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RESUMO

Dermatofitos sdo fungos filamentosos queratinofilicos e estima-se que cerca de 20-
25% da populacdo mundial carrega uma infeccdo por dermatéfitos. Trichophyton é um género
com mais espécies patogénicas antropofilicas e Trichophyton rubrum é o agente etiologico
mais prevalente das dermatofitoses no mundo, sendo em alguns casos a causa de tratamentos
mais longos e muitas vezes mais complexos podendo causar desde lesdes superficiais até
cronicas. Para prevencdo e controle das dermatofitoses, deve-se considerar a localizacdo da
lesdo, agente causador e fonte da infeccdo. O tratamento desta doenca é feito com
antifungicos como Terbinafina, Cetoconazol, Fluconazol, Anfotericina B e outros. No
entanto, o uso indevido e indiscriminado de antiflngicos estd causando um aumento na
resisténcia a antifungicos em dermatéfitos. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade
genética de isolados clinicos de Trichophyton obtidos de pacientes atendidos na Fundacdo de
Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado e verificar o perfil de susceptibilidade a nove
antifungicos; e através de uma revisdo sistematica fornecer uma visdo geral da prevaléncia
mundial de Trichophyton rubrum e outros dermatofitos. As espécies T. tonsurans, T.
interdigitale, T. rubrum e T. verrucosum foram testadas quanto a resisténcia aos antifungicos
e todas apresentaram isolados resistentes a algum antifingico, mas majoritariamente a
resisténcia foi observada a Anfotericina B, Fluconazol, Miconazol e Nistatina. A anélise
filogenética dos dermatdfitos foi realizada com a regido ribossomal e a variabilidade genética
foi conduzida por analise de RFLP desta mesma regido. Os dados mostraram uma diversidade
genética em T. tonsurans e T. interdigitale. A revisdo sistematica permitiu concluir que a
espécie T. rubrum tem uma ampla distribuicdo mundial, sendo a mais prevalente, seguido por
T. mentagrophytes, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum e Trichophyton

interdigitale.

Palavras-chave: Trichophyton; Prevaléncia; Dermatofitoses; DNA ribossomal; Agentes
Antifangicos



ABSTRACT

Dermatophytes are keratinophilic filamentous fungi and it is estimated that about 20-25% of
the world population carries a dermatophyte infection. Trichophyton is a genus with more
anthropophilic pathogenic species and Trichophyton rubrum is the most prevalent etiological
agent of dermatophytosis in the world, being in some cases the cause of longer and often more
complex treatments that can cause from superficial to chronic lesions. For the prevention and
control of dermatophytosis, the location of the lesion, causative agent and source of infection
should be considered. Treatment of this disease is done with antifungals such as Terbinafine,
Ketoconazole, Fluconazole, Amphotericin B and others. However, excessive and
indiscriminate use of antifungals is causing an increase resistance to antifungals on
dermatophytes. The objective of this study was to evaluate the genetic variability of clinical
isolates of Trichophyton obtained from patients attended at the Heitor Vieira Dourado
Fundacao de Medicina Tropical and to verify the susceptibility profile to nine antifungals; and
through a systematic review provide an overview of the worldwide prevalence of
Trichophyton rubrum and other dermatophytes. The species T. tonsurans, T. interdigitale, T.
rubrum and T. verrucosum were tested for antifungal resistance and all had antifungal
resistant isolates, but resistance was observed for Amphotericin B, Fluconazole, Miconazole
and Nystatin. The phylogenetic analysis of the dermatophytes was performed with the
ribosomal region and the genetic variability was conducted by RFLP analysis of the same
region. The data showed a genetic diversity in T. tonsurans and T. interdigitale. The
systematic review allowed us to conclude that the species T. rubrum has a wide world
distribution, being the most prevalent, followed by T. mentagrophytes, Microsporum canis,

Epidermophyton floccosum and Trichophyton interdigitale.

Key words: Trichophyton; Prevalence; Dermatophytosis; Ribosomal DNA; Antifungals
Agents.
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1. INTRODUCAO

Dermatofitose € uma infeccdo contagiosa que acomete os tecidos queratinizados, e
seus sintomas gerais sdo erupcdo cutanea escamosa, geralmente acompanhada de coceira,
ardéncia e queimacdo. Esta doenca é causada por fungos filamentosos queratinofilicos
chamados dermatofitos, e estdo no grupo dos microrganismos citados como mais antigos
relacionados com doencas humanas (KANNABIRAN, 2010; DE HOOG et al., 2016;
SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Por se tratar de uma doenca contagiosa existem algumas descricdes sobre possiveis
formas de contagio, onde fatores como situacdo sécio econémica desfavoravel, ma higiene
pessoal, e a cultura de cada populagdo tornam um grupo familiar ou determinada populacéo
mais vulneravel (LAKSHMIPATHY & KANNABIRAN, 2010). As dermatofitoses sdo de
ocorréncia cosmopolita, mas ndo sdo de registro obrigatdrio, e € estimado que 20 a 25% da
populagdo mundial tem alguma dermatofitose (LAKSHMIPATHY & KANNABIRAN,
2010).

Os dermatofitos sdo classificados como pertencentes do Filo Ascomycota, da Classe
Pezizomycotina, da Ordem Onygenales, e da Familia Arthrodermataceae, e estdo agrupados
em trés géneros de importancia médica: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (DE
HOOG et al., 2017). Dentre os trés géneros de dermatdfitos, o Trichophyton é o que abriga a
maior parte das espécies patogénicas estritamente relacionada a hospedeiros humanos
(antropofilicos), e a espécie Trichophyton rubrum é a maior causadora de dermatofitoses no
mundo, sendo esta uma espécie com intima adaptacdo ao hospedeiro humano, tornando o
tratamento mais longo e, muitas vezes mais complexo (DE HOOG et al., 2016; ZHAN; LIU,
2016; VISHNU et al., 2015).

Devido a alta prevaléncia desta espécie, muitos estudos foram feitos com este fungo
com o objetivo de melhor entender os mecanismos de transmissdo e tratamento, e para que
medidas possam ser tomadas para melhorar a qualidade de vida da populagéo, diminuir o
sofrimento e constrangimento causado por esta doenca (GRUMBT; MONOD; STAIB, 2011;
KASZUBIAK et al., 2004). No Brasil, percebe-se que as medidas em saude publica ndo dédo o
enfoque necessario para infecgdes fungicas. Isso gera um agravamento “invisivel” de diversas
infeccbes fungicas, inclusive dermatofitose, na camada mais vulneravel da populacdo. Os
agravantes sdo desde os diversos desconfortos de convivio social (como o estigma gerado

pelas lesbes) a qualidade de vida e longos tratamentos. Além disso, existem casos de pessoas
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imunodeprimidas com dermatofitoses cronicas, que sdo mais complexos e de dificil
tratamento (PIRES et al., 2014; NWEZE, 2011; CHEPCHIRCHIR et al., 2009).

Estudos com base na epidemiologia molecular tem demonstrado que espécies de
Trichophyton possuem diferentes gendtipos com distintos mecanismos infecciosos. Graser,
entre 1999 e 2016, demonstrou a importancia da epidemiologia molecular dos dermatdfitos,
em particular o T. rubrum, constatando que um mesmo paciente pode ter diferentes lesdes no
corpo causadas por mais de uma espécie, ou ainda por mais de um geno6tipo de uma mesma
espeécie, implicando assim em um tratamento mais dificil (PIRES et al., 2014; CAFARCHIA
etal., 2013; GRASER et al., 2007).

Este trabalho visa contribuir com a maior compreensdo da correlagdo entre a
variabilidade genética frente ao comportamento aos antifingicos de espécies de Trichophyton,
além de acrescentar dados importantes sobre a epidemiologia mundial de Trichophyton

rubrum e outros dermat6fitos com um estudo de revisao sistematica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Dermatofitos

Dermatofitos é a denominacdo dada ao grupo de fungos que tem afinidade a queratina,
principalmente quando estdo em sua forma parasitaria causando a dermatofitose. Atualmente
estdo classificados em trés géneros, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, mas
desde sua primeira associa¢do, em 1839, como agentes causadores de uma doenca infecciosa
humana ocorreram diferentes classificagdes desses fungos (DE HOOG et al., 2016;
CAFARCHIA et al., 2013).

A primeira associagdo de lesdes cutaneas com fungos em humanos foi feita em 1839
por Schoenlein, que nomeou esse fungo de Achorion schoenleinii, mas quem ficou conhecido
como o fundador da dermatomicologia foi David Gruby (publicacdes de 1841 a 1844),
descrevendo a invasao ecto e endotrix de cabelos, nomeando esses fungos, respectivamente,
de Microsporum audouinii (remetendo-se aos pequenos esporos ao redor do cabelo) e Herpes
(Trichophyton) tonsurans. Ao longo dos anos (1840 a 1890) os dermatofitos estavam sendo
descritos de acordo com a classificacdo feita por Reimond Sabouraund, que os dividia em
quatro géneros diferentes, Achorion, Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Décadas
mais tarde, a taxonomia de dermatofitos foi modernizada, quando Chester Emmons passou a
classifica-los a partir das caracteristicas da estrutura vegetativa e de conidios, eliminando o
género Achorion (DE HOOG et al., 2016; CAFARCHIA et al., 2013; WEITZMAN &
SUMMERBELL, 1995).

Entre os anos 1959 e 1963 com a utilizacdo a técnica de Vanbreuseghem, que usa iscas
de cabelo ou crinas de cavalo para o isolamento de dermatdfitos, foi descoberto o estado
Teleomorfo (forma sexuada ou perfeita) tornando a identificagdo desses fungos mais
complexa. Recentemente De Hoog e colaboradores fizeram uma revisdo filogenética
polifasica de dermatdfitos, trazendo uma nova proposta sobre a classificacdo destes fungos
(figura 1). A nova proposta & composta de seis géneros, onde trés sdo os anamorfos ja
utilizados na classificacdo atual, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, e 0s outros
trés sdo teleomorfos divididos em Artrhoderma, Nannizia e Lophophyton (DE HOOG et al.,
2016; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).
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Figura 1 - Linha temporal do desenvolvimento da taxonomia atual de dermatdfitos.

