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Resumo

Os dermatdfitos sdo um grupo de fungos filamentosos com uma distribuicdo cosmopolita, que tém a
capacidade de invadir tecidos queratinizados (pele, cabelo e unhas) de humanos e outros animais e
provocar uma infecdo superficial denominada de dermatofitose. As dermatofitoses sdo responsaveis
por 3 - 4% dos casos afecBes dermatoldgicas, sendo a infe¢do superficial mais comum em humanos
(com uma prevaléncia entre os 20-25%). No entanto, espera-se que a sua prevaléncia continue a
aumentar devido ao aparecimento de novos fatores de risco. As espécies do género Trichophyton sdo
0s principais agentes causadores de patologias como pé de atleta e onicomicose nas méos e pés e
estima-se que afete ~1.000.000.000 de pessoas em todo o mundo. T. rubrum e T. interdigitale sdo os
principais agentes etiolégicos com prevaléncias de 80% e 20%, respetivamente. Em Portugal, é
estimado que 1.510.391 de portugueses sofram de dermatofitoses, correspondendo a uma incidéncia
de 14.300 infecBes por dermatdfitos por cada 1.000.000 de habitantes. Para o tratamento das
dermatofitoses, a primeira terapia a ser prescrita €, na grande maioria dos casos, a terbinafina. Desde
2017 que os casos de resisténcia a este antifungico por parte de T. rubrum e T. interdigitale tém vindo
a aumentar gradualmente. Os mecanismos de resisténcia a terbinafina sdo, essencialmente, descritos
como mutagdes pontuais no gene que codifica a esqualeno epoxidase.

Assim, neste estudo, procurdmos perceber se a problematica de resisténcia ao antifingico terbinafina
em T. rubrum e T. interdigitale estaria ou ndo negligenciada em Portugal. Cento e sessenta e quatro
isolados de T. rubrum e T. interdigitale foram identificados até a espécie através de tecnologias
moleculares e também com recurso a espectoctrometria de massa (MALDI-TOF). De seguida,
verificAmos a presenca da resisténcia ao antifingico terbinafina nestes isolados e pesquisamos as
mutacfes associadas a essa mesma resisténcia. Para tal, procedemos a otimizacao e implementacdo de
metodologias que permitiram efetuar a avaliacdo da resisténcia de isolados de T. rubrum e T.
interdigitale, quer por método cultural quer por metodologias moleculares com sequenciagdo do gene
da esqualeno epoxidase (SQLE) seguida de dete¢do de mutagdes neste gene que conferem resisténcia a
este composto.

A caracterizagdo dos padrdes de suscetibilidade ao antifungico terbinafina foi feita recorrendo a meios
de screening (agar suplementado com terbinafina) e ao método das microdilui¢des em caldo. Numa
primeira abordagem, de 102 isolados de T. rubrum, apenas 1 isolado (n°126) revelou ser resistente &
terbinafina por meio de screening e dos 17 isolados T. interdigitale, apenas 3 demonstraram ser
resistentes a terbinafina por meio de screening em ambas as concentragdes utilizadas definidas pela
norma EUCAST (0.06 mg/L e 0.125 mg/L). De acordo com a metodologia das microdiluices, 2,44%
dos isolados apresentaram menor suscetibilidade a terbinafina. Os nossos resultados demonstram que
0 isolado n°126 (T. rubrum) revelou ser bastante resistente a terbinafina com uma CMI de 8 mg/L, 0s
isolados n° 63 e n°4 (T. interdigitale) apresentaram CMIs superiores a 8 mg/L 0 que representa uma
baixa suscetibilidade a terbinafina. O isolado T. interdigitale n® 59 apresentou uma CMI igual a 1
mg/L o que revela uma resisténcia moderada a terbinafina. A otimizacdo da PCR de amplificacdo e
sequenciacdo do gene da SQLE de T. rubrum e T. interdigitale permitiu a detecdo de mutacGes
pontuais apenas num isolado de cada espécie num total de quatro isolados classificados como
resistentes. O isolado T. rubrum n°126, apds analise da sequéncia do gene da SQLE, apresentou uma
mutacdo pontual na posicdo 1189 na ORF do gene da SQLE o que corresponde a uma substituicdo de
uma fenilalanina na posi¢do 397 da sequéncia de aminoacidos da proteina por uma isoleucina. Apesar
de as substituicbes mais comuns e que levam a uma maior resisténcia a terbinafina serem L393F e
F397L, a substituicdo F397I detetada no isolado T. rubrum deste estudo, sugere causar uma elevada
resisténcia a terbinafina. Relativamente aos isolados resistentes T. interdigitale, apenas o isolado n° 94



apresentou uma mutacdo pontual na posicdo 1189 na ORF do gene da SQLE, ocorrendo uma
substituicdo de uma fenilalanina na posicdo 397 da sequéncia de aminoacidos da proteina por uma
leucina, o que confirma a sua CMI superior a 8 mg/L. Nos restantes isolados resistentes pertencentes a
espécie T. interdigitale, ndo foram encontradas quaisquer mutagdes no gene que codifica a SQLE.

Este estudo, permitiu-nos efetuar uma caracterizacdo da populacdo amostrada, das amostras bioldgicas
e dos isolados do género Trichophyton obtidos por cultura destas amostras. Foi também possivel
detetar, pela primeira vez, isolados do género Trichophyton resistentes a terbinafina em Portugal. Foi
ainda possivel estimar, dentro dos isolados estudados, uma frequéncia de resisténcia de 2,44%. A
resisténcia a terbinafina por parte de T. rubrum e T. interdigitale é um problema real em todo 0 mundo
e estima-se que 0s casos continuem em aumentar e por isso acreditamos que, a aplicacdo do método de
screening e das microdiluicbes bem como a implementacdo da reacdo de PCR para pesquisa de
mutacdes que conferem essa mesma resisténcia serd uma mais valia e um contributo importante no
gue toca ao diagndstico e posterior terapia das dermatofitoses reportadas em Portugal.

Palavras-chave: Trichophyton; resisténcia; terbinafina; T. rubrum; Portugal
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Abstract

Dermatophytes are a group of filamentous fungi with a cosmopolitan distribution, which have the
ability to invade keratinized tissues (skin, hair and nails) of humans and other animals and cause a
superficial infection called dermatophytosis. Dermatophytosis are responsible for 3 - 4% of cases of
dermatological disorders, being the most common superficial infection in humans (with a prevalence
of 20-25%). However, it is expected that this prevalence will continue to increase, due to the
appearance of new risk factors. Species of the genus Trichophyton are the main causative agents of
pathologies such as athlete's foot and onychomycosis in the hands and feet and are estimated to affect
~1,000,000,000 people worldwide. T. rubrum and T. interdigitale are the main etiological agents with
a prevalence of 80% and 20%, respectively. In Portugal, it is estimated that 1,510,391 of Portuguese
suffer from dermatophytosis, corresponding to an incidence of 14,300 infections by dermatophytes per
1,000,000 inhabitants. For the treatment of dermatophytoses, the first therapy to be prescribed is, in
the majority of the cases, terbinafine. Since 2017, cases of resistance to this antifungal by T. rubrum
and T. interdigitale have been gradually increasing. The mechanisms of resistance to terbinafine are
essentially described as point mutations in the gene encoding squalene epoxidase.

Thus, in this study, we sought to understand whether the problem of resistance to the terbinafine
antifungal in T. rubrum and T. interdigitale would be neglected or not in Portugal. One hundred and
sixty-four isolates of T. rubrum and T. interdigitale were identified up to the species using molecular
technologies and also using mass spectrometry (MALDI-TOF). Then, we verified the presence of
resistance to the antifungal agent terbinafine in these isolates and investigated the mutations associated
with that same resistance. To this end, we proceeded to the optimization and implementation of
methodologies that made it possible to evaluate the resistance of T. rubrum and T. interdigitale
isolates, either by cultural method or by molecular methodologies with sequencing of the squalene
epoxidase gene (SQLE) followed by detection of mutations in this gene that confer resistance to this
compound.

The characterization of the susceptibility patterns to the terbinafine antifungal was performed using
agar screening medium (agar supplemented with terbinafine) and the broth microdilution method. In a
first approach, of 102 isolates of T. rubrum, only one isolate (n° 126) showed to be resistant to
terbinafine and of the 17 isolates of T. interdigitale, only 3 demonstrated to be resistant to terbinafine
by screening agar medium in both concentrations used defined by EUCAST (0.06 mg/L and 0.125
mg/L). According to the microdilution method, 2,44% of the isolates were less susceptible to
terbinafine. Our results demonstrate that isolate n°® 126 (T. rubrum) proved to be quite resistant to
terbinafine with a MIC of 8 mg/L, isolates n° 63 and 94 (T. interdigitale) had MICs greater than 8
mg/L, which represents a low susceptibility to terbinafine. The isolate T. interdigitale n® 59 presented
a MIC equal to 1 mg / L, which reveals a moderate resistance to terbinafine. The optimization of the
PCR for amplification and sequencing of the SQLE gene of T. rubrum and T. interdigitale allowed the
detection of point mutations in only one isolate of each species in a total of four isolates classified as
resistant. The isolate T. rubrum n°126, after sequence analysis of the SQLE gene, showed a point
mutation at the position 1189 in the ORF of the SQLE gene, which corresponds to a substitution of a
phenylalanine at the position 397 of the amino acid sequence of the protein with an isoleucine.
Although the most common substitutions that lead to greater resistance to terbinafine are L393F and
F397L, the F3971 substitution detected in the isolate T. rubrum in this study, suggests causing a high
resistance to terbinafine. Regarding resistant isolates T. interdigitale, only isolate 94 showed a point
mutation at position 1189 in the SQLE gene ORF, with a substitution of a phenylalanine at position
397 of the protein's amino acid sequence for a leucine, which confirms the its MIC greater than 8 mg /
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L. In the remaining resistant isolates belonging to the species T. interdigitale, no mutations were found
in the gene encoding SQLE.

This study allowed us to characterize the sampled population, the obtained biological samples and
characterize the isolates of the genus Trichophyton obtained by culture. It was also possible to detect,
for the first time in Portugal, terbinafine resistant isolates belonging to the genus Trichophyton to . It
was also possible to estimate, within the studied isolates, a resistance frequency of 2.44%. Resistance
to terbinafine in T. rubrum and T. interdigitale is a real problem worldwide and it is estimated that
cases continue to increase and that is why we believe that the application of the screening method and
microdilutions, as well as the implementation of the PCR reaction to search for mutations that confer
this same resistance will be an important contribution with regard to the diagnosis and subsequent
therapy of the dermatophytosis reported in Portugal.

Keywords: Trichophyton; resistance; terbinafine; T. rubrum; Portugal
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1 Introducéo

1.1 Caracteristicas gerais dos fungos

A semelhanca dos animais e das plantas, os fungos s&o organismos eucariotas, pertencentes ao reino
Fungi, constituindo um grupo de organismos bastante diversificado do qual fazem parte os fungos
filamentosos (bolores) e as leveduras. Este conjunto de organismos é considerado, o segundo grupo de
organismos mais rico em espécies, posteriormente aos insetos, com uma estimativa de 1.5 milhGes de
espécies existentes no entanto, com apenas 120.000 espécies descritas 3.

