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Resumo

Os dermatdfitos sdo fungos patogénicos que causam infeccbes com
potencial altamente contagioso e em sua maioria de dificil tratamento. O
diagnostico baseado apenas na identificagdo fenotipica do microorganismo
pode acarretar em resultados inconclusivos. Por outro lado, identificacéo
molecular das subespécies apresenta maior sensibilidade e especificidade,
permitindo assim uma terapéutica mais adequada. Desse modo, o0 presente
estudo utilizou a técnica RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
em duas regides conservadas do rDNA ITS1 e ITS4 por multi enzimas
(EcoRlI, Mval,Hhal,Hinfl), para diferenciar subespécies de isolados clinicos
identificados  fenotipicamente como pertencente ao complexo T.
mentagrophytes. A analise por PCR-RFLP apresentou um padréo
caracteristico para cada enzima e dois genotipos gerais, sugerindo a
classificacdo da maioria dos isolados como Arthroderma benhamiae. A
determinacdo do perfil de susceptibilidade a antifUngicos convencionais
demonstrou que apenas um isolado (MGTM47) apresentou valores de MIC
maiores que os demais isolados. No entanto, este perfil ndo pode ser
atribuido a uma diferenca de espécie, detectada no PCR-RFLP. Assim,
novos estudos deverdo ser realizados com intuito de aumentar o niumero de
amostras analisadas e permitir conclusdo de modo mais acurado desta
relacéo.

Introducao

O complexo Trichophyton mentagrophytes corresponde ao segundo agente
etiologico mais frequente nas dermatomicoses precedido apenas por T.
rubrum. Este fungo € responsavel por processos inflamatérios em Tinea
corporis e Tinea capitis, onicomicose e agente de Tinea pedis. Uma
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caracteristica proeminente desse complexo € a grande variabilidade
fenotipica exibida, sendo epidemiologicamente classificado nas formas
antropofilicas e zoofilicas. Essa distingdo € essencial quando se considera
0s aspectos clinicos, relacionados a fonte de infeccdo e terapéutica
adequada. Por meio de técnicas moleculares determinou-se trés espécies
zoofilicas para este complexo: T. mentagrophytes sensu stricto, T. erinacei,
T. anamorfico de A. behamiae, e uma espécie zoofilica e antropofilica: T.
interdigitale (Cafarchia et al., 2013).

Rotineiramente, T.mentagrophytes ¢é identificado por caracteristicas
macroscopicas e microscoépicas, raramente utilizando-se de identificacdo por
métodos bioquimicos como perfuracdo de cabelo e teste de urease
(Heidemann et al., 2010). Devido a sua grande variabilidade fenotipica, os
exames de rotina apresentam limitacdes na identificacdo das espécies do
complexo (Robert & Pihet, 2008). Desse modo, o objetivo do presente
estudo foi realizar a diferenciacdo molecular dos isolados clinicos do
complexo T. mentagrophytes identificados micromorfologicamente e avaliar
a susceptibilidade destes isolados frente aos antifingicos convencionais.

Materiais e métodos

Micro-organismos

Cinco isolados clinicos identificados fenotipicamente como T.
mentagrophytes foram utilizados. Estes isolados sdo oriundos de pacientes
com suspeita de dermatomicoses atendidos no LEPAC/UEM (COPEP n°
615.643), e pertencem micoteca do laboratério de Micologia médica, UEM.

Identificacdo das espécies do complexo Trichophyton mentagrophytes

O DNA gendmico foi extraido segundo descrito por Bonfim-Mendonca et al,
2013, com modificacdes. As amplificacdes da regido Internal Transcribed
Spacer (ITS1 e ITS4) foram realizadas utilizando: 30 ng de DNA genémico e
0,4 mM dos primers ITS1/4 (ITS1: 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' e
ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’), sendo utilizado 40 ciclos. A
analise de Polymerase Chain Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) a partir do produto de PCR da regido ITS1/4 foi realizada com
quatro enzimas Mval, Hinfl, Hhal and EcoRI (Thermo Scientific, Waltham,
USA). Os produtos da digestao foram visualizados em gel de agarose 2%. A
interpretacéo dos resultados foi realizada de acordo com dados contidos na
literatura (Heidemann et al., 2010 e Ziotkowska et al, 2015).