O género Trichophyton, descrito por Malmsten, 1845, tem como caracteristica
principal a presenca de grande quantidade de microconidios, macroconidios multisseptados,
de base larga, pouco numerosos ou ausentes. Nesse género ha espécies com caracteristicas
distintas, fazendo com que os pesquisadores Georg & Camp (1957) o subdividissem em trés
grupos: | — raramente produzem esporos ou pigmentacdo caracteristicos, colénias com dificil
diferenciacdo morfoldgica, sendo as principais espécies desde grupo T. verrucosum, T.
schoenleinii e T. concentricum; Il — colnias e pigmentacdo sdo variaveis, ndo servindo como
critérios de identificacdo de espécies, para tanto se deve utilizar provas bioquimicas ou
ferramentas moleculares, e as principais espécies sdo T. tonsurans, T. mentagrophytes e T.
rubrum; 111 — raramente produz microconidio, mas apresenta pigmentacdo como caracteristica
marcante (do vinho ao violeta), além de possuir crescimento lento e as principais espécies sao
T. violaceum e T. ferrugineum; IV — ndo podem ser diferenciados por morfologia,
necessitando de ferramentas moleculares ou utilizando testes de necessidades nutricionais, s&o
as espécies T. megninii e T. equinum (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995; Lacaz et al.,
2002).

Os dermatofitos sdo também classificados de acordo com sua relacdo ecoldgica,
podendo ser geofilico, zoofilico e antropofilico. As especies de dermatofitos que séo
transmitidas entre humanos sdo as antropofilicas, sendo as outras consideradas como

oportunistas, mas ainda podem causar lesGes graves e de dificil tratamento, onde a espécie
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geofilica Microsporum gypseum quando estd causando dermatofitose provoca lesdes com
inflamacdes agudas e prurido excessivo. As espécies que infectam animais de uma maneira
geral sdo as consideradas zoofilicas, e podem ser transmitidas entre animais contaminados e
animais saudaveis inclusive humanos saudaveis, e as isoladas originalmente no solo sédo
consideradas como as geofilicas, que podem ser transmitidas por contato com solos
contaminados, sendo a populagdo que trabalha diretamente com manejo de solo mais
vulneravel a dermatofitoses com lesbes de inflamacdes agudas. E importante ressaltar que os
dermatofitos zoofilicos e geofilicos podem agir como porta de entrada para outros patdgenos,
podendo produzir uma infeccdo ainda mais grave (DE HOOG et al., 2016; WEITZMAN &
SUMMERBELL, 1995).

2.2. Dermatofitoses

Dermatofitoses sdo também conhecidas como Tinhas ou Tineas, e a manifestacao
clinica normalmente é de uma lesdo eritramatosa, escamosa, e com prurido intenso. As
dermatofitoses podem se apresentar como lesGes superficiais até croénicas, a depender do
estado de saude inicial do paciente, no entanto, mesmo as lesées superficiais podem conduzir
a um declinio na qualidade de vida do paciente, devido & desfiguracdo (principalmente em
regides anatdbmicas visiveis como a face). As Tineas sdo agrupadas de acordo com a parte do
corpo lesionada, com o a palavra Tinea seguido do nome do sitio anatémico em latim (PIRES
etal., 2014; Lacaz, 2002; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

Tinea capitis (figura 2a) é distribuida pelo couro cabeludo, usualmente causada por
espécies dos géneros Trichophyton e Microsporum, sendo mais frequente em criancas, €
caracterizada como uma reacdo altamente inflamatoria, com alopecia e as vezes acompanhada
de febre, mal estar e linfadenopatia; Tinea corporis (figura 2b) é distribuida pelo tronco e
extremidades formando lesdes circulares, chamadas de ringworm; Tinea faciei e tinea barbae
(figura 2c e 2d) séo distribuidos pela face, sendo a tinea faciei na parte ndo barbada e a tinea
barbae na parte barbada, podendo causar de severa a superficial reacdo inflamatéria folicular
pustulenta, comumente causada por Trichophyton mentagrophytes e T. verrucosum; Tinea
cruris (figura 2e) é distribuida pela virilha e areas adjacentes, e 0s principais agentes
etioldgicos sdo T. rubrum e Epidermophyton floccosum; Tinea pedis e tinea manuum (figura
2f e 2g) ocorrem nas extremidades dos membros, sendo a tinea pedis comumente chamada de
“pé de atleta”, e a tinea manuum com tendéncia a afetar uma das méos, embora o

envolvimento de ambas as médos é possivel, 0s agentes etioldgicos mais frequentes sdo T.
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rubrum, T. mentagrophytes e E. floccosum; Tinea unguium (figura 2h) ¢ a infeccdo das unhas,
os dermatofitos T. rubrum e T. mentagrophytes sdo os mais frequentemente encontrados neste
tipo de lesdo. As dermatofitoses quando se apresentam como lesdes escamosas e secas
marcadas por hiperceratose (hiperplasia da camada cornea da pele) sdo caracteristicas de
infeccOes cronicas causadas pelos dermatéfitos antropofilicos (CORTEZ et al., 2012; Lacaz et
al., 2002; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

1
ofi/tiffca-manuum/

Figura 2 - Manifestacdes Clinicas das dermatofitoses. a: Tinea capitis; b: Tinea corporis; ¢: Tinea
faciei; d: Tinea barbae; e: Tinea cruris; f: Tinea pedis; g: Tinea manuum; h: Tinea unguium. Imagens

encontradas no google imagens referenciadas uma a uma em cada imagem.

Em paises europeus os agentes etiologicos mais frequentemente isolados sédo
Trichophyton rubrum, Microsporum canis, T. mentagrophytes var. granulosum e T.
verrucosum, no entanto, devido a uma grande massa imigratdria de ocorréncia atual, como
refugiados de guerras dentre outros, pode ter ocorrido uma mudanca na prevaléncia desses
agentes etioldgicos. Dentre os agentes etiol6gicos ja citados, o T. rubrum é o mais
frequentemente identificado em pacientes com Tinea corporis, Tinea pedis e Tinea unguium,
sendo encontrados em cerca de 83% das infeccdes na Suécia, por volta de 70% no Reino
Unido, e na Alemanha e na Bélgica foi apontado que cerca de 90% e 76%, respectivamente,
das onicomicoses séo causadas por dermatofitos da espécie Trichophyton rubrum (HAYETTE
& SACHELLI, 2015; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

Quando se trata da América do Norte e Central o T. rubrum também é o agente
etiologico mais encontrado nas dermatofitoses. Nos Estados Unidos e no México o agente
infeccioso prevalente de dermatofitoses costuma ser da espécie T. rubrum, porém ha uma
concentra¢do maior no México que nos EUA, sendo a prevaléncia de T. rubrum por volta de
47% nos EUA e 71% no México. Vale lembrar que nos EUA o0s casos de dermatofitoses sdo

pouco registrados ou até mesmo identificados, além de que estes sdo paises vizinhos com
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intenso fluxo imigratorio, o que reforca a existéncia de um mesmo agente infeccioso
prevalente em proporcdes distintas (HAYETTE & SACHELI, 2015; SEEBACHER et al.,
2008).

No Brasil, os estudos geralmente focam em uma determinada regido ou estado, ndo
havendo dados sobre o Brasil em sua totalidade. No estado de Goiania foi feito um estudo em
1999 onde os autores afirmam que o T. rubrum é o mais prevalente, assim como em
Fortaleza. Em um estudo feito entre marco e novembro de 2003 na cidade de Manaus, o T.
rubrum foi o mais frequentemente associado a onicomicose, com 45,45% dos casos
registrados (AUGUSTO et al., 2006; BRILHANTE et al., 2000; COSTA et al., 1999).

A prevencao e o controle das infecces por dermatéfitos devem levar em consideracdo
a area invadida, o agente etioldgico e a fonte da infec¢do. De uma forma geral, sdo poucos 0s
casos de transmissdo de dermatofitoses por via nasocomial havendo alguns surtos conhecidos
(Lewis & Lewis, 1997; Snider, Landers & Levy, 1993; Kane et al., 1988; Mossovitch, M,
Mossovitch, B & Alkan, 1986; Shah et al., 1988), em contrapartida transmissdes por contato
direto ocorrerem com uma frequéncia maior. As transmissdes e 0s surtos, quando ocorrem,
devem ser investigados imediatamente para evitar maior disseminacdo, devendo ser feito um
exame nos profissionais de salde, principalmente da ala neonatal e pediatrica, em busca de
areas de fluorescéncia pela lampada de Wood e por lesGes Obvias na pele ou no couro
cabeludo (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

2.3. Diversidade Genética dos Dermatéfitos

Desde os primeiros estudos genéticos com dermatéfitos podemos observar que a
diferenciacdo das espécies ndo é tdo simples, pois se trata de fungos com reproducdo sexuada
e muitas semelhancas morfoldgicas, além da facilidade de pleomorfismo. Stockdale em 1961
iniciou os estudos sobre heterotalismo (micélio autoestéril que requer a participacdo de outro
talo compativel para a reproducdo sexuada) em dermatdfitos, demonstrando os mating type
positivo e negativo. Geralmente neste tipo de reproducéo, a progénie de ascOsporos positivos
e negativos é encontrada na proporcao de 1:1, no entanto, os dermatéfitos antropofilicos ndo
apresentam este padrdo, onde foi provado ao parear uma espécie antropofilica anamorfo e
uma teleomorfo (Arthroderma), resultando em uma cepa de Trichophyton exclusivamente
mating type negativo, sem a propor¢cdo 1:1. Esse tipo de reprodugdo trouxe algumas
dificuldades para a identificacdo dos dermatdfitos (GRUMBT; MONOD; STAIB, 2011;
WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).
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O pleomorfismo é um fendbmeno que tornou a identificacdo dos dermatéfitos mais
complexa e se refere ao crescimento de um micélio aéreo, cotonoso e branco, sem
pigmentacdo e conidiacdo caracteristica (WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995). Para o
entendimento deste fendmeno e para a melhor elucidacdo da classificacdo dos dermatdfitos,
foi necessario se utilizar de estudos em genética, ja que estudos de morfologia ndo poderiam
mais ser utilizados como caracteristicas unicas no processo de identificacdo dos dermatofitos,
havendo ainda o estudo de de Hoog e colaboradores (2016) sobre propostas relativas a
taxonomia desses fungos, utilizando a taxonomia polifasica correlacionada.