Os fungos caracterizam-se por serem organismos quimioorganotroficos, sendo na sua maioria
multicelulares, e por desenvolverem filamentos — hifas — e estruturas de reproducdo assexuada a partir
dos quais sdo produzidos os esporos - conidios. Conseguem reproduzir-se atraves de reproducao
sexuada ou reproducdo assexuada (mais frequente). A parede celular fngica € composta por quitina
ou por outros polissacaridos, como por exemplo, 0s mananos e a sua membrana plasmatica tem como
componente fundamental e diferenciador, o ergosterol *.

Os fungos desempenham varios papéis nos ecossistemas, estabelecendo diversos tipos de relagbes
bidticas tais como: mutualismo, parasitismo, comensalismo, sendo que a maioria dos fungos sdo
saprofitas, sendo responsaveis pela decomposicdo da matéria organica através da libertacdo de
enzimas e tendo por isso uma grande importancia a nivel dos ecossistemas 2.

1.2 InfecBes fungicas

1.2.1 Tipos de infe¢do e mecanismos de transmissao

Os fungos sdo organismos abundantes e essenciais para 0 ambiente e apenas uma pequena parte é
efetivamente patogénica *. Os fungos séo capazes de provocar diversos tipos de doencas em humanos,
sendo umas menos graves e incapacitantes que outras . Apenas 300 5, da estimativa de 1.5 milhdes
de espécies fungicas, causam efetivamente doengas em humanos e a incidéncia de cada tipo de infecdo
varia consoante certos fatores como, condi¢fes socioecondmicas, regides geograficas, envelhecimento
da populagdo, embora a incidéncia de infe¢es flngicas sistémicas e oportunistas seja mais elevada em
individuos imunocomprometidos, como por exemplo, individuos com infegdo pelo virus VIH/SIDA,
individuos sujeitos a terapias imunossupressoras (como quimioterapia), bem como individuos sujeitos
a transplante de 6rgdos ou com tuberculose (ativa ou com sequelas da mesma). O uso indiscriminado
de antibi6ticos também pode contribuir para o agravamento da situacdo, facilitando uma colonizagéo
fungica e subsequentemente infecdo, situacdo cada vez mais frequente 7. Dependendo do local da
infecdo, as infecdes fungicas podem ser classificadas como: superficiais, subcutaneas e sistémicas.

As infecdes superficiais sdo causadas principalmente por fungos dermatofitos, os agentes flngicos
mais frequentemente isolados em todo o mundo e o principal foco desta dissertacdo; estes sdo
responsaveis pela infecdo restrita do tecido queratinizado do estrato cornificado ! . Dentro das
infecOes superficiais, existem ainda as infe¢cGes das mucosas orais e genitais causadas por diversas
espécies pertencentes ao género Candida, agente etiolégico mais comum deste tipo de infecdes
fungicas. A espécie C. albicans é o principal agente responsavel por infe¢des fungicas nas mucosas
como a candidiase vaginal/vulvovaginal. As infe¢Bes superficiais podem ser transmitidas através de
contacto direto com animais, superficies ou objetos contaminados ou, especificamente no caso das
infeces das mucosas, ocorrem por desregulacdo da flora enddgena e afetam tanto pessoas
imunocompetentes como pessoas imunodeprimidas 8. As infecdes flngicas subcutaneas sdo infecdes
nas camadas mais internas da pele, resultantes da inoculagdo subcutanea de um agente exdgeno. A
disseminacdo deste tipo de infecdo é rara, existindo apenas uma propagacao no tecido circundante, ou
eventualmente alguma disseminacdo pelo sistema linfatico. No entanto, quando acontece a
disseminacdo deste tipo de infecdo, o tratamento com antifungico oral devera ser feito o quanto antes



pois, a destruicdo do tecido pode ser grave. Esporotricose (causada por Sporothrix spp.) ou
cromoblastomicose (causada por diversas espécies de fungos dermatiaceos como por exemplo,
Cladophialora spp., Fonsecaea spp. ou Phialophora verrucosa) sdo exemplos de infegdes flngicas
subcutaneas 111,

Por altimo, temos as infecBes fungicas invasivas (ou sistémicas) que sdo as mais graves das trés. Sdo
contraidas por transmissdo enddgena ou exdgena (no caso das leveduras) ou por inalagcdo dos esporos
gue vdo desenvolver hifas e dar origem a uma infecdo pulmonar e, por disseminacdo através da
corrente sanguinea, também podem acabar por se alojar noutros 6rgdos e provocar uma infecdo. Este
tipo de infecdo atinge principalmente, individuos imunocomprometidos e os principais agentes
patogénicos sdo espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Cryptococcus e Candida 82,

Outro fungo patogénico oportunista capaz de provocar patologias respiratdrias € a espécie
Pneumocystis jirovecii. Em individuos imunocompetentes, esta espécie ndo se comporta como um
verdadeiro agente patogénico, no entanto, em individuos portadores de VIH/SIDA, individuos com
malignidades hematol6gicas, pacientes transplantados ou pacientes que estejam a realizar terapia
imunossupressora prolongada, quando infetados com esta espécie podem desenvolver pneumonia. A
transmissdo ocorre via aerossol a partir de pacientes com pneumonia provocada por Pneumocystis
jirovecii ou por contacto com pessoas que sejam portadoras do fungo nos pulmdes, mesmo até durante
a infancia 813,

Para além dos fungos filamentosos e leveduras, que sdo 0s agentes patogénicos oportunistas mais
comuns, também existem os fungos dimdrficos que sdo organismos que conseguem ter as duas
morfologias (filamentosos a 25°C e leveduriformes a 37°C), sendo considerados como fungos
verdadeiramente patogénicos, dado que a forma leveduriforme, por ser unicelular, é disseminada mais
facilmente através da corrente sanguinea *.

Fungos dimorficos tais como Histoplasma spp., Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis e Sporothrix schenckii sdo capazes de provocar infecGes graves,
existindo algumas regides endémicas *.

1.2.2 Impacto e epidemiologia das infecoes fungicas

E amplamente conhecido o impacto ecoldgico que os fungos tém na extingdo de espécies, na
perturbacdo dos ecossistemas e ainda na seguranca alimentar 4814, Para além disso, quando falamos
em salde humana, as infe¢Oes fungicas sdo responsaveis por cerca de 1.5 milhdes de mortes em todo o
mundo e estima-se que afetem mais de mil milhdes de pessoas *2.

As infecBes fungicas invasivas tém uma incidéncia muito menor que as infe¢des fangicas superficiais,
no entanto, estdo associadas a taxas de mortalidade muito superiores (entre os 30-80%) “&!2 quando
em comparacdo com as infeces superficiais. Globalmente, é estimado que ocorram mais de 300.000
casos de aspergilose invasiva provocada por espécies do género Aspergillus, principalmente pelas
espécies da seccdo Fumigati e seccdo Flavi. Em Portugal, a prevaléncia das infecbes provocadas por
Aspergillus spp. tém vindo a aumentar e estima-se que todos 0s anos, causem entre 2.3-159 dos casos
por cada 100.000 habitantes. A pneumonia provocada do Pneumocystis jirovecii também conta com
uma prevaléncia estimada muito elevada, com 400.000 casos anualmente por todo o globo, porém,
acredita-se que esteja subestimada. Estima-se que anualmente a incidéncia da pneumonia causada por
Pneumocystis jirovecii seja de 0.62 por cada 100.000 habitantes em Portugal *°.

A meningite criptococica causada por Cryptococcus neoformans afeta mais severamente individuos
imunocomprometidos e estima-se que afete ~278.250 pessoas todos 0s anos em todo 0 mundo, sendo
mais comum em paises tropicais como o Brasil, Tailandia, Malasia e também no continente africano,
ndo pela sua endemicidade, mas pelo facto de nestes paises a prevaléncia de VIH ser muito elevada e a



criptococose € uma infecdo oportunista deste grupo de doentes 6. Em Portugal estima-se que a
incidéncia da meningite criptocdcica anualmente seja de 0.12 por cada 100.000 habitantes *°.

Em relacdo as infecBes crdnicas severas, estas também sdo um problema global em certas zonas
endémicas. Histoplasma capsulatum ¢ responsavel por ~25.000 casos de histoplasmose todos os anos,
em todo o mundo 2. Para além de ser endémico dos EUA, H. capsulatum também é endémico da
América do Sul e Central, india e do continente africano. A sua taxa de mortalidade esta entre os 28-
50%. Em Portugal, estima-se que cerca de 491.780 habitantes portugueses que viajaram para 0
continente americano e para o continente africano, possam estar infetados com H. capsulatum uma vez
que, Portugal recebe muitas pessoas da América do Sul, principalmente do Brasil e também de Paises
Africanos de Lingua Oficial Portuguesa (PALOP) *°,

Outro fungo responsavel por causar infecdo cronica nos pulmdes ou noutros 6rgaos como a pele ou
mucosas € o Paracoccidioides brasiliensis que é endémico de toda a América Latina, principalmente
do Brasil e todos os anos provoca =~ 4.000 casos no Brasil e apresenta uma taxa de mortalidade entre
0s 5-27%. Em territ6rio nacional, pensa-se que a sua prevaléncia seja também superior a esperada *'.
No que respeita as infegdes superficiais, as infecdes das mucosas do trato oral e do trato genital
também sdo bastante comuns, principalmente a candidiase vaginal provocada pela espécie C. albicans,
que chega a atingir cerca de 50-75% das mulheres® que corresponde a =134.000.000 infe¢des
anualmente 2. As infecOes fungicas superficiais de tecidos queratinizados sdo as que apresentam
maior prevaléncia e estima-se que afetem aproximadamente mil milhdes da populacdo mundial
(=25%), sendo provocadas principalmente por dermatofitos cujas patologias associadas, mais comuns,
sdo o pé de atleta, onicomicose e a infecdo do couro cabeludo 82,

1.3 Dermatofitos

Os dermatdfitos sdo um grupo de fungos filamentosos com uma distribuicdo cosmopolita, que tém a
capacidade de invadir tecidos queratinizados (pele, cabelo e unhas) de humanos e outros animais e
provocar uma infecdo superficial denominada de dermatofitose 10:18-20,

De acordo com a mais recente taxonomia baseada em metodologias moleculares, existem sete géneros
de dermatofitos, sendo os mais comuns Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton 222, Todos 0s
dermatéfitos pertencem a familia Arthrodermataceae ° e, conforme o seu habitat natural, a
especificidade do hospedeiro e meio de transmissdo, podem ser classificados em trés grupos
ecolégicos: antropofilicos, zoofilicos e geofilicos 821, As espécies antropofilicas caracterizam-se por
se transmitirem de humanos para humanos, sendo por isso 0 Homem o seu hospedeiro preferencial, e
por gerarem uma infecdo ndo inflamatdria, ligeira e cronica, chegando a atingir proporcdes
epidémicas. As espécies zoofilicas, por sua vez, sdo espécies que vivem em maior associacdo com
animais do que com humanos embora ocasionalmente também possam provocar infe¢des nos humanos
por exemplo através do contacto com pélos de animais. Por serem provavelmente menos adaptadas ao
ser humano, as espécies zoofilicas originam infecGes com respostas inflamatorias mais severas do que
as infecBes provocadas por espécies antropofilicas 2. Por Gltimo, as espécies geofilicas sdo espécies
gue sobrevivem num ambiente onde exista material queratinizado em decomposicéo no solo, como por
exemplo penas, cascos, chifres, pélo, e as infe¢es provocadas por estas espécies sdo altamente
inflamatdrias no Homem, contudo de tratamento rapido °18.19:2,

