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DERMATOFITOS EM BOVINOS: INCIDENCIA E SUSCETIBILIDADE IN VITRO
A DROGAS ANTIFUNGICAS.

RESUMO - A etiologia, epidemiologia e sintomatologia das dermatofitoses
sdo quase heterogéneas e complexas. Nos Ultimos anos, a literatura vem
divulgando o aumento das infecgbes fungicas, sendo as dermatofitoses as
principais responsaveis. Este trabalho teve como objetivos a observacdo de
bovinos como possiveis reservatorios de dermatofitos, isolando e identificando
esses fungos nos animais, ambiente e solo, bem como a determinacdo do perfil de
suscetibilidade in vitro frente as drogas antifingicas itraconazol, terbinafina e
fluconazol;, e aos medicamentos topicos de uso Vveterinario LEPECID®,
UNGUENTO® spray e iodo a 5%. Foram coletadas 538 amostras em S&o Carlos —
SP e regido sul do estado de Mato Grosso do Sul. Foram identificados 12 (2,23%)
dermatdfitos nas amostras, sendo que, oito (7 Microsporum gypseum e um
Microsporum spp) foram isolados de animais aparentemente saudaveis e quatro
(M. gypseum) no solo. Dos 38 (7,6%) animais que apresentaram lesbes
sugestivas de dermatofitoses, somente trés tinham caracteristicas clinicas de
tricofitose, porém, ndo foram identificados dermatofitos em cultura. Os antifingicos
itraconazol e terbinafina apresentaram melhor atividade fungicida in vitro que o
fluconazol. Os medicamentos de uso veterinario LEPECID® e iodo a 5% foram
mais ativos in vitro que o UNGUENTO® spray. Todos os medicamentos
apresentaram atividade fungicida frente ao M. gypseum, revelando serem
excelentes alternativas para o0 tratamento tépico de lesdes causadas por

dermatdfitos em bovinos.

Palavras-chave: animais, dermatofitoses, Microsporum gypseum, Microsporum

spp, solo, tricofitose



DERMATOPHYTES IN CATTLE: INCIDENCE AND SUSCEPTIBILITY IN VITRO
AGAINST ANTIFUNGAL AGENTS

ABSTRACT - The etiology, epidemiology and symptomatology of
dermatophytosis are quite heterogeneous and complex. In the last years, the
literature showed an increase of fungal infections, being dermatophytosis main the
responsible ones. This work had as objective the comment of bovines as possible
reservoirs of dermatophytes, isolating and identifying to these fungi in animals,
environment and soil, as well as determining susceptibility profile in vitro against
antifungal agents (itraconazole, terbinafine and fluconazole) and against topical
veterinarian use medicines (LEPECID®, UNGUENTO® spray and iodine 5%). For
this, 538 samples had been collected in S&o Carlos - SP and south region of the
Mato Grosso do Sul state. The dermatophytes had been identified in 12 (2,23%) of
the samples, being that, eight (7 Microsporum gypseum and 1 Microsporum spp)
had been in apparently healthy animals and four (M. gypseum) in. Thirty-eight
animals had presented suggestive dermatophytosis lesions being three to clinical
characteristics of trichoophytosis, however, in these samples had not been
identified dermatophytes. The antifungals itraconazole and terbinafine had
presented fungicidal activity better in vitro that fluconazole. The veterinarian use
medicines LEPECID® and iodine 5% had been more active that the UNGUENTO®
spray in vitro, however, all had presented fungicidal activity against M. gypseum,
disclosing to be excellent alternatives for topical treatment to dermatophytosis in
cattle.

Keywords: animals, dermatophytosis, Microsporum gypseum, Microsporum spp,

soll, trichoophytosis
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De aproximadamente 500.000 fungos conhecidos, cerca de 100 s&o
patogénicos para 0s homens e animais. Relativamente poucas espécies sao
parasitas de animais e muitas sdo parasitas de plantas, sendo o restante
organismos saprébios. A maioria dos fungos € oportunista e prolifera se houver
condi¢coes (RICHARD et al., 1994).

Historicamente, a micologia médica, especificamente relacionada a
doencas humanas, comecou com a descoberta da etiologia do favus e centrou-se
em torno de trés meédicos europeus no século XIX. Robert Remak e Johann
Schonlein observaram as estruturas do agente causal do favus, e David Gruby
descreveu o0 agente etiologico do favus, detalhes microscopicos e clinicos das
crostas, e estabeleceu o0s contagios naturais da doenca (WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

Um dos mais influentes micologistas, Raimond Sabouraud, comecou suas
pesquisas sobre os dermatdfitos em torno de 1890, culminando na publicacdo de
Les Teignes, em 1910. As contribuicbes de Sabouraud incluiram estudos em
taxonomia, morfologia, meétodos de cultura dos dermatofitos e a terapia das
dermatofitoses (ODDS, 1991).

Os marcos fundamentais da micologia médica e veterinaria foram, em 1983,
revistos por Ainsworth e Stockdale (LACAZ et al., 1991).

1.1 Dermatofitos e dermatofitoses

A expressdo dermatofitos ficou consagrada para designar um grupo de
fungos que, geralmente, em vida parasitaria vive a custa de queratina da pele,
pélos e wunhas. O termo dermatofitoses, apesar de ndo corresponder a
classificacdo taxondémica normalmente utilizada para as micoses, relaciona-se as
infeccBes produzidas pelos dermatdéfitos (LACAZ et al., 1998).

Os agentes etiologicos das dermatofitoses estdo distribuidos em trés
géneros anamorficos (formas assexuadas). Microsporum,  Trichophyton e
Epidermophyton. Os trés géneros sdo compostos de 41 espécies e diversas
espécies possuem variedades, como por exemplo, T. mentagrophytes var.
mentagrophytes. Dessas espécies, aproximadamente 20 tém interesse em
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micologia médica. Quando esses fungos se reproduzem de forma sexuada
(estado teleomorfo) sé&o classificados no género Arthroderma (Tabela 1), cujas
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e antigénicas estdo relacionadas entre si
(LACAZ et al., 1998; ZAITZ, 1998; SIDRIM e MOREIRA, 1999).

Em bovinos, as dermatofitoses sdo as principais infeccdes fungicas, sendo
freqiente o isolamento de T. verrucosum, ocasionalmente T. mentagrophytes e
em raros casos M. canis (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991).

1.2 Taxonomia

Em 1934, Chester Emmons modernizou o0 esquema taxondémico de
Sabouraud e outros, estabelecendo a classificacdo atual dos dermatdfitos. A
taxonomia € baseada principalmente na formacdo de microconidios e
macroconidios nos géneros  Trichophyton e  Microsporum, e somente
macroconidios no género Epidermophyton (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995;
LACAZ et al., 1998).

1.3 Ecologia

Segundo Rubio et al. (1999), os dermatdfitos sdo comumente encontrados
no ambiente e ecologicamente, sdo agrupados em: antropofilicos, zoofilicos e
geofilicos (Tabela 2). Os dermatdfitos antropofilicos estdo restritos aos humanos,
e raramente infectam animais. Os zoofilicos infectam primariamente os animais,
mas podem infectar o homem. Os dermatdfitos geofilicos vivem no solo como
saproéfitas, mas tém a capacidade de invadir tecidos queratinizados de animais e
de humanos (LONDERO, 1990; LACAZ et al., 1991; KANE et al., 1997).

Os dermatdfitos zoofilicos e geofilicos geralmente produzem em humanos
lesbes mais inflamatérias que os antropofilicos. A reacdo altamente inflamatoria
limita a disseminacdo da infeccdo e pode levar a cura espontanea, mas resulta em

cicatriz e alopecia permanentes (KANE et al., 1997).
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Tabela 1: Posi¢ao sistematica dos dermatdfitos e fungos afins.*

Formas imperfeitas (conidiais)
Reino
Filo (diviséo)
Subfilo (subdiviséo)
Classe
Ordem
Familia

Géneros

Formas perfeitas (sexuadas)
Reino
Filo (divis&o)
Subfilo (subdiviséo)
Classe
Ordem
Familia

Género

Fungi

Eumycota
Deuteromycota
Hyphomycetes
Hyphomycetales
Moniliaceae
Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton

Fungi

Eumycota
Ascomycotina
Ascohymenomycetes
Onygenales (Eurotiales)
Arthrodermataceae
Arthroderma

* Segundo Lacaz et al. (1998).
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Tabela 2: Distribuicdo ecolégica das espécies de dermatofitos e fungos

afins.*

Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos
E. floccosum M. canis var.canis E. stockdaleae
M. audouinii M. canis M. amazonicum
M. ferrugineum var.distortum M. boullardii
T. concentricum M. equinum M. cookey
T. gourvilii M. gallinae M. fulvum
T. kanei M. persicolor M. gypseum
T. megninii T. equinum M. nanum
T. mentagrophytes T. mentagrophytes M. praecox
var.interdigitale var.erinacei M. racemosum
T. raubitschekii T. mentagrophytes M. ripariae
T. rubrum var.mentagrophytes M. vanbreyseghemii
T. schoenleinii T. mentagrophytes T. gjelloi

T. soudanense

var.quinckeanum

T. flavescens

T. tonsurans T. sarkisorii T. gloriae
T. violaceum T. simii T. longifusum
T. yaeundei T. verrucosum T. phaseoliforme

T. terrestre
T. vanbreyseghemii

* Segundo Rubio et al. (1999).

1.4 Distribuicdo Geografica

As dermatofitoses tém distribuicbes universais, predominando nos paises
tropicais e subtropicais. Diferencas geograficas importantes ocorrem  na
distribuicdo das espécies. Alguns dermatdfitos sdo cosmopolitas, engquanto outros
apresentam distribuicdo geogréfica restrita. Entretanto, essa restricdo nem sempre
€ estatica, uma vez que pode ser influenciada por migracdes populacionais
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(GAMBALE et al, 1987; IMWIDTHAYA e THIANPRASIT, 1988; AZULAY, 1989;
LONDERO e RAMOS, 1989; COSTA et al., 1991; WANKE et al., 1991).

A distribuicdo das dermatofitoses varia por influéncia de fatores
populacionais; fatores temporais, como sazonalidade e distribuicdo das espécies
no ecossistema; fatores geograficos, por exemplo, a intensidade solar,
movimentacdo da camada atmosférica, indice pluviométrico, regime fluvial,
constituicdo do solo, tipos de vegetacdo, variedade de animais e densidade
populacional de humanos e de animais (RIPPON, 1988; KWONCHUNG e
BENNETT, 1992; ZAITZ, 1992).

1.5 Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia que podem explicar a habilidade dos dermatdéfitos em
colonizar a pele e seus anexos, sdo enzimas. As principais sdo as proteinases,
particularmente as queratinases que degradam a queratina (WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

Reacgbes severas produzidas por fungos zoofilicos ou geofilicos sdo devidas
aos niveis mais elevados de enzimas proteoliticas, sendo as reacGes hospedeiro-
especificas. Desse modo, T. mentagrophytes var. mentagrophytes produz poucas
proteases quando cresce em queratina de gado. No entanto, sintetiza essas
enzimas mais ativamente e produz grande variedade de proteases quando cresce
em tecidos queratinizados de humanos (ALY, 1994; WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

Apesar dos fatores de viruléncia, acima citados, as maiores manifestacoes
da doenca parecem estar relacionadas a resposta do hospedeiro aos antigenos
fungicos (CESTARI et al., 1990).

Entre as classes de antigenos dos dermatdfitos destacam-se o0s
glicopeptideos e as queratinases. A porcdo protéica dos glicopeptideos estimula a
imunidade celular, enquanto a porcdo polissacaridica estimula a imunidade
humoral do hospedeiro (DAHL, 1993). As queratinases, produzidas pelos

dermatofitos, permitem a invasdo epidérmica, elicitando uma resposta de
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hipersensibilidade do tipo tardia quando injetadas intradermicamente na pele de
animais (GRAPPEL e BLANK, 1972).