O sequenciamento da regido ITS é comumente utilizado para analises filogenéticas e
identificacdo de espécies de dermatofitos, sendo a identidade para identificacdo de espécies de
99 - 100%, o que favoreceu o desenvolvimento de técnicas para abordagens de polimorfismos
na mesma espécie, como a PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) seguida de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) da regido ITS (ITS1Erro! Indicador néo
definido. e ITS2), que permitiu a diferenciagdo de uma cepa africana e europeia de
Arthroderma benhamiae (Cafarchia et al., 2013).

A regido ITS (internal transcribed spacer) fica localizada entre a subunidade maior e a
pequena do RNA ribossomal, e é a regido mais utilizada para a identificacdo de espécies. O
RNA ribossdmico constitui de 80 a 90% do RNA celular total, sendo 50 a 60% componente
essencial da estrutura do ribossomo. Os ribossomos contém vérias moléculas de RNA
diferentes, nos eucariotos sdo quatro moléculas 18S-5.85-28S 5S (Figura 3). O
sequenciamento da regido completa (unidade grande e pequena) é pouco empregado para
identificacdo de dermatofitos, pois a regido ITS ja vem sendo muito bem utilizada para a
identificacdo, no entanto, para um estudo de diferenciacdo de cepas pode vir a ser de um bom
uso a regido ITS1, sendo esta a mais diversa na regido ribossémica (Korabecna, M., 2007;
WHITE, T.B.1990).

O gene Topoisomerase Il ndo é tdo amplamente utilizado para identificacdo de
espécies, havendo descricdo do emprego em uma abordagem de nested-PCR ( PCR
modificada reduzir a ligagdo ndo especifica do produto amplificado) seguido de RFLP para
identificacdo e espécies do género Microsporum e Trichophyton (Cafarchia et al., 2013), no
entanto, recentemente de Hoog e colaboradores (2018) descreveram uma abordagem onde
diferenciaram espécies muito proximas geneticamente utilizando este gene e o gene beta-

tubulina 11, diferenciando corretamente T. rubrum e T. violaceum.
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Small ribosoma Large nbosomal
subunit subunit

Figura 3 - Constituicdo ribossomal (imagem modificada de Winnebeck EC1, Millar CD, Warman GR. ,
2010).

Os dermatofitos possuem também mecanismos de defesa contra drogas antifingicas,
com mutacbes pontuais em genes de importancia para a estrutura celular fangica, que
interferem diretamente no metabolismo de antifingicos (Salehi, Z., Shams-Ghahfarokhi, M.,
Razzaghi-Abyaneh, M., 2018). Persinot e colaboradores 2018 descreveram uma abordagem
de MLST (multilocus sequence typing) para T. rubrum com foco nesses genes, no entanto, s6
conseguiu diferenciacbes com um estudo genémico, na qual todo o genoma do fungo foi

analisado e comparado.

2.4. Tratamentos utilizados nas Dermatofitoses

O relato do primeiro tratamento oral das dermatofitoses com griseofulvina isolada do
Penicillium chrysogenum nos anos 1930 e utilizada pela primeira vez no tratamento de
dermatofitoses em 1958, revolucionou a terapia dessas infec¢@es flngicas e iniciou a primeira
grande mudanca na terapia da tinea capitis desde o trabalho de Sabouraud. Nos dias atuais
usa-se ainda a griseofulvina como tratamento oral, mas pelo fato de ser fungistatica
(interrompendo o crescimento, mas ndo causando a morte do fungo) deve ser administrada em
conjunto com tratamento topico. No tratamento topico geralmente sdo utilizados os
antifngicos de derivados azolicos como o Cetaconazol, Nitrato de Miconazol e Clotrimazol.
A venda desses antifungicos de uso topico para tratamento de dermatofitoses é comum e mais
frequente (SINGH; KUMAR; JOSHI, 2014; LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010;
SIDRIM & MOREIRA, 1999; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

O tratamento das dermatofitoses e de outras micoses em geral sdo dificeis
principalmente porque os antifingicos ndo tém acdo somete sobre o agente infeccioso,

afetando células eucaridticas, inclusive podendo afetar também os humanos. O agente
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antifungico Anfotericina B é uma droga antifingica que possui um grau de toxicidade renal
estimada através do monitoramento do nitrogénio ureico no sangue, além de outros efeitos
colaterais quando em testes sistémicos como dores de cabeca, calafrios, febre e anorexia. O
tratamento oral por Cetoconazol é eficaz em dermatofitoses, mas tratamentos prolongados
leva a efeitos colaterais (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010; VISHNU et al., 2015).

Os antifungicos derivados azélicos passaram a ser sintetizados ap6s 0s anos 1970,
quando o primeiro do grupo foi lancado, o Miconazol. Este grupo de antifingicos se
diferenciam por terem seu mecanismo de acdo focado na enzima citocromo-oxidase Pgso,
sendo subdivididos em dois grupos imidazol e triazol (com base no nimero de atomos de
nitrogénio em suas moléculas). O grupo imidazol inclui o Miconazol, Econazol, Cetaconazol,
Oxiconazol e Clotrimazol aprovados pelo FDA (Food and Drug Admnistration) a partir de
1974, 1982, 1985, 1988, 1993 respectivamente, e 0s agentes antifungicos Bifonazol,
Tioconazol e Sertaconazol também fazem parte deste grupo, sendo o ultimo citado o mais
recente com atividade antifungica de amplo espectro. Em geral, os imidazdis exibem efeitos
colaterais como anorexia, constipacdo, dor de cabeca, hepatite, prurido, exantema e inibicao
da sintese de horménio. O grupo triazol inclui os antifungicos Fluconazol, Voriconazol,
Itraconazol (1980), Posaconazol, Teraconazol e Ravuconazol, e em comparagdo com 0S
imidazdis, os triazois apresentam menor grau de efeitos colaterais que incluem nauseas,
tonturas e transtorno gastrointestinal (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010;
SHEEHAN; HITCHCOCK; SIBLEY, 1999).

O grupo das Alilaminas (1980) incluem Naftifina e Terbinafina, que obtiveram a
aprovacdo da FDA nos anos de 1988 e 1992, respectivamente (Figura 2). O modo de acao
desses medicamentos é a inibicdo da principal enzima esqualeno-epoxidase, envolvida na
sintese de epoxido do esqualeno. A Anfotericina B e a Nistatina sdo pertencentes a classe dos
poliénicos com mecanismo de acdo relacionado a sintese de Ergosterol, semelhante aos azdis
(LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010; SHEEHAN; HITCHCOCK; SIBLEY, 1999).
Dentre 0s principais antifungicos receitados aos pacientes, aqueles que podem ser
encontrados, dos mais baratos aos mais caros variando entre genérico e marca, ndo sdo
encontrados na lista da farmacia popular disponibilizada), sdo: Cetoconazol, Clotrimazol,
Nitrato de Miconazol, Fluconazol, Griseofulvina e Nistatina (numa faixa de R$68,49 a R$
170,41); e Cloridrato de Terbinafina e Itraconazol (na faixa de 81,08 a R$314,24).
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Primeiros Triazdis sistemico
introduzido no Reino Unido
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Figura 4 - Linha historica do desenvolvimento dos antifungicos (imagem original em inglés pode ser
acessada no artigo de SHEEHAN e colaboradores, 1999)

O conhecimento do diagndstico adequado e do sitio anatdmico afetado é necessario
para que o tratamento tenha uma maior eficacia minimizando os efeitos colaterais da droga no
paciente com dermatofitose. A Sulfadiazina de prata é uma droga nova e com atividade
antifungica eficaz, tendo como mecanismo de agdo direta no DNA microbiano, evitando a
descompactacdo da dupla hélice, inibindo a replicacdo de microrganismos sem perturbar a
regeneracdo celular epitelial do hospedeiro (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010;
VISHNU et al., 2015).

Os casos de reincidéncia da doenga sdo comuns em dermatofitoses, principalmente
apos a interrupcao do tratamento com antifingicos. Estudos sobre a resisténcia ao tratamento
tentam trazer as possiveis explicacfes sobre os casos de reincidéncia, principalmente pelo fato
do mal-uso da medicagdo. Em testes laboratoriais a resisténcia de um microrganismo pode ser

classificada como intrinseca ou adquirida, a primeira ¢ aquela em que todos os membros
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normais de uma espécie sdo tolerantes a um determinado farmaco, sendo esta uma
caracteristica especifica responsavel pela resisténcia, inerente a espéecie que surgiu através do
processo evolutivo. Em contrapartida, a resisténcia adquirida € um termo usado quando a
resisténcia emerge em uma populacdo que era anteriormente sensivel a drogas. O
desenvolvimento da resisténcia a esses farmacos ocorre devido ao uso inadequado ou
irregular de drogas, casos em que o0 paciente é imunodeficiente, e do aumento da venda
indiscriminada de antifungicos nos altimos anos, especialmente aos azdis (NIGAM, 2015;
MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Verificar a correlacdo entre a variabilidade genética frente ao comportamento aos
antifangicos de espécies do género Trichophyton causadores de dermatofitose em pessoas

atendidas em um Servico Publico de Micologia de Manaus/AM.

3.2. Objetivos Especificos

i.  Conhecer o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos do género Trichophyton
a antifangicos de uso tépico e oral;
ii.  Determinar a variabilidade genética intraespecifica de isolados clinicos do género
Trichophyton;
iii.  Realizar uma revisdo sistematica da literatura para determinar a prevaléncia

mundial de T. rubrum como causador de dermatofitose.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Modelo de Estudo
Trata-se de um estudo transversal, descritivo, observacional.
4.2. Aspectos Eticos

O presente estudo é parte do projeto intitulado: “Estudo etio-epidemioldgico e
molecular dos dermatofitos causadores de dermatofitoses em pessoas atendidas em Servigos
Publicos de Micologia de Manaus/AM”, com Chamada Publica PROEP/FAPEAM n.
001/2014. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa por meio da Plataforma
Brasil, e esta aprovado com o CAAE 45590015.3.0000.5020 (ANEXO I).

