de 7. fonsurans, estas foram analisadas com o objetivo
de correlacionar o gendtipo as caracteristicas epidemiologicas clinicas e fenotipicas das
amostras isoladas e avaliar a homogeneidade das cepas entre si e com as descritas na
literatura, ditas classicas.

As cepas foram codificadas de acordo com os niimeros seguintes: 01,12, 017, 023,
025, 026, 295, 2.296, 297, 300, 301, 302, 304, 306, 307, 309, 310 311.

Obteve-se  trés padrSes genéticos diferentes entre as cepas de 7. fonsurans.

(grafico 3)

Grafico 3: Distribuic@io das cepas de 7. fonsurans quanto ao perfil genético em RAPD

24% &%

O Perfil A
g Perfil B
OPerfii C

70%



57

O primeiro padrfio, chamado de perfil genético A, representado pela cepa de
c6digo 295, onde verificou-se a producdo de bandas que migraram 4 0.1, 0.2, 0.6 kbp ¢ outras
acima de 0.7 kbp. O segundo padréo, perfil genético B, € o representado por 15 cepas: 300,
301, 302, 304, 309, 311, 01.012, 025, 297, 307, 306, 2.296, com producio de bandas de 0.1,
0.6 e 1.5 kbp e algumas bandas acima de 2.0 kbp. O terceiro padrfio, perfil genético C,
aparece nas colunas 15, 16, 17 e 19. Ha bandas posicionadas em 0.1 kbp, bandas entre 0.2 ¢
0.6 kbp e producfo de duas bandas acima de 1.5 kbp.

Em relac8o as manifesta¢Ges clinicas, o perfil genético A € representado por uma
cepa em que o paciente apresentava descamacdo, eritema e tonsura. No perfil genético B, das
12 cepas, 83% (10) dos pacientes apresentavam descamagdo, 10 pacientes (83%) tonsuras,
41% (5) apresentavam eritema, 16% (2) pacientes apresentavam tonsura com black dot.
Quanto ao perfil genético C, 100% das cepas (4) representavam pacientes com descamacio ¢
s6 um doente com tonsura.

Do ponto de vista laboratorial, 75% (9) cepas do perfil genético B apresentaram
teste da uréia positivo e 100% (12 cepas ) cresceram bem em meio rico em tiamina (dgar T3
ou agar T4). Quanto ao relevo da coldnia, na macromorfologia, 11 cepas (91%) apresentaram
o tipo apiculado. A textura apresentou uma grande variacdo entre as cepas que representam o

perfil genético B
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4 DISCUSSAO

Tinea capitis ¢ uma das dermatofitoses mais freqliente nos seres humanos,
correspondendo a cerca de 10% a sua prevaléncia, podendo variar com a regifio. Sabe-se
também que a distribuicdo geografica dos dermatéfitos pode variar segundo sua adaptacio ao
meio ambiente, com migracdo humana, convivio com animais domésticos, aspectos
socioecondmicos, sexo, idade e imunidade'>*'.

Observou-se, com o estudo, que a flora dermatofitica de um lugar obedece uma
ciclicidade de tempo. Algumas espécies sdo as mais prevalentes em um local por um
determinado tempo, passando por um declinio, sendo entfdo mais dificil isola-las em outro
momento, mas podendo tempos mais tarde restabelecer sua antiga incidéncia'’.

Neste trabalho, dos casos suspeitos de Tinea capitis (76 pacientes) , confirmou-se
o diagnostico através da cultura positiva em 40 pacientes (60,52%).Todas as amostras dos
pacientes foram, entfo, submetidos a microscopia e a cultura, independentemente do resuitado
da microscopia direta. Em um estudo em S#o Paulo foram realizados exames de microscopia
direta em 353 com clinica de Tinea capitis, entretanto a cultura foi realizada em apenas 164
pacientes que apresentaram microscopia direta positiva '’. Neste ensaio foram observadas alta
sensibilidade (80%) e alta especificidade (94%) da microscopia direta, o que a situa em
posicdo de destaque, j4 que € mais rapida e barata do que a cultura considerada padrfo-ouro.
Este estudo mostrou que 80% (32 pacientes) das culturas positivas apresentaram microscopia
direta positiva. Estudo realizado em dez anos na cidade de S&o Paulo sobre dermat6fitos
reveiqu que apenas 4,2% dos exames micolégicos direto positivos foram enviados para
cultura por baixo niimero de requisi¢des por parte do médico, resolvendo o caso apenas com a
microscopia direta'®. Em revisio sobre Tinea capitis no ano de 2000, observou-se que a
microscopia era suficiente para evidenciar hifas ou esporos nos fios de cabelos e para
caracterizar o tipo de parasitismo, permitindo realizar o tratamento; pois, pela clinica ¢
conhecimento epidemiolégico da regidio, poder-se-ia supor o agente etiologico®',

De alguns estudo realizados em regiGes como o Norte e Nordeste, notou-se que 0
Trichophyton tonsurans € o principal agente etiologico isolado em casos de Tinea capifis
nestas regibes. Este estudo revelou que 35 (87,5%), dentre os 40 casos de Tinea capitis, que

(VI .
eram causados por 7. fonsurans’. Em estudo realizado em Fortaleza, em 2000, observou-se
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que, entre os casos de Tinea capitis, o agente mais isolado foi o T. ronsurans 73,9%,
corroborando os resultados deste estudo onde este dermatofito foi o mais pre*valﬁmeg“ Fstudo
realizado de 1980 a 1987, também na cidade de Fortaleza revelou que 87,9% das Tinea capitis
foram causadas por 7. fonsurans®’ . Trabalho realizado em Goiénia, de janeiro a dezembro de
1999, mostrou o M. canis como o agente mais prevalente, com 60, 3% dos casos de Tinea
capitis®. Outro estudo de Goidnia, mais atual , realizado no periodo de janeiro de 1999 a
julho de 2002, com 164 casos de Tinea capitis, revelou 71,3% de M. canis ¢ apenas 11% de 7.
tonsurans, ratificando o estudo anterior'’. Em Maring4, uma investigacio clinica realizada
durante 11 anos, no periodo de agosto de 1989 a julho de 2000, 64% dos casos representavam
Tinea capitis causada por M. canis™. Estudos classicos da literatura anteriores 4 década de
1970 referiam que o M. canis seria o agente mais isolado dentre os casos de Tinea capitis'™®.
Em S#o Paulo, no periodo de 1996 a 1998, observou-se também que o fungo predominante foi
0 M. canis’. Um outro estudo também em S#o Paulo, no periodo de 1992 a 2002, mostrou
que 65% de casos de Tinea capitis eram por M. canis e apenas 28% o agente etiologico era o
T. tonsurans'*. Em contrapartida, estudos mais recentes mostram o aumento excepcional de
casos por 7. fonsurans. Gupta e Summerbell relatam que a freqli€ncia de Tinea capitis por T.
tonsurans subiu de 9% para 76% entre os anos 1985 e 1996 em Ontario, no Canada®.