Alguns dermatdfitos produzem substancias que diminuem a resposta
imune. As principais sdo as mananas, constituintes glicoprotéicos da parede
celular que séo liberadas durante o crescimento fangico e podem ser detectadas

no soro de pacientes severamente infectados (BLAKE et al., 1991).

1.6 Transmisséo

Ao contrario de outras micoses, as dermatofitoses sdo contagiosas. Podem
ser transmitidas por contato direto entre homens ou animais infectados, por
contato com unha ou pélos liberados de lesdes ou por meio de fomites
contaminados (LACAZ et al., 1991; BARON et al., 1994).

Romano et al. (2001) relataram seis casos de infeccdo em humanos por T.
verrucossum, dois apresentaram tinea barbae, dois tinea corporis € 0s outros tinea
capitis. Concluiram que a transmissao foi pelo contato com eqlinos, bovinos e
pessoa infectada. Mostrando a diversidade de formas de contagio do patdégeno ao

individuo suscetivel.

1.7 Patogénese

O elemento infeccioso de um dermatofito pode ser um artroconidio ou um
fragmento de hifa. No material infectado, esses propagulos podem ficar dormentes
por um periodo prolongado, ou entdo, germinar quando estimulados por alguns
aminoacidos e componentes do ciclo da uréia (BARON et al., 1994; WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

Os artroconidios ou fragmentos de hifas crescem rapidamente no extrato
corneo de individuos sensiveis. Nesse tecido, dispdem-se no interior das células,
e a infeccdo espalha-se centrifugamente (CESTARI et al., 1990; WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

Ap6és a infeccdo, as estruturas queratinizadas, sao decompostas

enzimaticamente, comecando assim, uma resposta inflamatoria. Contudo, o fungo
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ndo penetra em outros tecidos, pois ndo h&d o substrato e também s&o inibidos
pelas proteinas séricas (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991; KANE et al., 1997).

A tricofitose ataca principalmente animais com menos de um ano de idade,
alojados em condigdes de umidade e pouca iluminacdo. E uma doenca tipica de
rebanho que pode afetar uma area por anos (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991;
MORETTI et al., 1998).

As lesdes podem ocorrer por todo o corpo do animal, mas principalmente:
na testa, no lombo, area dos olhos e orelhas, na nuca e pescoco. A lesdo é
pruriginosa com forma anular, eritemato-escamosa, bordas nitidas e vesiculosas.
Quando ha uso de corticoterapia, as lesdes ndo apresentam tais caracteristicas
(van CUTSEM e ROCHETTE, 1991).

A infeccdo natural, em animais, ocorre em quatro estagios: incubacao,
maturacdo, formacdo das crostas, e regressdo. A desordem € geralmente
autolimitante, mas muito variavel. Algumas vezes o0s animais sdo curados em trés
semanas, apoOs iniciado o tratamento, em outras pode levar mais de nove meses
para se obter a cura. ApO6s a infeccdo esses animais podem desenvolver
imunidade contra a dermatofitose (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991).

1.8 Importancia em Saude Publica e Veterinaria

Em animais domésticos as dermatofitoses desempenham um papel
importante como reservatorio da zoonose. Em areas rurais, mais de 80% das
infecgbes fungicas da pele em humanos podem ser de origem animal. Ja nas
areas urbanas, menos de 20% das infeccbes humanas podem estar relacionadas
ao contato direto com animais, como caes, gatos e roedores (CERVANTES e
PIJOAN, 1976; RICHARD et al., 1994).

A incidéncia das dermatofitoses varia de acordo com o clima e os
reservatorios naturais, sdo facilmente transmitidas de um animal para outro, bem
como dos animais para 0 homem, e raramente do homem para os animais (PIER
etal.,, 1994; RICHARD et al., 1994; CABANES et al., 1997).
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Em locais de clima temperado um levantamento indicou que 10 a 20% da
populacdo estd cronicamente infectada ou sujeita a recorrentes infeccbes por
dermatdfitos (JONES, 1993).

Essas micoses em bovinos aumentaram nos ultimos anos, particularmente
devido ao aumento na densidade de animais por unidade de érea, e maior nimero
de animais confinados com maior contato fisico entre esses (van CUTSEM e
ROCHETTE, 1991; WEBER, 2000).

A literatura indica as tricofitoses bovinas ndo apenas como uma dermatose
freqlente, mas como uma dermatose importante para a economia pecuaria,
resultando em prejuizos econdmicos por diminuir 0 preco de venda dos animais
afetados, por perda da produtividade e por produzir danos ao couro. Na Alemanha
as perdas financeiras por danos as peles atingem em torno de 15 milhdes de
marcos por ano e 3,1% dos produtos de couro produzidos no pais (WEBER,
2000).

As dermatofitoses sdo causas significativas de alteragbes em bovinos, pois
afeta um grande numero de animais, mas mesmo assim, parece ndo despertar
importdncia em muitos paises. No norte e centro da Europa, € considerada uma
das zoonoses mais importantes. Na Suica, 74% dos tratadores de animais tiveram
ou tém alguma dermatofitose, o que indica o cardter de zoonose dessa
enfermidade (GARCIA e BLANCO, 2000).

Para a prevencdo e o controle das dermatofitoses deve ser levado em
consideragdo a area infectada, o agente etiologico e a fonte de infeccdo. E
importante localizar o animal infectado, principalmente por espécies zoofilicas (M.
canis, T. mentagrophytes e T. verrucosum), pois serve de reservatorio para esses
fungos (RIPPON, 1985).

As infeccbes produzidas por M. canis podem ser detectadas pela luz de
Wood. Porém, essa metodologia dificulta observar e eliminar a micose em bovinos
guando produzida por T. verrucosum, pois os pélos infectados ndo apresentam
fluorescéncia. Além, dos pélos e escamas infectados por T. verrucosum
sobreviverem durante anos em fomites como cercas de madeira, escovas e outros
utensilios dos animais e tratadores (RIPPON, 1985; LATEUR, 2000). Uma boa
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higienizacdo dos fomites tem sido eficaz no controle dessas infeccoes (RIPPON,
1982).

1.9 Terapéutica

No inicio do século, os compostos utilizados para o tratamento de micoses
superficiais apresentavam espectro de acdo inespecifico, e ndo havia antifingicos
sistémicos (GUPTA et al., 1994a).

O iodo foi uma das primeiras drogas utilizadas para o tratamento de
micoses em humanos e animais. E considerado um agente antimicrobiano
potente, pois, em concentragdes adequadas, pode destruir bactérias, fungos, virus
e protozoarios (KOROLKOVAS, 1997/1998).

O mecanismo de acdo dessa droga ainda ndo esta totalmente esclarecido
(LACAZ et al, 1991). No entanto, por ser um halogénio é considerado agente
oxidante, causando inativacdo enzimatica (TRABULSI e TOLEDO, 1996;
JAWETZ et al., 1998).

O iodo pode ser complexado com polivinilpirrolidona para formar o iodo-
povidona (PVP-I), o qual é descrito como composto organico do iodo. Esse
composto € denominado iodéforo, manttm o mesmo espectro de acdo que o
elemento iodo, porém apresenta efeito prolongado apds aplicacdo e maior
estabilidade. Seu valor terapéutico e profildtico foi clinicamente comprovado em
todos os tipos de aplicacbes topicas na medicina humana e veterinaria (PVP-I,
1998).

No Brasil, os medicamentos veterindrios de uso tdpico comumente
utlizados s&o larvicidas e cicatrizantes, como: Mata-BicheiraO (OURO FINO),

TanidilO (BAYER), Krona CascoO (KRONA FARM USES) e UnglentoO (FAGRA);

além de antissépticos a base de iodo em solugbes variando de 5 a 10%; e de uso
sistémico a griseofulvina em casos mais graves (PIER et al., 1994).

Esses medicamentos de uso topico tém formulacbes diversas, que vao
desde oligoelementos até inseticidas piretrdides, apresentam um rendimento
satisfatorio no tratamento das infeccbes, mesmo naquelas sem diagnéstico

comprobatério de origem fungica. No entanto, tém sido amplamente utilizados,
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principalmente pelo baixo custo em relacdo aos antifingicos disponiveis e
facilidade no manuseio do medicamento.

Quanto ao tratamento das dermatofitoses em humanos, a griseofulvina é
utilizada somente no tratamento sistémico, enquanto que o fluconazol, itraconazol
e terbinafina no tratamento sistémico e tdpico das lesbes (PIER et al., 1994; KANE
etal., 1997).

A griseofulvina foi descoberta em 1939, sendo isolada de Penicillium
griseofulvum, e introduzida na pratica médica em 1958. Foi o primeiro antifingico
administrado por via oral para o tratamento das dermatofitoses. Esse antifingico
foi utilizado amplamente no tratamento de dermatofitoses durante décadas, no
entanto, com o surgimento dos azdis, o mesmo tem tido indicacdo bastante
limitada (PRAZAK et al., 1960; GUPTA et al., 1994a).

A griseofulvina apresenta atividade fungistatica in vitro para Vvéarias espécies
de dermatofitos, porém ndo tem efeito sobre bactérias e outros fungos (LESHER e
SMITH, 1987; BENNETT, 1996).

O mecanismo de acdo dessa droga ocorre atraves da desagregacdo do
fuso mitético mediante a interacdo com o0s microtubulos, provocando, assim, uma
inibicho no processo de mitose e, consequentemente, inibindo a multiplicacdo do
microrganismo (BENNETT, 1996; SIDRIM e MOREIRA, 1999).

Os antifungicos azdlicos incluem duas classes amplas — o0s imidazois
(cetoconazol) e os triazdis (itraconazol e fluconazol). Ambas as classes
compartiham do mesmo espectro antifingico e mecanismo de acdo. Os azdis,
como um grupo, tém uma atividade clinica Ut contra diversas leveduras e 0s
dermatdfitos (BENNETT, 1996).

O principal efeito de imidazdis e triazOis sobre os fungos € a inibicdo da
esterol 14-a-desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do
citocromo P450. Prejudicando, portanto, a biossintese do ergosterol na membrana
citoplasmética e conduzindo a um acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses
metilesterdis podem desagregar as cadeias dos fosfolipidios e prejudicar as
funcbes de determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana, aumentado

sua permeabilidade, inibindo o crescimento do fungo (BENNETT, 1996).
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O itraconazol e o fluconazol s&o considerados eficazes por suas
propriedades farmacocinéticas. Nos tecidos queratinosos alcangam concentracdes
3 a 10 vezes superiores as plasmaticas (MEINHOF, 1993; GUPTA et al., 1994b).
No entanto, além de produzirem efeitos adversos, ambos sdo caros e,
principalmente para o0 fluconazol, tém sido observadas falhas terapéuticas e
resisténcia in vitro de muitos fungos, inclusive dermatdfitos (KEAY et al., 1991;
BODEY, 1992; MONTERO-GEI e PERERA, 1992; GUPTA et al, 1994b; LE
GUENNEC et al., 1995; SOARES e CURY, 1995; VALENTIN et al., 1996).

No Brasil e em outros paises, entre as alilaminas somente a terbinafina
encontra-se comercialmente disponivel; tem sido indicada para tratamento de
micoses superficiais e cutaneas, principalmente dermatofitoses (REYNOLDS e
PRASAD, 1993; BENNETT, 1996; KOROLKOVAS, 1997/1998).

As allaminas impedem a biossintese do ergosterol, um constituinte
essencial das membranas celulares fungicas. Essa acdo é decorrente da inibicdo
da enzima esqualeno-epoxidase pela droga, inibindo o ergosterol. E importante
salientar que apesar das allaminas possuirem um mecanismo de acéo
semelhante ao dos derivados azdlicos, elas atuam independentemente do
citocromo P450 (GUPTA et al, 1994b; BENNETT, 1996; SIDRIM e MOREIRA,
1999).

1.10 Diagndstico Laboratorial

A presenca das lesfes tipicas € uma indicacdo de dermatofitose, mas o
diagnostico deve ser confirmado pelo exame direto e o cultivo, sendo que esse
dltimo, permite definir 0 agente etiolégico, com o qual pode-se deduzir a evolugdo
do processo, conhecer sua fonte de origem e estabelecer o tratamento (van
CUTSEM e ROCHETTE, 1991; ZAROR e BUSTAMANTE, 1998).

