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RESUMO

A dermatofitose é uma infeccéo flungica superficial dos tecidos queratinizados como pelos,
unhas e o estrato cérneo da epiderme. Nos caes e gatos, € comumente causada por
dermatdfitos dos géneros Microsporum, Nannizzia e Trichophyton. Sua prevaléncia em
pequenos animais ainda € desconhecida, mas estima-se que a mesma acometa cerca de
4-15 % dos caninos e até 20% dos felinos. Além da relevancia da dermatofitose na saude
animal, trata-se de uma antropozoonose, que afeta cerca de 40% da populacdo humana e,
atualmente, representa um grande problema de salde pubica, pois estd amplamente
difundida pelos centros urbanos. Tendo em vista sua facil disseminacéo, locais com
aglomeracédo de animais sao potencialmente contaminados. Assim sendo, os abrigos de
animais tornam o controle dessa doenca um desafio. Neste estudo foram analisados 150
animais assintomaticos do Abrigo Municipal de Varginha-MG, onde 7,3% foram positivos
pra dermatéfitos. Desses 4% eram caninos e 14% felinos. Microsporum canis foi a Unica
espécie de dermatdfito isolada no presente estudo. Os isolados obtidos das populacdes
estudas, bem como isolados pertencentes ao Banco de Microrganismos do DMV/UFLA
totalizando 28 isolados, foram submetidos a testes de suscetibilidade a antifingicos por
meio da técnica de difusdo em discos. Foram avaliadas quatro drogas distintas:
ketoconazol; itraconazol; clotrimazol e fluconazol. Observou-se que o ketoconazol foi o
farmaco mais eficiente para inibir crescimento dos isolados, demonstrando acéo
antimicrobiana contra 53,57% das amostras avaliada, seguido pelo clotrimazol 39,28% dos
isolados suscetiveis. Ja itraconazol e o fluconazol apresentaram baixa acao antimicoética
contra os isolados testados, com 85,71% das amostras resistentes ao itraconazol e 96,43%
ao fluconazol. No estudo apontou a existéncia de portadores assintomaticos em animais de
abrigo, demonstrando que estes podem ser reservatorios importantes para dermatofitos de
importancia na saude coletiva e um alto indice de resisténcia dos isolados frente aos
farmacos avaliados, 0 que pode estar associado ao uso indevido de antifungicos. Faz
necessario uma vigilancia e investigacées mais aprofundadas em relacao aos dermatofitos
resistentes, pois 0s mesmos sdo uma ameaca a saude coletiva, considerando a importancia
zoonGtica dos mesmos e 0s niveis elevados de resisténcia apontados pelo presente estudo.

Palavras-chave: Dermatofitose. Zoonose. Saude Publica. Resisténcia. Abrigos coletivos.



ABSTRACT

Dermatophytosis is a superficial fungal infection of keratinized tissues such as hair, nails
and the stratum corneum of the epidermis. In dogs and cats, it is commonly caused by
dermatophytes of the genera Microsporum, Nannizzia and Trichophyton. Its prevalence in
small animals is still unknown, but it is estimated that it affects about 4-15% of canines and
up to 20% of felines. In addition to the relevance of dermatophytosis in animal health, it is
an anthropozoonosis, which affects about 40% of the human population, and currently is a
public health major problem, since it is widely disseminated in urban centers. In view of their
easy dissemination, sites with agglomeration of animals are potentially contaminated.
Therefore, animal shelters turn the control of this disease a challenge. In this study, 150
asymptomatic animals from the Municipal Shelter of Varginha- MG were analyzed, where
7.3% were positive for dermatophytes. Among those, 4% were canines and 14% felines.
Microsporum canis was the only species of dermatophyte isolated in the present study. The
isolates obtained from the studied populations, as well as isolates belonging to the Database
of Microorganisms of the DMV/UFLA totaling 28 isolates, were submitted to susceptibility
tests to antifungals by means of the diffusion technique in discs. Four distinct drugs were
evaluated: ketoconazole; itraconazole; clotrimazole and fluconazole. It was observed that
ketoconazole was the most efficient drug to inhibit growth of isolates, demonstrating
antimicrobial action against 53.57% of the samples evaluated, followed by clotrimazole
39.28% of susceptible isolates. Itraconazole and fluconazole showed low antimycotic action
against the tested isolates, with 85.71% of the samples resistant to itraconazole and 96.43%
to fluconazole. The study pointed out the existence of asymptomatic carriers in shelter
animals, demonstrating that these may be important reservoirs for dermatophytes of
importance in public health and a high index of resistance of the isolates to the drugs
evaluated, which may be associated with the misuse of antifungal agents. It is necessary to
surveillance and further investigations in relation to resistant dermatophytes, as they are a
threat to collective health, considering their zoonotic importance and the high levels of
resistance pointed out by the present study.

Keywords: Dermatophytosis. Zoonosis. Public Health. Resistance. Collective Shelters.
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1 INTRODUCAO

No mundo, existem mais de 250.000 espécies de fungos, no entanto,
menos de 150 sao patogénicas para 0s seres humanos e animais. Dentro desse
grande grupo que € o reino Fungi, encontram-se 0s dermatoéfitos que sédo
responsaveis por causar uma importante antropozoonose altamente
negligenciada. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 25% da popula¢do mundial € afetada por dermatéfitos, o que
evidencia sua relevancia na saude publica.

A dermatofitose em caninos e felinos, historicamente tem sido atribuida a
dermatofitos dos géneros Microsporum e Trichophyton. No entanto, com base
em estudos filogenéticos a taxonomia dos dermatofitos foi revisada, tendo sido
inclusos no género Nannizzia espécies antes pertencentes ao género
Microsporum. Em um contexto geral, a dermatofitose animal é classificada como
uma infeccao fungica superficial que afeta os tecidos queratinizados como pelos,
unhas e o estrato cérneo da epiderme. Acomete pacientes de qualquer idade, no
entanto os filhotes, idosos e animais debilitados sdo mais propensos.

Nos ultimos anos, a relacdo entre os seres humanos e 0s animais
passaram por grandes mudancas. Os animais deixaram de ter fungces como
proteger a casa, cacar ratos etc. e passaram a ser membros da familia, ou seja,
se aproximaram mais dos seus tutores e passaram a compartilhar mais tempo
juntos. Tal fato propiciou uma maior chance de transmissdo de doencas
zoonodticas. Entre as antropozoonoses relacionadas a animais de companhia,
destacam-se as dermatofitoses, tendo em vista que o0s principais fungos
causadores da enfermidade nos cdes e gatos podem acometer 0s seres
humanos. Salienta-se o fato de que estes animais podem ser portadores
assintomaticos, constituindo, assim, em reservatorios-chaves para controle e

prevencao da doenca dentro de uma perspectiva de saude Unica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos etioldgicos e epidemioldgicos

A dermatofitose é uma infec¢cdo ocasionada por fungos dermatéfitos,
amplamente difundidos pelo mundo, que afetam os tecidos queratinizados como
estrato corneo da pele, unhas e pelos (CAFARCHIA et al., 2006; VIANI, 2015).
Trata-se de uma importante antropozoonose que afeta cerca de 40% da
populacdo humana (OLIVEIRA et al., 2015; VIANI, 2015).

No mundo, existem diversas espécies de fungos filamentosos
queratinofilicos causadores de dermatofitose. Eles séo classificados em quatro
géneros, Microsporum spp., Trichophyton spp., Nannizzia spp. e
Epidermophyton spp. (SILVA et al., 2017, DE HOOG et al., 2017). Em pequenos
animais, os trés primeiros géneros sdo 0s principais causadores de infeccao
(BALDA et al.,, 2007; MORIELLO et al.,, 2017, DE HOOG et al.,, 2017),
principalmente pelas espécies Microsporum canis, Nannizzia gypseum (antigo
Microsporum gypseum) e Trichophyton mentagrophytes (MORIELLO et al.,
2017; DE HOOG et al., 2017; ROSSI & ZANETTE, 2018). A relevancia zoondtica
do Epidermophyton spp. € menor, se comparada aos demais agentes citados
anteriormente. Entretanto, Terreni et al. (1985) relataram um caso onde foi
isolado o dermatofito Epidermophyton floccosum, em les6es de um céo. Devido
ao fato de o animal ser portador de hiperadrenocorticismo, a infeccao foi sugerida
como oportunista.

Os dermatéfitos podem ser classificados de acordo com o seu habitat
natural em antropofilicos, como E. floccosum que esté intimamente relacionado
com infecgcbes em humanos; geofilicos, como N. gypseum que habita o solo; e
os zoofilicos, como M. canis e T. mentagrophytes encontrados em animais, mas
que podem infectar humanos. M. canis € a espécie envolvida na maioria dos
casos em cées, gatos e seres humanos (VIANI, 2015; MORIELLO et al., 2017).

Os dermatdfitos tém predilecdo por regibes de clima tropical,
principalmente em locais de clima quente Umido, sendo o periodo de maior
incidéncia entre o outono e o inverno (MACIEL & VIANA, 2005; VIANI, 2015).
Devido a sua distribuicdo cosmopolita e sua caracteristica zoofilica, M. canis &

comumente encontrado na pelagem de caninos e felinos assintomaticos. Desse



14

modo é uma patologia infeciosa de dificil controle e erradicacdo (VIANI, 2015;
MORIELLO et al., 2017; ROSSI E ZANETTE, 2018; ANDRADE e ROSSI, 2019).
Por ser uma enfermidade altamente infecciosa, sua propagacéo pode se
dar por contato direto com animais e ou humanos infectados ou indireto por meio
do contato com esporos fungicos, pelos infectados, ambiente e fémites
contaminados (PERES et al., 2010; NWEZE, 2011; NEVES et al., 2018).

A maioria dos estudos relata que a dermatofitose acomete em geral
animais mais jovens (até doze meses), no entanto a enfermidade pode acometer
animais mais velhos. Nestes, a doenca generalizada esta associada
principalmente a condi¢cdes imunodepressoras pré-existentes. No entanto, em
felinos o fato de os mesmos serem somente reagentes para Imunodeficiéncia
Felina (FIV) ou Leucemia Felina (FeLV), ndo aumenta 0s riscos de 0s mesmos
desenvolverem a enfermidade (MORIELLO et al.,, 2017). Em relacdo a
predisposicao sexual os machos felinos sdo mais acometidos em relacao as
fémeas, no entanto, faltam estudos que comprovem realmente a predisposicao
sexual para tal patologia (BALDA et al., 2004; MORIELLO et al., 2017).

Quanto a predisposicdo racial sabe-se que os felinos da raca Persa sao
0s mais propensos conforme diversos estudos (BALDA et al. 2004; NEVES et al,
2011; MORIELLO et al., 2017). Quanto aos caes, a raca mais descrita € o
Yorkshire Terrier (CERUNDOLO, 2004; CAFARCHIA et al, 2004; ROSSI e
ZANETTE, 2018; CARDOSO et al., 2018). Segundo Moriello et al. (2017), ndo é
possivel inferir totalmente uma predisposicao racial para a dermatofitose, tendo
em vista que ndo é uma doenca de notificacdo compulsoria, ndo é fatal e muitos
casos podem evoluir para a auto cura. Assim sendo, fica dificil estabelecer a real
predisposicao racial, pois a doenca sofre influéncia de varios fatores.

Tendo em vista o fato de que a dermatofitose € de facil disseminacao,
locais com grande aglomeragcao de animais sao potencialmente contaminados.
Desta forma, os abrigos de animais séao locais onde o controle dessa doenca
torna-se um desafio (MORIELLO e NEWBURY, 2006). Além da facilidade de
transmissdo, os abrigos de animais oferecem ambiente propicio para a
manutencdo dos agentes. Esses locais geralmente sdo Umidos devido a
necessidade de higienizacdo frequente, cujo objetivo € reduzir a transmisséo de
outras doencgas. Outro ponto questionavel € que devido a alta densidade

populacional, os animais ficam aglomerados em baias e gaiolas pequenas,
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propiciando aumento da temperatura da pele. A juncdo desses dois fatores, mais
a associacdo de estresse desencadeia o0 comprometimento da imunidade do
paciente, contribuindo para a instalacdo da dermatofitose (MORIELLO e
NEWBURY, 2006; MORROW, 2016; DE TAR, DUBROVOSKY, SCARLET,
2019). Outro fator importante a ser considerado em abrigos de animais é que
todos os colaboradores sdo expostos de maneira continua e ficam sujeitos a
contrair a infeccdo. Tal risco se estende também aos visitantes e pessoas
interessadas em adotar animais (MORIELLO e NEWBURY, 2006).