4.3. Amostras

Foram estudadas 24 cepas do género Trichophyton (Tabela 1) isolados de pacientes
atendidos no Servico de Micologia da Fundacdo de Medicina Tropical — HVD no periodo de
janeiro de 2015 a julho de 2017. As amostras foram armazenadas no Laboratério de
Micologia do Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/Fiocruz na temperatura de 4° C.

A identificacdo prévia de cada amostra foi feita por exame direto com o uso de 20% de
KOH (hidroxido de potassio) montada ao microscopio e crescimento em cultura de agar
Sabouraud dextrose (Merck). As culturas foram incubadas a temperatura ambiente (30° C) e
observadas por até 4 semanas. A interpretacdo dos resultados foi obtida do exame direto e as
identificacGes por morfologia dos dermatofitos foram realizadas de acordo com os critérios de
Rebell & Taplin (1979) e de Hoog et al. (2014) no Laboratério de Micologia do Instituto

Lebdnidas e Maria Deane da Fiocruz / AM.

Tabela 1 - Amostras estudadas provenientes de 23 pacientes atendidos no Servi¢o de Micologia da
Fundacdo de Medicina Tropical — HVD no periodo de janeiro de 2015 a julho de 2017.



NUmero de amostra 309 e 1482 séo do mesmo paciente, que é reincindivo.
* |dentificado apenas pela morfologia.
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Amostra Espécie Tinea Doenga Concomitante St;urri)c())
129 Trichophyton intedigitale.  Tinea cruris e Tinea corporis Crianca
309 Trichophyton interdigitale EEEZ ?:c%g;%njlli:ége:o?sgﬁs’ pré diabetis Idosa
568 Trichophyton interdigitale  Tinea cruris Idosa
28 Trichophyton interdigitale.  Tinea cruris Adulto
1600 Trichophyton rubrum Tinea capitis . Crianca
299 Trichophyton rubrum” Tinea corporis HIV Adulto
372 Trichophyton rubrum” Tinea faciei HIV Adulto
1560 Trichophyton rubrum” Tinea cruris e Tinea corporis Adulto
419 Trichophyton tonsurans Tinea capitis . Crianca
538 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Exantema Subito Crianca
116 Trichophyton tonsurans Tinea capitis . Adulto
125 Trichophyton tonsurans Tinea capitis e Tinea corporis HIV Adulto
133 Trichophyton tonsurans Tinea capitis

220 Trichophyton tonsurans Tinea capitis . Crianca
245 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Pediculose Crianca
286 Trichophyton tonsurans Tinea faciei Neurodermatite Adulto
290 Trichophyton tonsurans Tinea faciei . Crianca
358 Trichophyton tonsurans Tinea corporis :—éﬁhnr:g;ﬁppressivo Idoso
1254 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Crianca
1413 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Crianca
1645 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Crianca
Q200R Trichophyton tonsurans Tinea corporis Crianca
Q200B Trichophyton tonsurans Tinea corporis . Crianca
1482 Trichophyton verrucosum  Tinea pedis e Tinea unguium pré diabetis Idosa

4.4. Caracterizacdo Molecular das Amostras

4.4.1.

Extracdo de DNA

As amostras de dermatofitos foram cultivadas de trés a sete dias em caldo Sabouraud e

submetidas ao protocolo de extracdo por fenol/cloroférmio e proteinase K. O micélio foi

rompido em macerador automatico (BeadBug™, Merck) com pérolas de vidro 0,5 mm na
presenca de Tampéo de lise (100 mM Tris-HCI, pH 8, 50 mM EDTA, DTT 1%, SDS 1%).
Apos isso, foi adicionado proteinase K e a mistura foi incubada em temperatura de 60° C por

30 min. O DNA foi extraido com fenol/ cloroférmio/alcool isoamilico (v/v) e precipitado com

isopropanol. O total de acidos nucleicos precipitados foram lavados em 500 pL etanol 70%,
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secos a temperatura ambiente e ressuspendidos em 30 uL de Tamp&do TE (10 mM Tris-HCI,
pH 8, 25 mM EDTA) e armazenado a - 20° C até 0 momento do uso.

4.4.2. Amplificacdo da regido ribossomal

A partir de 2 uL. do DNA genbémico de cada amostra foi possivel realizar a PCR, com
volume final de 15 pL, utilizando o “kit” Platinum® Tag DNA Polymerase (invitrogen) e 0s
primers 18S (Medlin et. al 1988) e 28S (FELL, J.W, 1993), nas concentracGes: Tampédo 1X,
Mix de DNTPs 0,2mM, MgCI*> 1,5 mM, primers 0,3 mM cada (foward e reverse). A
desnaturacdo inicial foi a 95° C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 95° C por 30 segundos,
anelamento a 60° C por 30 segundos e 72° C por 3 minutos, a extensdo final de 10 minutos a
72° C, com produto de 3000 pb da regido ribossomal parcial (Figura 5). As amplificacOes
foram confirmadas em gel de agarose a 1%, corados com Brometo de etidio (Merck) e

visualizados com luz UV-III.

ITS ITS

— NS2 NS4 Primer B
—

ITS4

—
Uni-f

Figura 5 - Representacdo da regido ribossomal 18S-5.85-28S com os respectivos primers para PCR e
sequenciamento. As sequéncia e referéncias de cada primer podem ser vistas na Tabela2. Imagem modificada de
WHITE, T.B.; LEE, 1990.

4.4.3. Sequenciamento da regido ribossomal

O DNA amplificado foi purificado com o Agencourt Ampure xp (kit beads
magnéticas) para a retirada de impurezas.

A regido ribossomal foi sequenciada em partes, utilizando primers de acordo com a
parte de interesse (Figura 5) e com um conjunto de regentes “BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing” (Applied Biosystems) com volume final de 10 pL contendo 5,2 pL de
agua ultrapura, 0,3 puL do primer especifico (Tabela 2) a 10mM, 0,5 uL de BigDye, 2,0 uL de
tampéo e 2 pL de DNA (produto amplificado). As condic¢Oes da reacdo de sequenciamento
procederam da seguinte forma: 95° C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95° C por 30

segundos, hibridizagéo a 58° C por 10 segundos e 60° C por 2 minutos.
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Tabela 2 - Especificacdes de cada primer utilizado para sequenciar parcialmente a regido ribossomal 18S-5.8S-
28S (Figura 5).

Primer Sequéncia Referéncia
NS2 5 - GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC - 3
NS3 5" - GCA AGT CTG GTG CCAGCAGCC -3
NS4 5 -CTT CCG TCAATT CCT TTAAG - 3’
NS5 5 - AAC TTA AAG GAA TTG ACG GAAG - 3’ WHITE, T.B.; LEE, 1990
ITS1 5’ -TCC GTAGGT GAACCTGCG G -3’
ITS3 5- GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC - 3’
ITS4 5 -TCC TCC GCT TAT TGATAT GC - 3’
18S 5'- AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT -3’
PrimerB 5'-TGATCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC - 3’ Medline et. al 1988
Uni-f 5" - GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG -3’
28S 5" -GGT CCG TGT TTC AAG ACG - 3’ FELL, J.W, 1993,
4.4.4. Precipitacdo da reacédo de Sequenciamento e Eletroforese capilar

Apos a reacdo de sequenciamento foi adicionado 6 pL de NG (1 mg/mL de glicogénio
dissolvido em NH4;OAc 5 M) e 50 pL de Etanol 95% (Merck) incubados a -20° C por 30
minutos.

As amostras foram centrifugadas a 4400 rpm por 40 minutos a 4° C, o sobrenadante
foi descartado. O precipitado foi lavado duas vezes com 110 puL de Etanol 70% (Merck) com
centrifugacdo de 4400 rpm por 10 minutos, entre as lavagens. Apos descartar o sobrenadante
a secagem do precipitado foi em temperatura ambiente.

Apos a secagem do precipitado, foi dissolvido em 10 pL de formamida e submetido a
desnaturacdo por 5 minutos a 95° C e depois do resfriamento foi sequenciado em equipamento
de eletroforese capilar (AB1 3500, Applied Biosystems).

4.4.5. Caracterizacdo da variabilidade genética por PCR-RFLP

A partir da obtencdo das sequéncias das amostras de Trichophyton da regido
ribossomal 18S-5.8S-28S foi verificado que para um ensaio homogéneo entre as cepas,
somente aquelas que apresentaram as sequencias integras da regido ITS1 até a regido parcial
28S entraram para o0 ensaio.

Sendo assim, 17 amostras das 24 foram analisadas in silico com o software NEBcutter
V2.0, para determinar a melhor estratégia de PCR-RFLP a ser utilizada, sendo esta com as
enzimas Apol e EcoRI. Foram incluidas as espécies T. rubrum (1 amostra), T. verrucosum (1

amostra), T. tonsurans (12 amostras) e T. interdigitale (3 amostras). As duas primeiras



33

espécies entraram no estudo apenas com a finalidade de demonstrar a diferenciacdo das

espécies para o corte enzimatico das enzimas de restricao.
4.5. Teste de sensibilidade a Antifiingicos

As amostras de dermatofitos foram testadas quanto a sensibilidade aos antifingicos
utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo protocolo M38-A2 para fungos filamentosos
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Os antifingicos testados foram:
Cetoconazol, Fluconazol, Miconazol, Clotrimazol, Cloridrato de Terbinafina, Anfotericina B,
Griseofulvina (Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo), Itraconazol e Nistatina (European
Pharmacopoeia Reference Standard).

O Fluconazol e a Nistatina foram dissolvidos em agua destilada, enquanto que 0s
demais em dimetilsulféxido (DMSO). As solucbes estoques foram preparadas a uma
concentracdo de 1280 pg/mL e armazenadas a -20° C antes do uso.