Segundo Cabafies (2000), o diagnostico laboratorial das dermatofitoses em
animais, representa a maior demanda de exames em laboratério de micologia
veterinaria.

Os dermatofitos bem como os demais fungos filamentosos apresentam
crescimento radial, dessa forma, o centro da lesdo € composto de material pouco
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viavel, sendo entdo, a coleta recomendada sempre na borda da lesdo
(WEIZTMAN e SUMMERBELL, 1995).

O exame com luz de Wood é usado para identificar com rapidez os pélos e
cabelos infectados pelas espécies do género Microsporum que apresentam
fluorescéncia esverdeada. As infeccOes produzidas pelo género Trichophyton nao
fluorescem, com excec¢do do T. schoenleini (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995;
ZAITZ, 1998).

A cultura é um complemento valioso e essencial no diagnostico das
dermatofitoses. A literatura recomenda, para o isolamento primario, 0 uso de um
meio seletivo contra fungos filamentosos ndo dermatdfitos e bactérias, o qual
apresenta em sua composicdo a cicloheximida e o cloranfenicol (WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

A taxonomia tradicional dos dermatdfitos esta baseada essencialmente na
macro e micromorfologia, com menor énfase na fisiologia e nutricdo. Contudo, a
identificacdo das cepas isoladas tem sido complicada por suas semelhancas,
variabilidade e pleomorfismo (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995).

Achados genotipicos tém sido utilizados para resolver problemas
taxondmicos relacionados aos dermatofitos. Ja que, caracteristicas genotipicas
sd0 consideradas mais estaveis e precisas que as fenotipicas (GRASER et al.,
1998; LIU et al., 2000).

Recentemente, varias técnicas de biologia ~molecular tém  sido
disponibilizadas para o0 diagnostico clinico, quase todas essas metodologias
envolvem PCR (polymerase chain reaction). O PCR sintetiza uma alta quantidade
de DNA uniforme disponivel para seguenciamento e analise de RFLP - restriction
fragment length polymorphism (ELIAS COSTA et al., 2000).

Métodos moleculares trouxeram importante progresso na distingdo entre
espécies e cepas. A maioria dessas técnicas sdo complexas, laboriosas,
consomem muito tempo, e ndo sao facilmente empregadas para identificacdo de
dermatdfitos em rotina (FAGGI et al., 2001).
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1.11 Testes de Suscetibilidade a Antifingicos in vitro

Os testes de suscetibilidade in vitro fornecem uma medida segura das
atividades de dois ou mais agentes antifingicos; correlaciona-se com a atividade
in vivo e predizem a melhor terapia, fornecem uma medida com a qual monitora-se
0 desenvolvimento de resisténcia em uma populacdo de organismos normalmente
suscetiveis, e predizem o potencial terapéutico de novos agentes descobertos
(ESPINEL-INGROFF, 1996, 1997; PFALLER et al., 1997).

Os métodos mais utilizados para determinar a suscetibilidade a antifiingicos
incluem, diluicio em caldo (macro e microdiluicdo), diluicio em agar e difuséo em
agar (ESPINEL-INGROFF et al., 2000).

Os resultados dos testes de suscetibilidade que envolve as técnicas de
diluicio em caldo ou em &gar, podem ser expressos em termos de concentracao
inibitoria minima  (CIM), considerada a menor concentragdo da droga capaz de
inibir o crescimento do microrganismo em questdo. Esses testes podem também
ser expressos em termos de concentracdo fungicida minima (CFM), considerada a
menor concentracdo da droga capaz de matar o fungo (CURY e MICHE, 1989;
ALVES et al, 1992; LE GUENNEC, 1995; FURTADO e MINAMI, 1997; MURRAY,
1999).

Apesar de o numero de infecgdes por fungos filamentosos serem menores
do que por leveduras, o teste de suscetibilidade a antiflingicos dos bolores pode
ser um importante guia de selecdo de agente antifingico para o tratamento dessas
doencas (ESPINEL-INGROFF et al., 1997).

O desenvolvimento de um método de padronizacdo dos testes de
suscetibilidade a antifingicos para fungos filamentosos representa o maior
desafio. Varios estudos realizados pela NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) tém avaliado os problemas de preparacdo do inéculo e a
reprodutibilidade dos testes de macro e microdiluicio bem como sua correlagdo in
vivo e in vitro (ESPINEL-INGROFF et al., 1995; ODDS et al., 1998).

Segundo Jessup et al. (2000), Meletiadis et al. (2000) e Pfaller et al. (2000),
0S seguintes parametros: meio de cultura RPMI-1640, temperatura de incubacéo
de 35°C, tempo de incubacio de 4 dias, e indculo de 10% conidios/mL, s&o
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avaliados para determinacdo das suscetibilidades de dermatdfitos pelo método da
diluicdo em caldo.

O meio de cultura deve conter substancias que favorecam o crescimento do
fungo, mas que ndo antagonizem e nem interfram no mecanismo de acdo da
droga. Em 1992, o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
preconizou a realizacdo da macrotécnica da diluicio em caldo, utilizando o meio
RPMI-1640 como procedimento padrdo para os testes com as diferentes classes
de antifingicos (ITOYAMA et al., 1994; NCCLS, 1997).

A temperatura e 0 tempo de incubacdo devem ser determinados pela
velocidade de crescimento do fungo e pela estabilidade do antifingico a ser
avaliado. O tempo de incubagdo acompanha o crescimento de cepas padréo, que
resultam em 24-48 horas para as leveduras e cerca de 7 dias para os dermatdfitos
(POLONELLI e MORACE, 1984; RUSTAN et al, 1987; ALVES et al., 1992
BUTTY et al., 1995; TORNATORE et al., 1997).

Para a preparacdo do indculo, devem-se considerar as propriedades
morfofisiologicas do fungo, a concentracdo e o volume da suspensdo, bem como,
a idade da cultura, a partir da qual o inéculo € preparado (MURRAY, 1999).

O pH influi na estabilidade do antifingico, na velocidade de crescimento dos
fungos e na atividade das drogas. O efeito do pH é mais ou menos pronunciado de
acordo com a classe do antifingico (GADEA et al., 1997; MURRAY et al., 1999).

Alguns autores sugerem que o0s antifingicos sejam avaliados em pH 7,0,
pois refletem as condicdes biologicas do organismo do homem, permite o
crescimento dos fungos e nao interfere na acdo da maioria das drogas. Desse
modo, torna-se necessario 0 uso de solucdo tampdo, que ndo deve interferir na
atividade dos antifingicos nem ser toxico para os fungos, sendo recomendado o
tampdo MOPS - Acido 3-N-morfolinopropanossulfénico (ITOYAMA et al, 1994;
GADEA et al., 1997; NCCLS, 1997; TORNATORE et al., 1997).

Para a realizacdo dos testes de suscetibilidade in vitro, é muito importante
conhecer as caracteristicas fisico-quimicas da droga, bem como, seus
mecanismos de ag&o, entre outros fatores, a fim de se evitar falsos resultados
(REYNOLDS e PRASAD, 1993; MURRAY et al., 1999).
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A leitura dos testes é determinada pela presenca ou auséncia de
crescimento do fungo, através de inspecdo visual, medida de densidade Optica ou
turbidimétrica, liberacdo de diéxido de carbono, entre outros (PFALLER et al.,
1995).

Os testes de diluicdo em caldo apresentam dificuldade de leitura do ponto
final (endpoint) com os azois, devido a solubilizacdo parcial desses antifiingicos.
Isso resulta em depdsito ou turvagdo, ou em inibicdes parciais e crescimento
residual. Desse modo, devem ser incluidos nos testes microrganismos controles,
ou seja, que apresentem CIM conhecido para determinados antifingicos (NNCLS,
1997; MURRAY et al., 1999).

Em adicdo, também devem ser avaliados 0s seguintes itens quanto a
interferéncia no teste: a esterilidade do meio de cultura, a viabilidade e atividade
de crescimento do in6culo, e o solvente utilizado na solubiizacdo da droga
(McGINNIS e RINALDI, 1986).

Durante vérios anos os animais domeésticos infectados, bem como os
animais saudaveis tém sido reconhecidos como reservatérios para os dermatdfitos
zoofilicos potencialmente patogénicos (ALTERAS et al, 1986; BAGY 1986).

No entanto, informacbes sobre a microbiota fungica em animais
domésticos, principalmente em bovinos, sdo limitadas no mundo inteiro (BAGY e
ABDEL-HAFEZ, 1985; BAGY, 1986; ZAROR et al, 1986). Em nosso meio, nao
foram encontradas publicacbes sobre esse assunto de grande importancia
epidemioldgica.

Os dermatdfitos sdo, também, importantes para o homem, sendo agentes
de dermatofitoses em grande parte da populacdo e muitos s8o resistentes ao
tratamento, além de, pouco se conhecer sobre a suscetibilidade in vitro desses
fungos frente as principais drogas antifingicas por métodos preconizados e

recomendados recentemente pelo NCCLS (1998).
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Isolar e identificar os agentes etiologicos das dermatofitoses em bovinos e de

ambientes onde permaneciam esses animais, em periodo de seca e chuva.

Verificar a suscetibilidade in vitro dos dermatofitos isolados, frente a

itraconazol, terbinafina e fluconazol pelo método da macrodiluicdo em caldo.

Verificar a suscetbilidade in vitro dos dermatéfitos isolados, frente ao
LEPECID®, solucdo de iodo a 5% e UNGUENTO® spray pelo método da
difusdo em é&gar.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Amostragem

Durante o periodo de abril de 2001 a outubro de 2002 foram avaliadas 538
amostras provenientes de animais, do ambiente e do solo (Tabela 3). As amostras
foram coletadas na Fazenda Canchim no municipio de S&o Carlos — SP (Embrapa
Pecuaria Sudeste) e na regido sul do estado de Mato Grosso do Sul, nas
seguintes propriedades rurais: Agropecuaria Matoverde no municipio de
Douradina, Agropecuaria Larissa no municipio de Ponta Pord e Fazenda Santa Fé
das Cachoeiras no municipio de Antbnio Jodo (Apéndices B e C), com a

supervisao dos respectivos médicos veterinarios.

Tabela 3: Distribuicéo das amostras segundo o local de coleta.

Sao Carlos — SP Sul do MS Total
Amostras 5
Ne N

Animais com lesdo 41 4 45
Animais aparentemente saudaveis 441 22 463
Ambiente 18 0 18
Solo 8 4 12
Total 508 30 538

3.2 Coleta

AplOs a limpeza dos cascos com agua corrente e escovao, foram raspadas
as escamas com bisturi e acondicionadas em placas de Petri esterilizadas
descartaveis.

Escamas de pele e o pélo foram obtidos com auxilio de pedacos de carpete
esterilizados - técnica de Mariat e Tapia (MARIAT e TAPIA, 1966), friccionados
assepticamente contra a pele dos animais (KOMAREK e WURST, 289; ZAROR e
ALIAGA, 1990). ApGs a coleta, os pedacos de carpete foram acondicionados no

préprio involucro de transporte (Figura 1).
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As amostras do ambiente: cochos, palanques e dos locais onde os animais
se cocavam, foram obtidas pela técnica de Mariat e Tapia (MARIAT e TAPIA,
1966).

Cerca de 30g da camada superficial do solo foram coletadas aleatoriamente
dos locais onde os animais eram mantidos (curral, piquetes e invernadas) com

auxiio de uma pa de jardinagem e acondicionadas em frascos de plasticos

esterilizados.

Figura 1: Vista de carpete utilizado nas coletas com respectiva embalagem.
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3.3 Meios de cultura

» Agar Sabouraud-dextrose (LACAZ et al., 1991)

Composicao
DEXIIOSE ...t 209
Peptona ... 10g
Y T ST 159
Agua destilada ............ccoveveeerrrerieierrnen. 1000mL
Preparacao:

A peptona e o agar foram diluidos em agua destilada. Ads a fusdo do agar
foi acrescentada a dextrose. O meio foi distribuido em tubos (18x180mm) e
autoclavado a 120°C durante 20 minutos. Apds a esterilizacdo e solidificacdo em

posicao inclinada, o meio foi conservado em geladeira.