O M. canis ainda € o agente mais isolado nos laboratorios da Europa, mas o grande
aumento dos casos de 7. tomsurans vem colocando este agente em posicfo de destaque e
necessidade de maiores estudos. Por ser antropofilico e comprovadamente contagioso entre
criangas, acredita-se que o seu aumento tem relacfo direta com as circunstancias em que vive
hoje  as populages de baixa renda, com moradia preciria ¢ em aglomerados®’.
Especificamente na cidade de Fortaleza, T. tonsurans vem se mantendo como o principal
agente causador de Tinea capitis h4 mais de uma década, como mostram os estudos de
Gongalves e cols em 1989 e de Brilhante e cols em 2000°°!, Estes resultados levou os autores
a valorizar a influéncia socioecondmica nestes estudos. Enquanto nas regides mais ricas o
maior causador da doenca foi um fungo zoofilico, a espécie mais prevalente no Nordeste €

23! Quando se trata de fungos antropofilicos,

antropofilica, que estd bem adaptada ao meio
pode-se esperar epidemias de maior monta, visto que os fungos sfo mais adaptados ao
homem.

Este trabalho mostrou maior prevaléncia entre as mulheres. Dos 40 casos com
cultura positiva, 26 (65%) eram do sexo feminino e 14(35%) eram do sexo masculino e, entre

os casos de Tinea capitis causada apenas por 7. tonsurans (35 pacientes), 23 (65,7%) eram
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mulheres (mais da metade). Em estudo realizado em Fortaleza nas mesmas condigdes, o sexo
feminino correspondeu a mais de duas vezes a incidéncia do sexo masculino’. Quanto ao
sexo, algumas pesquisas mostram que as Tinea capitis sdo praticamente equiparados. HEstudo
realizado em Jofio Pessoa relata que 52,8% eram do sexo feminino e 47,2% eram do sexo
masculino’. Londero & Ramos, em 1963, relataram maior prevaléncia no sexo masculino em
trabalho realizado no Rio Grande do Sul (67,6%)%. Vieira ef al em 1965, no Recife,
encontrou-se maior freqiiéncia nos homens®. Towersey et al, em 1987, relatou em Niterdi
aumento discreto no sexo masculino®. Em Manaus, Sousa, F.H.C., (em 1997), apresentou
resultados com o sexo feminino prevalente em nimeros semelhantes aos da presente
investigagio’™. Na Grécia (2000), o sexo feminino foi acometido igualmente ao masculino®.
Em estudo realizado em Chicago (EUA) ,em 1983, o predominio do sexo feminino foi
discreto'®. Na publicagio sobre Tinea capitis em Londres (1996), foram avaliadas 514
criangas, tendo sido relatada a equiparacfio quanto ao sexo (49% do sexo feminino ¢ 51% do
sexo masculino), o patégeno mais incidente foi o 7. fonsurans (3 8%)*.

O motivo da discordincia na literatura € a variac8o do agente etioldgico envolvido.
Elewski er al (2000) relata que, em casos de Tinea capitis causados por M. canis, 0s homens
seriam mais infectados por terem mais contato com animais™ . Nos casos em que o agente
etioldgico € um Trichophyton, podem variar com a idade; nas criangas, o sexo masculino e
feminino seriam equivalentes e, nos adultos, a predominéncia € nas mulheres®'. Nos casos de
Trichophyton tonsurans, observou-se predominio nas mulheres o que poderia ser explicado
pelo maior contato delas com criangas infectadas e pelo uso de cremes e 6leos nos cabelos, o
que facilita a adesdo dos artroconidios nos fios™.

No que diz respeito a idade, no presente ensaio, a maior incidéncia foi no intervalo
de 0-5anos (40%), considerando que apenas um doente se apresentava com idade inferior a 2
anos (lano e 8 meses). As criancas entre 2 ¢ 5 anos foram as mais frequentes, seguidas pelas
criancas entre 6-10 anos(34,28%). Em idade superior, os horménios estimulam as glandulas
sebaceas e dificultam a aderéncia dos artroconidios, pois o sebo possui fatores inibidores ao
crescimento do fungo'”.

Londero er al (1963) observaram durante seis anos, no Rio Grande do Sul, de
modo, semelhante a este estudo, o predominio da faixa etria de 0-5 anos’. Em estudos
realizados na Australia a faixa etaria de 0-5 anos, foi a mais incidente (6131%)54; no Qatar 19
na Arabia Saudita’®, em Florenga na Italia®, também evidenciaram a faixa etaria entre 0-5

anos como a mais freqiiente. Em contrapartida, em Manaus®® observou-se que a faixa etéria



entre 7-12 anos foi a mais predominante ¢; no Rio de Janeiro(1997), o grupo etario mais
acometido foi entre 6-12 anos’". Sehgal (1985), na India, encontrou metade dos casos entre 6-
10 anos®. Elewisk er o/ relatam o predominio entre a faixa etaria de 3-7 anos, nos casos de
estudos revisados por eles, da Europa e Estados Unidos™'. Estudos classicos, como a revisio
de Gupta & Summerbell, relatam o predominio entre criangas e adolescentes em comparacgfo
aos adultos referenciando a maior freqiiéncia entre pessoas de 5-18 anos™.

Diferente das Tinea capitis causadas por Microsporum, as em que o agente
etiologico € o Trichophyion nfo se resolvem com a chegada da puberdade, associada a
dificuldade no tratamento, altas taxas de recidivas e por serem recalcitrantes, podemos
encontrar casos na vida adulta. Observa muito mais, porém, este adulto como portador
assintomatico do que como individuo doente. Estudo efetivado em Fortaleza na década de
1980 relatou a maior incidéncia entre criancas em idade escolar (7-12 anos)’’. O estudo de
Fortaleza (2000), ratificou o fato de que os individuos mais acometidos foram os
compreendidos na faixa etaria de 0-10 anos explicado pela maior exposicfio destas criancas a
precérios habitos higiénicos e aglomeracSes de escolas e creches’. Estudo realizado em
Goiénia (2003), demonstrou que a maior parte dos individuos eram criangas entre 3-13 anos e
justificou-se pela auséncia de acidos graxos de cadeia média (C8-C12) ,no couro cabeludo,
que inibem o desenvolvimento de dermatéfitos nesta regidio do hospedeiro'”.