As dermatofitoses podem ser classificadas de acordo com o local de infecdo: tinea capitis (infecdo do
couro cabeludo), tinea pedis (infegdo nos pés, comumente conhecida como “pé de atleta”), tinea cruris
(infecdo na zona da virilha), tinea manum (infecdo nas maos), tinea corporis (infecdo da pele glabra
do corpo), tinea barbae (infegdo na face, associada ao pélo da barba) e tinea unguium ou onicomicose
(infecdo das unhas). Os sinais clinicos mais comuns da degradacdo da queratina nos tecidos causada
pela acdo dos fungos bem como pelas respostas imunes especificas do hospedeiro, envolvem secura,



descamacao, fissuras e eritema na pele dos pés, couro cabeludo ou outros locais do corpo. Quando os
dermatofitos infetam humanos, estes colonizam a superficie mais externa da pele queratinizada e
normalmente ndo invadem o tecido vivo. Contudo, ao contrario do que se pensa, em pacientes com
infecdo cronica, pode haver invasdo da epiderme, de tecidos subcutaneos e até mesmo de 6rgéaos
internos, em individuos imunodeprimidos, e representar uma ameaca a salde caso ndo seja realizado
um tratamento adequado %23, De acordo com vérios estudos, estdo descritas varias mutacGes que se
traduzem numa maior suscetibilidade genética do hospedeiro a infecdo por dermatéfitos, que torna
possivel que os dermatéfitos invadam a derme, sobrevivam e se dispersem até aos nddulos linfaticos e
6rgdos internos. Séo varios os fatores responsaveis por provocar uma dermatofitose severa como por
exemplo, alguns haplétipos do sistema HLA (aumentam ou diminuem o risco de dermatofitose),
mutac6es no gene CLEC7A que é responsavel pela codificacdo da proteina dectina-1 que se liga aos -
glucanos da parede fungica e até mesmo mutagdes em vias de sinalizagdo envolvidas em respostas
imunes antifingicas como a CARD9 192,

Para além da membrana celular, os fungos sdo compostos também por uma parede celular que é
responsavel por conferir resisténcia mecanica, estrutura celular e rigidez. Para além disso, a parede
celular desempenha um papel crucial na adesdo dos dermatdfitos aos tecidos do hospedeiro, que sera
detalhada nos subcapitulos mais adiante 3.

As paredes celulares dos dermatofitos sdo compostas por polissacaridos entre os quais f-glucanos,
mananos e galactomananos sendo que estes componentes sdo variaveis entre espécies. Através de
gemulacdo lateral ou terminal das hifas ou da sua fragmentacdo no local dos septos, as hifas séo
capazes de produzir dois tipos de esporos — conidios ou artroconidios, respetivamente. Como ja é
compreendido, 0s esporos sdo estruturas unicelulares com baixa atividade metabolica que sdo
fisiologicamente designados para dispersarem no ambiente e para sobreviverem em condigbes
adversas, s6 se tornando ativos quando essas condi¢cBes se tornam favoréveis. No caso dos
dermatofitos essas condi¢fes tornam-se favordveis a partir do momento em que os artroconidios
aderem aos tecidos adequados de um hospedeiro compativel .

Para a cultura destes fungos, os micologistas optam pela utilizacao de dois meios preferenciais: 0 meio
Sabouraud dextrose agar (SDA) suplementado com cloranfenicol para inibir o crescimento bacteriano
e 0 agar micobiotico (Mycosel Agar) suplementado também com cloranfenicol e com cicloheximida
que inibe, ndo s6 o crescimento de fungos saprdfitas (Penicillium spp., Alternaria spp. e Curvularia
spp. que sdo as espécies contaminantes mais frequentes) e de fungos filamentosos (como Aspergillus
spp., e Fusarium spp. que podem ser espécies contaminantes ou agentes etioldgicos da onicomicose)
gue se desenvolvem entre 3 a 5 dias, mas também de certas leveduras (que se desenvolvem entre 24h a
48h), sem inibir o crescimento dos dermatdfitos. Para que seja possivel o crescimento e a identificacdo
de dermatdfitos sdo necessarias 2 a 3 semanas, dai que um meio de cultura com cicloheximida seja um
meio comumente utilizado nos laboratérios de micologia médica para detecdo de dermatéfitos 2.

1.3.1 Género Trichophyton

De acordo com a aplicacdo de novas ferramentas moleculares, a filogenia dos dermatéfitos foi
restruturada em 2017. Assim, em vez dos classicos trés géneros de dermatofitos (Microsporum,
Epidermophyton, Trichophyton) foram descritas sete clades diferentes, correspondentes a sete géneros
(Trichophyton, Epidermophyton, Paraphyton, Lophophyton, Nannizia, Microsporum, Arthroderma) 2.
O género Trichophyton pertence a familia Arthrodermataceae, filo Ascomycota, reino Fungi;
caracterizam-se por serem fungos filamentosos capazes de degradar queratina de tecidos
queratinizados como pele, unhas e cabelo 2L,

O género é composto por 16 espécies - T. concentricum, T. interdigitale, T. mentagrophytes, T.
rubrum, T. schoenleinii, T. soudanense, T. tonsurans, T. violaceum, T. benhamiae, T. bullosum, T.
equinum, T. eriotrephon, T. erinacei, T. quinckeanum, T. simii e T. verrucosum - que causam grande



impacto socioeconémico %2122, Apesar de a nivel molecular serem bastante semelhantes, este género é
dividido em 4 complexos: complexo T. benhamiae, complexo T. bullosum, complexo T.
mentagrophytes e complexo T. rubrum. Destes dois Gltimos fazem parte os dermatéfitos mais comuns
em casos clinicos (Figura 1.1) 225,

Fazem parte do complexo T. rubrum, organismos distintos fenotipicamente com diferentes
caracteristicas clinicas, morfol6gicas, fisiologicas e culturais, as espécies T. violaceum, T. rubrum e T.
soudanense que foram descritas em 1902, 1910 e entre 1960-1990, respetivamente 26,

A identificacdo molecular dos dermato6fitos baseia-se na sequenciacdo da regido Intergenic
Transcribed Spacer (ITS) por ser uma regido altamente conservada em varios microrganismos 2227, No
entanto, outros locus tém sido usados para efetuar a identificacdo de um isolado ao nivel da espécie de
forma precisa (distinguindo espécies do mesmo complexo), nomeadamente os genes que codificam a
B-tubulina onde num estudo realizado por Rezaei-Matehkolaei et al.?®, a arvore filogenética
construida através da sequenciagdo do gene da B-tubulina de 54 dermat6fitos demonstrou ser muito
semelhante a &rvore filogenética construida através da sequenciacdo da regido ITS para 31
dermatofitos sendo por isso considerado um gene taxonomicamente valioso para a identificacdo de
dermatéfitos, a calmodulina em que num estudo realizado por Ahmadi et al.?°, a topologia da arvore
filogenética do gene da calmodulina demonstrou, para a maioria das espécies de dermatéfitos
estudada, uma congruéncia com regides codificantes e ndo codificantes incluido a regidao ITS, B-
tubulina e para o fator de alongamento da traducdo 1-a (Tef-1a), a proteina ribossomal 60S L10 que
a seguir a regido ITS e a B-tubulina, demonstrou valores bootstrap superiores a 80% com a distingdo
de 32 clades no estudo conduzido por Hoog et al.?%, e o fator de alongamento da traducdo 1-a (Tef-
1a) onde o seu elevado poder discriminatorio em algumas espécies, incluindo T. rubrum, demonstrou
ser particularmente Gtil na sua identificacédo 2°.

Apesar de existirem diversos genes que podem ser Uteis na identificacdo de dermatofitos até ao nivel
da espécie, ndo deve ser feita uma avaliacdo em separado ou recorrendo apenas a um unico gene, de
maneira a garantir uma identificacdo molecular elevada e precisa e minimizar os erros a nivel de
taxonomia.
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Figura 1.1 - Arvore filogenética de méxima verossimilhanga construida com base na sequenciagdo da regifo ITS, TUB, LSU
parcial e da proteina ribossomal 60S L10 das espécies do género Trichophyton. Adaptado de Hoog et al., (2016) 8,



Estas espécies tém uma distribuicdo mundial, porém, umas espécies sdo mais endémicas de certas
regides do que outras como €é o caso de T. soudanense e T. violaceum que sdo predominantes de zonas
climaticas éaridas como Africa, China Ocidental e Médio Oriente, enquanto T. rubrum é mais
predominante na Europa, América do Norte e Central, Asia e também Médio Oriente 1018212230
(Figura 1.2 31).
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Figura 1.2 - Mapa da distribuigdo mundial das varias espécies do grupo dos dermatofitos. Pode-se comprovar que T. rubrum
é uma espécie cosmopolita e que, nos dias de hoje, a sua distribuigdo sera ainda mais vasta .

Quando em cultura, as colonias deste género sdo maioritariamente algodoadas, em tons de brancos a
amarelados, e o reverso das colonias pode apresentar coloragdes cremes, acastanhadas, vermelhas e
violetas, sendo estas caracteristicas variaveis de espécie para espécie e de meio para meio. As hifas sdo
caracterizadas por possuirem paredes finas e por ndo apresentarem qualquer coloracgdo (hifas hialinas).
O género Trichophyton € caracterizado morfologicamente pelo desenvolvimento de macro e
microconidios. Os macroconidios, quando presentes, sdo geralmente suportados diretamente nas hifas,
e sdo de paredes maioritariamente finas e lisas, em forma de “taco” mais largo na ponta ou fusiformes.
Ja& os microconidios sdo mais pequenos e podem assumir varias formas 2.

No momento da identificacdo da espécie, hd que ter em conta varios aspetos como a forma, tamanho e
disposicdo dos microconidios (bem como dos macroconidios), a existéncias de outras estruturas
fangicas ou hifas diferenciadas, as caracteristicas morfolédgicas das coldnicas bem como, o histdrico
clinico do utente, isto é, se esteve em contacto com animais, a sua ocupacdo, localizacdo geogréfica e
historico de viagens de forma a que seja possivel identificar a espécie em causa e assim garantir um
diagnostico diferencial %2,



1.3.1.1 Trichophyton rubrum

T. rubrum é o dermatdfito antropofilico mais amplamente distribuido pelos seres humanos,
inicialmente isolado em 1910 por Castellani. No séc. XIX foi sugerido que esta espécie fosse o
principal agente etiolégico da forma crénica de tinea corporis 1826, Desde essa altura, disseminou-se
globalmente e é considerado, até hoje, o principal agente causador essencialmente de onicomicose e
tinea pedis %. Sendo o principal agente causador de infecdes crénicas da pele, unhas e raramente
couro cabeludo é responsavel pela grande maioria das infe¢des flangicas superficiais, com uma
prevaléncia de 80% 1823,

Morfologicamente, T. rubrum exibe um vasto espectro de caracteristicas, por exemplo, a textura da
superficie da cultura pode variar de algodoada a aveludada, a cor da col6nia pode variar de branco, a
vermelho escuro (Figura 1.3)%, a pigmentacdo do reverso da colénia pode apresentar diversas
coloracGes desde amarela a vermelha escura, sendo que todas estas pigmentages variam consoante 0
meio de cultura onde as espécies sdo inoculadas, bem como da estirpe/variedade da espécie (Figura

1.4). Relativamente ao nlmero de microconidios e de macroconidios, este varia 2.
» o
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Figura 1.3 - Morfologia de uma cultura da espécie fungica T. rubrum 32,

Figura 1.4 - Dependendo do meio em que a estirpe é inoculada, esta pode
produzir diferentes coloragdes. No caso de T. rubrum, esta espécie produz
pigmentos vermelhos e amarelos, consoante o meio utilizado 3.