Objetivo: Foi utilizado para isolamento das amostras e manutencéo das cepas.

= Dermatophyte Test Medium —DTM (LACAZ et al., 1991)

Composicao
Seletive agar for pathogenic fungi ............. 33g
Solucéo de vermelho de fenol 0,5% .......... 40mL
HCIO,8M ... 6mL
Agua destilada ............ccvveveerrrreeerrieiennnns 1000mL
Preparacao:

Apés a fusdo do seletive agar for pathogenic fungi, foi adicionado o
vermelho de fenol e o HCI, e homogeneizados. O meio foi distribuido em tubos
(18X180mm) e baldo, a seguir, foram esterilizados em autoclave a 120°C durante
20 minutos. ApOs a esterilizacdo, o meio contido no baldo foi distribuido em placas
de Petri (90X15mm), e o outro solidificado em posicdo inclinada. Ambos foram
conservados em geladeira.



3. Material eMétodos- 23

Objetivo: Meio utilizado para o0 isolamento de dermatofitos. Propicia uma
identificacdo rapida dos dermatdfitos através da mudanca da cor original do meio
(amarelo) para vermelho devido a mudanca de pH. Essa transformacdo ocorre em
decorréncia da capacidade desses fungos em utilizar precocemente as proteinas
do meio, tornando-o alcalino (SIDRIM e MOREIRA, 1999).

= Agar Trichophyton 3 (KANE et al., 1997)

Composicao
Trichophyton agar 3 ..........cccceevereincnnnenes 599
Agua destilada ..............coeevveerieeeereieeenenn. 1000mL

Preparacdo: O agar foi misturado em agua destilada num baldo e autoclavado a
120°C por 20 minutos. Apés a esterilizacdo, o meio foi distribuido em placas de
Petri (90X15mm) e conservado em geladeira.

Objetivo: Meio utilizado para o isolamento de T. verrucosum.

= Agar Trichophyton 4 (KANE et al., 1997)

Composicao
Trichophyton agar 4 .........ccccccvvvvveeiveienennnns 59g
Agua destilada ...........ccccvvevvereerereererrereen. 1000mL

Preparacdo: O agar foi misturado em &gua destilada num baldo e autoclavado a
120°C por 20 minutos. ApOs a esterilizacdo, o meio foi distribuido em placas de

Petri (90X15mm) e conservado em geladeira.

Objetivo: Meio utilizado para o isolamento de T. verrucosum.
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= Agar batata (LACAZ et al., 1991)

Composicao
Infus@o de batatas ...........ccoceeereriineninnene 500mL
Y T ST 15¢
GlICOSE ..ot 10g
AQUA ..o 500mL
Preparacao:

Apbs lavar e cortar em pequenos pedacos 200g de batatas, esses foram
colocados em 500ml de agua e submetidos a fervura, lentamente, até cozinhar.
Em seqguida, a infusdo de batatas foi filtrada com gaze e o volume completado
para 1 litro com &gua. A seguir, foi adicionado o &gar, ap6s fervura foi adicionada
a (dlicose. O meio foi homogeneizado, distribuido em tubos (18X180mm) e
esterilizado em autoclave a 120°C durante 20 minutos. Apds a esterilizacdo e

solidificag&o em posicéo inclinada, o meio foi conservado em geladeira.

Objetivo: Meio utilizado para estimulagdo da esporulacéo.

= Agar Sabouraud-dextrose com 5% de NaCl (KANE et al., 1997)

Composicao
DEXIOSE ....oeeeeeeeeeeeeeee e 20g
Peptona ........ccooeveeviiiieeeee e 10g
NACH ..o 50g
YT ST 15¢g
Agua destilada ...........occvvvveeerrerererrieiennnns 1000mL
Preparacao:

Os componentes foram homogeneizados em agua destlada em baldo e
autoclavado a 120°C durante 20 minutos. Apds a esterilizagdo, foi distribuido em

placas de Petri (90X15 mm) e conservado em geladeira.



3. Material eMétodos- 25

Objetivo: Foi utilizado para identificacdo de caracteristicas morfoldgicas.

» Agar Peptona (KANE et al., 1997)

Composicao
Peptona .......cccovvvevnii i 10g
Y 7= ST 15¢g
Agua destilada .............ocvveverreeeesreresinrees 1000mL
Preparacao:

Os componentes foram homogeneizados em agua destlada em baldo e
autoclavado a 120°C durante 20 minutos. Apds a esterilizacdo, foi distribuido em

placas de Petri (90X15 mm) e conservado em geladeira.

Objetivo: Foi utilizado para identificacdo de caracteristicas morfologicas da cepa

de animal sem leséo identificada apenas como do género Microsporum.

= Agar uréia de Christensen (LACAZ et al., 1991)

Composicao
Peptona ........ccooeveeviiiieeeee e 1g
DEXIIOSE ...ooviieeeeeieee et 1g
Cloreto de SOIO ......ccoeevreevreeierieirererereenes 59
Fosfato de potassio monobasico ................ 29
Vermelho de fenol ... 0,012g
AGAT e 159
Agua destiladaL............oceevreeevrerererrrrniennnns 1000mL

Preparacao:

Todos os componentes foram homogeneizados em baldo, com excegcdo da
uréia, e esterilizados em autoclave a 120°C durante 20 minutos. O meio foi
resfriado & aproximadamente 50°C e, a seguir, adicionada assepticamente a uréia.
O meio foi homogeneizado, distribuido em tubos (15X100mm) esterilizados,
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solidificado em posicéo inclinada e conservado em geladeira.

Objetivo: Meio utilizado para obtencdo de caracteristica bioquimica das amostras.
Esse teste se baseia na capacidade de determinadas espécies de dermatofitos de
produzirem a enzima urease, a qual hidrolisa a uréia, liberando amobnia e
alcalinizando o meio, fazendo com que a coloracdo do mesmo vire de amarelo
para rosa-escuro, em toda a extensdo do meio. Leituras apds 7 dias de incubacéo
ndo sao consideradas, pois os dermatofitos liberam metabdlitos alcalinos que
promovem a mudanca da coloracdo do meio, resultando falso-positvo (SIDRIM e
MOREIRA, 1999).

= Meio RPMI-1640 (NCCLS, 1997)

Composicao
RPMI-1640 .....coovieeieiirieeseeeesieenesieees 10,49
GlICOSE ... 20,09
MOPS ..o 34,53g
Agua destilada ............coceerrrrerrrererrsenens 1000,0mL
PH e 7,0
Preparacao:

O tampao MOPS foi diluido em agua destilada, a seguir, foi acrescentado a
glicose e o RPMI-1640. O pH foi ajustado em pHmetro utiizando NaOH 10N na
guantidade necessaria para obtencdo do pH 7,00 O meio foi esterilizado por
fltracGo em Millipore com membrana biolégica 0,22um, em camara de fluxo
laminar. O meio foi distribuido em frascos de vidro esterilizados e conservado em

geladeira por até duas semanas apés a preparacao.

Objetivo: Foi utilizado nos testes de suscetibilidade a antifingicos. Esse meio foi

preconizado pelo NCCLS para a realizacdo da macrotécnica de diluicdo em caldo.
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= Meio utilizado no método de difusdo em agar (PFALLER et al., 2000)

Composicao
Solugéo A:
RPMI-1640 .....oooiiiieieieeeeee e 10,49
GlICOSE ..o 20,09
MOPS ..o eeeeeeseeeeeeeee 34,53
Agua destilada ..............ooveveeeerrrrierinenns 500,0mL
1 ISR 70
Preparacao:

O tampdo MOPS foi diluido em &gua destilada, a seguir, foi acrescentado a
glicose e o RPMI-1640. O pH foi ajustado em pHmetro utiizando NaOH 10N na
guantidade necessaria para obtencdo do pH 7,0. O meio foi esterilizado por
filtracio em Milipore com membrana biolégica 0,22um, em camara de fluxo
laminar. O meio foi distribuido em frascos de vidro esterilizados e conservado em

geladeira por até duas semanas apés a preparacao.

Solucéo B:

o= GO 20g

Agua destilada ............coceeerreeerreeeerisiennns 500mL
Preparacao:

Apbs a fusdo do adgar em agua destilada, 20mL do meio foram distribuidos
em tubos rosqueados (22X250mm), autoclavados a 120°C por 20 minutos. Apds a
esterilizacdo, o meio foi resfriado a aproximadamente 50°C e adicionado 20mL da

solucdo A. O meio foi distribuido em placas de Petri (20X150mm).

Objetivo: Meio utilizado para os testes de suscetibilidade a medicamentos de uso
veterinario pelo método de difusdo em é&gar. O meio de RPMI-1640 foi escolhido
por apresentar uma composicdo quimica definida que néo interfere nas drogas
antifingicas (NORRIS et al., 1999).
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3.4 Isolamento

As primeiras 50 amostras foram inoculadas simultaneamente nos meios
DTM (Dermatophyte Test Medium), agar seletivo para fungos patogénicos e agar
Sabouraud-dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol. As amostras coletadas com
pedacos de carpete foram semeadas no centro da placa de Petri (60X15mm) por
in print (aproximadamente 1 minuto). Os respectivos meios foram incubados a
30°C por até 30 dias, com observacdo diaria. Como ndo houve crescimento
fingico no DTM e houve um crescimento exacerbado no ASD, as amostras
seguintes (n=488) foram semeadas, conforme descrito acima, somente em placas
de Petri (60X15mm) contendo 0 meio agar seletivo para fungos patogénicos e
incubadas a 30°C por até 4 semanas (KANE et al., 1997).

As amostras provenientes de lesbes circulares e verrugosas, com
caracteristicas de tricofitose, também foram semeadas, em triplicata, por in print
nas placas de Petri (60X15mm) contendo agar Trichophyton 3 e agar Trichophyton

4, e incubadas nas condi¢des descritas acima (KANE et al., 1997).

3.5 Amostras do solo

Aproximadamente 30g de terra, foi diluida em cerca de 100mL de agua
destilada. A seguir foi misturada vigorosamente com um bastdo e deixada em
repouso por cerca de 30 minutos. A suspensédo foi agitada novamente e mantida
em repouso por mais 30 minutos. Apés esse tempo, 100puL do sobrenadante foi
semeado em &gar seletivo para fungos patogénicos, por toda extensdo da placa
com auxilio de um bastdo de vidro em L. Foram incubadas a 30°C por até 4

semanas - modificagao da técnica descrita por Pelczar (1996).

3.6 Identificacao

As colbnias suspeitas de dermatofitos foram reisoladas em placas de Petri
contendo o0 meio &gar seletvo para fungos patogénicos para posterior
identificacdo. Apds 1 semana de incubacdo a 30°C, as coldnias foram repicadas
em tubos contendo ASD, incubadas a 30°C durante 710 dias e identificadas pelas
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas.



3. Material e Métodos- 29

As caracteristicas macromorfologicas foram vistas ap0s semeadura de um
bloco da cultura, de aproximadamente 0,5cm, na superficie do meio ASD contido
em placas de Petri e incubados a 30°C durante 10-14 dias. Decorrido esse tempo,
foram avaliados o aspecto e a coloragdo do anverso e reverso da colonia (KANE
etal., 1997).

As caracteristicas micromorfolégicas, dos macro e microconidios, foram
analizadas em objetiva de 40X, apOs crescimento em ASD e agar batata, pelo
método do cultivo em lamina - microcultivo (KANE et al., 1997).

As caracteristicas bioguimicas e fisiologicas foram avaliadas, em alguns
casos, por: prova da urease, teste da perfuracdo de pélo in vitro, crescimento em:
ASD com 5% de NaCl, em &gar peptona e em arroz autoclavado (KANE et al.,
1997).