Segundo Polak et al. (2014), de uma populagdo de 696 felinos de um
santuario, onde os mesmos viviam sob condi¢cdes de maus tratos. De 76 felinos
gue foram submetidos a cultura fungica, 69 (91%) tiveram resultados positivos
para Microsporum canis.

Nitta et al. (2016) analisaram amostras do pelame de gatos oriundos de
gatis comerciais da regido metropolitana de S&do Paulo — Brasil. Neste estudo,
foram coletadas e submetidas ao cultivo 61 amostras de pelo de gatos da raca
Persa clinicamente saudaveis, tendo sido isolado Microsporum canis como o
anico dermatéfito em 51 dos animais (83,6%). Por outro lado, um outro estudo
realizado em um abrigo de animais no noroeste dos Estados Unidos apontou
baixa prevaléncia de portadores, sendo que dos 11.214 gatos admitidos no
abrigo somente 202 (1,8%) foram diagnosticados com dermatéfitos (DE TAR,
DUBROVOSKY, SCARLET, 2019).

Em relacéo a prevaléncia de dermatéfitos em caes, os dados sdo muito
variaveis. Segundo Moriello (2019), a real prevaléncia de dermatofitos em
pequenos animais ainda € desconhecida devida a falta de estudos consistentes.

Segundo o estudo canadense de Scott e Paradis (1990), 0,71% dos céaes
foram positivos para dermatofitos. Em outro estudo realizado em Barcelona,
evidenciou-se que 14,3% das amostras positivas para dermatoéfitos eram
oriundas de caninos (CABANES et al., 1997).

Em um estudo realizado por Cafarchia et al. (2004), foram avaliados 424
animais dentre caninos e felinos que apresentavam lesdes alopécicas
escamativas. Dos animais avaliados, 99 apresentaram culturas positivas para
dermatdfitos e, destes 20,5% eram caninos. Ja em um trabalho realizado em

Calcuta, 362 casos suspeitos de dermatofitose entre caes, gatos e humanos
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foram avaliados, tendo sido verificado que 37,8% dos caes foram positivos ao
cultivo (MURMU et al. 2015).

De acordo com os estudos citados anteriormente os animais de abrigos
sdo suscetiveis a infeccdo por dermatoéfitos e sdo constante fonte de infeccéo
zoonoGtica. Desse modo, métodos adequados de identificacdo dos animais
infectados, tratamento, controle e prevencao devem ser adotados antes que a
doenca saia do controle (MORROW, 2016; DE TAR, DUBROVOSKY,
SCARLET, 2019).

Segundo Gambale et al. (1993) e Farias et al. (2011) locais com alta
densidade populacional como os abrigos de animais, centro de controle de
zoonoses, ONGs, dentre outros, propiciam fatores de riscos potenciais para a
propagacgéo da dermatofitose. Dentre eles, podemos destacar a promiscuidade
as quais esses animais vivem, muitas das vezes possuindo atividades de
reproducdo livre, convivéncia em grandes grupos, estresse, alimentacdo
inadequada, habituais erros de manejo e higienizacao irregular de instalacoes,
promovendo uma contaminag¢do ambiental, importantissima para disseminacao
da patologia. (DEBOER e MORIELLO, 1994a; NEWBURY e MORIELLO, 2014).

2.2 Sinais clinicos nos animais

A dermatofitose na maior parte das vezes se limita as camadas
superficiais da pele. Desta maneira, a gravidade da patologia esta associada a
espécie de dermatofito envolvida, bem como com a imunidade do hospedeiro
(DEGREEF, 2008; VERMOUT et al., 2008; VIANI, 2015). A espécie fungica
relacionada a infeccdo, esta intimamente ligada a sua capacidade de causar
doenca e com a sua adaptacao, desta maneira é decisiva para a gravidade do
quadro clinico decorrente a infec¢do (SIDRIM et al., 2004; ZAITZ, 2010).

Os sinais clinicos iniciam-se de sete a dez dias poOs infeccdo e sdo
oriundos da inflamacéo e danos causados no foliculo piloso (MORIELLO, 2004;
MILLER et al., 2013). As lesdes sédo geralmente encontradas na face, regiao
periocular, perilabial, orelhas, pescoco, plano nasal e extremidades (CARLOTTI
e BENSIGNOR, 2002; ANDRADE e ROSSI, 2019). Assim sendo, a
sintomatologia mais comum encontrada nesta patologia séo lesbes alopécicas

circulares focais ou difusa, com crescimento centrifugo, perda de queratina,
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crostas, pustulas, papulas foliculares. O prurido ndo é um sinal clinico comum,
geralmente quando é relatado o mesmo esta associado a piodermites
secundarias, ectoparasitas e ou reacdes de hipersensibilidade (MACHADO et
al., 2011; VIANI, 2015, ANDRADE e ROSSI, 2019). Segundo Moriello (2014), o
prurido e as lesGes alopécicas circulares ndo sdo encontrados em todos os
pacientes.

Os felinos apresentam um padrdo pleomorfico de lesbes, variando de
dermatite miliar, com ou sem alopecia e descamacado e hiperpigmentacao
cutanea, sendo comumente observado crostas e desqueratinizacdo. Devido ao
ato de se higienizarem através de lambedura, tem sido observado nesta espécie
sinais de anorexia, vomitos e constipacdo (BUDGIN, 2011; WALLER et al.,2014;
VIANI, 2015).

O quérion ou dermatofitose nodular € uma forma incomum de
dermatofitose, sendo mais observada em cées adultos e se caracteriza como
nodulo edematoso, circunscrito e geralmente alopécico, pruriginoso, exudativo e
extremamente doloroso (FERREIRA et al., 2006; CORNEGLIANI et al., 2009;
SILVA et al., 2017). Estas lesGes podem se apresentar como noédulos Unicos ou
abundantes e geralmente sdo localizados na regido de cabeca, pescoco e
extremidades distais dos membros (REIS-GOMES et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado a presenca de dermatéfitos no pelame
de animais assintomaticos. No estudo de Romano et al. (1997), foram analisadas
173 amostras, onde 88 (50,9%) foram positivas para dermatoéfitos, sendo que 82
(47,4%) dos isolados foram identificados como Microsporum canis. Em outro
estudo realizado nos Estados Unidos da América, foram avaliados 200 animais
e, desses 11 (5,5%) foram positivos para dermatofitose e em 10 (5,0%) o agente
causador foi Microsporum canis (BOYANOWSKI et al., 2000).

2.3 Sinais clinicos em seres humanos

As infecgbes por dermatofitos em seres humanos sdo nomeadas “tinea” e
recebem classificacdo de acordo com a é&rea afetada. Habitualmente, os
dermatdfitos afetam a cabeca (tinea capitis) (Figura 1A), a face (tinea faciei)
(Figura 1B) e a pele glabra de antebraco, mé&os e abdémen (tinea corporis)

(Figura 1C e Figura 1D). Estas areas séo geralmente as que sdo expostas a
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maior contato com animais (BIER et al., 2013; MILLER et al., 2013; SILVA et al.,
2017).

Os casos de tinea corporis ou tinea capitis estdo geralmente relacionados
com a infecgdo pelo Microsporum canis. Cafarchia et al. (2006) relataram que a
infeccdo pode ocorrer devido ao contato direto com animais portadores da
doenca, sejam eles sintomaticos ou ndo ou através do ambiente contaminado.

De modo geral, as infeccfes em seres humanos se apresentam como
lesbes superficiais da pele com forma anular, com crescimento de forma
centrifuga, eritematosas, geralmente muito pruriginosa e em alguns casos
podem evoluir para lesdes de tecido subcutaneo, sendo assim denominada
dermatofitose severa (CHERMETTE et al., 2008; DEGREEF, 2008; PERES, et
al., 2010; BEBER e BREUNIG, 2012).

Fonte: Junior (2010)‘.

A dermatofitose profunda em seres humanos € rara e, na maioria dos
casos, esta correlacionada com quadro de imunossupressdo do paciente.
(ROUZAUD et al., 2015; KIM et al., 2016; ANDRADE e ROSSI, 2019). As lesbes
possuem caracteristicas de nddulos, papulas e placas infiltradas na derme, com
presenca de prurido, exudacéao e dor (ANDRADE e ROSSI, 2019). Desse modo,
esse padrao lesional se assemelha ao quérion ou pseudomicetoma encontrados
em animais. Esta € considerada uma das formas mais graves de dermatofitose,
podendo disseminar se para linfonodos, cérebro e figado evoluindo, em alguns
individuos, para o 6bito (ROUZAUD et al., 2015; KIM et al., 2016).
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2.4 Diagnostico

Atualmente, muitos médicos veterinarios tém realizado o diagnostico de
dermatofitose apenas com base nos aspectos clinicos, o que tem levado a
diagnosticos exagerados e equivocados da patologia. Segundo Moriello et al.
(2017), para o diagnostico da dermatofitose, deve-se realizar avaliacdo do
histérico do animal, queixa do tutor e uma anamnese detalhada, a fim de se
coletarem informagdes importantes para um diagndstico assertivo. Os exames
complementares séo de extrema importancia pois sédo eles que determinaréo
qual a espécie fangica esta envolvida, possibilitando o direcionamento e a
adequacdao do tratamento para os animais acometidos.

Em relagcdo aos exames complementares, podem ser utilizados a
fluorescéncia de Wood (lampada de Wood), exame direto dos pelos ou
tricograma, cultura fungica, bidpsia e técnicas moleculares como a PCR
(MORRIELLO, 2014). A lampada de Wood deve ser usada para triagem, pois
somente Microsporum canis € capaz de florescer, devido a producédo de
metabdlitos do triptofano. Um aspecto a ser salientado é que, neste teste, falsos
positivos também podem ocorrer devido a presenca de substancias nos pelos
como alcool, xampus, éter, etc (REIS-GOMES et al, 2012; MORIELLO et al.,
2017).

Para uso da lampada de Wood, algumas particularidades devem ser
observadas: esta deve ser aquecida por pelo menos 5 minutos antes do exame
e a mesma deve ser utilizada em ambiente escuro. Desse modo, evitam-se 0s
riscos de resultados falso-positivos e falso-negativos (MORIELLO, 2014).

O exame direto dos pelos ou tricograma € uma forma rapida e barata de
diagnéstico, comumente utilizado na medicina veterinaria. Tal procedimento
baseia-se no recolhimento de amostras do pelame seguido de avaliacdo
microscopicas (SCOTT et al., 2001). Ainda de acordo com 0os mesmos autores,
esse método fornece informacgdes sobre a haste pilosa desde sua raiz até sua
extremidade distal e podem ser observados hifas e ou artroconideos nas hastes
pilosas na presenca de fungos dermatofiticos. Segundo Reis-Gomes et al.
(2012), a experiéncia do profissional pode interferir no resultado, ou seja,

profissionais inexperientes podem aumentar as chances de resultados errados.
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Atualmente, a cultura fungica tem sido apontada como um dos métodos
mais fidedignos para diagnoéstico da dermatofitose, sendo esta realizada em
Agar Sabouraud Dextrose, acrescido do vermelho fenol, que se trata de um
indicador de pH (ROEHE, 2014). Outro meio que tem sido muito utilizado é o
Dermatophyte Test Médium (DTM). Este meio foi usado inicialmente por médicos
no Vietna com o intuito de isolar fungos dermatofiticos em soldados. Desde entdo
0 mesmo ganhou amplo espaco na micologia médica e teve sua extensao para
uso na medicina veterinaria (TAPLIN et al., 1970). A formulacdo do DTM, pode
sofrer pequenas alteracdes de acordo com cada fabricante. Mas basicamente
todos contém nutrientes para promover crescimento de dermatéfitos, antibioticos
(gentamicina, cloranfenicol) para impedir crescimento bacteriano e o vermelho
fenol que consiste em um indicador de alteracdo de pH (GUILLOT et al., 2001).
De acordo com Taplin et al. (1970), com a utilizacdo do DTM, é possivel
identificar com precisdo 97% dos casos dermatofitoses. Para a realizacdo de tal
exame deve-se preconizar a coleta de pelos da margem das les6es ou em casos
de pacientes assintomaticos os mesmos devem ser escovados e posteriormente
a escova deve ser pressionada sobre o meio (GONDIM e ARAUJO, 2020).