Entre os fatores predisponentes ja se teceu comentarios quanto 4 alta incidéncia
entre criangas, que reflete os habitos precérios € a maneira com vivem e estudam em

aglomerados de creches e escolas™'?!

. Algumas criangas s8o portadores assintométicos,
sendo assim fonte de contaminagio de artroconidios transmitindo a doenga, e muitas vezes
sendo o motivo das reinfec¢Bes consideradas erroneamente como refratdrias. A histéria
familiar ¢ um dos fatores predisponentes de maior destaque na literatura em virtude da grande
freqiiéncia de portador assintomatico no domicilio do individuo doente, estes individuos sio
os maiores reservatorios de fungos que causam Tinea capitis por fungos antropofilicos”.
Neste estudo, a histéria familiar foi observada em 62,8% dos.casos de Tinea capitis por T.
tonsurans, confirmando a facilidade de transmissfo interpessoal deste fungo antropofilico e
sua alta adaptabilidade em domicilios de individuos de baixo nivel socioecondmico, que
caracteriza a maior parte dos pacientes. Elewisk et al refere que a prevaléncia de Tinea capitis
em contatos familiares € 5 vezes maior do que em um grupo de controle?™*.

As manifesta¢Oes clinicas da doenga podem variar com o agente, sendo observado

desde descamacdo do couro cabeludo a reagfio inflamatoria intensa. A maioria apresenta a



62

forma clinica branda com eritema, descamacfo e tonsura, mas em alguns casos pode-se
observar kerion'" .

Os aspectos clinicos resultam da combinac@o de destrui¢io da queratina associada
a uma resposta inflamatéria, mais ou menos intensa, na dependéncia do bindmio
parasita/hospedeiro. Nos casos de Tinea capitis tricofitica, a literatura caracteriza a leséio pela
presenga de mais de uma placa alopécica (tonsura) ¢ que pode ser acompanhada de
descamacdio e black do*'*°.

Neste trabalho os achados segundo as manifestagSes clinicas corroboram a
literatura quando mostram que a descamagfio ocorreu em 85,7% dos casos, o eritema em
37,1% e a tonsura em 57,1%. E descrito na literatura que as lesdes ndo inflamatérias sdo mais
comuns do que as inflamatoérias. Mohamed er o/ (1999), no Paquistfio, um estudo em que
correlacionou a clinica ¢ a etiologia das Tinea capitis, relatou que 56,4% de lesOes eram nfo
inflamatérias e 43,6% eram inflamatorias’ . Neste estudo, a lesdo do tipo black dot aparecen
em 6 individuos (17,14%). Apesar de baixa incidéncia, foi bem especifica para os portadores
de Tinea capitis por T. tonsurans. Laude (1985), publicou em estudo epidemiolégico que
aproximadamente 60% dos casos de Tinea capitis se apresentam como descamagdo do tipo

21,48

dermatite seborreica O eritema pode refletir o inicio da infecclo e entdo o

desenvolvimento das escamas seria a evolugdo da lesio clinica. Gupta & Summerbell citam
que lesdes do tipo black dot sio associadas a infec¢Ses por 7. tonsurans e 1. violaceum™ .
Gongalves & Lamy (1959), revelaram maior prevaléncia em lesdes como descamagio,
eritema, tonsura ¢ crostas®!. Babel et al demonstraram, entre 0s seus casos de Tinea capitis
que as lesdes clinicas variavam em tonsuras com descamagfo, 48 pacientes (96%), black dots
(86%), 19 pacientes (38%) com pustulas ¢ 8% com linfadenopatia cervical discordante apenas
na freqiiéncia de black dot e nas pustulas, muito maior no seu estudo®.

| Neste estudo, caracterizou-se a tonsura quanto ao nimero, tamanho e localizagéo e
observou-se que a placa Unica (tipo microsporica- causada por Microsporum) foi a mais
comum, indo contra a literatura que descreve as tonsuras como pequenas e multiplas, neste
estudo, observou-se que a maior frequéncia foi das tonsuras de 1-3cm (60%) e a localizagfio
mais comum foi a parietal (50%). Esta regifio anatdmica do couro cabeludo ¢ local de maior
contato com escovas, pentes, chapéus e bonés, sendo também de maior contato com fronhas,
promovendo a transmisséo entre os individuos por fomites.

As lesdes que refletem inflamagfo, como pustulas e crostas podem ser

manifestagdes em casos de Tinea capitis por T. lonsurans, mas sdo mais comuns em espécies
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zoofilicas e geofilicas®’. Neste estudo observou-se um caso de pustula e 5 com crostas, que
caracterizam como a dessecacfo de secre¢des por infeccfio bacteriana. No trabalho de
Bronson ef a/ (1983), em Chicago, 34% se apresentaram como kerion € 22 % com foliculite,

0

enquanto que manifestagdes nio inflamatorias representaram 40% dos casos'’. Ramos-e-

Silva, J. (1956), no Rio de Janeiro, apresentou 21 casos de Tinea capitis com foliculite e
formacdo de abcessos, do quais 14 (66%) foram causados por T. fonsurans®.

A linfadenopatia cervical e occipital ¢ fregilente em regifes onde o género
Microsporum € prevalente. Alguns autores incentivam a investigagfo clinica dos casos em
que a manifestacio esteja ausente’’. Neste estudo a incidéncia foi pequena apenas sete
pacientes (20%) com cultura para T. fonsurans positiva apresentaram linfadenopatia, na
maioria dolorosa ¢ mdvel. Conclui-se que as Tinea capitis causadas por 7. tonsurans
apresentam grande variedade de manifestacdes clinicas e que as nfio inflamatorias sfo mais
prevalentes; o que se justifica por ser um fungo antropofilico, ocasionando uma reagfio com
baixa resposta inflamatéria no hospedeiro.

Classicamente, o 7. tonsurans pode apresentar uma variedade na morfologia das
colonias quando bem desenvolvidas. Quanto ao relevo, pode-se apresentar apiculado,
crateriforme, rugoso e cerebriforme. Neste estudo, foram observadas 23 cepas (82,14%) com
relevo apiculado. Na literatura, os trabalhos classicos de Lucille Georg (1956), revelam que
apesar da grande variedade na macromorfologia, o relevo apiculado é o mais freqiiente'**".