Os fungos filamentosos ndo-dermatdfitos foram identificados pelas
caracteristicas morfolégicas (macro e microscopicas), a partir do crescimento em
meio agar seletivo para fungos patogénicos em periodo de 3 a 15 dias de
incubacgédo a 30°C.

Microcultivo em lamina

Foram preparadas e esterilizadas placas de Petri (90X15mm) forrada com
papel de filtro contendo uma lamina apoiada sobre um suporte (bastonete de vidro
em V). Com auxilio de uma lamina de bisturi esterilizada retirou-se blocos (com
aproximadamente 1cm?) de agar batata contido em placas de Petri. Esses blocos
foram dispostos de forma asséptica sobre as laminas acondicionadas nas placas
de Petri. Nas quatro faces do bloco de agar batata foram feitos repiques da coldnia
em estudo. A seguir, o bloco foi coberto com uma laminula esterilizada e o papel
de filtro foi umedecido com aproximadamente 5mL de agua esterilizada. As placas
foram incubadas a 30°C por 710 dias. Decorrido esse tempo, as laminulas eram
retiradas e colocadas sobre uma lamina limpa contendo 1 gota delactofenol azul

de algodéo e observadas em objetiva de 40X.
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Prova da urease

O teste foi feito por meio da semeadura de um pequeno fragmento da
colénia em &gar uréia de Christensen, incubado a 30°C por até 7 dias, com
observagdo diaria. O resultado foi considerado positvo quando, apds o
crescimento fungico, ocorreu a modificacdo na coloracdo do meio, que passou de

amarelo a rosa-escuro.

Teste da perfuracéo do pélo in vitro

Numa placa de Petri (90X15mm) forrada com papel de filtro, foram
colocados alguns pedacos (aproximadamente 1cm) de fio de cabelo de crianca,
pois provavelmente estdo isentos de produtos quimicos (tintura, etc.). O conjunto
foi esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos. Apés esfriar, foram
adicionados 20mL de agua destilada, trés gotas de extrato de levedura a 10%,
ambos previamente esterilizados e fragmentos da coldnia de dermatdfito. As
placas de Petri foram incubadas a 30°C por 4 semanas. Periodicamente, era
retrado um fio de cabelo, colocado sobre uma lamina contendo uma gota de
lactofenol azul-algoddo, coberto com laminula e observado em microscépio Optico.
O teste foi considerado positivo quando ocorreu perfuracdo do pélo em forma de
cunha (KERN e BLEVINS, 1999).

Crescimento em arroz autoclavado

Foram colocados alguns graos de arroz crus e sem casca em uma placa de
Petri (30X20mm) de didmetro, com um pouco de agua destilada e autoclavado a
120°C por 20 minutos. Apdés a esterilizacdo, foi adicionado um fragmento da
colénia e incubado a 30°C por até 2 semanas.

Esse teste é particularmente Ut na identificacdo dos fungos do género
Microsporum, uma vez que esse meio favorece o desenvolvimento de
macroconidios tipicos de cada espécie, bem como de pigmentos (SIDRIM e
MOREIRA, 1999).
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Crescimento em ASD com 5% de NaCl

Blocos de aproximadamente 1cm da colénia foram repicados no centro das
placas contendo o referido meio. Apds incubacdo a 30°C por até 2 semanas,
observou-se o crescimento.

Esse meio fornece informacdes sobre a tolerancia ao sal e promove a
formacdo de macroconidios em algumas espécies de Trichophyton e Microsporum
(KANE et al., 1997).

Crescimento em agar peptona

Blocos de aproximadamente 1cm da colénia foram repicados no centro das
placas de Petri (90X15mm) contendo o referido meio e incubados a 30°C por até 2
semanas.

Esse meio foi utilizado para estimular a esporulacdo e pigmentacdo de
amostra suspeita de M. persicolor (KANE et al., 1997).

3.7 Testes de Suscetibilidade a Antifungicos

Método da macrodiluicdo em caldo (Figura 2)

Foram utilizados trés antifungicos: fluconazol na concentracdo de 0,25 a
64ug/mL, itraconazol e terbinafina na concentracdo de 0,03 a 16ug/mL, sob forma
de referéncia em pd. Os tubos foram incubados a 30°C e apds 5 dias, o resultado
foi obtido por observacao visual.

Foi utlizado o meio RPMI-1640 acrescido de glicose e tampdo MOPS
(Acido 3-N-morfolinopropanossulfnico) em pH 7,0.

Solucbes estoque: foram preparadas em tubos rosqueados (22X250mm)

esterilizados. O fluconazol foi solubiizado em &gua destilada esterilizada, nas
seguintes  concentragbes: 5120pg/mL, 640pug/mL, 160ug/mL e 20pg/mL. O
itraconazol e a terbinafina foram preparados com o solvente dimetilsulfoxido
(DMSO) nas concentracdes de 1600ug/mL e 200ug/mL. Apos a solubilizacdo das
drogas, aguardou-se trinta minutos para auto-esterilizacdo das mesmas. As
solugcdes foram preparadas no dia do experimento e foram diluidas para obtencéo
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Figura 2: Suscetibilidade dos dermatdfitos aos antifingicos pelo método
macrodiluicdo em caldo.
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das concentragbes desejadas conforme apresentado nas tabelas 4 e 5. As
concentracbes  intermediarias  foram  distribuidas em  tubos  (12X75mm)
previamente autoclavados, na quantidade de 0,1mL.

Inéculos: foram preparados conforme padronizacéo feita por Candido et al.
(2001). Os dermatofitos foram semeados em tubos (18X180mm) contendo meio
ASD, ap6s 7 dias de incubacdo a 30°C os fungos foram repicados novamente em
tubos (18X180mm) contendo 0 mesmo meio e incubados a 30°C por 5 dias. A
seqguir, foi adicionado ao tubo 1mL de solucdo salina 0,85% esterilizada e apos
homogeneizacdo com swab esterilizado, obteve-se uma suspensdo de conidios
gue foi transferida para um tubo conico graduado esteriizado e o volume
completado para 5 ml com solugdo salina 0,85% esterilizada. Dessa suspensao foi
feita a contagem de conidios em camara de Neubauer e padronizado para conter
aproximadamente 1 a 5 x 10° UFC/mL. A seguir, essa suspensdo de conidios foi
diluida (1:1000) em meio RPMI-1640 para a obtencdo de um inoculo contendo
aproximadamente 1 a 5 x 10° UFC/mL.

Foi adicionado 0,9mL da suspensdo de conidios contendo 1 a 5 x 10°
UFC/mL, em tubos (12X75mm) contendo 0,lmL das drogas nas respectivas
concentracOes. Apés agitacdo em mixer, os tubos foram incubados a 30°C por 7
dias.

O controle de viabilidade do inoculo foi feito apés semeadura de 100uL da
suspensdo de conidios contendo 1 a 5 x 10° UFC/mL em meio ASD por toda
extensdo da placa de Petri (90X15mm), com auxilio de um bastdo de vidro em L.
Apbés incubacdo a 30°C por 5 dias foi observado o crescimento flngico e
contagem de UFC/placa por mL conforme a seguinte equacao:

UFC/mL = UFC/placa x 10 x 1000
UFC/placa = n° de colbnias na placa

10 = fator quantidade (uL para mL)
1000 = fator diluicdo (1:1000)
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Tabela 4: Protocolo de diluicdo do fluconazol.

Concentracao Concentracdo Concentracdo  Tubo
Volume (mL) +
Inicial Intermediéria Final
RPMI (mL)
(Mg/mL) (ug/mL) (ug/mL)

5120 05+35 640 64 1
640 1,0+1,0 320 32 2
640 05+15 160 16 3
160 1,0+1,0 80 8 4
160 05+1,5 40 4 5
160 0,5+35 20 2 6
20 1,0+1,0 10 1 7
20 05+15 5 0,5 8
20 05+35 25 0,25 9




Tabela 5: Protocolo de diluicdo do itraconazol e terbinafina.

. Concentracéao Concentracao Concentracdo Tubo
Concentracao Volume (mL) o Volume (mL) + o )
. Intermediéria A Intermediaria B Final (ug/mL)
Inicial (ug/mL) + DMSO (mL) RPMI (mL)
(Hg/mL) (Hg/mL)
1600 - - 02+1,8 160 16 1
1600 0,5+0,5 800 02+1,8 80 8 2
1600 05+15 400 0,2+1,8 40 4 3
1600 0,5+35 200 02+1,8 20 2 4
200 0,5+0,5 100 02+1,8 10 1 5
200 05+15 50 0,2+1,8 5 0,5 6
200 0,5+35 25" 02+1,8 25 0,25 7
25* 0,5+0,5 12,5 02+1,8 1,25 0,12 8
25* 05+15 6,25 02+1,8 0,625 0,06 9
25* 05+35 3,125 02+1,8 0,3125 0,03 10

* DiluicBes feitas a partir da concentracdo intermediaria A de 25° pg/mL.
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Método de difusao em agar (Figura 3)

Foram avaliados trés medicamentos topicos de uso veterinario: LEPECID®
(Dow AgroSciences) e UNGUENTO® SPRAY (Vansi) nas formulagbes
comercializadas, e iodo a 10% (Pinus) diluido (viv) em etanol (concentracdo final
5% - Apéndice D).

O cetoconazol foi diluido em DMSO para se obter uma concentracdo de
1280pg/mL, e a seguir, diluido 1:10 no meio RPMI-1640 para obter a concentracéo
utilizada como controle positvo de 128ug/mL. A concentracdo de DMSO foi
inferior a 10%, ja que, nesta concentragdo pode inibir o crescimento do
microrganismo avaliado. Foi utlizada como controle negativo, uma solu¢cdo do
meio de cultura RPMI-1640 com 5% de DMSO.

Os dermatofitos foram semeados em tubos (18X180mm) contendo &agar
batata e incubados a 30°C por 6 dias. A seguir, foi obtida suspensdo dos conidios
em solucdo fisioldégica 0,85% esterilizada com auxilio de swab esterilizado. Essa
suspensao de conidios foi retirada com pipeta Pasteur, previamente autoclavada,
e colocada em tubo conico graduado esterilizado. O volume foi completado para
5mL com solucdo fisiolégica 0,85% esterilizada, a suspensdo foi agitada durante
15 segundos em vortex e, a seguir, sedimentada durante 5 minutos. Decorrido
esse tempo, foi feita a contagem de conidios em camara de Neubauer para a
obtencdo de 1 a 5x10° UFC/mL. Aliquota de 300pL da suspensdo foi adicionada
no meio de cultivo (pour plate).

Para o controle de viabilidade do inéculo, esta suspensdo foi diluida
em 1:1000 no meio RPMI-1640 e semeados 100uL por toda a extensédo da placa
de Petri contendo o meio ASD, com auxilio de bastdo de vidro em L. Apds
incubacdo a 30°C por 5 dias foi observado o crescimento fangico e contagem de
UFC/placa por mL conforme citado anteriormente no método da macrodiluicio em
caldo.

Apbés a solidificacdo do meio de cultivo em placas de Petri (150X20mm),
foram confeccionados pocos, inserindo a parte de maior diametro de ponteiras de

100uL e os blocos foram retirados com a ponta das ponteiras. Em cada poco
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foram adicionados respectivamente, 50puL das solugbes controle  positiva
(cetoconazol), negativa (solucdo RPMI-1640 com 5% de DMSO)e drogas-teste.

Estas placas foram mantidas a temperatura ambiente por cerca de duas
horas e depois incubadas a 30°C por seis dias. Decorrido o periodo de incubacéo,

o didmetro das zonas de inibicdo do desenvolvimento fungico foi medido em
milimetros.



4. RESULTADOS
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Entre as 538 amostras coletadas nas duas regides (Sdo Carlos e sul do
estado de Mato Grosso do Sul), em apenas doze (2,23%) foram observados

dermatdfitos (Tabela 6).

Tabela 6: Percentual de amostras positivas para dermatéfitos nos animais, no

ambiente e no solo.