1.3.1.2 Interacdo dermatdfito-hospedeiro e patogenese das dermatofitoses associadas a
T. rubrum
Os humanos sdo infetados por dermatofitos através de uma fonte exégena uma vez que, este grupo de
organismos ndo faz parte da flora fangica normal.
Para que ocorra infecdo, primeiro é necessario que os dermatéfitos ultrapassem os mecanismos de
defesa inata do organismo hospedeiro como por exemplo, pH naturalmente acido da pele, a presenca
de queratinécitos, a presenca de moléculas inibitdrias como os &cidos gordos e alguns péptidos
antimicrobianos, a acdo de células fagocitarias e o préprio processo de descamacado da pele .
A invasdo da epiderme pelos dermatofitos leva a uma resposta imunitaria do hospedeiro, cuja
patogenicidade fungica depende de fatores fungicos (que tipo de espécie esta a provocar a infe¢do) e
também das defesas do hospedeiro (idade, género, fatores genéticos e estado imunol6gico) que podem
ou ndo permitir a colonizacdo no tecido do hospedeiro 3435,
Portanto numa primeira fase é crucial que haja o contacto entre artroconidios e o estrato cornificado
para 0 estabelecimento da dermatofitose 3%, A aderéncia dos conidios ao estrato cornificado é
facilitada através da expressao, na superficie da parede celular fungica, de moléculas responsaveis pela
adesdo, as adesinas, que permitem a rapida adesdo aos tecidos do hospedeiro e a matriz extracelular.
Esta aderéncia ocorre 3—4 h apés contacto inicial e os conidios germinam ao fim de 24 h. Apds 3 dias,
as hifas comecam a disseminar-se pela pele (Figura 1.5) 2. Uma vez instalado no tecido hospedeiro, o
dermatofito necessita obter nutrientes para sobreviver e fa-lo através da secrecdo de vérias
endopeptidases como as subtilisinas (Sub3 e Sub4) e fungalisinas (Mep3 e Mep4) e de vérias
exopeptidases incluindo leucina-aminopeptidases (Laps) e Dpps que sdo responsaveis pela degradago
da queratina dos tecidos queratinizados, ao mesmo tempo que evita células e moléculas da imunidade
inata 3¢,
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Figura 1.5 — Esquematizagdo do mecanismo de infecdo da epiderme pelo dermatéfito antropofilico T. rubrum.
Os dermatdfitos infetam a pele humana em trés passos: 1) os artrosporos aderem a epiderme do hospedeiro através da agdo de

proteinas especializadas presentes na superficie do fungo; 2) Dada a adesdo a epiderme, da-se a germinacéo destes artrésporos,
através da reativacdo das suas atividades metabdlicas, e o crescimento das hifas; 3) As hifas vdo invadindo cada vez mais a
camada cornificada da epiderme a medida que fazem a digestdo da queratina. Por Ultimo, a hifa produz novos artrésporos que
podem infetar novos individuos ou outras partes do corpo. Adaptado de Faway, E. et al., (2018) %,



As primeiras células encontradas pelos dermatdfitos durante o processo de infecdo sdo o0s
queratindcitos, que ndo sé constituem uma barreira fisica contra os dermat6fitos como também
desempenham um papel importante na defesa inata do hospedeiro. Nos primeiros estadios da infecéo,
os dermatofitos ao colonizar o tecido queratinizado, vdo desencadear uma resposta inflamatoria
através da estimulacéo dos queratindcitos a produzir diferentes citocinas. Esta estimulagdo acontece a
nivel dos recetores de reconhecimento de padrdes (RRP) presentes na superficie dos queratindcitos,
tais como os Toll-like receptors (TLRS) e dectina-1, que ao reconhecerem os B-glucanos presentes na
parede fungica dos dermatdfitos vdo promover a libertagdo de vérias citocinas pré-inflamatérias e
fatores quimiotaticos (quimiocinas), que recrutam neutrofilos e mondcitos (que nos tecidos se
diferenciam em macréfagos) que sdo células inflamatorias que capturam o dermatofito e libertam
citocinas, que causam reagdes inflamatorias tais como vermelhidao e inchago 33353,

Para além da libertacdo de citocinas e quimiocinas, existe também por parte dos queratindcitos a
secrecdo de péptidos antimicrobianos como [-defensinas e catelicidinas que previnem a invasdo
fungica. Pode haver também a inducéo da imunidade adaptativa pelas células da imunidade inata, que
aciona respostas Thl e Thl7 que sdo importantes para controlar a dermatofitose por estimularem a
imunidade mediada por células 2.

Os linfécitos CD4*, também conhecidos por células T auxiliares (Th), sdo considerados um
componente essencial na defesa imune contra os dermatofitos 8.
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1.3.1.3 Patologias frequentemente associadas a infe¢des provocadas por T. rubrum

1.3.1.3.1 Tinea pedis

Também conhecida como pé de atleta, tinea pedis (Figura 1.6)*° é uma infecdo comum que se tem
vindo a disseminar cada vez mais no mundo, devido & movimentagdo cada vez mais frequente entre a
populacdo, a utilizacdo de espacos para a pratica de exercicio fisico, espacos publicos como piscinas,
balneérios, utilizacao de calgado fechado e sintético, tudo isto leva a uma disseminagdo mais elevada.
Aproximadamente 1/3 dos pacientes com pé de atleta tem uma infecdo ungueal concomitante 7.

Os pés, especialmente a regido plantar e o0s espacos interdigitais, estdo mais frequentemente
envolvidos no “pé de atleta” sendo T. rubrum o agente etiol6gico mais frequentemente isolado.

Tinea pedis apresenta tipicamente 4 formas: (1) interdigital (sendo esta a mais comum), (2)
inflamatoria aguda vesicular, (3) tipo crénica (em formato mocassin) e (4) forma ulcerativa contudo,
nem todas as formas sdo especificas para T. rubrum %',

A forma interdigital € predominantemente causada por T. rubrum seguida de T. interdigitale e é
clinicamente caracterizada por eritema interdigital, descamagdo, maceracéo e fissuras principalmente
entre 0 4° e 0 5° dedo do pé. Geralmente, a regido dorsal do pé ndo ¢ afetada, no entanto, em pacientes
com VIH e em pacientes com distdrbios na funcionalidade das células T, pode haver propagacao da
infecdo para esta regido . Os sintomas mais comuns sdo prurido, mau odor e ardor *. Por outro lado, a
infecdo do tipo cronica (ou formato mocassin) est4 associada a T. rubrum e caracteriza-se por eritema
cronico na regido plantar do pé que pode provocar uma ligeira descamacdo e/ou hiperceratose. A
hiperceratose pode envolver toda a regido plantar, estendendo-se para a parte lateral e ao endurecer
podem desenvolver-se fissuras, que ao caminhar agravam. Tinea pedis inflamatoria aguda vesicular e
a forma ulcerativa sdo provocadas tipicamente por T. interdigitale sendo a primeira caracterizada por
formacdo de vesiculas, bolhas, pustulas na regido dorsal ou na regido plantar e a segunda por pustulas,
fissuras, Ulceras que se espalham rapidamente e é frequentemente acompanhada por uma infecdo
bacteriana secundaria %'.

Figura 1.6 - Tinea pedis, causada por T. rubrum onde é visivel a
descamagcdo da pele entre os dedos. Créditos: Geraldine Kaminski
Library #309 and Drs G. Donald and D. Hill, Adelaide, S.A 38
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1.3.1.3.2 Onicomicose

E considerada a infecio das unhas mais comum. O termo indica infegBes das unhas (Figura 1.7)
causadas por dermatéfitos (tinea unguium), leveduras e fungos ndo dermatofitos. Humidade, calgado
fechado, trauma constante nas unhas, predisposi¢do genética e algumas doengas tais como diabetes,
infecdo com VIH bem como outras doengas imunossupressoras, sdo alguns dos fatores que contribuem
para o0 seu desenvolvimento. A taxa de incidéncia de onicomicose aumenta com a idade, é mais
prevalente em individuos do sexo masculino e apesar de nédo ser tdo frequente, esta infecdo pode afetar
criangas principalmente devido ao uso de calgado fechado e sintético e também através de ambientes
contaminados com o fungo (piscinas, ginasios) 4042,

A onicomicose afeta mais as unhas dos pés do que as unhas das maos e por norma envolve sempre
varias unhas e tinea pedis estd frequentemente presente. Ha diferentes tipos de onicomicose,
dependendo do local da unha que é infetado: (1) onicomicose subungueal distal e lateral (DLSO) onde
o fungo atinge a unha através do hiponiquio e afeta o leito ungueal, a placa ungueal e o hiponiquio. A
associacdo com pé de atleta neste tipo de onicomicose é muito frequente; (2) onicomicose superficial
branca (WSO) os fungos invadem a lamina ungueal dorsal e formam manchas opacas esbranquigadas.
E o tipo de onicomicose menos comum. O agente etiol6gico mais associado a este tipo de onicomicose
é T. interdigitale mas é possivel que sejam também outros fungos filamentosos ndo dermatofitos; (3)
onicomicose subungueal proximal (PSO) surge através da invasdo de elementos fingicos através das
pregas proximais das unhas. Clinicamente, apresenta-se como uma area branca sob a l[dmina ungueal
proximal, na éarea da linula. Estd muito associada a doentes infetados com VIH e outros doentes
imunossuprimidos e é provocada por fungos filamentosos ndo dermatéfitos; (4) onicomicose endonix
é caracterizada por uma invasdo da lamina ungueal através do leito ungueal. Clinicamente, a unha
infetada apresenta descoloragdo branco-leitosa da lamina ungueal; e por fim (5) onicomicose distrofica
total (TDO) que representa o estado mais severo e prolongado de uma onicomicose onde se observa
uma destruicdo completa da ldmina ungueal, um forte espessamento das unhas e um aspeto amarelado.
O diagnostico clinico da onicomicose requer sempre confirmacdo laboratorial e o tratamento depende
de diversos fatores tais como a espécie do fungo em causa e o nimero de unhas infetadas %42,

Figura 1.7 - Onicomicose causada por T. rubrum 32,
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1.3.1.4 Epidemiologia das dermatofitoses provocadas por T. rubrum

As dermatofitoses sdo responsaveis por 3 - 4% dos casos dermatoldgicos sendo a infegdo superficial
mais comum em humanos, com uma prevaléncia entre os 20-25% 3. No entanto, espera-se que a sua
prevaléncia continue a aumentar, devido ao aparecimento de novos fatores de risco. Como se sabe, a
patogenicidade dos dermatéfitos estd associada a diferentes fatores incluindo a produgdo de enzimas
queratinoliticas, predisposicdo genética, certas patologias como doencas vasculares, psoriase e até
mesmo a idade e o género dos individuos, mas doencas autoimunes como a diabetes mellitus, doencas
supressoras do sistema imunitario como o VIH/SIDA ou doengas oncoldgicas também contribuem
para um aumento na incidéncia deste tipo de infecdo fangica. Na atualidade, é cada vez mais frequente
0 aparecimento deste tipo de doencas na populagdo que adicionalmente a todos os outros fatores de
risco, faz com que haja uma tendéncia para o aumento da incidéncia de infe¢des flngicas superficiais
9101923 - As dermatofitoses consideradas mais prevalentes sdo a tinea unguium ou onicomicose € a
tinea pedis sendo ambas provocadas, geralmente, pela espécie T. rubrum com uma prevaléncia de
cerca de 80% “* As espécies do género Trichophyton, sdo os principais agentes causadores de
patologias como pé de atleta e onicomicose nas maos e pés e estima-se que afete ~1.000.000.000 de
pessoas em todo 0 mundo 1% esta predominancia sugere que T. rubrum tenha uma grande capacidade
de disseminacdo, ao contrario de outras espécies. Tal facto pode ser relacionado com o aumento da
densidade populacional em areas urbanas, elevada migracdo que leva a reintroducdo de espécies
antropofilicas, a frequéncia de ginasios bem como de piscinas publicas, onde as maiores fontes de
transmissdo sdo os balnedrios, chuveiros e tapetes partilhados, e ainda o uso de cal¢ado fechado e
sintético que causa mais humidade e pode levar a maceracdo do pé promovendo assim o
desenvolvimento destas patologias 1°.