Quanto a textura, considerada o mais importante achado macromorfologico
utilizado na caracterizagfo de uma coldnia fungica, observou-se variagbes do algodonoso ao
veludoso. As texturas das coldnias de 7. fonsurans, em agar batata ou agar Sabouraud, que
predominaram neste estudo foram a arenosa(10 cepas-35,71%) e a glabrosa, tanto na regifio
central como na periferia das colonias (10 cepas-35,71%), sendo esta Gltima caracteristica das
coldnias de leveduras.

Badillet, em 1986, individualizou quatro variedades de 7. fonsurans, segundo seus
aspectos macroscopicos, ¢ descreveu a variedade acuminatum, quando a coldnia tem uma
pequena saliéncia (apiculagdio) central circunscrita por pregas radiais, a variedade
cerebriforme quando predomina um relevo com aspecto de circunvolugbes no centro da
colonia , a variedade crateriforme, quando a colbnia apresenta forte depressdo central, e, por
fim, a variedade sulfureum, mostrando uma depressfio central associada a forte pigmento

amarelado’.
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O aspecto glabroso de algumas colonias se contrapde a todas as descrigdes de
coldnias de T fonsurans existente, pois embora seja considerado variagfo na morfologia, nfo
ha relatos que mencionem o desenvolvimento de colonias glabrosas em nenhuma de suas
variedades.

A coloracio da coldnia ¢ bastante varidavel, tendendo para os tons de branco a
bege'***°. No presente estudo, a coloracdo predominante foi o bege, enquanto no reverso se
observou o predominio do castanho-escuro.

Em contraste com a diversidade macroscOpica, as caracteristicas
micromorfolégicas das cepas clssicas de 7. tonsurans sdo homogéneas, caracterizado-se pela
presenca de numerosos microconidios de tamanhos e formas variaveis, dispostos em acladium
e de aspecto grosseiro associados ou nfo a estruturas de frutificacio ou ornamentag@o como
hifa em raquete, hifas em espiral e clamidoconidios. Os macroconidios, quando presentes, em
nada contribuem para a identificaggo final®.

Neste ensaio observou-se a presenca de microconidios em 10-50 unidades/campo
que se assemelha ao descrito na literatura.

Este estudo confirma a presenca de clamidoconidios em cadeias na microscopia
da cultura em 4gar Sabouraud, conforme descrito em estudo anterior realizado em Fortaleza’ .
S#o estruturas que até podem estar presentes mas em pequena quantidade e sdo consideradas
de resisténcia, estando relacionadas com o tempo de maturacio das colénias fungicas e com a
diminuiciio de substrato®®. S%o estrutras arredondadas que quando presentes em grandes
quantidades podem levar ao aspecto macroscopico mucdide como as colonias de textura
glabrosa. Quando feita a microscopia de coldnia oriundas do 4gar batata, estes
clamidoconidios diminuem em quantidade mas continuam presentes tendo sido observado
neste estudo uma média de 1-10/campo (40x).

Georg relata que o surgimento de esporadicos clamidoconidios s6 ocorre entre o
15° e 21° dia de semeadura, associando-se 4 idade avancada da colonia®.

Na prova da uréase, a literatura descreve que pode ser positiva ou negativa. Este
estudo revelou que 64% (18) de cepas foram capazes de produzir a uréase ¢ alcalinizar o meio
em estudo. Sua principal fungfo ¢ diferenciar as cepas de 7. fomsurans das de T.
mentagrophytes.

Quanto a prova de requerimento nutricional, estudos prévios mostraram a
deficiéncia e necessidade de tiamina pelo 7. fonsurans™~°. Nos meios T3 (inositol e tiamina)

e T4 (tiamina), as cepas deste ensalo confirmaram o melhor crescimento- 18 cepas (64,2%)
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tiveram bom crescimento em T3 e 17 cepas (60,71%) apresentaram bom crescimento em T4.
S#io provas de grande valor na identificagfo definitiva das diferentes espécies de
Trichophyton .

Testes genéticos sdo de grande utilidade quando realizados para identificar cepas

. n s \ o . . . 2543
atipicas, estudos taxondmicos e filogenéticos e subclassificar espécies™

. Alguns artigos
revelam dificuldade em diferenciar o T tonsurans do 7. mentagrophytes quando da analise de
DNA*#-158  Betudo realizado por Kim et al (1999) observou o perfil genético semelhante
entre T. fonsurans de diferentes expressdes fenotipicas, de diversas regides de isolamento
(Brasil, Estados Unidos, Japdo, Coréia ¢ Taiwan), provando a homogeneidade da espécie.
Quando comparado o 7. fonswrans ao 1. mentagrophytes, com o primer ATGS (5-
ATGGATC(G,CXG,C)C-3"), mostraram bandas de padrfio similar no RAPD, com o primer
ATG (5°-ATGGATCGGC-3"), ndo foi possivel distinguir os 7. fonsurans de algumas cepas
de T. mentagrophytes revelando existir uma intensa proximidade genética entre estas espécies.
Com o uso do primer OPAO-15 (5°-GAAGGCTCCC-3%), o T. tonsurans foi facilmente
diferenciado das cepas de T. mentagrophytes, fazendo desse o melhor primer para se utilizar
com estudos genéticos desta espécie. As cepas de 7. tonsurans produziram perfis, iguais entre
si, compostos de bandas em 1.28 ¢ 0.94 kbp quando da utiliza¢éo do primer OPAO-15%.

Neste estudo foram amplificados DNAs de 17 cepas de T. tonsurans, utilizando-se
o primer OPAQO-15, por ser considerado na literatura como o melhor para diferenciar as cepas
de T. tonsurans de outras espécies. Foram observados trés perfis genético diferentes entre as
cepas de 7. tonsurans com producfio de bandas com pesos moleculares variados entre os trés
perfis e diferentes do perfil genético descrito na literatura, como o classico do T. fonsurans™.
Artigos destacam a intensa homogeneidade genética das cepas de 7. tonsurans o que vai
contra o observado neste trabalho em que tanto hd heterogeneidade entre as cepas deste
estudo como diferenga com as cepas de artigo também utilizado o primer OPAO-15%",

O perfil A apresentou bandas com aproximadamente 0.1, 0.2, 0.3, 0.6 e varias
bandas que migraram acima de 1.5 kbp. Das 17 cepas que foram amplificados o DNA, 12
cepas (70%) apresentaram o perfil que foi chamado de B, onde ha bandas com até 0.6 kbp,
aproximadamante 1,2 kbp e muitas acima de 1.5 kbp, também diferente das cepas descritas na
literatura®. O perfil C produziu mais de 10 bandas, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 1.5 kbp ¢ outras
bandas acima de 2.07 kbp. '

A anélise das manifestagBes clinicas, observou-se que 83% dos pacientes

portadores das cepas que represeritam o perfil genético B, apresentavam descamacfo e
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tonsura. Do ponto de vista laboratorial, 75% das cepas produziram uréase em agar uréia,
caracteristica das cepas do 7. mentagrophytes ¢ 100% cresceram muito bem em meio rico de
tiamina (agar T3 e T4), caracteristica de cepas do 7. tonsurans ¢ T. mentagrophytes.