Dentro de quatro a sete dias pds a semeadura, os dermatéfitos comegcam
a crescer e geralmente as culturas positivas apresentam uma coloracéo
esbranquicada com textura semelhante ao floco de algoddo. Caso nao ocorra
crescimento dentro de vinte e um dias, pode se afirmar que a cultura é negativa.
Para identificacdo da espécie flngica, € preciso que as culturas sejam avaliadas
macroscopicamente e microscopicamente (GOMES, 2004; COSTA, 2010;
ROEHE, 2014).

Na andlise macroscOpica deve-se observar se houve mudanca na
coloracdo do meio, 0 mesmo geralmente muda para cor vermelha (MORIELLO,
2001). A morfologia colonial deve ser observada. De acordo com Gomes et al.
(2012), Microsporum canis produz uma colonia de coloracdo branca a
amarelada, com aspecto aveludado (Figura 2A e 2B). J& Nannizzia gypseum tem
aspecto pulverulento a aveludado e sua cor pode variar de creme a canela
(Figura 2C e 2D). As colbnias de Trichophyton mentagrophytes possuem o
mesmo aspecto de cultura do Nannizzia gypseum, porém a coloragéo da col6nia

varia de amarelo a canela (Figura 2E e 2F).
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Figura 2 — Aspectos macroscopicos das culturas de dermatoéfitos. Em A e B observam-se
culturas de Microsporum canis, C e D culturas de Nannizzia gypseum, E e F culturas de
Trichophyton mentagrophytes.

Fonte: Mihali et al. (2012); Mycology Online - The University of Adelaide (2016).

A andlise microscopica € feita a partir da retirada de um fragmento da
colénia ou pressionando-se levemente uma fita adesiva de celofane transparente
sobre a mesma. Entdo a fita deve ser colada com a parte adesiva para baixo,
sobre uma gota de corante azul de algodao de lactofenol, sendo analisada em
microscépio, sob a objetiva de 100X (MORIELLO e DEBOER, 2015). Segundo
Gomes et al. (2012), na analise microscopica, serdo visualizadas estruturas
como de ornamentacdo, caracterizadas pelas hifas e também estruturas de
reproducdo, 0s microconideos e macroconideos. Os macroconideos do
Microsporum canis possuem forma fusiforme, ou formato de “canoa”, de aspecto
rugoso, parede grossa podem ter até 15 septos. JA4 Nannizzia gypseum
apresenta forma de barco a remo, também com aspecto rugoso, porém suas
paredes sdo finas e possuem até seis septos. Trichophytom mentagrophytes
possui formato de charuto, com até sete septos, sua parede € fina e de aspecto
liso (Figura 3). Apds a andlise dos aspectos macroscopicos e microscopicos a
espécie fungica sera determinada (MORIELLO, 2001; QUINN et al. 2005;
MORIELLO e DEBOER, 2015).
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Figura 3 — Caracterizagao das macroconideas dos dermatofitos.
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Fonte: Adaptado de Moriello (2001).

Além do azul de algoddo lactofenol, outras coloracbes podem ser
utilizadas como o nanquim e Giemsa. Em casos onde se tenha um microscépio
de fluorescéncia, o reagente calcoflior branco pode ser utilizado, pois 0 mesmo
confere fluorescéncia para as estruturas fungicas, facilitando o diagndstico
(CHENGAPPA e POHLMAN, 2016). Em um trabalho de Borba (2010), o mesmo
nao encontrou diferencas estatisticas utilizando trés coloracfes diferentes para
visualizacdo de dermatofitos. Desse modo, o azul de algodéo lactofenol continua
sendo o corante mais utilizado para visualizacdo dos dermatofitos.

Os resultados da cultura fungica demoram para ser liberados, devido ao
tempo necessario para crescimento dos mesmos. Na tentativa de acelerar o
diagnostico, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) comecou a ser avaliada.
A utilizacdo da PCR, para identificacdo de fungos dermatofitos ja foi muito
relatada na literatura humana, porém estudo com animais ainda sdo escassos
(MORIELLO et al., 2017).
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Nardoni et al. (2007) testaram um protocolo simples de PCR, em tecidos
embebidos, oriundos de casos diagnosticados como pseudomicetoma
dermatofitico. Todas as amostras testadas pela técnica de PCR foram
comparadas com a cultura e houve concordancia em 100% dos casos. No estudo
de Cafarchia et al. (2013), 187 amostras do pelame de cdes e gatos foram
analisadas, verificando-se que 59 (32,2%) das amostras foram positivas na
cultura fangica. No teste de PCR em uma etapa 49 (26,8%) das amostras foram
positivas para dermatofitos e na Nested-PCR, 63 (34,4%) das amostras tiveram
resultados positivos.

Em outro trabalho realizado por Dabrowska et al. (2014), 15 amostras de
pelos de cées e gatos com diagnostico de dermatofitose foram testados por meio
da PCR. Foram analisados 7 caninos e 8 felinos e todos tiveram resultados
positivos na técnica de PCR.

Um resultado positivo obtido por meio de PCR é muito atil, porém néo
indica necessariamente infeccdo ativa. Muitas das vezes podem ser organismos
fungicos invidveis oriundos de infeccdo tratada anteriormente ou contaminacao
por fomites. Desse modo faz-se necessario uma associacdo de testes
complementares, a fim de realizar um diagnoéstico assertivo (MORIELLO et al.,
2017).

A maioria dos casos de dermatofitose pode ser diagnosticada sem a
necessidade de exames histopatologicos. Assim sendo, esse exame € solicitado
em casos mais graves onde o animal apresenta feridas que néo cicatrizam como
guérion, pseudomicetoma e micetoma, lesdes faciais com suspeita de pénfigo e
em casos de lesGes cutaneas incomuns (MORIELLO, 2001; PETERS et al.,2007;
KANO et al., 2009).

Em casos onde solicita-se a biopsia cutanea deve-se atentar que nao é
possivel identificar a espécie envolvida e que na maioria das vezes a coloracdo
com hematoxilina e eosina pode nao ser suficiente. Desse modo coloracdes
alternativas como Acido Periodico de Schiff (PAS) ou o Grocott Metenamina
Prata (GMS) podem ser necessarias (MORIELLO et al., 2017).
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2.5 Tratamento

Na dermatofitose, por se tratar de uma enfermidade extremamente
contagiosa e zoonatica, faz-se necessario um diagnostico rapido e preciso, para
gue as medidas terapéuticas e de controle e prevencao sejam adotadas. Assim
sendo, o tratamento € recomendado em todos os casos confirmados, sendo eles
sintomaticos ou ndo. Desse modo, consegue-se reduzir a disseminacao da
dermatofitose entre os animais e humanos (OLIVEIRA et al., 2015; MORIELLO
et al., 2017; ROSSI e ZANETTE, 2018).

Segundo Moriello et al. (2017), o tratamento da dermatofitose €
multimodal, envolvendo terapia topica, sistémica e desinfeccdo ambiental. Os
antifangicos mais utilizados sdo o itraconazol, o cetoconazol, a griseofulvina e a
terbinafina (MILLER et al., 2013; MORIELLO, 2014; MORIELLO et al., 2017,
ROSSI E ZANETTE, 2018). Alguns estudos tém demonstrado uma boa ac¢éo do
lufenuron no tratamento das dermatofitoses (MANCIANTI et al.,, 2009;
RAMADINHA et al., 2010). Contrariando os estudos anteriores, Moriello et al.
(2017) relataram que este farmaco ndo demonstrou eficacia in vitro e que o
mesmo n&o previne ou altera o curso da doenga. Assim sendo, estudos
complementares se fazem necessarios para que seja realmente estabelecido a
real eficiéncia do mesmao.

A terapia sistémica tem efeitos apenas sobre os esporos fungicos
encontrados nos foliculos pilosos, desse modo o uso da terapia topica é muito
importante pois, € a mesma que vai eliminar os esporos que estao presentes nos
pelos do paciente (MORIELLO, 2014). Desse modo, o gliconato de clorexidina
nas concentracdes de 2 a 3%, utilizado como xampu, foi comprovado como
potente antisséptico contra fungos e demais micro-organismos associados a
dermatopatias infecciosas (BALDA e SANTANA, 2020).

De acordo com Miller et al. (2013), o tratamento sé pode ser suspenso
apos a segunda cultura negativa. Na impossibilidade de realizagdo das culturas,
recomenda-se que o tratamento seja realizado por até duas semanas pos cura
clinica. Porém, os precos onerosos das medicacdes, dificuldade de medicar
felinos e os efeitos adversos da medicacdo sdo elementos que dificultam o

tratamento dos animais afetados pela dermatofitose (RAMADINHA et al., 2010).
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2.6 Resisténcia de dermatofitos aos agentes antimicoticos

A resisténcia dos dermatdfitos aos agentes antifungicos € um problema
atual. Na medicina humana, tal fendmeno ja vem sendo monitorado e relatado a
bastante tempo, porém na medicina veterinaria, pouco se sabe sobre a
resisténcia dos dermatofitos a terapias antifungicas (COELHO et al., 2020),
sobretudo em isolados brasileiros.

Em um recente estudo feito por Fattahi et al. (2020), foi relatado caso de
dermatofitose ocasionada por uma cepa resistente de Trichophyton
mentagrophytes em uma familia iraniana. Estes autores relatam que a
disseminacao de dermatofitos resistentes pode se tornar um problema de saude
publica global. Endossando esta tese, Singh et al. (2019) relataram a
identificac&o na India, de uma cepa de Trichophyton sp. altamente resistente in
vitro que estaria causando surtos continuos de dermatofitose humana no pais.

Hsiao et al. (2018) descreveram um caso de dermatofitose resistente em
um felino da raga Persa causada por Microsporum canis e foi tratado por trés
meses com solugdo tépica de terbinafina. O mesmo nédo apresentou melhora,
sendo entdo avaliada a concentracao inibitéria minima (CIM), onde observou-se
gue o animal era resistente a terbinafina e sensivel ao itraconazol. Apés seis
semanas de tratamento o animal j4 apresentava cultura negativa e um ano apos
0 estudo, o animal continuava saudavel.

A resisténcia clinica de microrganismos tem sido estabelecida como a
capacidade de persisténcia e evolucdo de uma determinada infeccdo, mesmo
sob terapia antimicrobiana adequada (MARTINEZ-ROSSI, PERES, ROSSI,
2008). In vivo, a resisténcia pode ser associada ao uso impréprio de antifingicos
bem como a dosagens inadequadas que, dessa forma, propiciam o crescimento
de cepas resistentes, ocasionando infec¢cdes de dificil controle. In vitro, a
resisténcia intrinseca possibilita que todos os membros de determinada espécie
sejam tolerantes a determinado farmaco. Neste contexto, a resisténcia surgiu
através do processo evolutivo das espécies. Levando em conta a baixa
ocorréncia de mutac¢des génicas, a pressao seletiva devido ao uso continuo de
antifangicos também seleciona cepas resistentes (HAYES, WOLF, 1990;
MARTINEZ-ROSSI, PERES, ROSSI, 2008).
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Sabe-se que os fungos conseguem se adaptar as condicbes adversas
ambientais. Para tal, os mesmos lancam méao de mecanismos de resisténcia que
envolvem respostas celulares, principalmente resposta ao estresse, interacao
com moléculas sinalizadoras e resisténcia a farmacos (MARTINEZ-ROSSI et al.,
2018; KHURANA et al., 2019).

A adaptacado ao estresse € um mecanismo envolvido na resisténcia. Apos
exposicao ao farmaco alteracdes como instabilidade de parede celular, producéo
de espécies reativas de oxigénio e alteracdes de osmolaridade séo estimulos
que ativam as vias de sinalizacdo do glicerol de alta osmolaridade, via da
calcineurina, via de integridade da parede celular, objetivando reduzir os efeitos
de estresse induzido pelos farmacos (ROBBINS et al., 2017; MARTINEZ-ROSSI
et al., 2018; COELHO et al., 2020).