Em Portugal, é estimado que 1.510.391 de portugueses sofram de dermatofitoses, correspondendo a
uma incidéncia de 14.300 por cada 1.000.000 de habitantes . Um estudo recente apresenta uma
anélise retrospetiva com dados recolhidos de varias instituicdes hospitalares da regido Norte e Centro
do pais e da area metropolitana de Lisboa, realizada entre 0 ano 2014 e 2016, com o objetivo de
avaliar os agentes etioldgicos das micoses superficiais diagnosticadas a nivel nacional, comparar a sua
distribuicdo geogréfica bem como analisar a distribuicdo das espécies em relacdo a &rea cutanea
envolvida. Neste estudo foram identificadas 15 espécies diferentes de dermatdfitos, sendo T. rubrum a
espécie mais frequente (53,6%) e o principal agente etiol6gico das dermatofitoses da pele glabra e das
onicomicoses dos pés, quer na regido Norte e Centro quer nos hospitais da &rea metropolitana de
Lisboa 3.

1.3.2 Tratamento

Existem vérias manifestagdes cutaneas que poderdo ser semelhantes a micoses mas que na verdade
ndo o sdo. De facto, outras doengas, nomeadamente auto-imunes, podem também ter manifestacbes
cutaneas e por isso, antes de prescrever qualquer terapia, é fundamental realizar um exame micolédgico
direto e cultural de amostras de pele, cabelo ou unhas para confirmar que se trata, efetivamente, de
uma infecdo flngica. Sao vérios os fatores que deverao ser tidos em conta aquando do tratamento; este
dependera sempre do tipo de infecdo, das suas manifestagdes clinicas (no caso de onicomicose
depende também do numero de unhas infetadas), da severidade da infecdo, do agente etiologico, da
suscetibilidade desse mesmo agente aos antifingicos, da interacdo com outros medicamentos, dos
efeitos secundarios que cada paciente pode sofrer, da idade e de outras doencas que 0 paciente possa
apresentar 4041,

Existem dois modos de administracdo da terapéutica: tratamento sistémico (oral) e o tratamento
tépico. O tratamento sistémico consiste na administracdo oral de antifungicos durante varios meses até
gue o paciente esteja curado ou até que aparecam sinais de resisténcia ao antifingico ou aparecam
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efeitos secundéarios adversos, ou ambos. Este tipo de tratamento é recomendado para o tratamento de
tinea capitis e para casos severos de tinea cruris/tinea corporis, tinea pedis e onicomicose. Por outro
lado, o tratamento tdpico consiste na aplicacdo de pomadas ou vernizes com antifingico e é
recomendado para o tratamento de tinea corporis localizada, bem como para pé de atleta e casos
ligeiros a moderados de onicomicose. Para que o paciente fique efetivamente curado, é recomendado,
sempre que possivel, a realizacdo dos dois tratamentos em simultaneo isto porque, existem algumas
desvantagens quando utilizados separadamente. Quando ¢ feito apenas o tratamento por via oral, este
tratamento estd limitado as interacdes que podem ocorrer com outros medicamentos e com a sua
potencial hepatotoxicidade. Por outro lado, quando é apenas feito o tratamento topico, a sua eficécia é
mais limitada, sendo necessarios varios meses para gue seja efetivamente eficaz e a baixa penetragdo
dos antifungicos tépicos também limita o seu uso, sendo que estes dois fatores estdo muito
relacionados com um aumento da taxa de reinfecéo, que ocorre em 20-25% dos pacientes 9404245,

Na prética clinica, sdo utilizados 4 tipos de antiflngicos para o tratamento de infe¢cdes fungicas. Os
polienos (dos quais fazem parte a anfotericina B e a nistatina); os azois (constituidos pelo itraconazol,
fluconazol, voriconazol, posaconazol, ketoconazol e pelo ravuconazol); as equinocandinas (séo
representadas pela caspofungina, a micafungina e pela anidulafungina) e as alilaminas (das quais
fazem parte a terbinafina) 46 .

Para o tratamento de dermatofitoses, a primeira terapia a ser prescrita é a terbinafina. A terbinafina faz
parte do grupo das alilaminas sintéticas, que foi desenvolvida em 1979 e é o principal antifingico
utilizado no tratamento de pé de atleta e onicomicose, tanto por via topica como por via oral. Este
antifingico exerce a sua fungdo ao bloquear a biossintese do ergosterol, analogo do colesterol , que €
um componente essencial na membrana plasmatica fangica que desempenha uma variedade de
fungdes celulares tais como fluidez e integridade da membrana, através da inibicdo da enzima
esqualeno epoxidase (SQLE), que catalisa a conversdo de esqualeno em 2,3-oxidoesqualeno, um
percursor do lanosterol, que por sua vez é um percursor direto do ergosterol (Figura 1.8) 4’. Como o
ergosterol é um componente fundamental para a manutencdo da estrutura e para a funcdo da
membrana plasmatica flngica, esta inibicdo vai comprometer a integridade da mesma*:#54, Ora se
ndo ha a conversdo de esqualeno em 2,3-oxidoesqualeno, seguidamente em lanosterol e por fim em
ergosterol, ird ocorrer uma acumulagdo de esqualeno na célula fangica, que é um composto téxico
para as células 4449,
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Figura 1.8 - Via de sintese do
ergosterol 44,
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Geralmente, a terbinafina € bem tolerada sendo os efeitos secundarios mais comuns a nivel
gastrointestinal (diarreia, dispepsia, dor abdominal), a nivel cutaneo (prurido, urticaria) e pode também
afetar o sistema nervoso central através da manifestacdo de dores de cabeca e dificuldade de
concentragao 41424550,

1.3.3 A problematica da resisténcia aos antifungicos

As infegdes provocadas por T. rubrum e, em particular, a onicomicose, séo frequentemente dificeis de
tratar, sendo muito frequente ocorrerem reinfecGes apds a interrupcdo da terapia antifungica prescrita.
Uma das razbes pelas quais a reinfecdo acontece, é a baixa adesdo a regimes de tratamento de longo
prazo com recurso a antifingicos topicos. Por sua vez, as reinfe¢des apds a interrupcdo da terapia
antifingica podem também ser devidas & aquisicdo de resisténcia por parte do fungo T. rubrum,
especialmente no caso de infecBes que envolvam tratamento prolongado com concentracdes
relativamente baixas de farmacos 5.

O uso crescente de antifingicos tem provocado uma maior pressdo seletiva sobre as diferentes
espécies de fungos, onde as espécies sensiveis vao sendo substituidas por estirpes resistentes, levando
assim ao aparecimento de resisténcias provocando uma modificagdo na epidemiologia das infecdes
fungicas, levando a um desenvolvimento de resisténcias secundarias em varias espécies *°.

A realizacdo de testes de suscetibilidade a determinados antiflingicos, torna possivel detetar mais
precocemente resisténcias aos antifingicos através da determinacdo da concentragcdo minima inibitoria
(CMI) (determinada atraves das microdiluicbes em caldo) que consiste na menor concentragdo de
antifungico necessaria para inibir o crescimento de um fungo, neste caso filamentoso, e desta forma
torna-se mais facil de determinar qual o melhor tratamento para um fungo especifico "°.

Na prética clinica, sdo varios os antifingicos prescritos para o tratamento de infe¢des provocadas por
T. rubrum 5, Apesar da enorme disponibilidade de agentes anti-dermat6fitos, a prevaléncia de
dermatofitoses permanece inalterada devido ao aumento da incidéncia de infecBes cronicas e
recorrentes, reinfecdo em populagdes suscetiveis e a falha do tratamento °.

1.3.3.1 Mecanismos de resisténcia de T. rubrum ao antifungico terbinafina

Para que as terapias sejam bem-sucedidas é fundamental haver uma compreensdo dos mecanismos
moleculares subjacentes.

Medicamentos como a terbinafina e os azdis sdo usados em grande escala no tratamento de infecbes
provocadas por dermatofitos e a aquisicdo de resisténcia aos antifingicos por parte destes resulta,
geralmente, da modificacdo das enzimas alvo por mutacdo. Além das mutacGes missense nos genes
gue codificam a enzima-alvo do antiflingico, a resisténcia antifungica também pode ser adquirida pela
sobreexpressdo de genes que codificam transportadores MFS-MDR (proteinas que pertencem a
superfamilia dos facilitadores maioritarios, envolvidos no processo de resisténcia a maultiplos
farmacos) em muitos fungos tendo ja sido descritos varios genes de transportadores ABC tais como
mdrl, mdr2, e mdr4 em T. rubrum, assim como o aumento do efluxo de farmacos ou sobreexpressdo
de enzimas alvo sdo também mecanismos presentes nos dermatofitos responsaveis pela aquisicao de
resisténcia a antiflngicos (Figura 1.9) 7124344851,
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Figura 1.9 - Mecanismos de resisténcia a terbinafina em dermatéfitos. Adaptado de Khurana, A.,
Sardana, K. e Chowdhary, A., (2019) 8,

Sabe-se que o principal mecanismo de resisténcia a terbinafina se deve a mutagfes pontuais no gene
que codifica a enzima esqualeno epoxidase (SQLE), que como j& foi dito anteriormente, esta
envolvida em um dos passos iniciais da biossintese do ergosterol, composto fundamental na membrana
da célula fangica.

Anteriormente a 2017, apesar de serem raramente descritos isolados clinicos de T. rubrum resistentes a
terbinafina, apenas tinham sido documentados dois casos de resisténcia a terbinafina na Europa 52%3, O
primeiro caso a ser registado devido a falha terapéutica, foi através de uma investigacdo desenvolvida
por Mukherjee et al.>3, onde foram detetados 6 isolados de T. rubrum de um Unico paciente com
onicomicose, resistentes a terbinafina com uma CMI de 4ug/mL, detetada através das técnicas de
microdiluicdo e macrodilui¢do de cada um dos isolados. Posteriormente, foi demonstrado, através da
sequenciacdo do gene que codifica a esqualeno epoxidase, que esta resisténcia se devia a uma mutagéo
pontual na posicdo 1177 na grelha de leitura aberta (ORF) (**"TTA —TTT) desse mesmo gene que
levou & substituicdo de um aminoacido, mais precisamente uma leucina por uma fenilalanina, na
posicdo 393. Esses resultados demonstraram convictamente que essa substituicdo de aminoacidos na
proteina final da SQLE, afetaria negativamente a afinidade do agente antifingico para a enzima e
consequentemente a suscetibilidade do organismo ao antiflingico 54%.