Diante dos resultados pode-se sugerir estarmos diante de uma nova espécie de
dermatofito, com a grande variagdo morfologica, caracteristicas atipicas na macromorfologia
(colbnias com textura glabrosa) e na micromorfologia (presenca de grandes quantidades de
clamidoconidios em isolamento primario e em repiques subsequentes), e com esta
apresentagfio genotipica diferente das descritas na literatura.

A partir deste estudo, devem-se seguir outros que possam realizar a andlise
gendmica do seguimento ITS (internal transcribed spacer) do DNA ribossomal, que
caracteriza cada espécie e analisar qual seria a melhor classificagfo filogenética destas cepas

com perfil genético diferente do 7. fonsurans descrito na literatura.
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5 CONCLUSAO

» A Tinea capitis por T. tonsurans foi mais freqiiente no sexo feminino, no

intervalo entre 0-5 anos e com manifestacdes ndo inflamatérias.

o T tonsurans manifestou-se como lesfio do tipo microsporica, isto €, lesdo em

placa Ginica em 40% dos casos onde a tonsura estava presente.

> Os aspectos fenotipicos do 7. tonsurans apresentaram uma tendéncia para
colbnias de aspecto mucdide e micromorfologicamentecom grande quantidade

clamidoconidios.

o Variagbes genéticas com o primer OPAO-15 das encontradas na literatura,
associada a uma homogenia de padrSes no 7. fonsurans estudado, sugere um

distanciamento filogenético dessas cepas do T tonsurans classico.
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Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Fortaleza, 02 de setembro de 2002

Of. N° 221/02

Protocolo n°® 168/02

Pesquisador responsavel: Dra. Luciana Maria Pereira de Oliveira Depe./Servigo:
Departamento de Clinica MédicalUFC

Titulo do Projeto: "O trichophyton tonsurans um patdégeno emergente: correlagio

de nova apresentacio fenotipica, aspectos clinicos, resposta terapéutica e
homologia de DNA"

Levamos ao conhecimento de v.sa. que o Comité de Etica em Pesquisa e do
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara - COlv1EPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Satde - Ministério da Satde, Resolucdo n0196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdio n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial, em 16
de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o projeto
supracitado na reunifio do dia 29 de agosto de 2002.

Atenciosamente,

Ora. Mirian Parente  Monteiro

Coordenadora Adjunta do Comité
de Elica em Pesquisa
COMEPE/NUWC/UFC
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ANEXO II

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: O Trichophyton tonsurans um patégeno emergente: aspectos clinicos e

homologia de DNA.

Investigador Principal: Dra. Luciana Maria Pereira de Oliveira
Local da Investigacdo: Centro Especializado em Micologia Médica e Ambulatério de

Dermatologia da Universidade Federal do Ceara.

Eu estou sendo solicitado a participar de um estudo clinico. Entretanto, antes de fornecer meu
consentimento para participar, eu lerei as informagdes e farei as perguntas necessarias para

entender o que minha participagdo envolveria.

Objetivo do Estudo: Analisar o padrio de DNA cromossémico das espécies isoladas de
Trichophyton tonsurans e relaciond-lo a resposta terapéutica e apresentagdo clinica e tentar
estabelecer se as cepas de Trichophyton tonsurans isoladas em nosso meio caracterizam uma
nova espécie ou variedade melhor adaptada as condi¢des climaticas da regidio Nordeste do

Brasil.

Procedimento a serem seguidos durante o estudo:

Fui convidado (a) participar desta Pesquisa Clinica, pois tenho entre 2 e 60 anos de idade,
encontro-me em bom estado de satide e possuo Tinea capitis . Antes do inicio do estudo,
participarei de um exame de selegdo, que consistird em um histérico médico, para verificar se

tenho condi¢des de participar deste estudo.
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Colher-se-30 amostras de escamas ¢ fios do meu couro cabeludo, serfdo submetidos a exames
micologicos direto, culturas para fungos (estudo macromorfolégico e micromorfologico das
colbnias), estudos das habilidades biologicas e agfio enzimatica das cepas (prova da uréase,
perfuracio do pélo in vitro , provas de requerimento nutricionais e caracterizagdo do padrdo

de DNA.

Participacfio Voluntaria:
Eu entendo que a minha participacio deste estudo ¢ totalmente voluntaria e eu poderei

descontinuar minha participagfo a qualquer momento sem prejuizos.

Quem Contatar:

Se, a qualquer momento, eu tiver qualquer duvida sobre o estudo eu deverei contatar o médico
responsavel: dra. Luciana- fone 454-1390.

Confidencialidade:

Eu entendo que meus registros médicos serfo mantidos confidenciais, eles podem apenas ser
inspecionados pelo médico responsavel, pelo Comité de Etica e/ou por um designado das
Autoridades de Saude do pais. Em qualquer caso de uso de meus resultados meu nome na o

sera divulgado.

Consentimento:

Este formulario de consentimento contém as informagdes necessarias para eu decidir se € do
meu interesse participar deste estudo.

Antes de eu assinar este consentimento, eu tive a oportunidade de fazer perguntas. Baseado
nesta informagfo, eu voluntariamente concordo em participar deste estudo e recebo uma copia
deste consentimento assinado.