Teste in vitro de susceptibilidade aos compostos selecionados

A concentracao inibitéria minima (CIM) dos antifungicos foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo, documento M38-A2 (CLSI, 2010).
O tempo de incubacéo foi de 96h, a 35°C.

Resultados e Discusséo
A andlise de restricdo multi-enzimatica da regido ITS rDNA de dermatofitos
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permite a diferenciacdo intraespecifica. Estudos que realizaram a técnica de
RFLP com apenas uma enzima de restricdo, ndao obtiverem resultados
satisfatorios. O alto grau de conservacao dessa regiao seria uma explicacao
para tal insucesso (Ziotkowska et al, 2015). No presente trabalho, todos os
isolados clinicos apresentaram um padrao de banda individual para digestéao
com Mval e Hinfl, com deteccdo de dois fragmentos de restricdo. Ja o
isolado MGTM 57 néo apresentou tais padrdes para EcoRI, sendo percebido
um perfil de banda para demais amostras e a presenca de dois fragmentos
de restricdo. A digestdo com Hhal, por sua vez, apresentou um padrao de
banda eletroforético e diferentemente das demais enzimas utilizadas,
apenas um fragmento de restricdo nos isolados. O perfil obtido por analise
de restricdo da regido espacadora interna transcrita com as endonucleases
pode ser observado em gel de agarose 2% ilustrado na Figura 1.

MGTM 18 MGTM 36 MGTM 39 MGTM 47 MGTM 57

Figura 1 — Perfil da anélise de restricdo da regido espagadora interna do rDNA de
isolados clinicos do complexo Trichophyton mentagrophytes.

Os fragmentos obtidos com a RFLP demonstram um perfil parecido para
amostras MGTM 18, 36, 39, 47 e um perfil Unico para MGTM 57. A
diferenciacdo gerada aponta apenas dois genadtipos diferentes, dos quais o
genotipo | pertenciam a espécie A. benhamieae enquanto que para o
segundo perfil o gendtipo Il, ndo apresentando classificacdo quanto a
espécie, baseado em resultados com estudo similar de Ziétkowska et al,
2015.

Tabela 1 - Resultados da Concentracgéo Inibitéria Minima (MIC) para os trés antifingicos
comerciais testado nos cinco isolados clinicos do complexo Trichophyton mentagrophytes.

MIC pg/ml
Espécie Codigo  Fluconazol Itraconazol Terbinafina
T. mentagrophytes MGTM18 0,25 0,50 0,015
T. mentagrophytes MGTM36 0,5 0,25 0,031
T. mentagrophytes MGTM39 1 0,125 0,015
T. mentagrophytes MGTM47 16 1 0,031
T. mentagrophytes MGTM57 1 0,25 0,015
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A analise do perfil de susceptibilidade aos antifungicos, por meio da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC), demonstrou que 0s
isolados de maneira geral apresentaram valores de MIC elevados para
fluconazol e boa susceptibilidade a terbinafina. O isolado MGTM47
apresentou um perfil de susceptibilidade com valores de MIC maiores do que
para os demais isolados (Tabela 1). No entanto, este perfil de menor
sensibilidade ndo pode ser correlacionado a uma subespécie diferente
dentro do complexo T. mentagrophytes.

Conclusoes

As técnicas moleculares demonstraram serem eficazes, sobretudo a técnica
de PCR-RFLP na diferenciagdo entre as subespécies, auxiliando no
diagnéstico mais preciso e determinacdo correta da fonte de infeccéo e
direcionamento dos tratamentos.
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