Ainda de acordo com os autores citados anteriormente, as vias de
sinalizacao envolvidas na tolerancia a antifungicos sdo controladas por resposta
ao estresse modulada pela chaperona molecular Hsp90, um regulador celular
gue controla a ativagao das principias vias de resposta ao estresse. Dentre 0s
fungos patogénicos, 0s principais mecanismos implicitos na resposta ao
estresse de drogas, foram elucidados, porém quando falamos de dermatofitos
eles ainda sdo pouco compreendidos (MARTINEZ-ROSSI et al., 2018).

As bombas de efluxo de drogas, sdo proteinas de membranas presentes
em todos os organismos vivos (MARTINEZ-ROSSI, PERES, ROSSI, 2008). Elas
possuem capacidade de se ligar a diferentes substancias, inclusive aos farmacos
antifangicos, tendo potencial de elimina-las das células. Os transportadores de
efluxo retrata um dos principais motivos de fracasso do tratamento, pois ela atua
como mecanismo de protecdo celular, contra efeitos citotoxicos dos
medicamentos. Desse modo, a atividade dessa bomba molecular aumenta de
forma gradual e ndo especifica a resisténcia ao farmaco, reduzindo assim o efeito
esperado in vivo (CERVELATTI et al.,, 2006; EL-AWADY et al., 2016;
MARTINEZ-ROSSI et al., 2018).

Aléem dos mecanismos de resisténcia jaA mencionados, fatores como
estrutura fungica e organizacdo celular, podem influenciar na resisténcia as
drogas antifungicas. Neste contexto, podemos citar os biofilmes, que sé&o
populacdes de células com alta complexidade estrutural inclusas em uma matriz

extracelular, sendo considerados as formas mais prevalentes de crescimento
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microbiano. Desse modo, séo responsaveis por uma gama de infecgcbes em
humanos e foram relacionados ao aumento da resisténcia a antifingicos
(BURKHART, BURKHART, GUPTA, 2002; MARTINEZ-ROSSI et al., 2018).

Assim sendo, Costa-Orlandi et al. (2014) relataram que os dermatéfitos
podem formar biofilmes in vitro. Em concordancia, Brilhante et al. (2017) também
demonstraram a formacéo de biofilmes em fragmentos de unhas humanas em
um estudo realizado in vitro. Desse modo tem sido proposto que os biofilmes
podem predispor a uma infeccdo persistente e estdo intimamente ligados aos
casos de onicomicoses resistentes a terapia antifangica. (BURKHART,
BURKHART, GUPTA, 2002; GUPTA, DAIGLE, CARVIEL, 2016).

A resisténcia a antifungicos pode ser monitorada por diferentes
metodologias, geralmente adaptadas dos testes utilizados para bactérias. As
técnicas disponiveis baseiam-se no teste de difusdo em discos, na diluicdo em
agar, difusdo em agar e diluicdo em caldo (JESSUP et al., 2000; NCCLS, 2002;
ESPINEL-INGROF, 2007).

Os testes de diluicdo em &gar ou em caldo permitem avaliar a
concentracdo inibitéria minima (CMI) do medicamento capaz de inibir o
crescimento fungico. Estes testes sdo os mais efetivos na avaliagcdo de
resisténcia fungica, porém sao onerosos e pouco utilizados (NCCLS, 2002). Ja
o teste de difusdo em disco € um método simples, barato, de facil execucao e
fornece resultados quantitativos, de acordo com o halo de difusdo formado e
resultado qualitativo informando se é sensivel ou resistente (ESPINEL-INGROF,
2007).

No que se refere a estudos prévios, focando a suscetibilidade de
dermatdfitos a antimicéticos, diferentes pesquisadores relataram perfil de
suscetibilidade variavel. Pakshir et al. (2009), cujo objetivo era avaliar a acédo
antifangica do cetoconazol, griseofulvina, miconazol, terbinafina, clotrimazol e
fluconazol em dermatofitos, verificaram 97,5% de resisténcia para o farmaco
fluconazol. Ja em relagdo ao demais farmacos testados todos demonstram boa
sensibilidade, mas clotrimazol e a terbinafina tiveram o melhor desempenho em
inibir o crescimento fungico. Noutro estudo realizado por Abdelfattah, Torky e
Khalil (2019), avaliou-se a eficacia do fluconazol, ketoconazol, clotrimazol e
itraconazol, por meio de disco de difusdo. Neste estudo, também se verificou

resisténcia ao fluconazol em todos os isolados de M. canis e N. gypseum, mas .
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suscetibilidade dos isolados aos demais farmacos avaliados. Diferentes métodos
tém sido utilizados para se avaliar a suscetibilidade in vitro dos dermatéfitos aos
agentes antimicoticos, principalmente os testes de difusdo em discos e o teste
de concentracdo inibitéria minima (CIM). No estudo de Alim, Halim e Habib
(2017), no qual as duas técnicas foram comparadas para avaliar a
suscetibilidade de dermatofitos aos antifungicos, itraconazol demostrou ter 80%
de acdo antimicotica contra os isolados testados e o fluconazol 90%, havendo

concordancia entre os dois métodos avaliados.

2.7 Importancia Zoonodtica dos Dermatofitos

Os dermatéfitos estdo amplamente distribuidos pelo mundo. Estima-se
que cerca de 10% a 15% da populacdo mundial sera infectada por eles, ao
menos uma vez na vida, o que salienta relevancia da dermatofitose para a saude
publica (PERES et al., 2010; PIRES et al., 2014).

Diversos estudos comprovam o alto potencial zoonético dos fungos
dermatofitos, tendo sido observado alta associacdo da doenca nos seres
humanos e a presenca da mesma nos animais domésticos. Tal fato é notorio,
pois as principais espécies de dermatofitos isolados em seres humanos,
Microsporum canis, Nannizzia gypseum e Trichophyton mentagrophytes séo
também as principais espécies causadoras da dermatofitose em pequenos
animais. Sabe-se que tanto os animais sintomaticos, quanto os assintomaticos
sdo capazes de transmitir a doenca para os seres humanos e outros animais
contactantes. Contudo, estes tem sido pec¢a chave para manutencao da doenca,
pois a falta de informacéo, o fato de ndo apresentarem nenhuma lesdo e o
contato estreito com os tutores aumentam os riscos de contagio (BIER et al.,
2013; CAFARCHIA et al., 2006; PINHEIRO et al., 1997).

De acordo com Peres et al. (2010) e Miller et al. (2013), cerca de 50% das
pessoas que entram em contanto com animais infectados, sendo estes
sintomaticos ou néo, desenvolvem a doenca. Segundo estes mesmos autores,
em torno de 15% a 30% dos casos de dermatofitoses em humanos séo oriundos
de exposicdo/contato com animais infectados.

Em um estudo realizado por Cafarchia et al. (2006), foi avaliado o pelame

de animais assintomaticos, de proprietarios com diagnostico ou ndo de
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dermatofitose. Microsporum canis foi isolado em 36,4% dos caes cujo tutores ja
tinha diagnostico de dermatofitose. O agente nédo foi isolado entre os animais
cujos tutores ndo tinham diagnostico da enfermidade. Ja nos felinos, M. canis foi
isolado em 53,6% dos animais cujos tutores tinham diagnostico prévio e em
14,6% dos felinos, cujos tutores nao apresentavam a doenca.

Em outro estudo realizado na Turquia por Alpun e Ozgur (2007), foram
avaliados 100 felinos sem sinais clinicos de dermatofitose e destes 11 (11%)
foram identificados como portadores de Microsporum canis.

No estudo de Atorzi et al. (2011), durante um periodo de 20 anos (1990 -
2009), foram observados 46 casos de tinea faciei em criancas causadas por M.
canis. O estudo mostrou que em 42 (91,30%) dos casos, as crian¢cas mantinham
contato direto com caes e gatos, 0s quais eram portadores assintomaticos dos
dermatofitos.

No Brasil, em um trabalho realizado por Bier et al 2013, foram recrutados
pacientes humanos diagnosticados por método clinico e laboratorial com
dermatofitose e seus respectivos animais foram analisados. Nesse estudo, dos
54 animais avaliados 67% foram positivos para dermatéfitos, sendo 16 caes
(49%) e 20 felinos (95%). Entre os felinos estudados, tantos os sintomaticos
guanto os assintomaticos transmitiram a doenca. Em relacdo aos cées, 0s
assintomaticos foram os principais propagadores da dermatofitose aos seus
tutores.

Desse modo, considerando a elevada ocorréncia de dermatofitose, pode-
se afirmar que os cdes e gatos sdo reservatérios importantissimos na
disseminacdo da doencga, pois 0s mesmos podem ser portadores assintomaticos
desses fungos. Deste modo, é de suma importancia a adocdo de medidas
higiénico-sanitarias e de estudos epidemiolégicos que comprovem a real
situacao desta zoonose (PERES et al., 2010; BIER et al., 2013; MILLER et al.,
2013; SILVA et al., 2017; ROSSI e ZANETTE, 2018; ANDRADE et al., 2019).

2.8 Controle e prevencao das dermatofitoses
Por se tratar de uma patologia zoondtica, € importante a adocdo de

medidas de controle e prevencéo, sobretudo nos animais de companhia. Assim

sendo, € necessario que o diagnostico seja feito de forma rapida e precisa, pois,
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assim pode-se estabelecer tratamento adequado, diminuindo a transmissao para
humanos e outros animais (MORIELLO et al., 2017).

A contaminac¢do ambiental € uma importante forma de infec¢do para seres
humanos e animais. Sabe-se que o0s esporos fangicos podem permanecer
viaveis em ambiente por até dezoito meses, 0 que requer desinfec¢do criteriosa
dos ambientes contaminados (MADRID e MATTEI, 2012; MILLER et. al., 2013).

Os fébmites contaminados também constituem vias de infec¢do, desse
modo, 0S objetos com 0s quais 0s animais tem contato (gaiolas, toalhas, camas,
escovas, etc.) precisam ser higienizados de forma rigorosa com vapor quente, e
ou hipoclorito de sédio diluido em agua (propor¢éo 1:10), ambnia quaternaria a
0,3%, alvejante doméstico (propor¢cdo de 1:10 a 1:100) ou clorexidina
(MORIELLO e DEBOER, 2015; ROSSI & ZANETTE, 2018; GONDIM e ARAUJO,
2020).

Em locais com aglomeracfes de animais como canis, gatis, abrigos,
hotéis, hospitais, pet shops entre outros, o controle e a prevencdo da
dermatofitose requer atencao especial. Ndo se recomenda a insercao de novos
animais, principalmente os filhotes, pois 0s mesmos possuem sistema
imunologico imaturo. Adicionalmente, recomenda-se que a reproducdo seja
cessada até que se tenha cura dos animais doentes e o controle da afeccéo
(MORIELLO e DEBOER, 2015; NEVES et al.,, 2018; PATEL & FORSYTHE,
2010).

Outro ponto importante sdo 0s animais semi-domiciliados que possuem
livre acesso as ruas. Os mesmos podem frequentar locais contaminados, bem
como ter contanto com animais infectados. Dessa forma, os mesmos, quando
retornam para casa podem expor outros animais e mesmo o tutor ao risco de
infeccbes por diversos agentes zoonoticos, incluido os dermatofitos (ROSA
JUNIOR et al., 2012; BIER et al., 2013).

Tendo em vista 0 exposto, 0s programas de controle populacional de caes
e gatos, por meio da esterilizacdo cirdrgica dos mesmos, sdo benéficos na
prevencdo da dermatofitose e de outras doencas infecto-parasitarias de
importancia na saude animal e humana. Vale ressaltar também que, além da
castragdo, a orientacdo de tutores sobre bem-estar animal e guarda responsavel
sao de suma relevancia, pois auxiliam na prevencéo e no controle da propagacéo

de enfermidades zoonaticas, propiciando saude a toda populacdo (AMAKU et



31

al., 2009; BARBIERI et al., 2017; LUI et al., 2011; ROSA JUNIOR et al., 2012;
TUCCI et al., 2011).

Atualmente, encontram-se disponiveis vacinas contra Microsporum canis
no mercado, embora os estudos sobre este recurso de prevencao e controle
apontem resultados dubios. Em estudo com felinos, DeBoer e Moriello (1994b)
testaram uma vacina inativada contra Microsporum canis em felinos jovens, mas
esta ndo foi capaz de gerar imunidade protetora contra o agente. Outra vacina
de parede celular de Microsporum canis foi testada em filhotes de gatos sem
infeccdo prévia por dermatofitos. Os animais vacinados desenvolveram
anticorpos IgM e IgG, contra M. canis, quando comparado ao grupo controle,
porém a vacina ndo foi capaz de impedir infeccdo em desafio pos vacinal
(DEBOER, et al, 2002).