Nome do paciente:

Assinaturado paciente:

Assinatura do responsavel:

Assinatura da pessoa que explicou o Consentimento:




ANEXO III

Centro Especializado em Micologia Médica

Servigco de Dermatologia do HUWC/UFC

Protocolo para Dermatofitoses

Telefone de contato: numero da ficha: /200

Data: / / Origem/Procedéncia:

Dados do Paciente:

Nome:

Prontuario: Idade:
Data de nascimento: _/ /  Profisséo:
Endereco:

Diagnéstico Clinico:

e Tinea:

( ) Tons. Tricofitica () Tons. Microsporica ( ) Supurativa

e Exame clinico:

( ) descamacdo  ( )eritema ( ) “black dot” ( ) tonsuras

( ) placa tnica ( ) <3 placas ( ) 3- 5 placas ( )> 5 placas
()<lem ()I-3cm ( )>3cm

( ) exulceragdo ( )crosta ( ) infltragdo ( ) atrofia (cicatriz)
( ) vesiculas ( ) pustulas ( ) abcsesso

() frontal D ( ) frontal E ( ) temporal D ( )temporal E

( ) parietal D () parietal E ( ) occipital E ( ) occipital D

( ) presenca de dermatofitide/ localizag#o:
( ) <5 linfonodos ( )> 5 linfonodos

()<2m ( )2-5cm ( )>5cm ( ) amolecidos ( ) endurecidos

( ) fistulizados ( ) coalescentes ( ) aderidos a planos profundos
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e Hébitos:
Contato com cachorro ( ) gato () outros ( )
dgua/ sabdo () plantas/ solo ( )

o Lazer/ “hobby”:
Historia familiar ( ) positiva ( ) negativa

Possivel contato ( ) creche/ escola

. Tratamento:

a) () griseofulvina 10- 15mg/ Kg + shampoo de cetoconazol 28 dias

b) () griseofulvina 10- 15mg/ Kg + shampoo de sulfeto de selénio 2,5% 28 dias
¢) () cetoconazol 100mg + shampoo de cetoconazol 28 dias

d) () cetoconazol 100mg + shampoo de sulfeto de selénio 2,5% 28 dias

e) ( ) itraconazol 100mg + shampoo de cetoconazol 28 dias

f) () itraconazol 100mg + shampoo de sulfeto de selénio 2,5% 28 dias
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ANEXO 1V

UFC - CENTRO ESPECIALIZADO EM MICOLOGIA MEDICA

FICHA DE IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS

Data de entrada do exame:

Numero do paciente:

Micolégico direto:

Cultura:

Macromorfologia das colonias:
Relevo:
Apiculado
Crateriforme
Rugoso

Cerebriforme

Textura:
Glabrosa
Algodonosa
Veludosa
Furfuracea
Arenosa

Penugenta

Pigmento:

Difusivel
Nio difusivel



Coloracfio

Coloraciio reverso

84

Micromorfologia

(observado em 10 campos do bordo de crescimento na objetiva de 40X):

T1
T2
T3
T4
T5
T6
17

Macroconidio
Microconidic

Hifa estéril

0
0

Estrutura de ornamentac3o:

NT
NT
NT
NT
NT
NT
NT

Clamidoconidio
Hifa em espiral
Hifa em raquete
Hifa pectinada

Candelabro

Cabeca de prego

Orgiio nodular

jo- R e T e o B o B v 2 )

1-5
1-10

5-10
10-50

Testes nutricionais

+2
+2

+3
3
+3
+3
+3
+3

+3

+4
+4
+4
+4
+4
+4
+4

>10
>50



Testes complementares

Uréase Positiva ( ) Negativa (

Perfuracio do pélo Positiva ( ) Negativa (

Outras caracteristicas complementares

Caracteristicas Positivas

Caracteristicas negativas

Espécie isolada:

Trichophyton rubrum

Trichophyton tonsurans

Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale
Microsporum canis

Microsporum gypseum

Epidermophyton floccosum

Término da identificacfo:

Identificador:

Data de envio para estoque:
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ANEXO V

MEIOS DE CULTURA, CORANTES E SOLUCOES
MEIOS DE CULTURA
Algar Batata

OBJETIVO

Usado para realizagfio de microcultivos de fungos filamentosos e estoque.

COMPOSICAO

Infusdo de batatas 500ml
Glicose 10g
Agar bacteriolégico 15¢
Agua destilada 1000ml
PREPARO

Cozinhar 250g de batata inglesa (solanum tuberosum) descascada em 500ml de agua por
1 hora. Filtrar a infusfo de batatas através de gaze e restituir o volume inicial de agua (500mi)
e acrescentar 500ml de 4gua destilada. Adicionar o agar e a dexirose dissolvendo-os
completamente. Autoclavar o meio por 15minutos a 121°C e distribuir em tubos de vidro.
Deixar solidificar, na posi¢do inclinada.

Esse meio pode ser adquirido comercialmente sob a denomingfio de Agar batata
desidratado(DIFCO), Potato destrose Agar (OXOID) e Agar Pomme-de-Terre (Sanofi-
INSTITUT PASTEUR)
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Agar Sabouraud

OBJETIVO

E o principal meio de cultura usado na Micologia. Utiliza-se para o cultivo primdrio
geral dos fungos (leveduras, filamentosos a alguns dimorficos), em especial para os
dermatéfitos, uma vez que, as prinicipais caracteristicas macro e microscépicas desse
grupamento fingico sfo classicamente descritas, a partir do seu crescimento nesse meio. A
composi¢io do dgar sabouraud foi, inicialmente, proposta por Raymond Sabouraud, em 1904,
e vem apresentando inGmeras modificagdes com o passar dos anos, com alteracdes na
quantidade de alguns componentes tais como a dextrose e a adigfo de substéncias inibidoras
como o cloranfenicol e a cicloeximida. Dessa forma, descreveremos a sua coposigfio classica
¢ falaremos de algumas modifica¢Bes, mostrando suas vantagens frente a formulacgfo original

do meio.

COMPOSICAO CLASSICA

Peptona 10g
Dextrose 40 ¢
Agar bacteriolégico 20g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver agar, peptona e dextrose em Agua destilada, aquecendo em banho-maria.
Autoclavar por 15 minutos, a 121°C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio.

Deixar solidificar, na posigfo inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.