J— Total Total de amostras
coletado positivas (%)

Animais com leséo de casco 7 0
Animais com lesdo aparentemente 3 0
caracteristica de tricofitose
Animais com lesdo aparentemente o 0
caracteristica de dermatofitose
Animais sem lesao de pele 463 8(1,73)
Ambiente 18 0
Solo 12 4 (33,3)
Total 538 12 (2,23)

As 7 amostras coletadas dos animais com lesdes podais ndo resultaram em
culturas negativas para dermatéfitos (Tabela 6). As lesdes, em geral, eram
inflamatorias com sangramento, edema de membro e provocavam claudicacdo do
animal. Foram denominadas clinicamente, segundo Nicoletti et al. (2001), como:
dermatite interdigital com exposicdo dos tenddes; dermatite digital com
comprometimento axial e dermatite digital (papilomatosa) proliferativa. Porém,
foram encontrados nas culturas, apenas fungos filamentosos saprobios, leveduras
e bactérias (Tabela 7). Nao houve a possibilidade de coletar amostras de casco

sem lesdo devido a dificuldade em conter estes animais, sendo necessario
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pessoal e equipamento especifico. A contencdo era feita apenas para o

tratamento destes animais, onde se aproveitou para coletar as amostras.

Tabela 7: Fungos isolados de amostras dos animais com pododermatites.

Amostra Fungo isolado

1 Acremonium spp, Beauveria spp, Fusarium spp, bactérias
Geotrichum spp

Geotrichum spp, Trichosporon spp, fungo deméceo, leveduras
Fusarium spp, fungo demaceo e leveduras

Geotrichum spp, bactérias e leveduras

Geotrichum spp, bactérias e leveduras

~N OO 0o~ WD

Geotrichum spp, bactérias e leveduras

Dos 38 animais com dermatoses, apenas trés apresentaram lesbes
aparentemente caracteristicas de tricofitose, porém a cultura foi negativa para
dermatdfitos (Tabelas 6 e 8). Um dos animais encontrava-se em S&o Carlos - SP
(Fazenda Canchim - Embrapa) e apresentava lesdes mudltiplas por todo corpo,
crostosas, secas e arredondadas (Figura 4), que persistam ha varios meses.
Cerca de dois meses apds a coleta, as lesdes regrediram e desapareceram por
completo com uso de iodo em solugcdo a 5%. Como o tratamento foi iniciado logo
apos a coleta, ndo foi possivel coletar novo material para diagnostico diferencial,

visto que o animal foi descartado apds a cura.
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Tabela 8: Fungos isolados de amostras dos animais com leséo de pele.

Amostra Tipo de leséo Fungo isolado
1 Tricofitose Aspergillus ssp, Fusarium spp, Scopulariopsis
spp, levedura
2 Tricofitose Penicillium spp
3 Alopecia Levedura
4 Alopecia C. keratinophilum, levedura
5 Alopecia Fungos ambientais
6 Alopecia Penicillium spp
7 Alopecia Penicillium spp
8 Alopecia Penicillium spp
9 Alopecia Fungos amhentais
10 Alopecia C. keratinophilum
11 Alopecia Fungos ambientais
12 Alopecia Scopulariopsis spp
13 Alopecia Penicillium spp
14 Alopecia Fungos ambientais
15 Alopecia Paecilomyces spp, Penicillium spp
16 Alopecia C. keratinophilum
17 Alopecia Paecilomyces spp
18 Alopecia Fungos ambientais
19 Alopecia C. keratinophilum, Penicilium spp
20 Alopecia Fungos ambientais
21 Alopecia Penicillium spp
22 Alopecia Penicillium spp
23 Alopecia Paecilomyces spp, Penicillium spp
24 Alopecia Fungos ambientais
25 Alopecia Fungos ambientais
26 Alopecia C. keratinophilum
27 Alopecia Levedura
28 Alopecia C. keratinophilum
29 Alopecia Paecilomyces spp
30 Alopecia Fungos ambientais
31 Alopecia C. keratinophilum
32 Alopecia Fungos ambientais
33 Alopecia C. keratinophilum
34 Alopecia C. keratinophilum
35 Alopecia Aspergillus spp
36 Fotossensibilizacdo  Paecilomyces spp, Penicillium spp
37 Fotossensibilizacdo  C. keratinophilum
38 LesOes verrugosas  Aspergillus spp, Penicillium spp
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Figura 4: Vista do pescoco de animal com lesGes aparentemente caracteristicas
de tricofitose.

Os outros animais encontravam-se na regido sul do estado de Mato Grosso
do Sul. Um deles era um animal adulto (aproximadamente trés anos), apresentava
poucas lesbes crostosas, secas e arredondadas na regido do pescogo. O outro
era um animal jovem, apresentava lesdes mudltiplas verrugosas por todo corpo que
se desprendiam com faciidade da pele, apresentavam secrecdo purulenta e
sangramento (Figuras 5 e 6). Porém, a cultura revelou apenas fungos saprobios e
leveduras (Tabela 8).
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Figura 6: Vista de animal com lesdes verrugosas, secre¢éo e sangramento.
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Os 35 animais, restantes, apresentavam alopecia (Figura 7), escamacdo e
lesbes com perda de grande extensdo de pele (Figura 8), consideradas pelo

médico veterindrio como lesdes por fotossensibilizacdo. Porém, essas amostras

apresentaram cultura negativa para dermatofitos (Tabela 8).

Figura 7: Vista panoréamica de animal com alopecia e eritema (com presenca de

carrapatos).
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Figura 8: Vista de animal com lesbes e perda de grande extenséo de pele.

Das 463 amostras dos animais aparentemente saudaveis, apenas oito
(1,7%) apresentaram dermatdfitos (Tabela 6), sendo isoladas apenas espécies do
género Microsporum spp. Desse género foram detectadas duas espécies, M.
gypseum (7) e uma espécie ndo identificada (Tabelas 9 e 10). Esses fungos foram
isolados apenas das amostras provenientes de S&o Carlos — SP.

No periodo da seca e das aguas, na regido sul do estado de Mato Grosso
do Sul, ndo foram isolados dermatofitos nos animais avaliados, tanto com les&o
(4) quanto sem lesdo (22). Em Sdo Carlos — SP houve maior isolamento de
dermatofitos nos animais no periodo das aguas, conforme demonstra as tabelas 9
e 10.
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Tabela 9 Distribuicdo de dermatdfitos isolados das amostras de pele coletadas de

bovinos em S&o Carlos - SP no periodo da seca.

Amostra NUmero Positivas Dermatéfito
Com lesao 1 0 0
Sem lesao 92 1 M. gypseum

Tabela 10: Distribuicdo de dermatdfitos isolados das amostras de pele coletadas

de bovinos em S&o Carlos - SP no periodo das aguas.

Amostra Numero Positivas Dermatofito
Com leséo 33 0 0
Sem lesao 349 1 Microsporum spp
6 M. gypseum

Com relacdo as 18 amostras coletadas do ambiente, como: cochos,
arvores, mourdes de cerca, bretes, currais, porteiras e postes; estas apresentaram
cultura negativa para dermatdfitos. Das 12 amostras de solo, 4 (33,3%) foram
positivas para cultura de dermatdfitos (Tabela 6). Sendo detectada apenas a
espécie M. gypseum (Tabela 11).

Os fungos encontrados nos animais e no ambiente nas duas regifes estéo
relacionados nas tabelas 12 e 13. A tabela 14 apresenta as caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas dos dermatdfitos isolados. Os demais
fungos filamentosos foram identificados baseando-se, apenas, mas caracteristicas
morfoldgicas.
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Tabela 11: Distribuicdo das amostras de solo, nimero, amostras positivas e

dermatéfitos isolados.

Local (curral) Namero Positivas Dermatofito
Fazenda Canchim
. 2 2 M. gypseum

(Confinamento)
Fazenda Canchim

2 0 0
(Bananal)
Fazenda Canchim

3 1 M. gypseum
(Lagoa)
Fazenda Canchim

1 0 0

(Ordenha)

MS —regiao sul 4 1 M. gypseum
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Tabela 12: Fungos isolados dos animais e do ambiente/solo da regido sul do

estado de Mato Grosso do Sul.

Amostras Amostras

Fungos encontradas nos encontradas no

animais ambiente/solo
Absidia spp. 2 0
Acremonium spp. 18 0
Aspergillus spp. 29 5
M. gypseum 0 1
Paecilomyces spp. 14 3
Penicillium spp. 25 4
Scopulariopsis spp. 15 2
Leveduras 7 0
Fungos néo identificados 10 2
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Tabela 13: Fungos isolados dos animais e do ambiente/solo de S&o Carlos — SP.

Amostras Amostras
Fungos encontradas nos encontradas no
animais ambiente/solo
Absidia spp. 1 0
Acremonium spp. 2 0
Acrophialophora spp. 2 0
Aspergillus spp. 5 0
Beauveria spp. 2 0
Bipolaris spp. 1 0
Chrysosporium keratinophilum 96 0
Fusarium spp. 12 4
Geotrichum spp. 11 0
Microsporum gypseum 7 3
Microsporum spp. 1 0
Paecilomyces spp. 27 7
Penicillium spp. 6 5
Scopulariopsis spp. 11 1
Trichosporon spp. 1 0
Fungos demaceos 19 5
Leveduras 62 5
Fungos néo identificados 165 9
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Tabela 14: Caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioguimicas apresentadas

pelos dermatdfitos identificados.

Fungo Microsporum spp M. gypseum*
Crescimento Macroscopia:  Colbnia ave-  Macroscopia: Colbnia de
em ASD ludada, com centro rosa-  superficie plana, de bordas

escuro e borda branca, irregulares e pulverulenta
reverso igual ao anverso (aspecto gizado caracteris-
(Figura 9). Microscopia:  tico), com centro acasta-
Macroconidios abundantes nhado e borda clara, reverso
de paredes espessas. Micro- igual ao anverso (Figura 10).
conidios abundantes clava-  Microscopia: Macroconidios
dos e sésseis. abundantes e caracteristicos,
com paredes finas, extremi-
dades arredondadas e super-
ficie levemente rugosa. Micro-
conidios piriformes.
Crescimento Macroscopia:  Colénia sem
em arroz pigmentacao. Microscopia:
Macroconidios e  microco- NR
nidios abundantes sem
caracteristicas especificas.
Crescimento Macroscopia: Crescimento
em NaCl tolerante ao sal, com colénia
pulverulenta branca, reverso
marrom-avermelhado com
borda amarelada.  Micros- NR
copia: Macroconidios e
microconidios abundantes
sem caracteristicas especk
ficas.
Crescimento Macroscopia:  Colbnia sem
em agar pigmentacao. Microscopia:
peptona Macroconidios abundantes NR
sem caracteristicas espect
ficas, sem microconidios.
Perfuracao
de pélo Positiva Positiva
in vitro
Urease Negativa Positiva

*Todas as cepas de M. gypseum apresentaram as mesmas caracteristicas. NR — prova ndo

realizada.
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Figura 9: Vista da colonia de Microsporum spp: aspecto aveludado, bordas

brancas e centro rosa-escuro, (a) anverso e (b) verso.

Figura 10: Vista da colénia de M. gypseum: aspecto gizado, bordas brancas e

irregulares, centro acastanhado, (a) anverso e (b) verso.
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O nudmero e viabilidade dos conidios dos dermatofitos isolados e das cepas
padrdo bem como os resultados encontrados nos testes de suscetibilidade frente
as drogas antifingicas pelo método da macrodiluicdo em caldo estdo nas tabelas
15 e 17, respectivamente. O itraconazol e a terbinafina inibiram todos os isolados
fngicos numa concentracdo <0,03pg/mL. A atividade antifingica do fluconazol,
em termos de CIM, variou de 8 a >64ug/mL para os isolados avaliados. Sendo
gue, mais de 80% das amostras apresentaram CIM =64pg/mL. As cepas padréo
apresentaram valores de CIM correspondentes aos descritos e padronizados pelo
NCCLS (1997).

O nudmero e viabilidade dos conidios dos dermatofitos isolados para o teste
de suscetibilidade a antifingicos pelo método da difusdo em &gar estéo
relacionados na tabela 16.