Wawrzkiewicz et al. (2000) obtiveram sucesso com a aplicacdo de uma
vacina inativada em felinos, utilizando-se doses mais elevadas. Os animais
submetidos a esse estudo ndo desenvolveram doenca apos o desafio. Em outro
estudo com cées realizado por Mihaylov et al. (2008), foi utilizada uma vacina
viva de Microsporum canis, em duas doses e depois de 36 dias foram desafiados
experimentalmente. Os animais vacinados ndo desenvolveram doenca clinica,
0S mesmos tiveram apenas lesfes descamativas.

Morriello et al. (2017) e Balda e Santana (2020) realizaram inUmeros
estudos visando avaliar a seguranca e eficacia das vacinas como tratamento e
como adjuvante terapéutico da dermatofitose. Nestes estudos, concluiu-se que
a vacina nao previne a infec¢cdo por dermatéfitos e que a mesma induz uma
imunidade humoral e sabe-se que a melhora clinica da patologia esta
relacionada com imunidade celular. Desse modo a vacina auxilia na melhora
clinica do paciente, porém ndo impende que o animal seja fonte de
contaminagao. Desse modo a avaliagcdo dos resultados acerca da efetividade
das vacinas contra dermatofitoses, seja para fins terapéuticos ou preventivos

requer bastante critério.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a epidemiologia da dermatofitose na populagéo canina e felina
do Canil Municipal de Varginha-MG.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a prevaléncia da dermatofitose nas popula¢cdées canina e
felina do Canil Municipal de Varginha, determinando a prevaléncia
de animais sintomaticos e assintomaticos.

b) Identificar as espécies de dermatéfitos afetando as populacbes
canina e felina do Canil Municipal de Varginha- MG;

c) Avaliar a resisténcia dos dermatofitos isolados de caninos e felinos
do Canil Municipal de Varginha- MG, aos antimicrobianos utilizados

no tratamento das dermatofitoses em animais de companhia.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi conduzido ap6s aprovacéo da Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), sob o protocolo de
namero 038/2021, conforme Anexo A.

4.1 Local de Realizacéo do Estudo

O presente trabalho foi realizado no Canil Municipal de Varginha- MG,
localizado na cidade de Varginha (Lat. 21°32'15.4"S Long. 45°24'28.0"W), Minas
Gerais, que possui uma populacdo canina estimada em 230 caninos e 100
felinos.

Inicialmente, foi avaliada a prevaléncia de lesbes sugestivas de
dermatofitose entre os animais, fazendo-se o compilamento dos dados
epidemioldgicos mais relevantes, tais como a idade aproximada, raca e sexo,
bem como o registro de dados clinicos dos mesmos em formulario desenvolvido
para este fim e o registro de imagens (Anexo B).

Apos triagem visual inicial foram escolhidos para o estudo 150 caninos e
100 felinos, sendo eles divididos em quatro grupos: Cl:com 100 caninos sem
lesbes sugestivas de dermatofitose (assintomaticos); C2: 50 caninos com lesdes
sugestivas de dermatofitose (sintomaticos); F1: com 50 felinos sem lesfes
sugestivas de dermatofitose (assintomaticos): F2: 50 felinos com lesdes

sugestivas de dermatofitose (sintoméaticos).

4.2 Triagem com a Fluorescéncia de Wood

Ambos os grupos de estudos foram avaliados por meio da lampada de
Wood. Para realizacao deste teste, adotou-se a metodologia descrita por Miller
et al. (2013), segundo a qual este exame seja feito em sala escura e que a
lampada seja ligada e aquecida por 10 minutos antes de ser utilizada. Apés o
aguecimento a luz deve ser incidida sobre o0 animal por aproximadamente 3 a 5
minutos, pois algumas cepas sao mais lentas em emitir fluorescéncia.

Ainda segundo os mesmos autores, deve ser avaliado a fluorescéncia nas

hastes pilosas. Animais positivos ao teste serdo amostrados, preferencialmente
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nos sitios de maior fluorescéncia para realizacdo de exames diretos e de cultura

fangica.

4.3 Coleta de amostras

Para animais assintomaticos utilizou-se o método de Mackenzie, descrito
por Miller et al. (2013). Tal método consiste em friccionar uma escova estéril no
sentido a favor e contra do pelame do animal, dando preferéncia para as
seguintes &reas: cauda, membros, dorso, regido pré-auricular e face. Os pelos
obtidos através dessa friccdo foram submetidos a triagem com lampada de Wood
e acondicionados em potes estéreis e enviados ao laboratorio para tricograma e
cultura.

Os animais do grupo sintométicos foram submetidos a triagem com
Lampada de Wood, seguindo-se a coleta de amostras por meio de raspado
cutaneo superficial das areas acometidas. Em seguida foi realizado raspado de
pele profundo, pois além da identificacdo de dermatofitos foi realizado um
diagnéstico diferencial para acaros causadores de sarna. Os pelos e crostas
obtidos foram acondicionados em potes estéreis e enviados ao laboratorio para

tricograma e cultura e exame parasitologico para sarnas.

4.4 Diagnostico laboratorial da dermatofitose

Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Bacteriologia
e Laboratério de Parasitologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da
DMV/FZMV/UFLA.

4.5 Tricograma

Para realizacdo do tricograma os pelos foram distribuidos sobre laminas
de microscopia nha mesma orientacao e podem ser fixados com uma gota de 6leo
mineral ou com auxilio de uma laminula (MILLER et al., 2013). Feito isso foi
analisado em microscopio, a fim de se verificar pelos tonsurados com alteragfes
corticomedulares e presenca de artroconidios endotrix e ectotrix (NEUBER e
NUTTAL, 2017). Para auxiliar na visualizacao das alteracfes pilosas, pode se
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realizar tratamento prévio da pelagem com KOH a 20%. Nesse estudo a pelagem

foi avaliado a seco.

4.6 Cultura

Para o cultivo, utilizou-se o meio Dermatophyte Test Medium (DTM). A
semeadura foi feita de duas formas. Nas amostras oriundas de animais
assintomaticos, os pelos foram retirados das escovas com auxilio de uma pinca
e depositados cuidadosamente no meio. J& nos casos onde os pelos foram
arrancados, colocou-se uma pequena amostra de pelos no meio e pressionou-
os levemente, lembrando que os pelos ndo devem ultrapassar os limites da
borda da placa de Petri. Caso isso aconteca, é recomendado cortar 0 excesso
de pelo.

Apos semeadura, a cultura ficou em estufa com temperatura entre 27-
30°C, por até 3 semanas. ApOs esse periodo as culturas foram analisadas
quanto as caracteristicas macroscopicas e microscopicas das amostras com
crescimento sugestivo de dermatofitos para a identificacdo precisa dos isolados.

Quanto a caracterizacdo dos isolados a mesma foi feita de forma
macroscopica e microscopica, seguindo-se a metodologia descrita por Gomes et
al. (2012) (Tabela 1). A avaliagdo macroscopica observou a mudanca de
coloracdo do meio de cultura, aspectos e coloragdo das colonias.
Microscopicamente, foi avaliada a presenca de microconideos e macroconideos
de acordo com sua forma, estrutura de parede e quantidade de septos (Tabela

1), em esfregacos corados pela técnica do azul de lactofenol.

Tabela 1 — Caracteristicas morfolégicas dos principais dermatéfitos isolados de caes e gatos

Aspecto Macroscopico Aspecto Microscopico
Espécie Verso Reverso Macroconidios Microconidios
Aspecto Cor Cor N Forma Septos  Parede
M. canis* A B/AM AL +++  Fusiforme 7-14 E +
M gypseum**  P/A C/CN  AC ++  (Canoa 1-6 F +
I P/A B/C AM/CN 0-+ Clava 1-6 F +H+

mentagrophytes*

N: Numero: P: Pulvurulento; A: Aveludado: B: Branco: C: Creme: AM: Amarelado; CN: Canelada AC: Acastanhado: AL: Alaranjado: E:

Espessa; F: Fina; +: Raros; +++: Abundantes: * Zoofilicos: ** Geofilico.

Fonte: Adaptado de Gomes et al., 2012.
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4.7 Exame parasitolégico dos animais

Para os animais que apresentaram sintomas sugestivos de dermatofitose,
foi realizado além dos testes especificos, um raspado de pele profundo, no intuito
de excluir a presenca de 4caros causadores de sarnas.

Para realizacdo do raspado escolheu-se os locais no qual o animal
apresentava as lesdes. Foi adicionado um pouco de 6leo mineral em uma lamina
de vidro e em seguida com auxilio de uma lamina de bisturi foi realizado o
raspado profundamente do local afetado até se obter sangramento capilar.
Tendo em vista que alguns acaros podem parasitar os foliculos pilosos, durante
o raspado é necessario comprimir a pele. O material coletado deve ser
distribuido sobre a lamina de vidro e avaliado em microscopio 0 mais rapido
possivel. (MILLER et al., 2013; NEUBER e NUTTAL, 2017).

4.8 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
4.8.1 Drogas antifungicas

A técnica empregada para avaliar a susceptibilidade a antifungicos foi a
de disco de difusdo, seguindo-se as recomendacdes do fabricante dos
antifangicos. Os antifungicos utilizados foram: Clotrimazol 50 mcg, Fluconazol
25 mcg, Itraconazol 10 mcg e Ketoconazol 50 mcg todos da fabricante Cecon?.
4.8.2 Preparacédo do In6culo

Os dermatéfitos foram cultivados em meio DTM, a 30°C (x2°C) por 7 dias.
O in6culo foi preparado a partir de colonias de dermatofitos e adicionados a 2
ml de solugéo salina estéril. A turbidez foi ajustada visualmente com tubo de 0,5
da escala de Mac Farland. Com isso obteve se uma suspensdo 108 UFC por ml.

4.8.3 Inoculacao placas de testes

ApOs a preparagao dos inoculos, os mesmos foram semeados em placas

de Petri 150mm x 6mm contendo meio Mueller-Hinton (MHA). A semeadura foi
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realizada por meio de esfregaco, utilizando-se um swab estéril. O swab foi
mergulhado no indculo e girado varias vezes e posteriormente pressionado
firmemente contra a parede interna do tubo para evitar conteddo excessivo.

O swab foi deslizado por toda a extenséo da placa de MHA, assegurando
uma distribuicdo uniforme do in6culo. Posteriormente, a placa com inoculo foi

deixada em repouso por 15 minutos.

4.8.4 Aplicagcéo dos discos de antifungigrama.

Quinze minutos apds a semeadura e absorcdo completa dos inoculos, os
discos de antifungicos foram colocados em pontos equidistantes e pressionados
levemente contra o meio, utilizando-se uma pinga esterilizada. As placas foram
deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para a pré-difusdo. Em
seguida as mesmas foram invertidas e incubadas em estufa a temperatura de
30°C por 72 horas.

4.8.5 Interpretagéo dos resultados

Depois de 72 horas de incubacdo das placas, os halos de inibicdo
oriundos em cada placa foram lidos com auxilio de um paquimetro e
comparados com os dados estabelecidos pela fabricante dos antifingicos

(Cecon). Os dados para comparacao dos halos de inibicdo estdo descritos no

quadro 1.
Quadro 1 — Comparacao dos antifingicos e seus respectivos halos de inibicéo.
B DIAMETRO
- CONCENTRACAO DOS HALOS ~
ANTIFUNGICOS DISCO ¢ DE INIBICAO INTERPRETACAO

(mm)
> 20 Sensivel

Clortrimazol 50 mcg 20-10 Intermediario
<10 Resistente
=19 Sensivel

Fluconazol 25 mcg 18-15 Intermediario
<14 Resistente
> 20 Sensivel

Itraconazol 10 mcg 19-12 Intermediario
<11 Resistente
> 20 Sensivel

Ketoconazol 50 mcg 20-10 Intermediario
<10 Resistente

Fonte: Adaptado de Cecon (2019).
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4.8.6 Controle de qualidade

Para garantir o controle de qualidade dos ensaios de suscetibilidade aos
antifangicos, foram utilizados como controle as cepas de referéncia de Candida
tropicalis ATCC 735 e Candida albicans ATCC 18804, conforme preconizado
pelo fornecedor dos antifungicos (Cecon®). Os resultados foram interpretados

de acordo com o quadro 1.