MODIFICACOES
Redugiio da concentragio de dextrose para 20 g/litro (Agar Sabouraud a 2% de
dextrose, modificado por Emmons) '

Essa modificagiio eleva o pH final do meio de 5.9 para 7.0, favorecendo o
crescimento € conidiogénese dos dermatofitos, sendo atualmente, a formulagfio preferida na
maioria dos laboratérios de Micologia. Além de otimizar o isolamento dos dermaté6fitos, essa
formulacfo ainda favorece o desenvolvimento de outros fungos, tais como o Blastomyces
dermatitidis, que se mostram incapazes de crescer na presenca de teores mais elevados de

dextrose.
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Adicdo de antibioticos (agar Sabouraud com cloranfenicol)

Essa formulacfo utiliza antibidticos de largo espectro, visando inibir o crescimento de
bactérias, eventualmente presentes em materiais clinicos, as quais por possufrem maior
velocidade de crescimento, podem esgotar o substrato do meio e impedir o crescimento de
fungos. Os antibi6ticos mais utilizados sfo o cloranfenicol e a gentamicina. Abaixo,

descreveremos a formulagdo do 4gar Sabouraud a 2% de dextrose e acrescido de

cloranfenicol
Composicio
Peptona bacteriologica 10g
Dextrose 20g
Agar bacteriologico 20 ¢
Agua destilada q.s.p 1000 ml
Solugéo de cloranfenicol 10 ml
Preparo

PREPARO DA SOLUCAO DE CLORANFENICOL

Dissolver 0.05 g de cloranfenicol em 10 ml de alcool etilico.

Dissolver todos os componentes em agua destilada sob aquecimento. Adicionar a
solugfio de cloranfenicol. Autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Distribuir, aliquotas de 4 ml,
em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posi¢fo inclinada, de modo a obter uma superficie
de 6 cm.

**Hsse meio pode ser adquirido pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada,

sob o nome Sabouraud agar Chloramphenicol (SANOFI-Institut Pasteur).

Adicdio de substincias antibiéticas e antifingicas (Agar Sabouraud com cloranfenicol e
cicloeximida)

Nessa formulag@io, além da adicio de antibidticos, j4 descrita anteriormente,
acrescentamos a cicloeximida (actidione), com a fungfo de inibir o crescimento de fungos
contaminantes do ar, os quais dificultam o crescimento e visualizagdo dos fungos
patogénicos. No entanto, a cicloeximida nfo tem agHo seletiva apenas para fungos
contaminantes, podendo inibir o crescimento de varios fungos patogénicos, tais como:

Cryptococcus neoformans e varias espécies de Candida.
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Composicio
Peptona bacteriologica 10g
Dextrose 20¢g
Agar bacteriolégico 10g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
Solucéo de cloranfenicol 10 ml
Solugdo de cicloeximida 10 ml

Preparo

PREPARO DA SOLUCAO DE CLORANFENICOL
Dissolver 0.05 g de cloranfenicol em 10 ml de alcool etilico.
PREPARO DA SOLUCAO DE CICLOEXIMIDA

Dissolver 0.5 g de cicloeximida em 10 ml de acetona.

PREPARO FINAL DO MEIO

Dissolver a peptona, dextrose e dgar em dgua destilada sob aquecimento em banho-
maria. Adicionar as solugSes de cloranfenicol ¢ cicloeximida. Autoclavar por 15 minutos, a
121°C. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posigio

inclinada, de modo a obter uma superficie de aproximadamente 6 cm.

**Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob os nomes Agar

Mycosel (DIFCO) e Agar Mycobiotic (SANOFI-Institut Pasteur).
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Agar Trichophyton 1(AgarT1)

OBJETIVO

Diferenciar espécies de Trichophyton, baseando-se em seus diferentes requerimentos
vitaminicos.
COMPOSICAO
Acido casaminico (sem vitaminas) 25¢g
Fosfato monopotéssico 1.8¢g
Sulfato de magnésio lg
Dextrose 40 g
Agar bacteriolégico 20 g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver todos os componentes em agua destilada sob aquecimento em banho-maria.
Autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio.
Deixar solidificar, na posi¢éo inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6
CImL.

**Esse meio pode ser adquirido comercialmente, sob a forma desidratada, sob a

denominagéo de Agar Trichophyton 1 (DIFCO).



91

Agar Trichophyton 2 (Agar T2)

OBJETIVO
Diferenciar espécies de Trichophyton, baseando-se em seus diferentes requerimentos
vitaminicos.
COMPOSICAO
Agar Trichophyton 1 100 ml
Soluco de i-inositol 2 ml
PREPARO
Preparo da Solucfio de i-Inositol:
Inositol 250 mg
Agua destilada 100 mi

Esterilizar a solugfo por filtragfio e conservar a 5°C.

Preparar o Agar Trichophyton 1 (4gar T1) e autoclava-lo a 121°C, por 15 minutos.
Esperar resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugfio de
inositol e distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posigdo

inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.
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Agar Trichophyton 3 (agar T3)

OBJETIVO
Diferenciar espécies de Trichophyton, especialmente o 7. verrucosum, que tem seu

crescimento estimulado, quando em presenca de tiamina € inositol.

COMPOSICAO

Agar Trichophyton 1 100 ml
Solug8o de i-inositol 2 ml
Solugdo de tiamina 2 ml
PREPARO

Preparo da Solugfio de Tiamina

Tiamina 10 mg
Agua destilada q.s.p 1.000 ml

Esterilizar a solugfo por filtragfio e conservar a 5°C.

Preparo da Solucfio de i-Inositol
Inositol 250 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar por filtragfio ede conservar a 5°C.

Preparar o agar Trichophyton 1 e autoclava-lo a 121°C, por 15 minutos; esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar as solucdes de tiamina e
inositol. Distribuir, aliquotas de 4 ml, em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posicfo

inclinada, de modo a obter uma superficie de 6 cm.
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Agar Trichophyton 4 (Agar T4)

OBJETIVO
Diferenciar espécies de Trichophyton, especialmente 7. tonsurans e T. violaceum, que
tem seu crescimento otimizado pela presenca da tiamina, contrastando com as demais

espécies do género.

COMPOSICAO

Agar Trichophyton 1 100 ml
Solugdo de tiamina 2 ml
PREPARO

Preparo da Solugfio de Tiamina

Tiamina 10 mg
Agua destilada g.s.p 1.000 ml

Esterilizar a solucéo por filtracfo, e conservar a 5°C.

Preparar o 4gar Trichophyion 1 e autoclava-lo a 121°C, por 15 minutos; esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugfo de tiamina e
distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posi¢do inclinada, de

modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.
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Agar Trichophyton 5 (Agar T5)

OBJETIVO
Diferenciar espécies de Trichophyton, especialmente o 7. equinum, que tem seu
crescimento bastante estimulado com a adi¢do do acido nicotinico, contrastando com as

demais espécies do género.

COMPOSICAO

Agar Trichophyton 1 100 ml
Soluc¢do de acido nicotinico 2 mi
PREPARO

Preparo da Solucfio de Acido Nicotinico:
Acido nicotinico 100 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar a solugo por filtragfio e conservar a 5°C.