Mais tarde, foi caracterizada outra estirpe de T. rubrum fortemente resistente a terbinafina com uma
CMI de 64ug/mL. Neste caso, a sequéncia do gene da SQLE continha uma substituicdo missense na
posicdo 1189 na ORF do gene da enzima (**¥TTC — CTC) que levou a substituicdo do aminoacido
fenilalanina por uma leucina, na posicdo 397 2.

Ambas as mutacdes introduziram substituicbes missense (L393F num caso e F397L no outro), que se
traduziram numa CMI muito superior ao expectavel.

Desde 2017, que tém aumentado a um ritmo alarmante os casos de resisténcia a terbinafina em
diferentes areas geograficas.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos isolados clinicos de pacientes com infe¢des provocadas por
dermatofitos. Adaptado de Yamada et al., (2017) #4.

. . N Crescimento ¢/ Nucleétido substituido no  Substituigdo de  Terbinafina ivei 40 géni
Espécie e n2 do isolado?  Tipo de infegdo Niveis de expresséo genica

terbinafina®> genedaSQLE _ aminodcido  CMI (pg/ml)  da SQLE (média + DP)¢
T. interdigitale
ATCC MYA-4439 Nenhum Nenhum 0.00625 ND
T. rubrum
CBS118892 Nenhum Nenhum NDe 1.08 +0.47
TIMM20083 Tinea pedis +++ TITTA — T1T L393F 6.4 1.26 = 0.48
TIMM20084 Tinea pedis +++ VITTA — TIT L393F 3.2 0.67 = 0.25
TIMM20093 Tinea pedis +++ M7TTA — 11T L393F 6.4 ND
TIMM20094 Tinea unguium  +++ VITTA — TIT L393F 6.4 ND
TIMM20088 Tinea unguium  +++ MTTTTA — TCA L393S 1.6 ND
TIMM20095 Tinea unguium  +++ 177TTA — TCA L393S ND ND
TIMM20085 Tinea unguium  +++ M8TTC — TTA F397L 32 ND
TIMM20086 Tinea unguium  +++ M8TTC — CTC F397L 6.4 0.72 +0.29
TIMM20087 Tinea unguium  +++ 18I TTC — TTA F397L ND 0.64 + 0.27
TIMM20092 Tinea pedis +++ M8TTC — CTC F397L >128 ND
TIMM20091 Tinea pedis +++ M8TTC — ATC F397I 0.8 ND
TIMM20097 Tinea unguium  + 18TTC — GTC F397V ND ND
TIMM20090 Tinea unguium  +++ 1305TTC — ATC F415I 0.1 ND
TIMM20098 Tinea pedis + 1305TTC — TCC F415S ND ND
TIMM20082 Tinea unguium  +++ 1305TTC — GTC F415V 0.4 ND
TIMM20089 Tinea unguium  + 1380CAT — TAT H440T 0.1 ND

T. interdigitale
TIMM20096 Tinea unguium  +++ M8ITTC — CTC F397L 3.2 ND

aTodos os isolados clinicos foram obtidos na Suica e depositados na colecdo de culturas do Instituto de Micologia Médica da Universidade de Teikyo (TIMM).
bA capacidade de crescimento dos isolados clinicos em SDA contendo 0.2pg/ml de terbinafina esta indicada de fraca (+) a elevada (+++).
©ND, ndo determinado.

d . . A N . I -
Os resultados representam os niveis de expressdo de trés reagdes independentes de PCR em tempo real. Os niveis de expressdo génica da SQLE foram indicados como “fold
changes” relativas em comparagdo com a média CT da estirpe wild-type CBS118892.

Na Suiga, a prevaléncia de isolados das espécies T. rubrum e T. interdigitale resistentes a terbinafina
obtidos ap0s cultura de amostras de unhas é de cerca de 1% (17 casos em 2056 isolados testados)
segundo um estudo realizado por Yamada et al.*. Este valor é considerado pelo autor
surpreendentemente elevado tendo em conta que o tamanho médio do genoma dos dermatofitos é de
aproximadamente 22 Mb 44,

De acordo com esse estudo, todos os 17 isolados clinicos estudados de Trichophyton (16 pertencentes
a espécie T. rubrum e 1 pertencente a espécie T. interdigitale) com baixa suscetibilidade a terbinafina,
revelaram alelos do gene SQLE com mutagdes pontuais, que levaram a substitui¢des de aminoacidos
em uma das quatro posi¢des de aminoacidos (Leu393, F397, F415 e His440) dentro da proteina SQLE,
demonstrando também pela primeira vez que a substituicdo do aminoéacido His440 presente na
proteina SQLE de T. rubrum, confere também resisténcia a terbinafina (Tabela 1.1) 4. Ainda neste
estudo, ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis de expressao génica da SQLE entre
quatro isolados T. rubrum e a estirpe de controlo, 0 que indica que a resisténcia a terbinafina por parte
destes isolados se deve as muta¢des pontuais encontradas na sequéncia de aminoacidos da SQLE e nédo
aos niveis de expressdo génica da SQLE #4.

Também se tém verificado casos de resisténcia a terbinafina quando a infecdo é causada por T.
interdigitale.

Um estudo realizado por Singh et al. (2018)%, descreveu, numa amostra total de 67 isolados
Tricophyton, 20 isolados T. interdigitale altamente resistentes a terbinafina obtidos a partir de casos de
tinea corporis e tinea cruris provenientes de trés hospitais em Dehli, india. Todos estes isolados
exibiram CMIs elevadas (entre 4 a > 32ug/mL) descrevendo assim uma taxa de resisténcia a
terbinafina consideravelmente elevada (32%). Posteriormente, com recurso a sequenciacdo do gene
SQLE, foi possivel conferir que todos esses 20 isolados possuiam mutagdes pontuais nesse gene, sendo
gue 60% (n=12) dos isolados continham a substituicdo F397L e os restantes 40% (n=8) apresentaram a
substituicdo L393F ¢,
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Todas estas substituicGes nos aminoécidos da proteina final da SQLE derivadas de muta¢fes missense
no gene que codifica a mesma, sugerem que ocorram alteragdes estruturais desta proteina, que podem
assim estar envolvidas na reduzida suscetibilidade a terbinafina. Gragas ao trabalho de Rudramurthy et
al. %9, foi possivel verificar através de uma representacdo em 3D da estrutura da proteina que, a
mutacdo se encontra no dominio do local de ligacdo da molécula, o que pode levar ao fracasso da
interacdo farmaco-enzima (Figura 1.10) .

Figura 1.10 - Representacdo da estrutura em 3D da proteina wild-type e da proteina
mutante a verde e a vermelho, respetivamente. A mudanga dos aminoécidos de
fenilalanina para leucina (F397L) distorce a estrutura da proteina 4°.

A mesma mutagdo T1189C que leva a substituicdo F397L responsavel pela resisténcia a terbinafina,

foi também descrita em Aspergillus fumigatus, A. nidulans e Sacharomyces cerevisiae (Figura 1.11)
7,49,57

(F383L)
(L398F) (F391L)
F402L F420L P430S F4338

S. cerevisiage 393 VLSVAYSLFRADSDNLEKALQKGCFKYHJRGGDCVNKENVEF
C.albicans 393 TLSIS|YSLFRADKKPLRILRNGCFKYHJRGGECVNGP
A. fumigatus 380 ILAQAMNYSLFRADNQYLRALQRGCFRYHJLG- -LVDGP
A. nidulans 382 ILAQAMYSLFRADDDNLKALQRGCFQYHYMG- -MYETP
T rubrum 388 ILAQAIYSDFRAGDPNLEKVLORGCFRYHJLG--LIDGP

o o e
Q000

L393F F397L

Figura 1.11 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de um dominio altamente conservado da esqualeno epoxidase de T.
rubrum com membros da familia da SQLE fungica, onde as substituicdes de aminoécidos afetam a suscetibilidade &
terbinafina ”.

As 4 substituicGes de aminoacidos que conferem resisténcia a terbinafina na espécie S. cerevisiae
estdo indicadas na parte de cima do alinhamento (F402L, F420L, P430S e F433S) representados na
Figura 1.11. A substituicdo F402L corresponde as substituicdes F389L e F391L na proteina da SQLE
que confere resisténcia a terbinafina nas espécies A. fumigatus e A. nidulans, respetivamente. Na
espécie C. albicans a substituicdo que confere resisténcia a terbinafina corresponde a substitui¢do
L398F. Quando se analisa o alinhamento de aminoacidos de T. rubrum verifica-se que as substituicdes
ocorrem exatamente na mesma posicdo de outras espécies. Posto isto, é entdo sugerido que esta
mutacdo no gene da SQLE provoque resisténcia a terbinafina em diferentes fungos 74957,

Desta forma, a anélise do efeito das substituicdes de aminoécidos que se traduzem em resisténcia aos
antifingicos, neste caso em particular a terbinafina, pode ser bastante Gtil na compreensdo das
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interaces entre enzimas-alvo e respetivos farmacos e assim, definir uma melhor terapia para cada
caso.

De acordo com as normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e a EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), ndo existem valores de corte clinico
estabelecidos para T. rubrum e T. interdigitale, a partir dos quais se passa a considerar determinada
estirpe como resistente a terbinafina. No entanto, em conformidade com o mais recente estudo
desenvolvido por Saunte et. al %, sdo propostos como valores de corte epidemiolégico os valores
0.06mg/L ou 0.125 mg/L (valores referéncia utilizados neste trabalho para os meios de screening).
Recentemente, em Setembro de 2020, a EUCAST propds, para varios antifangicos incluindo a
terbinafina, valores de corte epidemioldgicos provisérios para as espécies T. rubrum e T. interdigitale,
para 0s quais, valores inferiores ou iguais a esses valores as espécies sdo consideradas wild-type sendo
esses, respetivamente, 0.03 mg/L e 0.125 mg/L *°. Relativamente as gamas de valores de CMI para 0s
quais as estirpes sdo classificadas como tendo baixa resisténcia, resisténcia moderada e resisténcia
elevada, num estudo efetuado por Saunte et. al, categorizaram-se os isolados de T. rubrum e T.
interdigitale resistentes como tendo elevada resisténcia a terbinafina se a CMI fosse entre os 4 a >8
mg/L, resisténcia moderada se a CMI fosse entre 1 a 2 mg/L e baixa resisténcia se a CMI fosse entre
0.125 a 0.25 mg/L %8,

2  Objetivos

O estudo apresentado visou caracterizar isolados de dermatdfitos tendo por base as suas caracteristicas
fenotipicas (morfologia, metabolismo e outras) e genotipicas, recorrendo a sequenciacdo de regides
especificas do genoma. Para tal, analisaram-se isolados de Trichophyton guardados na colecdo de
culturas do Laboratério Nacional de Referéncia de Infegdes Parasitarias e Fungicas do Instituto
Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge bem como isolados colecionados prospectivamente a partir
de vérias amostras de tecidos queratinizados com suspeita de infecdo por dermatofitos recebidas
diariamente no mesmo Laboratoério. Pretendeu-se otimizar varias metodologias moleculares de forma a
efetuar a identificacdo molecular de dermatdfitos ao nivel da espécie, verificando-se a aplicabilidade
da sequenciacdo da regido ITS e do gene da calmodulina. Dado que o tratamento destas infecdes é
demorado e por vezes ocorre faléncia terapéutica, pretendeu-se desenvolver, otimizar e implementar
metodologias que permitam efetuar a avaliacdo da resisténcia de isolados de T. rubrum ao antifingico
terbinafina, quer por método cultural quer por detecdo de mutages que conferem resisténcia a este
composto. Por Gltimo, este estudo teve o intuito de também determinar a frequéncia de isolados de T.
rubrum (do universo dos testados) que apresentam resisténcia a terbinafina.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Amostras biologicas

3.1.1 Colheitas e procedimento cultural

Este estudo foi realizado com isolados de produtos bioldgicos queratinizados que foram obtidos em
colheitas realizadas em utentes com suspeita de dermatofitose no periodo de 2017 a 2020. Estas
amostras sdo recebidas diariamente pelo Laboratorio Nacional de Referéncia de Infecbes Parasitarias e
Fungicas do Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge onde se efetua a colheita de produtos
bioldgicos (unhas, pele, couro cabeludo/cabelos) com suspeita de dermatofitose. Para além das
amostras colhidas na institui¢do, sdo também recebidas amostras enviadas por clinicas, centros de
salide, hospitais, ou outros laboratérios de todo o pais.