4.8.7 Andlises estatisticas dos resultados

A patrticipacédo das diferentes espécies de dermatdfitos isoladas a partir
das amostras obtidas de animais sintoméaticos e amostras de animais
assintomaticos, bem como a ocorréncia da infec¢cdo em funcdo dos parametros
de idade, raca e sexo foram comparadas por meio da Odds Ratio (OR) e do teste
do Qui-quadrado, utilizando o Programa Epi-Info (CDC-WHO, verséo
6.04b,1997).

No que se refere a avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos, foram
obtidos os indices percentuais de resisténcia para cada antimicrobiano,

considerando toda a populacao obtida e para as diferentes espécies isoladas.

4.9 Banco de Dermaté6fitos do DMV/FZMV/UFLA.

Caso o numero de dermatofitos isolados dos animais do Abrigo ndo seja
suficiente para os testes de susceptibilidade ao antifungicos, serdo utilizados
isolados do banco de dermatofitos do Laboratdrio de Bacteriologia e Laboratorio
de Parasitologia do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da
DMV/FZMV/UFLA.

Esse isolados s&do oriundos de atendimentos clinicos de animais
atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Lavras, localizado
na cidade de Lavras — MG, na regido do Sul de Minas Gerais. Os isolados

possuem identificacdo somente da espécie de dermatdfito isolada.
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5 RESULTADOS

Na avaliacdo dos animais assintomaticos (Grupos C1 e F1), foram
analisadas no total 150 amostras, sendo 100 amostras de caninos e 50 amostras
de felinos. Em relacdo ao grupo C1 (caninos assintomaticos) todos os animais
eram sem raca definida (SRD). Quanto ao género 78 eram fémeas e 22 eram
machos. A pelagem predominante foi a de caracteristica curta observada em 83
animais, seguida da pelagem média 13 animais e por ultimo a pelagem longa 4
caes.

Referente aos exames complementares realizados no respectivo grupo
(C1), apbs a coleta dos pelos utilizando-se a técnica de Mackenzie, as escovas
foram submetidas a lampada de Wood, onde obteve-se fluorescéncia em 1(1%)
amostra, tendo sido o restante das amostras negativas 99 (99%). No tricograma
5 (5%) das amostras foram positivas e 95 (95%) foram negativas. Ja na cultura
fungica 4 (4%) amostras foram positivas para dermatoéfitos e 96 (96%) negativas.
Das 5 amostras positivas no tricograma, quatro foram positivas na cultura fangica
e uma amostras teve crescimento de contaminante ambiental.

Quanto a espécie isolada todas as amostras (100%) desse respectivo
grupo foram positivas para Microsporum canis (Figura 4). Quanto as
caracteristicas dos portadores de dermatdfitos isolados no grupo C1, 2 (50%)
eram machos e 2 (50%) fémeas. Em relacdo a pelagem 2 (50%) dos cées

possuiam pelagem longa e 1 (25%) pelagem média, 1 (25%) pelame curto.

O & 0 ot R

Fonte: Arqivo pessoal (2622).
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Quanto ao grupo F1 (felinos assintomaticos), todos 50 animais néo
possuiam padrado racial definido. No que concerne ao género 26 felinos eram
fémeas e 24 machos. Ao analisar as caracteristicas do pelame 44 animais
possuiam pelo curto, cinco de pelame médio e um de pelame longo.

As amostras do grupo F1 foram analisadas seguindo o mesmo padréo do
grupo C1. Ao avaliar as amostras sobre a lampada de Wood 1 (2%) emitiram
fluorescéncia e 49 (98%) foram negativas a esse teste. Na pesquisa direta de
fungos (tricograma) 50 (100%) das amostras foram negativas. Na cultura fungica
7 (14%) dos animais foram positivos e 43 (86%) dos felinos negativos.

Em relacdo a espécie isolada, todas 7 (100%) foram positivas para
Microsporum canis (Figura 5). No que concerne ao perfil dos portadores de
dermatofitose do grupo 3 (42,8%) eram fémeas e 4 (57,1%) machos. Quanto a
pelagem, 6 (85,7%) dos animais possuiam pelame curto e 1(14,3%) tinha pelos

longos.

Figura 5 — Macroconideas de Microsporum canis, isolados do grup
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No que diz respeito aos grupos C2 (caninos sintomaticos) e F2 (felinos
sintomaticos), ndo foi possivel avaliar esses grupos, pois no momento das
analises, o canil municipal de Varginha, ndo possuia animais suficientes com
lesbes sugestivas de dermatofitose. Tal fato, impossibilitou a avaliagcdo da
epidemiologia da doenca em animais sintomaticos.

Neste estudo pretendia-se avaliar a ocorréncia da infecgédo (portadores
sintomaticos e assintomaticos) por dermatofitos em funcdo da idade, raca,
género, tipo de pelame. Embora haja inferéncias para tal, o nimero amostral foi

pequeno, ndo permitindo fazer conjecturas sobre esses parametros.
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Frente ao baixo numero de isolados de dermatdfitos nos animais do Canil
Municipal de Varginha-MG, foi necessario utilizar 17 amostras de isolados
clinicos de dermatéfitos que fazem parte do Banco de microrganismos do
Laboratdrio de Bacteriologia e Laboratério de Parasitologia do Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva da FZMV/DMV/UFLA. Desse modo foi avaliado a
resisténcia de 28 dermatdfitos, sendo eles dezenove Microsporum canis, trés
Nannizzia gypseum e seis Trichophyton mentagrophytes.

Antes da realizacdo dos testes de susceptibilidade, as cepas de referéncia
utilizadas como controle de qualidade foram testadas para se validar os
resultados dos ensaios. As amostras selecionadas foram Candida tropicalis
ATCC 735 e Candida albicans ATCC 18804 (Figura 6A e 6B). No que tange a
ATCC 735, a mesma foi sensivel ao clotrimazol, fluconazol e ketoconazol, ja ao
itraconazol teve suscetibilidade intermediaria. A ATCC 18804 foi resistente ao

fluconazol e sensivel ao demais antifungicos testados (Figura 6C e 6D).

Figura 6 — A: Cultura de Candida tropicalis ATCC735, em meio BDA. B: Cultura Candida
albicans ATCC 18804, em meio BDA. C: Antifungigrama de Candida tropicalis. D:
Antifungigrama de Candida albicans.

Legenda: C - Clotrimazol; F — Fluconazol; | — Itraconazol; K- Ketoconazol.
Fonte: Arquivo Pessoal (2022).



42

Os testes de antifungigrama dos 28 isolados de dermatoéfitos foram
realizados e ap0s 72 horas foram avaliados os resultados (Tabela 2). Das 28
amostras expostas ao farmaco clotrimazol 11 (39,28%) foram sensiveis, 13
(46,43%) intermediarias e 4 (14,28%) resistentes. JA ao itraconazol, trés
(10,71%) foram sensiveis, um isolado (3,57%) intermediaria e 24 (85,71%)
demonstraram resisténcia ao farmaco. Analisando o antifungico fluconazol,
nenhuma (0%) amostra apresentou sensibilidade, uma (3,57%) apresentou
suscetibilidade intermediéria e 27 (96,43%) amostras foram resistentes. No que
concerne aos testes realizados com o ketoconazol, 15 (53,57%) das amostras
demonstraram sensibilidade ao farmaco, 11 (39,28%) tiverem susceptibilidade

intermediéaria e 2 (7,14%) apresentaram resisténcia ao antifungico.

Tabela 2 — Resultados dos testes de suscetibilidade dos dermatéfitos isolados aos
antimicoticos

Resultados Drogas Antiftingicas

Clotrimazol 50 mcg  Itraconazol 10 meg  Fluconazol 25meg  Ketoconazol 50 mcg

Sensivel 11(39,28%) 3(10,71%) 0(0%) 15(53,57%)
Intermedidrio 13(46,43%) 1(3,57%) 1(3,57%) 11(39,28%)
Resistente 4(14,28%) 24(85,71%) 27(96,43%) 2(7,14%)

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

As amostras também foram avaliadas de acordo com a espécie. Das 19
amostras de M. canis (Quadro 02) quando expostas ao clotrimazol, 7 (36,48%)
demostraram ser sensiveis, 10 (52,63%) foram intermediérias e 2 (10,52%)
resistentes ao farmaco. Quanto ao itraconazol e fluconazol todas as 19 (100%)
amostras foram resistentes aos dois antifUngicos avaliados. Em relacdo ao
ketoconazol, 10 (52,63%) das amostras foram sensiveis, oito (42,10%)
apresentaram sensibilidade intermediaria e uma (5,26%) amostra foi resistente

ao antifungico.
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Quadro 2 — Resultados dos antifungigramas dos isolados de Microsporum canis.

ANTIFUNGIGRAMA AMOSTRAS Microsporum canis

ANTIFUNGICO | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC [ MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC | MC [ MC
o1 | 02| 03| o4 05| 06|07 08 oo 101 |12| 13141516/ 17]18/19

Clotimazol | o f o f Iy [ s|RIR|s|s|1ltls|1]|s|t]1]|1|1]1

50 meg

Iraconazol | e p I RIR|R|R|R|R|R|R|RIR|R|R|R|R|R|R|R

10 meg

515“;1‘::’;“"1RRRRRRRRRRRRRRRRRRR

Retoconazol | o f gl p |1 |s |11 |s|s|s|sls|i|s|r|[s|1|1]|1

50 mce

Legenda: § - Sensivel: I - [ntermediirio; R - Resistente

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Conforme demonstrado no quadro 02, todos os isolados de M. canis
demonstraram resisténcia simultdnea aos farmacos itraconazol e fluconazol
(Figura 7A, 7 B, 7C, 7D). Tendo em vista que na atualidade o itraconazol e o
fluconazol sdo as primeiras escolhas para tratamento da dermatofitose em cées
e gatos, tal resultado demonstra a importancia da realizacao do antifungigrama
antes da prescricdo de farmacos, pois assim o clinico terA uma conduta mais
assertiva. Um outro ponto a ser destacado é que os isolados MC06, MCO7 e
MC15 demonstraram um padréo de resisténcia tripla. Onde MC06 e MCO7 foram
resistentes ao clotrimazol, itraconazol e fluconazol (Figura7C) e o MC15, foi

resistente ao itraconazol, fluconazol e ketoconazol.

Figura 7 — Placas de antifungigrama demonstrando a resisténcia dos isolados de Microsporum
canis, frente aos antifingicos testados.
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Legenda: C - Clotrimazol; F — Fluconazol; | — Itraconazol; K- Ketoconazol.
Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

No que concerne aos seis isolados de Trichophyton mentagrophytes
(Quadro 03), quando as mesmas foram expostas ao farmaco clotrimazol
verificou-se que um isolado (16,66%) era sensivel, trés (50%) eram
intermediarios e dois (33,33%) resistentes. A susceptibilidade do T.
mentagrophytes se comportou de maneira semelhante em relagao ao itraconazol
e ao fluconazol, sendo que nenhuma (0%) cepa foi sensivel a ambos os
farmacos, uma (16,66%) apresentou suscetibilidade intermediaria e cinco

(83,33%) dos isolados demonstraram resisténcia aos farmacos testados.

Quadro 3 — Resultado do antifungigrama dos isolados Trichophyton mentagrophytes.

ANTIFUNGICO T™M 01 T™ 02 T™ 03 T™ 04 TM™M 05 T™M 06
Clotrimazol
50 meg | S | | R R
Itraconazol R | R R R R
10 mcg
Fluconazol R | R R R R
25 mcg
Ketoconazol | s | S R |
50 mcg
Legenda: S — Sensivel; | — Intermediario; R — Resistente

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Os isolados de T. mentagrophytes demonstraram um padrdo de
susceptibilidade voltado para caracteristicas intermediarias e a maioria
resistente. Verificou-se que as amostras TM 01 e TM 03 (Figura 8A e 8C) eram
resistentes a itraconazol e ao fluconazol e tinham caracteristicas de
suscetibilidade intermediaria quando expostas ao clotrimazol e ao ketoconazol.
O isolado TM 02 foi o uUnico ao qual apresentou algum resultado de
suscetibilidade ao farmaco fluconazol nesse estudo (Figura 8B). O mesmo teve
propriedades intermediarias nesse isolado (Figura 8B - seta preta), assim como
ao antifangico itraconazol. Em relagdo ao clotrimazol e ao ketoconazol, os
mesmos foram efetivos contra esta mesma cepa de T. mentagrophytes. Para o
isolado TM 05 (Figura 8D), observou-se resisténcia para todos os antifungicos

testados.
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Figura 8 — Placas de antifungigrama demonstrando a resisténcia do dermatéfito Trichophyton

mentagrophytes, frente aos antifingicos testados.