Preparar o agar Trichophyton 1 e autoclava-lo a 121°C por 15 minutos; esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugfo de Acido
nicotinico e distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posico

inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.
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Agar Trichophyton 6 (Agar T6)

OBJETIVO

Diferenciar espécies de Trichophyton, baseando-se em seus diferentes requerimentos
vitaminicos.
COMPOSICAO
Nitrato de amonio 1,5g
Fosfato monopotassico 1,8 ¢g
Sulfato de magnésio 0,1g
Dextrose 40¢g
Agar bacteriologico 20g
Agua destilada q.s.p 1000 ml
PREPARO

Dissolver todos os componentes em agua destilada aquecendo em banho-maria.
Autoclavar a 121°C, por 15 minutos. Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio ¢ deixar
solidificar, na posi¢éo inclinada, de modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm .

**Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma desidratada, sob o nome de Agar

Trichophyton 6 (DIFCO).
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Agar Trichophyton7 (Agar T7)

OBJETIVO
Diferenciar espécies de Trichophylon, especialmente o 7. megninni do 1. rubrum,
baseando-se na capacidade que a primeira espécie tem de ter seu crescimento estimulado pela

presenga de histidina, em oposi¢8o ao que ocorre com o T, rubrum.

COMPOSICAO

Agar Trichophyton 6 100 ml
Solucéo de histidina 2 ml
PREPARO

Preparo da Soluciio de Histidina

Histidina 150 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar a solugfio por filtrago e conservar a 5°C.

Preparar o 4gar Trichophyton 6 e autoclava-lo a 121°C, por 15 minutos; esperar
resfriar até atingir a temperatura aproximada de 48°C. Adicionar a solugdo de histidina e
distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posi¢io inclinada, de

modo a obter uma superficie aproximada de 6 cm.



97

Agar Uréia de Christensen’s (Solida)

OBJETIVO

Utilizado para diferenciar algumas espécies do género Trichophyton, como o 1.
mentagrophytes (que hidrolisa a uréia) e o T, rubrum (que ndo hidrolisa a uréia). E usado
ainda para diferenciar as leveduras pertencentes aos filos Ascomycotina (p. ex. Candida sp,
que nfo hidrolisa a uréia) ¢ Basidiomycotina (p. ex. Rhodotorula sp e Malassezia sp, que
hidrolisam a uréia). Esse teste se baseia na capacidade que determinadas espécies fiingicas
possuem de produzir enzima urease, a qual hidrolisa a uréia, liberando ambnia e

alcalinizando o meio, fazendo com que a coloragio do meio vire de amarelo para rosa-escuro.

COMPOSICAO

Soluciio A:

Uréia agar base 29 g
(Christensen’s)

Agua destilada q.s.p 100 ml

Suspender o 4gar base uréia e em agua destilada. Misturar até dissolver
completamente. Esterilizar por filtragfo. Distribuir em aliquotas de 10 ml e manter, sob
refrigeragfio, até o momento do uso.

Solugio B:
Agar bacteriologico 15¢g
Agua destilada 900 ml
Dissolver o agar em 4gua destilada. Distribuir aliquotas de 90 ml em baldes de vidro e

esterilizar em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

PREPARO

Para preparar 100 ml do meio, ¢ necessario fundir 90 ml da solugio B, esperar resfriar até que
a mesma atinja aproximadamente 50°C e adicionar 10 ml da solug@o A. Homogeneizar bem a mistura

e distribuir aliquotas de 1 ml em tubos de ensaio estéreis. Deixar solidificar na posigfo inclinada.

INTERPRETACAOQ

A leitura desse teste deve ser feita, até 96 horas apds semeado, uma vez que, a longo
prazo, com o esgotamento do substrato do meio, os fungos morrem € consequentemente,
liberam metaboélitos alcalinos que promoverdo a viragem da coloragfo do meio, inutilizando a

leitura.
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CORANTES

Lactofenol Azul-Algodio
OBJETIVO

Fluido de montagem entre ldmina-laminula para examinar a micromorfologia das

colonias flingicas.

COMPOSICAO

Acido latico 20 g
Fenol 20 g
Glicerina 20 g
Azul algoddo 0.05¢
Agua destilada 20 ml

OBS: O azul algoddo pode ser substituido por qualquer azul de metileno.

Fundir os cristais de fenol e juntar com as demais substincias. Esperar 24 h e filtrar
com papel-filtro. Acondicionar em um frasco conta-gotas de cor ambar.
** Esse corante pode ser adquirido ja preparado sob as denominag¢des: Lactopheno! cotton

blue (BBL) e corante azul algoddo (Newprov).

TECNICA
Coloca-se 2 gotas do lactofenol sobre uma ldmina de microscopia limpa. Retira-se um
pequeno fragmento da coldnia fingica a ser estudada e o imerge no liquido. Cobre com uma

laminula e observa-se ao microscopio 6ptico na objetiva de 40 X.
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SOLUCOES
Soluciio Salina
OBJETIVO
Estogue de fungos.
COMPOSICAO
Cloreto de sodio 09¢g
Agua destilada 100 ml

Misturar a 4gua destilada ¢ o cloreto de sodio. Autoclavar e distribuir aliquotas de 10

ml em tubos de vidro com tampa de roscar.

Soluciio de Hidréxido de Potdssio (Potassa)
OBJETIVO
Utilizada para realizacfo de exames diretos dos diversos espécimes clinicos. Promove
a clarificacfo de escamas de pele e pélos, proporcionando um indice de refragfo étimo para a

visualizacio de elementos fingicos.

COMPOSICAO
Hidréxido de potassio 30¢g
Agua destilada 100 ml

Dissolver o hidréxido de potassio em dgua destilada. Homogeneizar e acondicionar
em frasco conta-gotas limpo.
OBS: A concentraclio de hidroxido de potéssio pode variar entre 10 e 40%. Na nossa,

achamos que a concentracéo ideal € a de 30%.

TECNICA

-C(}locar sobre uma lamina de microscopia estéril 2 gotas da solugfo clarificante e
sobre esta adicionar pequenas aliquotas do material clinico. Cobrir com laminula. Aquecer
levemente sob a chama do bico de Bunsen. Aguardar 10-15 minutos e observar ao
microscopio Optico.
OBS: Caso a lamina nfo seja observada na hora, deve-se acondiciona-la em uma cAmara
Umida para evitar seu ressecamento, bem como a formagfio de cristais que podem dificultar

no diagndstico.