A colheita de amostras de pele, unhas e cabelo/couro cabeludo é realizada de maneiras distintas,
embora muito semelhantes.

Em casos de lesdes na pele, a pele devera ser desinfetada com alcool a 70% de forma a remover
bactérias superficiais e fungos ambientais para evitar contaminag¢des. O material devera ser raspado
com recurso a um bisturi cirdrgico estéril de ponta redonda para uma placa de Petri estéril . De
seguida, deve-se passar uma zaragatoa embebida em &gua destilada estéril na area onde foi feita
colheita de forma a apanhar algum material biolégico restante % (Por ser um documento interno, sem
acesso livre, ndo foi possivel disponibilizar a documentagdo relativa aos procedimentos de colheitas de
produtos queratinizados com o nome: “Manual de Colheitas: Exame micoldgico para pesquisa e
identificacdo de dermatofitos e fungos potencialmente queratinofélicos — Pele (INSA)™).

Em casos suspeitos de dermatofitose em pélos e/ou cabelos, a &rea suspeita de infe¢do é limpa e
desinfetada como anteriormente e com ajuda de uma pinga, é retirado o cabelo/pélo. E importante
garantir que o cabelo/pélo venha com raiz. Para além do cabelo/pélo, devera também ser colhido
escamas do couro cabeludo da area suspeita de infecdo com recurso a uma zaragatoa embebida em
agua destilada estéril © (Por ser um documento interno, sem acesso livre, ndo foi possivel
disponibilizar a documentacéo relativa aos procedimentos de colheitas de produtos queratinizados com
o nome: “Manual de Colheitas: Exame micoldgico para pesquisa e identificacdo de dermatofitos e
fungos potencialmente queratinofélicos — Cabelo e Couro Cabeludo (INSA)™)..

Em casos de onicomicose, as maos e os pés deverdo ser lavados com &gua e sabdo, dando maior énfase
nas unhas. Apos secagem, as unhas deverdo ser desinfetadas com alcool a 70% e a colheita deve ser
feita através de raspagem da unha infetada ou através do corte da propria unha, o mais préximo
possivel da &rea infetada, e por ultimo deve-se passar uma zaragatoa embebida em agua destilada
estéril de forma a garantir a colheita de algum material restante % (Por ser um documento interno, sem
acesso livre, ndo foi possivel disponibilizar a documentacdo relativa aos procedimentos de colheitas de
produtos queratinizados com o nome: “Manual de Colheitas: Exame micologico para pesquisa e
identificagdo de dermatofitos e fungos potencialmente queratinofélicos — Unha (INSA)”)..

Depois de feita a colheita, fez-se a sementeira dos produtos biol6gicos queratinizados na camara de
fluxo laminar (Classe Il). As amostras biol6gicas foram inoculadas em trés meios - tubo com meio
SDA em rampa suplementado com cloranfenicol (0.05%), um tubo com meio Mycosel agar em rampa
com cloranfenicol e um tubo com meio Sabouraud dextrose liquido também suplementado com
cloranfenicol (onde se inocula a zaragatoa). Aquando da inoculacdo dos produtos queratinizados,
foram também realizados controlos positivo e negativo. Para controlo positivo, fez-se a inoculagdo de
uma estirpe de referéncia (Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533) nos mesmos meios utilizados
na inoculagdo das amostras bioldgicas e a mesma técnica de inoculagdo (ansa ou zaragatoa estéreis).
Para o controlo negativo, os meios foram incubados nas mesmas condi¢fes, mas sem serem
inoculados. Como controlo da esterilidade da cAmara de fluxo laminar, foi utilizada uma placa com
meio malte aberta durante o periodo de inoculagcdo das amostras e incubada na estufa a 35°C, durante
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cinco dias. As amostras foram incubadas na estufa a 27°C, no minimo durante trés semanas. Quando a
quantidade de amostra bioldgica nos permitiu, foi sempre realizado um exame microscopico direto.
Colocou-se a amostra numa lamina com uma gota de hidréxido de potéssio (KOH) a 30%, cobriu-se
com uma lamela e aguardou-se algum tempo antes da observacdo, de forma a garantir que o KOH
consiga degradar os tecidos queratinizados e facilitar, assim, a observacgao de estruturas flngicas.

3.2 Caracterizacao dos isolados de Trichophyton
Ap0s resultado cultural positivo, foi necessario identificar a espécie obtida. Ap6s observagdo macro e
microscopica dos isolados, verificaram-se quais teriam caracteristicas compativeis com dermatdéfitos,
nomeadamente com as espécies T. rubrum e T. interdigitale (muito semelhantes macro e
microscopicamente).
Posteriormente, cada um dos isolados foi repicado para meio malte com cloranfenicol e incubado a
30°C durante sete/catorze dias, de modo a garantir a purificacdo das colonias. A confirmacdo da
identificacdo da espécie foi realizada através de espectrometria de massa - MALDI-TOF MS e/ou PCR
(Polymerase Chain Reaction) com sequenciagdo da regido ITS do RNA ribossomal e do gene da
calmodulina. Estas metodologias serdo de seguida descritas com mais detalhe.

e MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight Mass

Spectrometry).

A tecnologia MALDI-TOF (Figura 3.1)% funciona por detecdo e determinacdo do peso molecular das
proteinas dos microrganismos ©2,
Cada poco do slide é atingido por um laser que ioniza as amostras e € libertada uma “nuvem” de
proteinas que é acelerada por uma carga elétrica. Ao passar através do elétrodo de anel, é registado e
medido o tempo de voo das moléculas, sendo que as moléculas com menos peso molecular atravessam
mais rapidamente o anel, sequidas das moléculas progressivamente mais pesadas. E gerado, entfo, um
espetro de massa que representa 0 numero de iGes que atingem o detetor ao longo do tempo. As
proteinas sdo detetadas com um sensor para criar um espetro que representa a composi¢do proteica de
cada amostra e a identificacdo é feita através da comparacdo dessa composicdo proteica obtida, com
padrdes de proteinas especificos da espécie incluidos numa vasta biblioteca de espectros de referéncia.
Dependendo do grau de conformidade, o microrganismo € identificado ao nivel da espécie, género e
familia 6364,
No Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge, o aparelho utilizado na identificacdo de
microrganismos através da tecnologia MALDI-TOF foi o aparelho VITEK® MS da bioMérieux.

Entrada no analisador de
Detetor de iGes ~ A
massa para determinacio
\\ p ¢
do tempo de voo
o AL oo
Proteinas D i I i eletrostatico
ionizadas D @ % : : : %
© e
% € an
iz e
Analisador de o &
massa o~ @ @ ® @ @  “Nuvem” de
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& P Laser @ © carregadas
Laser — Q-\\.\ \@ positivamente
\_ﬂ/ \\\\
Camara dj N Matiz N\
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Figura 3.1 — Representacéo da tecnologia MALDI-TOF. Adaptado de Patel, R., (2015) 6.
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Protocolo MALDI-TOF para fungos filamentosos:

1. Recolher esporos da superficie da colonia (em area com cerca de 1 a 2 cm de diametro)
utilizando zaragatoa embebida em agua;

2. Suspender o contetdo recolhido pela zaragatoa num tubo de 2ml contendo 900ul de Etanol

70%;

Vértex durante 1 minuto;

Centrifugar durante 2 minutos a 10000-14000g;

Rejeitar o sobrenadante, usando uma pipeta;

Adicionar 40ul de Acido Férmico 70% e homogeneizar no vortex durante 1 minuto;

Adicionar 40pl de Acetonitrile e homogeneizar no vortex durante 1 minuto;

Centrifugar durante 2 minutos a 10000-14000g;

Depositar 1 pl do controlo de leitura (Escherichia coli NCTC 12923 / ATCC® 8739) e quando

secar, adicionar 1pl de matriz CHCA,

10. Depositar 1ul do sobrenadante das amostras e quando secar, adicionar 1l da matriz CHCA,;

11. Colocar o slide no aparelho VITEK® MS e aguardar que a leitura esteja concluida.

© o N O~ W

e PCR

As extragBes de DNA foram realizadas através da utilizacdo de um kit de extragdo de DNA “High
Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche) de acordo com as instrugdes do fabricante
correspondente & versdo 25 de junho 2007 com a referéncia 11796828001, na secgdo 2.7.

Para confirmacdo da identificagdo inicial da espécie, foram realizadas reacfes de PCR de amplificacdo
para amplificacdo da regido ITS. Uma vez que o gene da calmodulina apresenta uma grande
variabilidade interespecifica e baixa variabilidade inter-especifica, a sua sequenciacdo permite a
identificacdo de um isolado ao nivel da espécie de forma precisa (distinguindo espécies do mesmo
complexo). De forma a verificar a compatibilidade de resultados (sequenciacdo da regido ITS/gene da
calmodulina), foi também testada e otimizada a reacdo de amplificacdo e sequenciacdo parcial do gene
da calmodulina.

Tabela 3.1 - Primers utilizados na caracterizagdo molecular das espécies positivas para dermatofitos.

Regido amplificada ) o
) 5>3 Primer Sequéncia
ou sequenciada
) Forward ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACC TTGCGG-3’
Regido ITS
Reverse ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
) Forward cmd5 5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3’
Gene Calmodulina
Reverse cmd6 5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’

Para a reacdo de amplificacdo da regido ITS e para a calmodulina, a reacdo de PCR foi realizada num
volume total de 25ul contendo, respetivamente 1,5ul e 1,75ul de cada primer a 10uM, 1 esfera de mix
liofilizada (illustra™ puReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads,GE Healthcare Life Sciences), 18ul de
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agua ultrapura e 4ul de DNA. As condicBes de cada reacdo, encontram-se descritas na Tabela 3.2 e
Tabela 3.3, respetivamente.

Tabela 3.2 - Condic¢des de PCR utilizadas na amplifica¢do da regido ITS.

Etapa Temperatura Duracéo Ciclos
Desnatuiragao 95°C 4,5 min 1
inicial
Desnaturacéao 95°C 30 seg
Hibridagédo 50°C 30 seg 40x
Extenséo 72°C 1 min
Extenséo final 72°C 3 min 1x

Tabela 3.3 -Condigdes de PCR utilizadas na amplificagdo do gene da calmodulina.

Etapa Temperatura Duracéo Ciclos
Desnaturagao 95°C 10 min 1x
inicial
Desnaturacéo 95°C 30 seg
Hibridagéo 55°C 30 seg 38x
Extenséo 72°C 1 min
Extenséo final 72°C 7 min 1x

Apdbs a PCR, prosseguiu-se para a electroforese em gel de agarose a 2%. Para tal, dissolveu-se 1,89 de
agarose (SeaKem® LE Agarose) em 90mL de tampdo TBE 0,5x e adicionou-se, com ajuda de uma
pipeta, 2ul de GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. Posteriormente, fez-se a corrida do gel a 120V
durante 40/50 minutos. De seguida, foi feita a visualizacdo do gel através de um transiluminador com
recurso ao software Quantity One da Bio-Rad.