Legenda: C - Clotrimazol; F — Fluconazol; | — Itraconazol; K- Ketoconazol.
Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

Em relacdo as amostras de Nannizia gypseum, inicialmente eram 4

isolados (Quadro 04), no entanto durante a realizac&o dos testes o isolado NG

02 ndo apresentou crescimento adequado, ndo tendo sido possivel avaliar a
suscetibilidade do mesmo. As trés (100%) amostras testadas foram sensiveis a

exposigcdo do clotrimazol, itraconazol e ketoconazol. No entanto todos os trés

(100%) isolados foram resistentes ao fluconazol (Figura 9).

Quadro 4 — Resultado do antifungigrama dos isolados Nannizzia

ANTIFUNGICO NG 01 NG 02 NG 03 NG 04
Clotrimazol 50 mcg s Tl S S
Itraconazol 10 mcg S Tl S S
Fluconazol 25 mcg R Tl R R
Ketoconazol 50 mcg S T S S

Legenda: S — Sensivel; | — Intermediario; R — Resistente; Tl — Teste Invalido

Fonte: Arquivo Pessoal (2022).



Figura 9 — Placas de antifungigrama demostrando a resisténcia do dermatofito Nannizzia
gypseum, frente aos antifingicos testados.

Legenda: C - Clotrimazol; F — Fluconazol; | — Itraconazol; K- Ketoconazol.
Fonte: Arquivo Pessoal (2022).

46



a7

6 DISCUSSAO

A dermatofitose é uma enfermidade infectocontagiosa de facil
disseminagé&o. Locais com grandes aglomerac¢des, como 0s abrigos coletivos de
animais, sdo possivelmente contaminados. Fatores como alta densidade
populacional, ambientes umidos devido a higienizacdes constante e animais
vivendo em situacdes estressantes, favorecem a disseminacdo e manutencéo
da doenca (MORIELLO e NEWBURY, 2006; DE TAR, DUBROVOSKY,
SCARLET, 2019). Frente a isso o local escolhido para realizagéo do presente
estudo foi o Abrigo Municipal da Cidade de Varginha-MG.

Dos 150 animais (caninos e felinos) assintomaticos avaliados nesse
estudo 11 (7,3%) foram positivos para dermatofitose. Desses 4 (4%) eram
caninos e 7 (14%) de felinos. No estudo de Moriello, Kunkle e Deboer (1994),
avaliando-se a prevaléncia de dermatdéfitos no pelame de duzentos gatos
aparentemente saudaveis em abrigos dos Estados Unidos, foram encontrados
35 (17,5%) animais positivos para dermatofitos, resultado esse que se aproxima
do obtido no presente trabalho. Em um segundo estudo realizado por
Boyanowski et al. (2000) a prevaléncia de gatos com dermatofitose foi de 5,5%
(11/200 gatos). Em um trabalho recente no Oregon, a prevaléncia de felinos com
dermatofitose foi de 1,8% (202/11.214 gatos) (DE TAR; DUBROVSKY;
SCARLETT, 2019). Segundo Gordon, Idle e De Tar (2020), a prevaléncia de
dermatofitose clinica em animais de um abrigo no Canada foi respectivamente
de 0,48% em felinos e 0,11% em caninos. Esse ultimo estudo foi o Unico
encontrado na literatura envolvendo cédes de abrigos.

Os objetivos desse estudo eram avaliar a prevaléncia de dermatofitose
clinica (morbidade clinica), espécies de dermatoéfitos envolvidos e seus perfis de
suscetibilidade aos antimicéticos em animais do abrigo. No entanto, ndo foi
possivel avaliar a morbidade clinica e nem as espécies e perfis de resisténcia
nestes casos, pois ndo haviam animais sintomaticos suficientes no local para tal
analise. Apenas cinco animais do abrigo de caes apresentavam manifestacdes
sugestivas da enfermidade, mas resultaram negativos no exame direto e na
cultura. No caso dos felinos, nenhum animal apresentava quadro sugestivo da
enfermidade. Tais resultados sdo semelhantes aos obtidos por Gordon, Idle e
De Tar (2020) onde os mesmos analisaram 80.741 animais de um abrigo no
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Canada com lesbes sugestivas de dermatofitos e obtiveram 244 (0,48%) de
felinos e 25 (0,11%) caninos com diagndstico de dermatofitose. No estudo de
Verbrugge, Moriello e Newburry, (2006) 5.644 felinos de um abrigo foram
acompanhados por meio de cultura para dermatofitos. Desses 381 (6,75%)
felinos apresentavam lesbes sugestivas de dermatofitose. Assim sendo esse
estudo discorda dos resultados encontrados. Ainda discordando desse estudo
Polak et al. (2014), ao avaliarem 696 gatos que viviam sob condi¢cfes de maus-
tratos em um abrigo, 76 felinos apresentavam lesdes sugestivas de
dermatofitose. Desse 69 (91%) foram positivos a cultura fangica para M. canis.

Microsporum canis foi a Unica espécie de dermatdfito isolada no presente
estudo, tanto em caninos quanto em felinos. Nossos resultados sao
corroborados por diferentes estudos que também relacionaram este agente
como o mais frequente na etiologia dos casos de dermatofitoses em caninos e
felinos (BOYANOWSKI et al. 2000, BALDA et al. 2004, PALUMBO et al. 2010,
BIN et al.2010, NEVES et al. 2011, BIER et al. 2013, POLAK et al. 2014, NITTA
et al. 2016, MORIELLO et al. 2017, CARDOSO et al. 2018, GORDON; IDLE;DE
TAR, 2020).

Com relacdo ao género dos cées, 2 (50%) eram machos e 2 (50%)
fémeas, ja os felinos, 4 (57,1%) machos e 3 (42,8%) fémeas. No estudo de
Moriello, Kunkle e Deboer (1994), foram analisados 200 felinos de diferentes
abrigos dos Estados Unidos. Desses 98 (49%) eram machos e 102 (51%) eram
fémeas. Assim sendo, nesse estudo o quesito género ndo apresentou diferencas
estatisticas (P<0,05). Ja no trabalho de Balda et al. (2004), foram analisados 76
animais com dermatofitose, sendo 40 cdes e 36 felinos. Dos caes 19 (47,5%)
eram machos e 21 (52,5%) fémeas. J4, os felinos 22 (61,1%) eram machos e 14
(38,9%) fémeas, ndo apresentando, também, diferencas estatisticas
significativas. Cardoso et al. (2018), também avaliaram o género em seu estudo
e, dos 7 caninos analisados 4 (57%) eram machos e 3 (43%) fémeas. Quanto
aos cinco felinos envolvidos na pesquisa, 2 (40%) machos e 3 (60%) fémeas,
nao demonstrando predisposicdo sexual em caes e gatos com dermatofitose.
Corroborando com os resultados encontrados ainda podemos citar os estudos
de Neves et al. (2011), Bin et al.(2010), Palumbo et al. (2010).

Na avaliacdo da pelagem dos caninos 2 (50%) possuiam pelagem curta,
1 (25%) pelagem média e 1 (25%) pelagem longa. Ja os felinos, 6 (85,7%)
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pelagem curta e 1 (14,3%) pelagem longa. Tal resultado discorda de Balda et al.
(2004), onde a espécie canina, 21 (52,5%) dos animais possuiam pelame longo
e 19 (47,5%) eram de pelo curto. Corrobora quando analisada a espécie felina,
onde os autores encontraram 19 (52,7%) dos felinos eram de pelame curto e
17(47,3%) de pelo longo. O trabalho de Moriello, Kunkle e Deboer (1994),
demonstrou que 165 (82,5%) felinos de pelame curto e 35 (17,5%) de pelame
meédio a longo concordando com o resultado encontrado nesse trabalho.

No que concerne a raga, no estudo de Balda et al. (2004), dos gatos,
20(55,5%) ndo possuiam raca definida, 16(44,55) tinham padréo racial definido.
Desses, 15(93,7%) eram da raca Persa e 1(6,3%) da raca Siamés. Quanto aos
cdes 10(25%) eram sem padrdo racial definido e 30(75%) eram de racas
definidas. Dentre esses, a maior incidéncia foi na raga Yorkshire 7 (23,3%).
Contrariando o estudo de Balda et al. (2004), Cardoso et al. (2018), demonstrou
prevaléncia maior em felinos sem padréo racial definido, tal fato também foi
demonstrado por Palumbo et al. (2010). Nesse estudo todos os caninos e felinos
analisados, ndo possuiam padrao racial definido.

Neste trabalho, foi avaliada a sensibilidade dos dermatdfitos isolados a
quatro antifungicos, sendo eles o clotrimazol, o itraconazol, o fluconazol e o
ketoconazol. Nos testes realizados com o clotrimazol 11 (39,28%) das amostras
foram sensiveis, 13 (46,43%) intermediarias e 4 (14,28%) resistentes. No
trabalho Khadka et al. (2017), verificou-se que 87,5% dos dermatofitos eram
sensiveis ao clotrimazol. Ja, quando comparado as amostras resistentes, 0s
resultados foram semelhantes ao presente estudo. O autor obteve 12,5% das
amostras resistentes. Em um trabalho realizado por Begum e Kumar (2021), ao
longo de trés anos, no norte da india, 157 amostras de dermatofitos da espécie
Trichophyton mentagrophytes e Microspororum canis foram submetidas a testes
de suscetibilidade aos antifungicos. Como resultado, observou-se que o farmaco
clotrimazol conferiu inibicdo contra os isolados

O antifungico itraconazol apresentou baixa acéo antimicrobiana, com 24
(85,71%) dos isolados resistentes, 1 (3,57%) intermediaria e 3 (10,71%)
sensiveis. Nossos resultados divergem daqueles obtidos por Abdelfattah, Torky
e Khalil (2019), onde foram analisadas a resisténcia de 14 amostras de
dermatofitos (M. canis, N. gypseum, T. mentagrophytes, T. rubrum) e todas
foram sensiveis ao itraconazol. Outro estudo realizado por Karaca e Ko¢ (2004)
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demonstrou, por meio de testes de MIC e de difusdo em discos, que este mesmo
antimicético foi efetivo contra os isolados testados, tendo gerado halos de
inibicdo maior que as demais drogas testadas.

O agente antifungico fluconazol, ndo demonstrou nenhuma efetividade
nos testes in vitro contra os isolados testados neste estudo. Das 28 amostras
avaliadas, 27 (96,43%) apresentaram resisténcia ao farmaco testado, somente
1 isolado (3,57%) demonstrou caracteristica intermediaria. Nossos resultados
foram corroborados pelo estudo de Pakshir et al. (2009), no qual 40 amostras de
diferentes espécies de dermatdfitos, incluindo as avaliadas neste estudo, foram
submetidas ao antifungigrama, tendo observado que 97,5% das cepas foram
resistentes. Em outro estudo de Abdelfattah, Torky e Khalil (2019), todos os
dermatdfitos testados demonstraram resisténcia ao fluconazol.

Nossos resultados quanto ao fluconazol foram também corroborados por
Singh, Zaman e Gupta (2007) que observaram o fluconazol com baixa acéo
antimicética nos ensaios de MIC e nenhuma zona de inibicdo nos testes de
difusdo. No estudo realizado por Begum e Kumar (2021), o fluconazol também
demonstrou baixa agéo.