Os medicamentos de uso veterinario: LEPECID® e solucéd de iodo a 5%
apresentaram variagdo do halo de 46-64mm e 20-85mm, respectivamente. Esses
medicamentos foram mais ativos in vitro que o UNGUENTO® spray, cuja variagdo
foi de 817mm (Tabela 18). As figuras 11 e 12 referem-se a atividade antifingica

desses medicamentos pelo método da difusdo em égar.
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Tabela 15: Numero e viabilidade dos conidios dos dermatéfitos isolados e das

cepas padrao (ATCC).
Contzflg_em dos Controle de
Microrganismos copldlos em viabilidade do
Ne (l:\laerzagjgf inéculo
(conidios/mL) (UFC/mL)
Microsporum gypseum (1) 2,40x10° 1,70x10°
Microsporum gypseum (2) 2,70x10° 2,30x10°
Microsporum gypseum (3) 2,65x10° 2,10x10°
Microsporum gypseum (4) 2,30x10° 2,40x10°
Microsporum gypseum (5) 3,25x10° 2,10x10°
Microsporum gypseum (6) 5,15x10° 2,30x10°
Microsporum gypseum (7) 2,65x10° 4,80x10°
Microsporum gypseum (8) 2,55x10° 1,90x10°
Microsporum gypseum (9) 2,40x10° 2,60x10°
Microsporum gypseum (10) 2,40x10° 2,50x10°
Microsporum gypseum (11) 4,00x10° 2,60x10°
Microsporum spp (12) 1,80x10° 2,00x10°
Candida parapsilosis ATCC 22019 * 4,07x10°
Candida krusei ATCC 6258 * 4,26x10°

* Densidade celular ajustada para obter um padrdo 0,5 da escala de McFarland segundo a
padronizacéo estabelecida pelo NCCLS (documento M27-A de 1997).
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Tabela 16: Numero e viabilidade dos conidios dos dermatdfitos isolados para o

teste de suscetibilidade a antifngicos pelo método da difusdo em

agar.
Contggem dos Controle de
Microrganismos conidios em viabilidade do
o camarade -
N inoculo
Neubauer (UFC/mL)
(conidios/mL)

Microsporum gypseum (1) 7,20x10° 1,7x10°
Microsporum gypseum (2) 1,70x10° 0,3x10°
Microsporum gypseum (3) 2,00x10° 0,7x10°
Microsporum gypseum (4) 3,00x10° 0,9x10°
Microsporum gypseum (5) 2,40x10° 0,7x10°
Microsporum gypseum (6) 4,75x10° 1,3x10°
Microsporum gypseum (7) 6,00x10° 1,8x10°
Microsporum gypseum (8) 4,20x10° 1,1x10°
Microsporum gypseum (9) 6,50x10° 1,6x10°
Microsporum gypseum (10) 7,50x10° 1,9x10°
Microsporum gypseum (11) 4.47x10° 1,4x10°
Microsporum spp (12) NC NC

NC — amostra nao esporulou.
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Tabela 17: Atividade in vitro dos antifingicos pelo método da macrodiluicdo em

caldo frente as espécies de dermatofitos e cepas padrao.

Microrganismos CIM (ug/mL)
N° Fluconazol Itraconazol Terbinafina
Microsporum gypseum (1) 64 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (2) 64 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (3) &4 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (4) 64 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (5) 8 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (6) 64 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (7) 4 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (8) 16 <0,03 <0,03

Microsporum gypseum (9) 64 <0,03 <0,03

Microsporum gypseum (10) 64 <0,03 <0,03
Microsporum gypseum (11) 64 <0,03 <0,03
Microsporum spp (12) >64 <0,03 <0,03
C. parapsilosis ATCC 22019* 05 <0,03 2,0
C. krusei ATCC 6258* 32 0,5 >16

* Cepas controle.

Tabela 18: Diametro dos halos de inibicho dos dermatofitos frente aos

medicamentos de uso veterinario pelo método de difusdo em agar.

Medicamento Variagdo do halo (mm)
LEPECID® 46-64
Solugéo de lodo a 5% 20-85
UNGUENTO® spray 8-17

Cetoconazol 128 pg/mL 16-21
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Figura 11. Atividade antifingica do medicamento de wuso veterinario (a)

LEPECID®, (b) controle positivo e (c) controle negativo frente ao M.

gypseum.



4. Resultados- 58

Figura 12: Atividade antifingica dos medicamentos de uso veterinario (a) solucao
de iodo a 5% e (b) UNGUENTO® spray, (c) controle positvo e (d)

controle negativo frente ao M. gypseum.
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As dermatofitoses constituem um dos grupos de doencas mais importantes
dentro da pratica dermatologica e sdo adquiridas por diversas formas de contagio,
entre elas, o contato direto com animais que sdo reservatorios de fungos.

Tem-se estabelecido que a maioria dessas infecches encontra-se
primariamente concentrada nas regifes tropicais, onde o clima € quente e Umido,
causando grandes problemas de saude publica, além de produzirem perdas
econdmicas na pecuaria (KHARE, 1983; FARUQUI, 1984).

O projeto proposto, Inicialmente, para esta dissertacdo visava,
principalmente, verificar a incidéncia de dermatofitoses em bovinos na Fazenda
Canchim (Embrapa — pecuaria Sudeste em S&o Carlos — SP). Visto ser uma
propriedade que apresenta condicoes adequadas de manejo dos animais, com
funcionarios e pesquisadores de varias formacgOes, inclusive médicos veterinarios
gue atuam em periodo integral. No entanto, como 0 ndmero de animais com
dermatoses nessa propriedade foi pequeno, optou-se entdo, por procurar animais
com lesdo de pele em outras regides. Porém, foram encontradas diversas
dificuldades, dentre estas, a disponibilidade de médico veterinario e funcionarios
para acompanhar as coletas e verificar animais com lesdes. Outra dificuldade foi a
distancia das propriedades e o0 pouco tempo gque restava para efetuar as coletas
nessas outras areas.

Nesse trabalho, verificamos que, apenas 12 (2,23%) das 538 amostras
coletadas apresentavam dermatdfitos (Tabela 6), sendo que, esses foram isolados
apenas das amostras coletadas dos animais aparentemente saudaveis e do solo.
E somente o género Microsporum foi detectado.

Dos 508 animais avaliados, 7 apresentaram pododermatite, trés (0,59%)
tinham lesbes aparentemente caracteristicas de tricofitose (Figuras 4-6), e 35
(6,9%) eram sugestivas de dermatofitoses (Figuras 7 e 8). Os animais com
pododermatite tinham diagnostico clinico de lesfes por traumatismo, com infeccdo
secundaria por bactérias (Tabela 7).

Dos animais que apresentavam lesbes sugestivas de tricofitose, nao
ocorreu o isolamento do T. verrucosum. Esse fato, provavelmente, foi devido ao

crescimento abundante de fungos saprobios (Aspergillus spp, Penicilium spp,
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Fusarium spp e Scopulariopsis spp — Tabela 8), que poderia ter colaborado para a
inibicdo do provavel agente etiologico. Desses fungos, a literatura cita apenas o
género Scopulariopsis spp como agente etiolégico de dermatoses em caninos,
equinos, bovinos e suinos (KINTNER e BLENDEN, 1961; PURCHIO et al., 1980;
GANDRA et al., 1986). Outro fator que pode ser considerado foi o tratamento de
um dos animais (Figura 4) com solucdo de iodo a 5% algumas semanas antes da
coleta. Conforme citado na literatura essa solucdo tem atividade fungicida contra
dermatofitos (SOARES, 1998). Outra possibilidade seria a similaridade entre a
tricofitose e as lesdes provocadas pelo actinomiceto Dermatophilus congolensis,
ou por outras dermatoses, por exemplo, infeccdo bacteriana, escabioses, tumores
e reacoes alérgicas (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991).

As lesbes sugestivas de dermatofitoses, segundo a literatura (van CUTSEM
e ROCHETTE, 1991), poderiam ser causadas ocasionalmente por T.
mentagrophytes ou, raramente por espécies do género Microsporum. Ressalta-se
que, em 28,6% dos 35 bovinos, que apresentavam esse tipo de lesdo, foi isolado o
fungo queratinofilico C. keratinophilum (Tabela 8), e segundo relato de Shankar et
al. (2002), esse fungo secreta substancias que possuem atividade
antidermatofiica. Como houve o crescimento rapido e abundante de C.
keratinophilum bem como de outros fungos saprofitas, acredita-se também, que
esses poderiam ter impedido o desenvolvimento de um fungo de crescimento
moderado a lento, como um dermatdfito. Ou entdo, essas lesdes poderiam ser
provenientes de processos alérgicos (van CUTSEM e ROCHETTE, 1991) ou
causadas por outros fungos, inclusive os queratinofilicos (Tabela 8). Porém, para
se ter certeza que uma espécie de fungo saprdfita € o agente etioldgico, torna-se
necessario o isolamento do mesmo microrganismo trés vezes em diferentes
ocasides. Todavia, devido a alta rotatividade dos animais, esse procedimento se
tornou impossivel.

Outro fator que poderia ter contribuido para a baixa incidéncia de fungos
dermatofitos seria a amostragem. Porém, em outras pesquisas, realizadas em
diversos paises, a amostragem estudada foi superior a utilizada no presente

estudo, sendo que, na maioria das vezes a incidéncia também foi baixa. Mitra et
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al. (1998) avaliando a incidéncia de dermatdfitos em um rebanho de 1062 bovinos
na India, observaram que apenas 21 animais apresentavam lesdes de pele e
desses, em 5 (0,47% do total de animais) foram isolados dermatéfitos, sendo M.
gypseum em 2 animais. Pesquisas realizadas, durante anos em Baden-
Wirttemberg (Alemanha), relataram que de 55.720 animais avaliados, apenas
2,9% apresentaram tricofitose (HECKERT e GRUNDER, 1988).

Scott (1994) relata que em regides tropicais como na Africa, onde a criacdo
€ mais extensiva, a prevaléncia da infeccdo é baixa. A literatura revela a
prevaléncia varidvel dessa dermatofitose no mundo, demonstrando que existe
uma gama de fatores que interferem na distribuicdo da infeccdo, entre esses,
habitos e atividades desenvolvidos nas propriedades rurais (MORETTI et al.,
1998), como o confinamento, que segundo Wabacha et al. (1998), interfere mais
na disseminacdo das dermatofitoses do que a influéncia climatica. Esses fatos
poderiam explicar o baixo nimero de animais com lesdo no Brasil, j& que o
sistema de confinamento ndo é muito utilizado.

Dos animais aparentemente saudaveis (463), foram isolados 8 dermatdfitos,
pertencentes ao género Microsporum, com predominancia de M. gypseum (Tabela
6). Esses fungos foram detectados apenas nos animais de Sdo Carlos — SP. Um
fato observado foi a presenca de ectoparasitas nos animais de Sdo Carlos — SP, o
gque nao foi constatado na regido sul do estado de Mato Grosso do Sul. Segundo
Beck (1999) e Soares et al. (2000), os ectoparasitas (carrapatos, microacaros e
pulgas) s& vetores de epizoonoses, dentre essas, podemos citar as
dermatofitoses. Esse achado poderia, também, explicar o fato dos animais
apresentarem o fungo numa regido, e nao na outra.

Aléem dos dermatdfitos, também foram isolados outros géneros de fungos
filamentosos, entre esses, destacase 0 isolamento fregiente de C. keratinophilum
(20,4%) somente nos animais de Sdo Carlos — SP (Tabela 13); e de Aspergillus
spp (24,1%) em todas as amostras coletadas dos animais da regidao sul do estado
de Mato Grosso do Sul (Tabela 12). Segundo Ranganathan e Balajee (2000), a
variacdo na frequéncia das espécies pode estar relacionada ao pH e a umidade
dos tipos de solo. Fatores ambientais poderiam explicar a diversidade dos géneros
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de fungos nas duas regibes avaliadas (Apéndice E). Os resultados obtidos em Séo
Carlos — SP estdo de acordo com pesquisa realizada no Egito, onde Bagy (1986)
relatou a freqiéncia de 2,6% de M. gypseum, 22,1% de C. keratinophilum em 77
bovinos saudaveis. Porém, diferem dos achados de Efuntoye e Fashanu (2001),
gue realizaram um estudo em diferentes areas na Nigéria e relataram 10% de M.
gypseum, 125% de C. keratinophilum e 45% de Aspergillus spp, em 40 bovinos
aparentemente saudaveis. Essa diferenca poderia ser atrbuida a habitos e
condi¢cbes de manejo dos animais nessas regioes.