Os agentes antifungicos foram diluidos ao dobro em caldo RPMI 1640 (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Mo) sem bicarbonato de sddio tamponado a pH 7,0 com acido
morfolino- propanossulfénico (MOPS) de tal modo que as concentracdes variaram de 0,125 a
64 pg/mL para Fluconazol e Nistatina e para os demais antifingicos acima citados 16 pug/mL
a 0,0313 pg/mL.

As amostras de dermatofitos foram cultivados em tubos contendo &gar batata dextrose
durante sete a 14 dias a 30° C, onde foram adicionados 10 mL de solugdo salina esteéril
(0,85%) de maneira a cobrir a superficie da colénia para raspagem e mistura de conidios e
hifas. A suspensdo resultante foi transferida para um tubo estéril e apds 15 minutos de
sedimentacdo, as particulas suspensas foram utilizadas para o indculo, o qual foi ajustado em
espectrofotbmetro em uma transmitancia de aproximadamente 65 a 70%, em um
comprimento de onda de 530 nm, que equivale a aproximadamente 0,6 a 1,4 X 10° cels/mL.
Em seguida, as suspensdes contendo os indculos foram diluidas em caldo RPMI 1640 de tal
modo a obter uma concentragio final de 0,4 a 5 X 10* cels/mL.

As placas de microtitulagdo contendo 96 pogos foram montadas de maneira a conter as
concentragfes, mencionadas a cima, do agente antifungico (100 pL). A cada pogo, contendo
100 pL do agente antifingico, foram adicionadas aliquotas de 100 pL do in6culo na
concentracdo a cima citada, de tal modo que as concentragdes dos farmacos ficaram diluidas
ao dobro.

Foi utilizado a cepa-tipo Candida parapsilosis ATCC 22019 para controle dos agentes

antifangicos, além de controle do inéculo e do meio de cultura (RPMI 1640) para cada teste
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(Figura 3). Todas as placas de microdiluicdo foram incubadas a temperatura de 35° C, sem
agitacao.
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100 pL do agente antifingico + 100 pL do inéculo . Controle do RPMI

. Controle do agente antiftingico Controle do indéculo

Figura 6 - Esquema da placa para Microdiluicdo em caldo (Protocolo M38-A2). Em uma placa testa-se
5 dermatéfitos para um antifingico. As letras de A-F sdo referentes as amostras de dermatofitos testadas;
ntmeros de 1 a 10 sdo referentes a cada concentragdo testada e os nimeros 11 e 12 sdo o Controle negativo e 0
positivo, respectivamente.

4.6. Analise dos dados

As sequéncias e eletroferogramas de 21 amostras foram analisadas no Software
Geneious versao 6.0.6, e comparadas com o banco de dados GenBank do NCBI, através da
ferramenta BLASTn do NCBI. Aquelas sequencias que apresentaram maior query de
identidade foram escolhidas e alinhadas pelo programa ClustalW junto com as 21 sequéncias
obtidas nesse estudo. O alinhamento multiplo foi agrupado por identidade. O modelo de
substituicdo foi escolhido usando a ferramenta Best-Fit models do MEGA X.

Anédlises evolutivas foram conduzidas em MEGA X e a historia evolutiva foi inferida
usando o método da Méaxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood) e o modelo de
Tamura-Nei (1993). A arvore consenso, criada a partir de 500 replicatas utilizando o teste
filogenético “bootstrap”, e uma distribuicdo Gama discreta para modelar as diferencas de taxa
evolutiva entre os locais (5 categorias (+ G, parametro = 1.8500)). A analise envolveu 42
sequéncias nucleotidicas, todas as posices com menos de 80% de cobertura do sitio foram

eliminadas. Houve um total de 860 posi¢6es no conjunto de dados final.
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Na etapa de teste de sensibilidade & antifungicos a leitura dos espelhos do CIM para a
Candida parapsilosis ATCC 22019 foi realizada 48h ap6s o indculo, e para cada amostra de
Trichophyton apds 120 h (5 dias). Todas as leituras dos espelhos faram feitas por duas pessoas
de forma independente, e depois os resultados foram mesclados e acordados por ambos.

Os valores de ponto de corte utilizados para interpretar a susceptibilidade
estabelecidos no protocolo do CLSI sdo para Fluconazol, Anfotericina B e Itraconazol
(incluindo novos triazélicos), sendo os demais antifungicos sem pontos de corte definidos na
literatura (Tabela 3). Os resultados obtidos foram analisados pelo programa WHONET 5.6
v.19.2.15 (WHO, Genebra, Suica), programa desenvolvido e disponibilizado gratuitamente
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como parte do Programa de Monitoramento de
Resisténcia Microbiana. Com este programa foi calculada, CIMrange, CIM50, CIM90 e

Média Geométrica.

Antifangico Sensivel SDDependente* / Resistente ®
Intermediéario

Anfotericina B <1 2 >4

Itraconazol <1 2-4 >8

Fluconazol <8 16-32 >64

Tabela 3 - Valores de pontos de corte sugerido pelo CLSI para interpretacdo de susceptibilidade a antifingicos.
Os valores foram generalizados, visto que ndo foram estabelecidos valores especificos para Dermatdfitos.

* Susceptibilidade dose-dependente categoria exclusiva para triaz6licos

Na etapa de caracterizacdo da variabilidade genética das amostras de Trichophyton por
PCR - RFLP ndo foi realizada a comparacdo com cepas-padrao, sendo os padrées de RFLP
atribuidos visualmente comparando-os entre si, determinando uma variabilidade entre as
amostras de Trichophyton para comparacdo com o0s resultados obtidos na etapa de
caracterizacdo dos perfis de sensibilidade aos antifungicos.

A correlacdo entre o perfil de sensibilidade a antifungicos e os dados moleculares

encontrados foram feitas de forma descritiva sem tratamento estatistico.
4.7. Revisdo Sistematica da Literatura

A revisdo sistematica foi conduzida seguindo as normas estabelecidas pelo PRISMA

(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses).
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A pesquisa bibliografica eletrénica foi conduzida em cinco Base de dados (Medline,
Web of Science, Scopus, LILACS e Scielo) e foi realizada utilizando termos de pesquisa para

a pergunta: Qual a prevaléncia de dermatofitoses causadas por Trichophyton rubrum?

Os termos de pesquisa foram: Medline: ("trichophyton"[MeSH Terms] OR
"Trichophyton rubrum"[All Fields]) and ("Prevalence"[Mesh]); Lilacs: (mh:(trichophyton))
OR (tw:(Trichophyton rubrum)) AND (mh:(Prevalence)); Scielo: ((trichophyton) OR
(Trichophyton rubrum)) AND (Prevalence); Web of Science: Topico:(trichophyton rubrum)
AND  Téopico:(Prevalence); Scopus: (TITLE-ABS-KEY (trichophyton) OR ALL
(trichophyton AND rubrum)) AND (TITLE-ABS-KEY (prevalence)).

Os resultados das bases de dados foram mesclados e as duplicatas removidas
utilizando o software Mendeley Ltd v 1.19 (Elsevier). A avaliacdo dos resultados da busca no
banco de dados eletronico foi realizada por dois autores de forma independente, e as
discrepéncias foram discutidas e acordadas de acordo com os critérios de incluséo e excluséo
(Quadro 1).

Editoriais, revisdes, comentarios e artigos de opinido foram excluidos. Os artigos
foram limitados a dermatofitose humana. Artigos de interesse adicionais foram identificados a

partir da revisé@o das bibliografias de artigos relevantes.

Por atender os critérios de inclusdo, cada publicacdo teve um escore de cinco a oito na
aplicacdo do instrumento de validagédo (Loney, 1998). Para a coleta de dados e montagem da
base de dados no Microsoft Excel (2016) foi utilizado um instrumento de coleta de dado
elaborado no presente trabalho (ANEXO II).

Fator de Exclusao de

Pergunta Base de dados | LimitacGes |N° de publicacdes Arti
rtigos
pubMed humanos 199 - ldioma;
Qual a prevaléncia de Lilacs 160 - Falta de dados obre
dermatofitoses causadas Scielo 17 T. rubrum;
por Trichophyton rubrum? ISI 275 - ndo aborda
Scopus 274 prevaléncia.

Quadro 1 - Representacgdo da pesquisa de Revisdo Sistematica em banco de dados e os fatores de exclusao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao estéo expostos em formato de dois Artigos.

e ARTIGO 1: Nine drugs antifungal profile and genetic variability of clinical
samples of Trichophyton species isolates in Manaus, Amazonas - Brazil.
Artigo a ser submetido a revista Mycoses.

e ARTIGO 2: World Prevalence of Trichophyton rubrum: A Systematic
Literature Review. Artigo a ser submetido a revista Journal of Infection and

Public Health.
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5.1. ARTIGOL: Nine drugs antifungal profile and genetic variability of clinical
samples of Trichophyton species isolates in Manaus, Amazonas - Brazil.
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Nine drugs antifungal profile and genetic variability of clinical samples of Trichophyton

species isolates in Manaus, Amazonas - Brazil.

GRISOLIA M.E.}, MOTA, A. J.3, ALVES G.S.2, BARROSO L.C., NETO J.R.S., TAVARES
R.M., CRUZ, K. S.2, JACKISCH-MATSUURA, A.B.*

'Programa de P6s-Graduacdo em Condicdes de Vida e Situaces de Salide na Amazénia -
ILMD/Fiocruz; “Pesquisadora em Micologia da Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD; ®Professor da Universidade Federal do Amazonas (UFAM);
*Pesquisadora no Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD/Fiocruz). E-mails:

“ani.matsuura@fiocruz.br, 1eduarda.grisolia@hotmail.com.

ABSTRACT

Trichophyton is a genus with the most anthropophilic pathogenic species and some species
can a longer and often more complex treatments being able to cause a chronic, non- or mild-
inflammatory infection. The aim of this study was to evaluate the genetic variability of
dermatophytes in clinical isolates and to verify the antifungal susceptibility profile. The
dermatophytes (24 isolates, 13 T. tonsurans, 6 T. interdigitale, 4 T. rubrum and 1 T.
verrucosum) obtained of 23 patients in Department of Mycology of Fundacdo de Medicina
Tropical Heitor Vieira Dourado studied in the present work, was tested for nine drugs
(itraconazole, fluconazole, clotrimazole, ketoconazole, miconazole, griseofulvin, terbinafine,
nystatin and amphotericin B). The phylogenetic analysis of dermatophytes was performed
with the ribosomal region and the genetic variability was by a RFLP analysis with Apol and
EcoRI. The data provide resistant isolates of all isolates tested and a genetic diversity in T.

tonsurans and T. interdigitale.