No presente estudo, o farmaco ketoconazol apresentou a maior acao
antimicética em relacdo aos demais farmacos testados, com 15 (53,57%) das
cepas avaliadas suscetiveis, 11 (39,28%) com suscetibilidade intermediaria e
somente 2 (7,14%) cepas resistentes. Em um estudo realizado por Abdelfattah,
Torky e Khalil (2019), todos os dermatdéfitos testados demonstraram
sensibilidade ao ketoconazol. J& no estudo de Afshari, Shams-Ghahfarokhi e
Razzaghi-Abyaneh (2016), o ketoconazol, também demonstrou boa efetividade
contra os dermatéfitos testados, tanto no método de MIC, quanto nos discos de
difusdo. Pakshir et al. (2009) também obtiveram resultados satisfatérios com o
ketoconazol. Em seu estudo, das 40 amostras avaliadas 31 (77,5%) eram
sensiveis ao farmaco, 4 (10%) tinham carateristicas intermediarias, e 5 (12,5%)
eram resistentes.

Os indices de resisténcia também foram avaliados em funcdo das
espécies de dermatéfitos. No que concerne ao Microsporum canis, podemos
inferir que o farmaco que demonstrou maior sensibilidade foi o ketoconazol, onde
10 (52,63%), seguido do clotrimazol 7 (36,84%) foram os mais efetivos. O

itraconazol e o fluconazol ndo apresentaram agao antimicotica nessa espécie.
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Nos testes in vitro, as 19 (100%) cepas avaliadas foram resistentes a ambos o0s
farmacos. Nos estudos de Pakshir et al. (2009) e Begum e Kumar (2021), o
clotrimazol e ketoconazol tiveram agao antimicética satisfatoria contra M. canis,
apresentando os maiores halos de inibicdo. No que diz respeito ao fluconazol,
0os autores citados anteriormente, também verificaram maiores taxas de
resisténcia com o uso desse farmaco. De acordo com o estudo de Alim, Halim e
Habib, (2017) onde foi realizado uma comparacao entre MIC e os testes de
difusdo em discos para avaliar a suscetibilidade de dermatoftios aos
antifingicos, o fluconazol demonstrou ndo ser efetivo contra 45 (90%) das
amostras avaliadas. Assim como o fluconazol, oitraconazol demonstrou ser
inefetivo contra 40 (80%) dos isolados avaliados.

Nos testes de suscetibilidade realizados para os seis isolados de
Trichophyton mentagrophytes, também foi observado maior suscetibilidade dos
mesmos ao farmaco ketoconazol, 2 (33,33%). Os isolados demonstraram
resisténcia ao clotrimazol 2 (33,33%), fluconazol 5 (83,33%) e itraconazol 5
(83,33%). No estudo Khatri et al. (2017), foram avaliadas 75 amostras de
dermatdfitos provenientes do Rajastdo que foram submetidas ao antifungigrama.
Dentre os isolados, 31 eram pertencentes a espécie Trichophyton
mentagrophytes, sendo 25 (80,64%) resistentes ao fluconazol, 7 (22,58%) ao
clotrimazol, assemelhando assim com os resultados do presente estudo.

Destoando dos nossos resultados, Kadnur et al. (2022) submeteram a
testes de antifungigrama 27 isolados de T. mentagrophytes, tendo sido
observada boa sensibilidade ao clotrimazol, com 88% das amostras
susceptiveis. J& o fluconazol apresentou baixa eficiéncia antimicrobiana, com
indice de resisténcia de 92%, corroborando os resultados deste trabalho.
Segundo Afshari, Shams-Ghahfarokhi e Razzaghi-Abyaneh (2016), tanto no
ensaio de discos de difusdo quanto no MIC, o ketoconazol demostrou ser o
farmaco com maior acao antimicotica contra T. mentagrophytes. Ja no estudo de
Shalaby, El-din e El-Hamd (2016), entre 18 cepas de T. mentagrophytes
testadas, 17 (97,4%) foram sensiveis ao clotrimazol e 18 (100%) resistentes ao
fluconazol.

Quanto aos trés isolados de Nannizzia gypseum, todos apresentaram
sensibilidade aos antifungicos clotrimazol, itraconazol e ketoconazol, mas

resistentes ao fluconazol. Sendo assim, a espécie com resultado mais promissor.
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No estudo de Shalaby, El-din e El-Hamd (2016), foram isoladas espécies de
dermatofitos de humanos no Hospital Universitario de Sohag no Egito. Tal estudo
avaliou 101 pacientes com dermatofitos e destes, 23 eram pertencentes a
espécie N. gypseum. Nos testes de sensibilidade 22 (95,6%) das amostras eram
sensiveis ao clotrimazol e todas as 23 (100%) das amostras resistentes ao
fluconazol, corroborando, assim, com os resultados do presente estudo. Em
outro estudo no Rajastdo, cinco isolados eram N. gypseum e quando
submetidos aos testes de sensibilidades, 2 (40%) eram resistentes ao fluconazol,
e 3 (60%) tiveram suscetibilidade intermediaria ao itraconazol (KHATRI et al.
2017).

Por se tratar de um dos farmacos mais utilizados para tratamento da
dermatofitos em humanos e animais, esperava-se que nesse estudo o
ketoconazol demonstrasse padrdoes mais elevados de resisténcia em relagéo aos
demais farmacos avaliados. No entanto, observou-se que este farmaco foi o mais
eficiente em relacdo aos demais, embora com uma baixa sensibilidade no geral,
com apenas 53,57% das amostras avaliadas sensiveis. Brilhante et al. (2005),
também obteve bons resultados usando o ketoconazol. O mesmo afirma que a
CIM capaz de inibir os isolados testados variaram entre 0,125 mcg a 2 mcg. Em
um estudo realizado por Fernandes-Torrez et al. (2001), foram avaliadas a
suscetibilidade de 24 espécies de dermatéfitos, contra 10 antifangicos. No que
concerne as amostras de M. canis, N gypseum e T. mentagrophytes, todas
demonstraram sensibilidade ao ketoconazol. Também no estudo realizado por
Afshari, Shams-Ghahfarokhi e Razzaghi-Abyaneh (2016), onde foi feito um
comparativo de MIC e testes de difusdo em discos, o ketoconazol demostrou ser
o farmaco com maior acdo antimicética. Além dos estudos ja mencionados
outros trabalhos avaliando a sensibilidade do ketoconazol aos dermatofitos
corroboram com os nossos resultados (WILDFEUER et al. 2009, PAKSHIR et al.
2009, ARAUJO et al. 2009, ABDELFATTAH; TORKY; KHALIL 2019, BEGUM;
KUMAR 2021).

No entanto, em discordancia aos nossos resultados, Maia et al. (2001),
em seus ensaios na cidade de S&o Paulo (Brasil), encontraram 24 (80%) dos
isolados resistentes ao ketoconazol (CIM 32 mcg/ml). No estudo de Itoi et al.
(2012), também se demostrou que os dermatofitos isolados em animais

apresentaram pouca sensibilidade ou ketoconazol, com MIC em torno de 16
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mcg/ml. No estudo de Aktas et al. (2014) foram analisados 66 isolados de
dermatofitos humanos e os mesmos testados quanto a sua sensibilidade a cinco
antifangicos. Dos 66 isolados, 33 (50%) tiveram padrdo de resisténcia ao
ketoconazol apresentando MIC de 32 mcg ml. Segundo o estudo de Aneke et al.
(2021), foram analisados a suscetibilidade antifingica e a viruléncia de M. canis
de humanos e animais. Os isolados demonstraram sensibilidade intermediaria
ao ketoconazol quando comparado as outras drogas utilizadas nesse estudo.

Itraconazol e o fluconazol apresentaram baixa acéo antimicética contra os
isolados testados. Os mesmos demonstraram resisténcia ao itraconazol 24
(85,71%) das amostras e ao fluconazol em 27 (96,43%) . No estudo de Maurya
et al. (2019), dos isolados avaliados, 82,66% eram resistentes ao fluconazol e
66,66% resistentes ao itraconazol, resultados que se assemelham aos obtidos
no presente estudo. No estudo de Amim et al. (2017), foram isolados
dermatofitos de criancas portadoras de tinea capitis. Dos 70 isolados, 58
(82,85%) foram resistentes ao fluconazol. Recentemente Fattahi et al. (2020),
relataram 4 casos humanos de dermatofitose generalizada causada por T.
mentagrophytes multirresistentes no Ird. Estas cepas possuiam mutagdes
pontuais no gene da esqualeno epoxidase e apos a realizacdo de MIC foi
demonstrado que esse isolado era resistente ao itraconazol, fluconazol e
também a terbinafina. J& no estudo de Singh et al. (2019), foram avaliados
dermatofitos resistentes em um surto ocorrido na india. Neste estudo, os
pesquisadores encontraram 39,5% de resisténcia ao fluconazol. Também no
trabalho de Alim, Halim e Habib (2017), o itraconazol demostrou ter 80% de acéo
antimicotica contra os isolados avaliados e o fluconazol 90%, endossando os
resultados do presente trabalho.

De forma geral, este estudo apontou um alto indice de resisténcia dos
isolados frente aos farmacos avaliados. O desenvolvimento de cepas resistentes
pode ser atribuido principalmente ao uso indevido de antifungicos. Os compostos
azolicos sdo os mais utilizados no tratamento de infecgbes fungicas na
atualidade (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2009) e sua exposicédo
excessiva tem sido relatada como o principal fator para o desenvolvimento de
dermatofitose resistente aos azéis (DROGA; SHAW; RUDRAMURTHY, 2019).
Outro ponto a ser lembrado é que os compostos azélicos atuam inibindo a

sintese de ergosterol, no entanto segundo Yu et al. (2007), h&a relatos de
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superexpressao de varios genes envolvidos na sintese do ergosterol frente a
resposta aos azois. Tal fato pode ser mais um responsavel pelo desenvolvimento
e manutencao da resisténcia a esta classe de antifungicos.

Além do potencial zoono6tico dos dermatofitos de caninos e felinos, outro
ponto que deve ser destacado € que os indices de resisténcia entre 0s
dermatofitos vem crescendo exponencialmente nos ultimos anos, conforme
apontaram os diversos estudos supracitados, corroborados pelos resultados do
presente estudo. InUmeros casos ja foram relatados como o de Amim et al.
(2017), que demonstraram a resisténcia de dermatofitos causadores de tinea
capitis em criancas no Egito. Na India, Singh et al. (2019) avaliaram um surto
continuo de dermatofitose em humanos causado por cepas resistentes a
terbinafina, griseofulvina e fluconazol. Hiruma et al. (2021), no seu estudo com
pacientes japoneses, encontraram todas cinco cepas avaliadas resistentes a
terbinafina (MIC=32 mg/l). Fattahi et al. (2020), relataram casos humanos de
dermatofitose generalizada causada por T. mentagrophytes multirresistente no
Ird, com os isolados resistentes ao itraconazol, fluconazol e também a
terbinafina. Além dos estudos citados, outros encontrados na literatura
demonstraram esse importante padrao de resisténcia aos antifungicos (LANA et
al. 2018, SUR et al. 2019, EBERT et al. 2020, DAS et al. 2020). Tais estudos
desmontaram que a dermatofitose vem se tornando um problema alarmante e
de grande importancia na saude publica.

Dessa maneira, fazem-se necessarios estudos epidemioldgicos
periodicos para prevaléncia da dermatofitose entre os animais de companhia e
seres humanos, salientando-se, também, a necessidade de monitoramento do
perfil de suscetibilidade dos agentes envolvidos nesta enfermidade aos
antimicrobianos utilizados para o tratamento dos casos em seres humanos e nos
animais. Vale ressaltar também que medidas socioeducativas e higiénico
sanitarias devem ser adotadas para prevenir e evitar disseminagcédo da doenca
entre 0os animais e também entre os seres humanos, permitindo, assim,

promocao da saude unica.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo constatou-se uma baixa prevaléncia de dermatofitos
em caninos e felinos assintoméaticos do Abrigo Municipal de Varginha-MG. No
entanto nao foi possivel fazer inferéncias em relagdo a parametros de idade,
raca, género, comprimento de pelame, pois, a quantidade de isolados foi baixa,
nao permitindo fazer afirmacdes fidedignas. No que condiz a avaliacdo dos
animais sintométicos, a mesma nédo foi possibilitada neste estudo, devido a
quantidade insuficiente de animais sintométicos no local.

O Unico dermatofito isolado nesse estudo foi Microsporum canis, assim
como em inumeros outros trabalhos listados na literatura. Os testes de
suscetibilidade apontaram altos indices de resisténcia dos isolados frente aos
farmacos avaliados onde, o ketoconazol demonstrou ser o farmaco mais
eficiente na populacéo estudada. Ja o fluconazol e o itraconazol, foram os menos

eficientes.
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