Dentre os 8 dermatdfitos isolados dos animais de S&o Carlos — SP (Tabelas
9 e 10), sete foram detectados no periodo das aguas e apenas um no periodo da
seca. Esse fato, segundo Ranganathan et al. (1998) e Carrillo-Muiioz e Tur Tur
(2002), poderia estar relacionado ao maior contato dos animais com o solo, habitat
natural desses fungos, bem como a umidade que € um dos fatores que colabora
na germinacao dos propagulos dos fungos.

Segundo Ranganathan e Balajee (2000), experimentos realizados in vitro
verificaram que a umidade do solo variando entre 10-15% aumentava a
sobrevivéncia do M. gypseum, bem como percentuais menores que 10% e acima
de 15%, contribuem para a diminuicdo da viabiidade dessa espécie de fungo.
Diante desses resultados, acreditamos que possa ter ocorrido uma umidade
suficiente no periodo das &guas, que contribuiu para a maior freqiéncia de
iIsolamento desse fungo nos animais.

Das 12 amostras de solo, foram detectados dermatdfitos em 4 (33,3%).
Sendo que, trés amostras foram de Sdo Carlos — SP e apenas uma da regiao sul
do estado de Mato Grosso do Sul (Tabela 11). Foi identificado somente o
dermatofito M. gypseum. Esse fungo geofilico tem distribuicdo universal, é
ubiquitario do solo, sendo facilmente isolado em cultura (SEVERO et al, 1989).
Esses achados estdo de acordo com outros trabalhos similares. No Brasil foi
amplamente documentado na natureza por Castro (1961), que encontrou o
dermatéfito em trés das 13 amostras coletadas nos estados de S&o Paulo e de
Minas Gerais. Londero e Ramos (1961), isolaram M. gypseum em 29,6% de 27
amostras coletadas do solo no estado do Rio Grande do Sul. Padilha Goncgalves
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(1961), avaliou 38 amostras de solo de diversos estados do Brasil (Rio de Janeiro,
Goias, Espirito Santo, Pernambuco, Ceara, Paraiba e Distrito Federal), e
identificou 11 M. gypseum e 3 Microsporum spp em diferentes locais onde
permaneciam animais. Nado foram encontrados trabalhos na literatura envolvendo
a microbiota fungica do estado de Mato Grosso do Sul.

Georg (1960), relata que M. gypseum isolado do solo tem uma
patogenicidade menor que aquele isolado de animais, e somente uma cepa muito
virulenta tem capacidade de produzir infeccdo. Isso poderia explicar a baixa
incidéncia de infec¢bes causadas por esse género.

Embora a literatura sobre testes de suscetibilidade in vitro ser extensa,
poucos trabalhos seguem as preconizagOes indicadas pelo NCCLS, onde, em
1998 comecaram o0s primeiros estudos para a preconizagdo de testes de
suscetibilidade in vitro para os fungos filamentosos (documento M-38P). Os relatos
sobre antibiograma dos dermatdfitos usando esse protocolo sdo recentes, dessa
forma, além desse experimento contribuir para a literatura atual, demonstra que os
antifingicos usados no tratamento das dermatofitoses em humanos (itraconazol e
terbinafina) apresentam uma concentracao inibitoria minima baixa (Tabela 17).

Embora, o itraconazol e a terbinafina apresentem o0 mesmo mecanismo de
acao, inibicdo da biossintese do ergosterol, agem em enzimas diferentes. Porém,
ambas apresentaram CIM <0,03ug/mL, mostrando uma alta atividade inibitéria in
vitro. Esses dados estdo de acordo com outros estudos similares. Hofbauer et al.
(2002), encontraram uma variacdo no CIM de 0,004 a 0,03pug/mL para terbinafina
avaliada com 7 amostras de M. gypseum. Fernandez-Torres et al. (2002a),
determinaram CIM de 32 amostras de M. gypseum, encontrando valores médios
baixos para o itraconazol (0,04ug/mL). Fernandez-Torres et al. (2002b) relataram
uma variacdo de 0,03 a 2ug/mL para o itraconazol e de 0,03 a 0,12ug/mL para a
terbinafina.

O antifingico fluconazol apresentou CIM mais elevados que 0s outros
antifingicos avaliados (Tabela 17), variando de 8 a >64ug/mL, sendo a maioria
consideradas resistentes in vitro (CIM =64ug/mL), que sdo concordantes com 0s
resultados de Fernandez-Torres et al. (2001) e Pujol et al. (2002). Esses autores
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verificaram a suscetibilidade de diversas drogas, entre elas o fluconazol, frente ao
M. gypseum e outros dermatofitos. Relataram que o antifingico apresentou menor
atividade inibitéria quando comparado com as outras drogas avaliadas por eles.

Apesar de ndo se conhecer estudos sobre a correlagdo in vitro e in vivo do
fluconazol frente ao M. gypseum, mesmo assim, € preocupante o fato dessa
espécie ser resistente in vitro a esse antifingico, que atualmente é utilizado no
tratamento de micoses, principalmente em individuos imunocomprometidos
(PORRO et al., 1997). Ressaltamos que, as cepas avaliadas no presente estudo,
foram isoladas da natureza e de animais aparentemente saudaveis, podendo a
gualquer momento, causar infeccdo ao homem e aos animais, dependendo do
sistema imune do hospedeiro e da viruléncia da mesma.

Os medicamentos de uso veterinario foram avaliados pelo método da
difusdo em &gar e apresentaram uma atividade satisfatdria in vitro (Tabela 18,
Figuras 11 e 12). Esses medicamentos s&o amplamente utilizados nas
propriedades rurais estudadas, sendo muitas vezes utilizados em associacao.
Essa associacdo ndo € feita com base em estudos cientificos, apenas sao
utilizados dessa forma por ndo haver um diagndstico laboratorial prévio, ou seja,
ndo ha constatagdo da causa das lesbes. Mesmo assim, sdo utilizados e
apresentam uma atividade satisfatéria contra o agente patogénico.

Nao foram encontrados, na literatura consultada, estudos relacionados a
suscetibilidade in vitro dos medicamentos de uso veterinario. No entanto, Soares e
Cury (2001), concluiram que o0s anti-sépticos representam uma excelente
alternativa para o tratamento tdépico das dermatofitoses, e que as drogas
antifingicas devem ser reservadas para 0s casos mais severos de infeccbes
fingicas.

Portanto, a partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que o0s
medicamentos de uso veterinario estudados podem ser indicados como
medicacOes alternativas ou como drogas de primeira escolha em casos de
dermatofitoses em bovinos, uma vez que, mostraram-se tdo eficazes quanto as

drogas antifingicas especificas in vitro, incluidas nesse trabalho.
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Considerando-se o0s resultados encontrados nesse trabalho, observa-se a
necessidade do desenvolvimento de estudos mais amplos nessa éarea. Devendo
ser avaliado um rimero maior de animais, e com isso, produzir um levantamento
epidemiologico mais significativo, que possa abranger ndo sO essas como outras

regioes do Brasil.
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A partr de 508 amostras coletadas dos animais, constatou-se que, 1,6%

dessas apresentaram dermatofitos, identificados por exames micoldgicos.

Dos 38 (7,6%) animais que tinham lesdes de pele, somente trés apresentaram
caracteristicas clinicas de tricofitose, demonstrando uma baixa frequiéncia

desse tipo de lesdo entre os animais das regides avaliadas.

Nao foram identificados dermatdfitos causando lesdo. Somente 0s animais
aparentemente saudaveis de Sao Carlos — SP apresentaram 0s mesmos, que
predominaram no periodo das &guas, demonstrando que o0s bovinos sé&o

reservatorios desses e de outros fungos potencialmente patogénicos.

Somente o género Microsporum foi isolado, sendo encontradas duas espécies:

M. gypseum e Microsporum spp.

As condicdes de manejo e climéticas das regides estudadas colaboraram para
a baixa incidéncia de animais com lesdo, bem como com a auséncia de

infecgdo causada por dermatofitos.

Das 30 amostras coletadas do ambiente, somente nas amostras do solo
(13,3%) foram detectados dermatdfitos, sendo que, apenas a espécie M.

gypseum foi isolada, predominando no periodo da seca.

A partr dos testes de suscetibilidade, verificou-se que, nas concentracdes

estudadas, o iraconazol e a terbinafina apresentaram melhor atividade

antifingica in vitro que o fluconazol.

Os medicamentos de uso Vveterindrio estudados apresentaram uma oOtima
atividade antifingica in vitro, revelando serem excelentes alternativas para o

tratamento topico de lesdes causadas por dermatofitos em bovinos.
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9. Os resultados desse trabalho justificam a realizacdo de estudos mais amplos
nessa area, que possam atingir um ndmero maior de animais, € com isso,
produzir um levantamento epidemiolégico mais significaivo, abrangendo

diversas regides do Brasil.
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Apéndice A Procedéncia dos reagentes, meios de cultura, sais, carboidratos e

corantes.

Seletive agar for pathogenic fungi Merck

Agar Sabouraud Vetec

NaCl Reagen

Peptona Inlab

Agar Vetec

Dextrose Synth

Vermelho de fenol Merck

HCI Merck

Fosfato de potassio monobasico Reagen

MOPS UBS

RPMI-1640 Gibco BRL

Agar Trichophyton 3 Difco

Agar Trichophyton 4 Difco

DMSO Merck

Cetoconazol Galena Quimica
Farmacéutica Ltda

[traconazol Galena Quimica
Farmacéutica Ltda

Fluconazol Galena Quimica
Farmacéutica Ltda

Terbinafina Novartis

Etanol Merck
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Apéndice B: Mapa do estado de S&o Paulo com a localizacéo de Séo Carlos.
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Apéndice C: Mapa do estado de Mato Grosso do Sul com a localizagdo da regido
sul.

v MATC GROS50
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Apéndice D: Formulacéo dos medicamentos de uso veterinario avaliados.

Lepecid® (Dow AgroSciences): larvacida (inseticida), repelente, germicida.

ClorpirifOs™ ......oooveeeeiece e 2,509
Violeta de genciana ..........ccocceeeererenenesinenn 0,279
(@]1=To X (=Y o112 1o JRO N 4,464
VEICUIO gSP .vveveeieieieeeieeee e 100,0mL

* Organofosforado

UNGUENTO® spray (Vansil): cicatrizante, larvicida, repelente.

Permetring® .......cooceveeev e 0,59
OXidO € ZINCO ...oovvve e, 25,09
Excipiente / propelente Butano ...................... 100,0g

* Inseticida piretroide

lodo 10% (Pinus):
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Apéndice Caracteristicas climaticas e geograficas das duas
pesquisadas.
Regiéo de Séo Carlos — SP Regido sul do estado de
(Fazenda Canchim) * Mato Grosso do Sul **
Altitude 854m 430-655m
Tipo de solo latossolo  vermelho-amarelo latossolo vermelho-escuro
fase  arenosa  (predomi- de textura argilosa a média,
nante), latossolo vermelho- em sua maioria alicos.
escuro e areia quartzosa
distrdfica.
Clima subtropical com inverno Umido a sub-Umido com

indice  pluviométrico
(média anual)
Temperatura (média

anual)

seco e verdo quente/Umido
(cima Cw na classificacao
de Kdppen).

1500mm

22°C

inverno  seco e  verao
guente/chuvoso (clima Aw

na classificacdo de
Koppen).
1750 a 2000mm
21 a28°C

* Fonte: A UNIDADE, 2003; ** Fonte: LOCALIZACAO, 2003, e MS — CLIMA, 2003.
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