Keywords: Trichophyton; Ribosomal DNA; Antifungal Agents

INTRODUCTION

Dermatophytes are keratinophilic filamentous fungi, and estimated that about 20-25 %
of the world's population carries a dermatophyte infection. Currently are three genera of

dermatophytes: Epidermophyton, Microsporum and Trichophyton (ZHAN, P. et al., 2018).
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Trichophyton is a genus with the most an anthropophilic pathogenic species, and some
species can a longer and often more complex treatments being able to cause a chronic, non- or
mild-inflammatory infection. For prevention and control of dermatophytosis, it is to
consideration the lesion location, causative agent and source of infection (ZHAN, P. et al.,
2018; WEITZMAN & SUMMERBELL, 1995).

Treatment of dermatophytoses with antifungal agents has effect not only on the
infectious agent, affecting others eukaryotic cells, also humans cells. Antifungal susceptibility
test of dermatophytes is a helpful tool for managing patients with different types of
dermatophytosis (Salehi, Z., Shams-Ghahfarokhi, M., Razzaghi-Abyaneh, M., 2018; Vishnu
et al., 2015; Lakshmipathy; Kannabiran, 2010).

The aim of this study was to evaluate the genetic variability of dermatophytes of

Trichophyton genus in clinical isolates and to verify the antifungal susceptibility profile.

METHODS
Clinical fungal isolates

Clinical samples obtained from patients suspected to dermatophytosis referred to the
Department of Mycology of the Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado were
examined for etiologic dermatophytes from January 2015 to July 2017. Identification of
isolates was primarily carried out using direct microscopy and culture.

In this study was included 24 dermatophyte (table 1). Reference strain for the
antifungal drugs test was Candida parapsilosis (ATCC 22019). All the samples are stored in
the Laboratory of Mycology on Instituto Leonidas e Maria Deane (Fiocruz/Amazonas) at a

temperature of 4° C.

Molecular Identification by ribossomal region sequencing

The molecular Identification was performed in Biotechnology Laboratory of
Universidade Federal do Amazonas. Genomic DNA was obtained by phenol/chloroform and
proteinase K method. The fungal mycelium was disrupted by microtube homogenizer
(BeadBug ™, Merck) with glass bead 0.5 mm, in presence of extraction buffer (100 M Tris-
HCI, pH 8, 50 mM EDTA, DTT 1%, SDS 1% wi/v). After that, the mixture was vortexed,
proteinase K was added, and total content was incubated at 60 °C for 30 min. The DNA was
extracted with an equal volume of phenol/chloroform. Total nucleic acids were precipitated
with isopropanol, washed in 500 uL ethanol 70%, air-dried, rehydrated in 50 uLL TE buffer,

and stored at - 20 °C till it was used.
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The Ribosomal region was amplified using primer 18S (Medlin et. al 1988) and 28S
(FELL, J.W, 1993). Each mixture contained 2 pL of DNA template, 0.3 uM of each primer,
0,3 mM of DNTP Mix, enzyme buffer 1X, 1 U/uL of Taq Polymerase Platinum® (Invitrogen)
and enough water to reach a final reaction volume of 25 pL. Negative controls (water instead
of fungal DNA) were added to each PCR. The reaction mixture was initially denatured at 95°
C for 3 min followed by 35 cycles of 30 seconds at 95° C, 30 seconds at 60° C, and 3 min at
72° C, and a terminal extension step of 72° C for 10 min.

PCR products was electrophoresed on 1% agarose gel in TE buffer, then observed, and

photographed under ultraviolet irradiation.
Antifungal sensitivity profile

Stock solutions of antifungal drugs are in Mycology Laboratory of Instituto Lednidas e
Maria Deane (Fiocruz/Amazon), and were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and in deionized water (Fluconazol and Nystatin) according to
CLSI M38-A2 broth microdilution guidelines. Diluted in standard RPMI 1640 medium
buffered to pH 7.0 with 0.165 mole/L 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) with
L-glutamine without bicarbonate (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). The final
concentration of drugs, fungal spore suspensions, and drug dilutions was prepared according
to CLSI M38-A2 broth microdilution guidelines (CLSI, 2008).

All the dermatophytes were exposed to different concentrations of antifungal drugs in
96-well flat bottom microplates. The inoculated microplates were incubated at 35 °C and
visually assessed for fungal growth after 5 days incubation. The MIC was defined as the point
at which the growth of dermatophyte was inhibited by 80% for nine antifungals in comparison
with the control. The reference strain C. parapsilosis (ATCC 22019) were used as quality
control.

The braking-points used to interpret the susceptibility established in the CLSI protocol
are for Fluconazole, Amphotericin B and Itraconazole (including new triazolic), and the other
antifungal agents without braking-points are defined in the literature. The results obtained
were analyzed by WHONET program 5.6 v.19.2.15 (WHO, Geneva, Switzerland), developed
and made freely available by the World Health Organization (WHO) as part of the Microbial
Resistance Monitoring Program. With this program was calculated, MICiange, MICso, MICgo

and Geometric mean.
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Ribosomal region sequencing, Assembly and Phylogeny

The ribossomal region was Sequencing in steps (figure 2), and using BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems in AB1 3500 Applied Biosystems.
The sequences assembly ware made by De Novo analysis in Geneious software. Evolutionary
analyzes were conducted in MEGA X and evolutionary history was inferred using the
Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model (1993).

Genetic Variability of Trichophyton species

For the genetic variability of Trichophyton was used in silico RFLP performed with
NEBcutter v2.0 online tool. From the sequencing of the Trichophyton, samples from the
ribosomal region 18S-5.8S-28S it was established that for a homogeneous assay among the
strains only ITS1 region to the 28S region would enter the assay. Thus, 17 samples of 24
implemented the in silico assay. To determine the best strategy for genetic variability, was
used the restriction enzymes Apol and EcoRI for cut the sequences of 12 samples of T.

tonsurans, three T. interdigitale, one T. rubrum and one T. verrucosum.

RESULTS and DISCUSSION

Clinical fungal isolates

General features of 24 dermatophyte isolates studied in the present work are
summarized in Table 1. Among of 23 patients 43,5% had Tinea capitis, 17,4% Tinea corporis,
13% Tinea faciei, 8,7% Tinea cruris and 21,7% has lesion in multiple sites of infection. This
20,8% is dermatophytose caused by Trichophyton interdigitale, 17,4% Trichophyton rubrum
an 58,3% Trichophyton tonsurans. Because this study use a random chosen of sample, this no
represented the most causative agent of dermatophytosis in Amazonas. However,
Trichophyton tonsurans and Trichophyton interdigitale has been presenting an increase
growth as the second most common etiologic agent isolated in dermatophytoses in several
countries (Borman, A. M. et al., 2007; Welsh, O., et al., 2006; Zamani, S., et al., 2016).

Show attention for isolate of T. rubrum (1600 in table 1.) causing Tinea capitis. This
agent is not common cause of T. capitis and less 1% in a children patient (Schwinn Al, Ebert
J, Brocker EB., 1995).
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Sample Specie Tinea Concomitant Disease Age Group
Tinea unguium,
309 Trichophyton interdigitale ::.—:EEZ ?;gilesi’e pre diabetes Elderly
Tinea corporis
568 Trichophyton interdigitale  Tinea cruris Elderly
28 Trichophyton interdigitale  Tinea cruris Adult
129 Trichophyton interdigitale T!nea cruns Children
Tinea corporis
1600 Trichophyton rubrum Tinea capitis . Children
299 Trichophyton rubrum” Tinea corporis HIV Adult
372 Trichophyton rubrum” Tinea faciei HIV Adult
1560 Trichophyton rubrum” Tinea cruris e Adult
Tinea corporis
419 Trichophyton tonsurans Tinea capitis : Children
538 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Skin rash Children
116 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Adult
125 Trichophyton tonsurans T!nea capltls_e HIV Adult
Tinea corporis
133 Trichophyton tonsurans Tinea capitis .
220 Trichophyton tonsurans Tinea capitis . Children
245 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Pediculosis Children
286 Trichophyton tonsurans Tinea faciei Neurodermatite Adult
290 Trichophyton tonsurans Tinea faciei . Children
358 Trichophyton tonsurans Tinea corporis immunosuppressive treatment  Elderly
1254 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Children
1413 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Children
1645 Trichophyton tonsurans Tinea capitis Children
Q200R Trichophyton tonsurans Tinea corporis Children
Q200B Trichophyton tonsurans Tinea corporis Children
1482 Trichophyton verrucosum Tinea pedis e pre diabetes Elderly

Tinea unguium

Table 1 - Samples studied from 23 patients attended at the Mycology Department of the Tropical
Medicine Foundation - HVD from January 2015 to July 2017. Sample number 309 and 1482 are from the same
patient, which is reincindive. *Identificated by morphology only.

Identification of dermatophytes by Ribosomal region sequencing and RFLP

The query sequences were paired with those in the GenBank database by the Blast
analysis, others 21 sequences were chosen for the phylogeny analysis. All the sequences was
align in Clustalw program. The substitution models was chosen by Best-fit tool in MEGA X.
The phylogenetic analysis was performed and 21 dermatophytes was identified by ITS1- 28S
regions sequencing (see figure 1).

The phylogeny of ribossomal region is proved very well for evolutionary studies, but
for identification of all species of dermatophytes is not so precised, this is because the
evolutionary proximally, been the region ITS1 more diverse for the identification (Harmsen,

D., et al., 1999). However, the phylogenetic tree of this work, provide identification of clades
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of dermatophytes (T. tonsurans, T. interdigitale, T. rubrum and T. verrucosum), showed the

proximity of the isolates, principally between T. tonsurans and T. interdigitale.

78

% Trichophyton tonsurans CBS483.76

7%} Trichophyton tonsurans CBS496 48

Sample 286
Sample 358
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100% Sample 538
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100
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F Sample 290

Sample 245

T. interdigitale CCF4473
Sample 568

T. interdigitale CCF4707
T. interdigitale CCF 4616
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Sample 28
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Microsporum gypseum VYWIM11.958

— Microsporum gypseum CCF 4626

Microsporum gypseum DKMB
% T. verrucosum CBS 142192
* ' T. verrucosum CCF 4614

100%:
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Sample 1482
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T. rubrum CCF 4933
°| T. rubrum CCF 4879
Trichophyton rubrum TWCC 57922
r Verrucula granulosaria AFTOL 2304

—_

n.20

Guarromyces ceretanicus CBS 269.89
Microsporum canis CBS281.63
Microsporum canis CB3482.76
Microsporum canis UAMH2338

95%

5%

Figure 1 - Evolutionary analyzes were conducted in MEGA X and evolutionary history was inferred

using the Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model (1993). The consensus tree, created from 500

replicates using the "bootstrap™ phylogenetic test, and a discrete Gamma distribution to model evolutionary rate

differences between sites (5 categories (+ G, parameter = 1.8500)). The analysis involved 42 nucleotide
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sequences; all positions with less than 80% site coverage were eliminated. There were 860 positions in the final
data set.

The RFLP assay (figure 3) show differentiation strains of T. tonsurans, when can see
six strains (1254, 538, 116, 1645, 286 and Q200B) and two strains (358 and 1413) has no
genetic variability difference between them. However, when we went with other strains of
same species, the genetic differentiation is more diverse and clearer, showing in these specie

six different strains in this work.

ITS3
—_—
TG
ITs [-5887{ ITS
—_— NS2 NS4 Primer B ITS2
— - Balad -— — ITS4

—_—
Uni-f

Figure 2 - Ribosomal region in representative figure with primers for sequencing. Modified figure from
WHITE, T.B.; LEE, 1990. Following the sequence: 18S (5-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT-3") and
PrimerB (5'-TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC - 3’) from Medlin et. al 1988; NS2 (5> - GGC TGC
TGG CAC CAG ACT TGC - 3”), NS3 (5> - GCA AGT CTG GTG CCA GCA GCC -3"),NS4 (5> -CTT CCG
TCAATTCCTTTAAG-3"),NS5(5° - AACTTA AAG GAATTG ACG GAAG-3°),ITS1 (5 -TCCGTA
GGT GAA CCT GCG G- 3°), ITS3 (5" GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC - 3’) and ITS4 (5° TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC - 3°) from WHITE, T.B.; LEE, 1990; Uni-f (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG
GAA AAG - 3’) and Uni-r (5>-GGT CCG TGT TTC AAG ACG - 3’) from FELL, J.W, 1993.

The direct relation between genetic variability and antifungal profile is not clear.
Saheli et al. in 2018 demonstrated for a differentiation related with antifungal profile is
possible using a point mutation of resistance gene. However this reporting show a diversity
for Trichophyton tonsurans, when the RFLP assay show a strain differentiation its possible
deliberate in distance related with a resistance to Amphotericin B.

Genetic variability was also observed in the Trichophyton interdigitale (129, 28 and

309) isolates, when the three samples presented difference between each other (figure 3).
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Figure 3 - Gel representation of RFLP assay performed in NEBcutter v2.0 online tool using tow
restriction enzymes Apol and EcoRI. The Gel representation is in 1% of agarose and the Marker DNA ladder is
100pb. Following the order in the gel: 358 to 125 Trichophyton tonsurans, 1600 Trichophyton rubrum, 129 to
309 Trichophyton interdigitale and 1482 Trichophyton verrucosum.

Antifungal susceptibility of dermatophyte isolates

The MIC range, MIC50, and MIC90 were obtained by the CLSI method for the
dermatophyte species against the nine antifungals tested and by WHONET program 5.6
v.19.2.15. A resistance of Amphotericin B is reported in this study (Table 2).
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Trichophyton MIC (pg/ml)

Number of Antifungal

Specles G

sample tested drug Range 50 90 Mean

Trichophyton 14 AMP. B 0.0625 - 4 2 4  1.724
tonsurans 13 CTR 0.125-2 05 2  0.653
14 FLU 0.25 - 128 16 64 13.125

10 GRI 05-8 2 2 1414

9 ITR 0.0625-0.5 0.125 05  0.157

7 KTC 0.125-0.25 0.25 0.25  0.226

8 MCZ 0.25- 4 4 4 2181

3 NYS 05-1 05 1 0.63

4 TRB 0.0625-1 0.064 1 0177

Trichophyton 4 AMP. B 2-4 2 4 2828
rubrum 4 CTR 025-1 05 1 0.5

4 FLU 4-128 4 128 9514

4 GRI 2-2 2 2 2

2 ITR 025-2 0.25 2 0707

4 KTC 0.0625-8 0.064 8 0.21

4 MCZ 0.5-32 1 32 2

1 NYS 4-4 4 4 4

2 TRB 0.25-05 0.25 05 0.354

Trichophyton 4 AMP. B 05-4 2 4 1682
interdigitale 3 CTR 025-2 05 2 063
4 FLU 024-64 32 64 13.318

3 GRI 1-4 2 4 2

4 ITR 0.125-2 0.25 2 0.354

2 KTC 0.0625-0.5 0.064 05 0.177

3 MCZ 05-8 4 8 2.52

1 NYS 1-1 1 1 1

1 TRB 05-05 05 0.5 0.5

Table 2 - Antifungal profile of Trichophyton species against nine antifungals. FLU = Fluconazole; KTC
= Ketoconazole; CTR = Clotrimazole; MCZ = Miconazole; ITR = Itraconazole; GRI = Griseofulvin; AMP. B =

Amphotericin B.

In vitro susceptibility testing plays an essential role to determine emerging resistance
patterns among etiologic dermatophytes. In generally, dermatophytes are susceptible to
fluconazole, while others infection by filamentous fungi or yeast already know show

resistance of it. In studies like of Sahali (2018), the terbinafine resistance was presented in
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dermatophytes. The results of Sahali (2018) and our, represent a change of spectrum of
antifungal profile of dermatophytes.

In generally, the dermatophytes isolates are susceptible to ketoconazole, clotrimazole,
itraconazole and terbinafine. On the other hand, griseofulvin is not so prescribed, showing
resistance since 1981, and in this study, the dermatophytes isolates have presented a
susceptible dose-dependent of griseofulvin. However, although oral ketoconazole treatment is
effective in dermatophytosis, prolonged treatment leads to side effects (LAKSHMIPATHY;
KANNABIRAN, 2010; Artis, W. M.; Odle, B.M.; Jones, H.E., 1981).

Trichophyton tonsurans are the most resistant. Showing MICiznge >4 for Amphotericin,
Fluconazole >64. The MIC for T. rubrum specie show high levels principally because of one
isolate (1600), witch MIC was multiple resistance for five drugs (AMP. B = 4; FLU >64;
KTC = 8; MCZ >32; NYST = 4). Only one isolate of T. verrucosum (1482) was tested and
showed resistance for fluconazole (MIC >64) and miconazole (MIC = 8).

CONCLUSION

The RFLP assay report a genetic diversity in the dermatophytes T. tonsurans and T.
interdigitale. All species tested showed resistant isolates. The present study allowed
resistance to amphotericin B, fluconazole, Miconazol and nystatin. The genetic variability can
demonstrated a possible correlation with antifungal. However, requires a study specifying

resistance genes to be more accurate.
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ABSTRACT

The genera Trichophyton is home of to the most of the anthropophilic pathogenic species.
Trichophyton rubrum can cause a chronic, non- or mild-inflammatory infection. This
Review aims to provide an overview of the worldwide prevalence of Trichophyton

rubrum and other dermatophytes, following PRISMA (Preferred Reporting Items for
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Systematic Reviews and Meta-Analyses) guidelines. From the data bank of 93
publications was possibly made a map of population distributed according Trichophyton
rubrum isolated for each study, see implications of dermatophytosis developed in patients
with concomitant disease, and to know a second most prevalent dermatophyte in each

country.

Keywords: Trichophyton; Prevalence; Trichophyton rubrum; Dermatophytosis.

INTRODUCTION

Dermatophytes (Onygenales: Arthrodermataceae) are a keratinophilic filamentous
fungi, and it is estimated that about 20-25 % of the world's population carries a
dermatophyte infection. Trichophyton is a genera with the most an anthropophilic
pathogenic species, and Trichophyton rubrum is the most prevalent, cause of
dermatophytosis in the world, being in some cases the pivot of longer and often more
complex treatments being able to cause a chronic, non- or mild-inflammatory infection
(ZHAN, P. et al., 2018; ZHAN; LIU, 2016; VISHNU et al., 2015).

This Review aims to provide an overview of the worldwide prevalence of

Trichophyton rubrum and other dermatophytes.

METHODS OF SYSTEMATIC LITERATURE REVIEW

We conducted a systematic literature review following PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) guidelines. An electronic
literature search (Medline, Web of Science, Scopus, LILACS, and Scielo) was performed
using the following search terms for the question What is the prevalence of
dermatophytosis caused by Trichophyton rubrum? Medline: (“trichophyton”[MeSH
Terms] OR "Trichophyton rubrum”[All Fields]) and ("Prevalence”[Mesh]); Lilacs:
(mh:(trichophyton)) OR (tw:(Trichophyton rubrum)) AND (mh:(Prevalence)); Scielo:
((trichophyton) OR (Trichophyton rubrum)) AND (Prevalence); Web of Science:
Topico:(trichophyton rubrum) AND Topico:(Prevalence); Scopus: (TITLE-ABS-KEY
(trichophyton) OR ALL (trichophyton AND rubrum)) AND (TITLE-ABS-KEY

(prevalence)).
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The last search was conducted on May 24™ of 2018. The results from the
databases were merged and duplicates removed. Two authors assessed the combined
results of the electronic database search independently, and discrepancies were discussed
and agreed upon according to the inclusion and exclusion criteria (see flow). Editorials,
reviews, commentaries, brief communications and opinion pieces were excluded.
Additional articles of interest were identified from reviewing the bibliographies of
relevant articles. Publications were limited to human dermatophytosis, with no limitation
of idiom.

The literature search resulted in 925 publications and after removal of duplicates
592 publications remained. Two authors reviewed titles and abstracts and identified 195
records that then underwent full text review. For met the inclusion criteria the publication
has to have a five score in application of validation instrument (Loney, 1998). Then, the
creation of data bank was in Microsoft Excel professional, and data collect was by an

instrument of data collect (product of this work in the end of the publication).



69
70

71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

Records identified through
database searching

Additionalrecords identified
through other sources

54

(n=1925) (n=3)

Records after duplicates removed
(n=592)

Records excluded
(n=272)

h 4

Records screened
(n=320)

Full-textarticles excluded,
withreasons
(n=125)

A4

Full-text articles assessed
for eligibility
(n=195)

Full-textarticles excluded,
> withreasons
(n=102)

Y

Studiesincludedin
qualitativesynthesis
(n=93)

Flow 1 - Methods of Systematic Literature Review by PRISMA.

DISCUSSION OF SYSTEMATIC LITERATURE REVIEW

From the data bank of 93 publications, we made a map of population distributed
according Trichophyton rubrum isolated for each study (Figure 1). In the majority, this
dermatophyte has great prevalence in Europe and Middle East. Nevertheless, the India
has substantial studies about dermatophytes prevalence, principally in their south region.
The data demonstrated the dermatophytosis were not so prevalent in north America and
Asia, yet we think that is because the studies trend to be about case-control or studies
about dermatophytes without prevalence, being these studies for approach of new
molecular tools, antifungal profile, etc. Therefore, excluded of this review.

We bring to attention a few publications (Frame 1) about population with
concomitant disease and these implications of dermatophytosis developed. On India, a

paper about dermatophytosis on renal transplant individuals demonstrated when in that
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cases the dermatophytosis trend to developed to chronical. (Sentamilselvi, G. et al.,
1999).

A chronic dermatophytosis is persistent, with episodes of remission and
exacerbation, identified by duration and recurrences of infection (Sentamilselvi, G. et al.,
1997). A concomitant disease submitted the patient most susceptible for chronical
dermatophytosis. In patients with positive HIV the prevalence of dermatophytosis is
majority, over the 35% of population of study. However, the work publication about
population of positive HIV is in majority a case-control study, so then was excluded by
this work for no complain the inclusion criteria. We bring to attention the importance of
that’s works with this object, for the reason that vulnerable population is so care of

attention of public health authorities.
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Country Concomitant Year of Population Positive Number of
Title Author : N Dermatophyte Trichophyton
of study Disease publication of study
samples (%6) rubrum

Dermatophytosis and
immunovirological status of HIV- | da Silva, B. C., . 0
infected and AIDS patients from | et al. Brazil HIV 2014 84 47,60% 30
Sao Paulo city, Brazil.
The spectrum of dermatological
disorders among primary school Komba, E. V, & Tanzania Skin Disorders 2010 420 10% 8

. g Mgonda, Y. M.
children in Dar es Salaam.
Clinico mycological Profile of
Dermatophytosis in a Reference Woldeamanuel
Centre for Leprosy and ' Ethiopia Skin Disorders 2006 539 67,50% 2

. > . .| Y. etal
Dermatological Diseases in Addis
Ababa.
Superficial mycoses and HIV Lohoué Petmy, |~ eroon | HIV 2004 148 22.20% 27
infection in Yaoundé. J., etal.
Prevalence and causative agents Celik, E., Ilkit Work of
of superficial mycoses in a textile AP Turkey predisposition 2003 431 13% 32
. M., & Tanir, F. .
factory in Adana, Turkey. risk
Prevalence of dermatomycoses in Ergin, C., Ergin
Mal de Meleda patients: A field gin, &, £rgin, Turquia Mal de Maleda 2002 29 37,90% 4
study S., & Arikan, S.
Clinical and mycological features . .
of dermatophytosis in renal Sentamilselvi, G India Renal 1999 100 26% 21
- etal. Trasplant

transplant recipients.
Scenario of chronic Sentamilselvi, . ; 0
dermatophytosis: an Indian study. | G., et al. India Various 1997 300 57.30% 129

Frame 1 - Studies of Population with concomitant disease.
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+ Population with HIV © 7. rubrum isolated over than 10,000
® Population of children with Skin disorders @ 7. ;ubrum isolated 3,000 to 9,999
A Population with other comorbidities O T rubrum isolated 300 to 2,999 -
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101 Figure 1 - Trichophyton rubrum distribution in the world based on the data of publication since 1960 until 2016. The distribution is in subgroups according to
102  type of population, the codes are in the above legend. The map was created using SimpleMappr, online tool for publications.
103
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The first paper in our study is from 1960, a retrospective study about dermatophytosis
in Brazil, about a comparison of the more urban population with rural population of the south
of the country (MEZZARI, A., 1998). From that, we screened a data bank for trends and
perspectives. Therefore, the specific trend is about the diminution of large retrospective
analysis around the world, prejudicing the data of prevalence of that so negligence disease.

In figure 2, the total of dermatophytes is directly related with quantitative of studies
and time of studies, so in the figure, South Korea not fit in, the reason is the population and
dermatophytes studies were over than 100.000 subjects. The most important is the clearance

about cosmopolitan infection caused by Trichophyton rubrum.
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Figure 2 - The sum of total dermatophytes isolates for each country for all studies in this review, since
1960 until 2018, without South Korea.

The second most prevalent dermatophyte in the world is Trichophyton mentagrophytes
(Figure 3). In whatever way, in several countries the second most prevalence is Microsporum

canis, Epidermophyton floccosum and Trichophyton interdigitale.
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Figure 3 - The frequency distribution of species other than T. rubrum dermatophytes in each country,
from 1960 until 2018. The specie Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis and Epidermophyton

floccosum are the most prevalent in the world.

CONCLUSION

Trichophyton rubrum is widely distributed and the most prevalent in the world,
following by Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum
and Trichophyton interdigitale.

Cosmopolitan species of dermatophytes are the major causative agents of this disease
in the world, and the part of the population with immunosuppressive disease or other

predisposing factors is the most susceptible to chronic dermatophytosis.
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Appendix 1 - Data Collection Instrument by the authors.

DATA COLLECTION INSTRUMENT

A. ldentification

1.Title:

2.Magazine:
3.Authors:

4.Idiom:

5.Country of Study:
6.Year of publication:

City:

B.Institution headquarters of the Study

1.Type of Institution:

() Tertiary Hospital
name:

() Reference laboratory
name:

() Medical Center
Medical Center

() Others:

C. Methodological Aspects

1.Purpose of the study:

2. About the Study

2.1. Kind of study:
2.2. Duration of the study:

3. Sample Identification:

—~ ~ ~ ~ ~ ~
e — — — — —

Direct Examination
Culture
Morphology
Biochemical test
Molecular tool
Others:

4. About Population of study:

4.1. Size:
4.2. Type of lesions studied
4.3. Concomitant disease

D. Results of the Study

1. About Sample

1.1. Population affected by dermatophytosis
1.1.a Total of dermatophytes

1.1.b Distribution by population groups
1.1.c Distribution by species

1.1.d Distribution by injury

E. Methodological scoring system used to rate studies rev

iewed (Loney 1998)
( ) 1. Random sample or whole population
() 2. Unbiased sampling frame (i.e. census data)
() 3. Adequate sample size ( >300 subjects)
() 4. Measures were the standard
() 5. Outcomes measured by unbiased assessors
() 6. Adequate response rate (70%), refusers
() 7. Confidence intervals, subgroup analysis
() 8. Study subjects described

Total
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6. CONCLUSAO

Todas as espécies de dermatofitos testadas apresentaram isolados com resisténcia aos
antifangicos, principalmente a Anfotericina B, Fluconazol, Miconazol e Nistatina.

O ensaio RFLP demonstrou a diversidade genética nos dermatofitos T. tonsurans e T.
interdigitale.

A correlacdo da variabilidade genética com a resisténcia aos antifingicos necessita de
um estudo especificando 0s genes de resisténcia para serem mais precisos.

A revisdo sistematica permitiu concluir que a espécie T. rubrum tem distribuicdo
ampla e é a mais prevalente no mundo, seguido por T. mentagrophytes, Microsporum canis,
Epidermophyton floccosum e Trichophyton interdigitale. As espécies cosmopolitas de
dermatofitos sdo os principais agentes causadores dessa doenca no mundo, e a parte da
populacdo com doenca imunossupressora, ou outros fatores de predisposi¢do, € a mais

suscetivel a dermatofitose cronica.
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DATA COLLECTION INSTRUMENT

A. ldentification

1.Title:
2.Magazine:
3.Authors:
4.1diom:
5.Country of Study: City:
6.Year of publication:
B.Institution headquarters of the Study
1.Type of Institution: () Tertiary Hospital
name:
() Reference laboratory
name:
() Medical Center
Medical Center
() Others:

C. Methodological Aspects

1.Purpose of the study:

2. About the Study

2.1. Kind of study:
2.2. Duration of the study:

3. Sample Identification:

l~ —~ —~ ~ ~ ~

)
)
)
)
)
)

Direct Examination
Culture
Morphology
Biochemical test
Molecular tool
Others:

4. About Population of study:

4.1. Size:
4.2. Type of lesions studied
4.3. Concomitant disease

D. Results of the Study

1. About Sample

1.1. Population affected by dermatophytosis
1.1.a Total of dermatophytes

1.1.b Distribution by population groups
1.1.c Distribution by species

1.1.d Distribution by injury

E. Methodological scoring system used to rate studies rev

iewed (Loney 1998)

)
)
)
)
)
)
)
)

AN AN AN AN AN AN AN

1. Random sample or whole population

2. Unbiased sampling frame (i.e. census data)
3. Adequate sample size ( >300 subjects)

4. Measures were the standard

5. Outcomes measured by unbiased assessors
6. Adequate response rate (70%), refusers

7. Confidence intervals, subgroup analysis

8. Study subjects described

Total