De maneira a purificar o DNA amplificado, utilizou-se 1,6pl de Exo-Star com 4ul do produto de PCR
e realizou-se um ciclo a 37°C durante 15 minutos e outro ciclo a 80°C durante 15 minutos no
termociclador.

Para a PCR de sequenciac¢do, foram utilizados os mesmos primers representados na Tabela 3.1. A
reacdo de PCR foi realizada num volume final de 10ul contendo, 3ul de agua ultrapura, 1l de
BigDye, 3ul de tampao proprio para sequenciacdo, 2ul dos respetivos primers e por ultimo, 1ul de
produto de PCR purificado. As condigdes de PCR estdo representadas na Tabela 3.4 para a
sequenciacdo da regido ITS e para a sequenciagdo do gene da calmodulina.

O sequenciador utilizado para determinar a sequéncia de bases foi o ABI PRISM da Applied
Biosystems e o software que vem incorporado para anélise do DNA é o GeneScan ® Analysis.
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Tabela 3.4 -Condices de PCR utilizadas para a sequenciagdo da regido ITS e do gene da calmodulina.

Etapa Temperatura Duracéo Ciclos
Desnaturagao 96°C 5 min 1
inicial
Desnaturacao 96°C 10 seg
Hibridacéo 50°C 5 seg 30x
Extenséo 60°C 4 min
Extenséo final 72°C 5 min 1x

3.3 Testes de suscetibilidade aos antifiingicos

3.3.1 Preparacdo do antifungico terbinafina para os meios de screening (meios agar
suplementados)
Preparou-se meios SDA sem cloranfenicol suplementados com terbinafina (Novartis Research
Institute, Vienna, Austria) em duas concentragbes: 0.06 mg/L e 0.125 mg/L. Para além destes, foi
também preparado meio SDA sem cloranfenicol e sem antifingico que serviu como controlo de
crescimento para garantia da viabilidade das estirpes.
Para preparar a solucdo de antifungico com uma concentracao final de 0.06 mg/L, pesaram-se 12.5 mg
de terbinafina liofilizada (100% poténcia) e diluiu-se em 100 ml de dimetilsulféxido (DMSQ). Desta
forma, por cada 2 litros de meio SDA era adicionada uma aliquota de 1mL da suspensao anterior. Para
a solucgdo de antifungico com uma concentracédo final de 0.125 mg/L, pesou-se 25 mg de terbinafina
liofilizada e diluiu-se em 100ml de DMSO. Posteriormente, por cada 2 litros de meio SDA, adicionou-
se uma aliquota de 1 ml da suspensdo. O esquema ilustrativo da metodologia encontra-se apresentado
na Figura Suplementar 1.

3.3.2 Pesquisa de isolados de T. rubrum e T. interdigitale resistentes a terbinafina por
meio de screening

Para testar a suscetibilidade dos isolados em meio de agar suplementado com terbinafina foi efetuada
uma suspensao de conidios em soro fisiolégico com uma densidade correspondente a 0.5McFarland
(McF). Com recurso a uma zaragatoa, inoculou-se cada isolado em cada um dos meios suplementados
com terbinafina (nas duas concentracfes definidas) e em meio de SDA sem antifungico (servindo de
controlo positivo) através da técnica do riscado em estrias finas em diferentes sentidos.
Posteriormente, incubaram-se as placas de Petri a 27°C durante 15 dias. No 7°, 10° e 15° dia ap0s
inoculagdo, foram efetuados leituras e registos fotograficos dos isolados, conforme sugerido em
bibliografia mais recente %4, Por ndo nos ter sido possivel adquirir nenhuma estirpe de T. rubrum
resistente, ndo foi realizado um controlo positivo nas placas suplementadas com antifungico. O
esquema ilustrativo da metodologia encontra-se apresentado na Figura Suplementar 2.

3.3.3 Determinacdo da suscetibilidade a terbinafina pelo método de microdiluicdo em
placa

Ap0s pesquisa de isolados T. rubrum e T. interdigitale resistentes a terbinafina por meio de screening,

foi necessario determinar qual a CMI de cada um destes isolados e também de 16 isolados suscetiveis,

para efeitos comparativos.
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Neste estudo seguiu-se a metodologia CLSI M38A-2 %, nomeadamente com a utilizacdo de meio
RPMI 1640, as microplacas utilizadas foram as de fundo redondo, a standardiza¢do do inéculo foi
feita recorrendo ao espectrofotometro (A= 530nm e 65-70% transmitancia) e a suspensdo foi preparada
entre 0s 1 x 103 UFC/mL a 3 x 103 UFC/mL, de acordo com o descrito em estudos recentes 6667,

O esquema do protocolo das microdilui¢ces, encontra-se representado na Figura Suplementar 3.
Inicialmente, foi necessario, mais uma vez, inocular cada um dos isolados para meio malte/SDA com
cloranfenicol e incubado a 30°C durante sete/catorze dias, de moda a garantir a purificacdo e a
esporulacédo das coldnias.

De seguida, foi feita a inoculagdo das microplacas com indculo preparado de cada isolado sendo
posteriormente incubadas a 25°C, durante 5-7 dias.

A leitura dos resultados foi efetuada no sétimo e ultimo dia de incubacdo. A interpretacdo dos
resultados foi realizada através da observacdo da reducdo em 80% do crescimento in vitro, nos po¢os
da microplaca com dilui¢bes seriadas de terbinafina, em comparacdo com o crescimento da estirpe no
poco sem a presenca do antifungico (controlo positivo).

Como controlo positivo, foi utilizada a estirpe ATCC 204 304 A. flavus cuja CMI para a terbinafina
esta entre 0.25 - 1 mg/L.

3.4 Amplificacdo e sequenciacdo do gene da SQLE para pesquisa de mutacgdes que
confiram resisténcia a terbinafina em T. rubrum e T. interdigitale

Para que fosse possivel pesquisar e perceber quais as mutagbes envolvidas no mecanismo de
resisténcia a terbinafina por parte de T. rubrum e T. interdigitale, foi necessario implementar a técnica
de PCR para amplificagdo e sequencia¢do do gene codificante da enzima SQLE, o principal alvo do
antifingico terbinafina. Para isso, e com base nos trabalhos desenvolvidos por Yamada et. al %,
Khurana et. al % e Singh et. al % foram realizadas reacoes de PCR de amplificacdo e sequenciacdo do
gene completo da SQLE, utilizando os primers F1 e R1 (Tabela 3.5). No entanto e como otimizacao
da técnica a desenvolver, realizou-se, em fase posterior, amplificacdo e sequencia¢do parcial do
mesmo gene (520 pb) utilizados os primers Drsgl e Drsg2 (Tabela 3.5) .

Tabela 3.5 - Primers utilizados na amplificagdo e sequenciacao do gene da SQLE presentes em T. rubrum e T. interdigitale.

Regido amplificada ) o o
) 5->3 Primer Sequéncia Referéncia
e sequenciada
Forward F1 5’- ATGGTTGTAGAGGCTCCTCCC -3’ Tr;;"_f;jf;"jc’lf::i:”;;z;:
M —————
MICs and SQLE mutations:
Reverse R1 5’- CTAGCTTTGAAGTTCGGCAAA -3’ Ananta Khurana et al 2018; High
Gene SQLE terbinafine resistance in T.
interdigitale isolates in Dehli:
Ashutosh Singh 2018.
Forward Drsql 5’-TTGCCAACGGAGGTGTAAAG -3’ Antifungal drug susceptibility
rofile of clinically importante:
Reverse | Drsq2 5~ GGGGCCATCTATAAGTCCAAGTT -3’ sz

A mistura de reacdo de amplificacdo do gene SQLE foi a mesma para os dois pares de primers
utilizados: volume final de 25 pl constituido por: 1,5ul de primer forward e reverse a 10uM, 18ul de
agua ultrapura, 1 esfera de mix liofilizada (illustra™ puReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads,GE
Healthcare Life Sciences) e 4ul de DNA.

A eletroforese em gel de agarose, visualiza¢do do gel e a purificacdo do DNA amplificado foi feita de
acordo com a metodologia descrita previamente.
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Para a sequenciacdo do gene da SQLE, a reagdo de PCR foi realizada num volume final de 10 pul e
utilizou-se 2ul de cada primer a 10uM respetivamente, 3ul de agua ultrapura, 1ul de BigDye®
(ThermoFisher Scientific), 3ul do respetivo tampao e 1ul de DNA purificado, com as condi¢des
descritas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Condic¢des de PCR utilizadas para a sequenciacao do gene da SQLE para cada par de primers.

Etapa Temperatura Duracéo Ciclos
Desnaturagao 96°C 5 min 1x
inicial
Desnaturacédo 96°C 10 seg
Hibridacéo 50°C 5 seg 30x
Extenséo 60°C 4 min
Extenséo final 72°C 5 min 1x

3.5 Pesquisa de mutacdes no gene SQLE

Ap0s sequenciacdo das cadeias forward e reverse, as sequéncias consenso foram obtidas com o
programa Chromas Lite. Para fazer a pesquisa de mutagfes no gene da enzima SQLE, utilizaram-se as
sequéncias obtidas através das PCRs de sequenciacdo com os primers F1 e R1 (numa primeira fase) e
Drsgl e Drsg2 (numa segunda fase). Para tal, utilizou-se o software MEGA7 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 7.0). Este software foi utilizado para alinhar as sequéncias consensus dos
isolados T. rubrum resistentes e alguns suscetiveis com uma sequéncia de referéncia de um isolado
sensivel T. rubrum (GenBank: MG587093.2) e com uma sequéncia de referéncia de um isolado
resistente (GenBank: Ay282412.1). Em relagdo aos isolados de T. interdigitale, estes foram também
comparados com uma sequéncia de referéncia de um isolado resistente (GenBank: MH114933.1) e
outro suscetivel (GenBank: MN893286.1).

3.6 Analise estatistica
Toda a andlise estatistica dos dados clinicos utilizados neste estudo, foi realizada com recurso ao
software IBM SPSS® versdo 26.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG587093.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ay282412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH114933
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN893286

4  Resultados

4.1 Caracterizacdo da populacdo amostrada

Neste estudo foram incluidos 164 isolados de dermatéfitos. A caracterizacdo da populacdo de utentes
dos quais se isolaram estes dermatdfitos encontra-se apresentada na Tabela Suplementar 1. Dos 164
utentes, 54,3% (N=89) pertencem ao sexo masculino e 34,1% (N=56) ao sexo feminino, com idades
compreendidas entre 0s 3 e 81 anos de idade. Em 11,6% dos casos (N=19), ndo nos foi possivel obter
os dados em rela¢do ao género nem & idade.

000 [11,200 [21,300 [31,400 [41,500 [21,80[ [61,69] =70 Sem
Dados

Figura 4.1 - - Representagdo grafica das varias faixas etarias encontradas nos 164 isolados de T. rubrum e T. interdigitale.

As faixas etérias mais afetadas foram entre os 11 e os 20 anos de idade e entre os 41 e os 50 anos de
idade, sendo que 7,9% (N=13) e 10,4% (N=17) correspondem ao sexo masculino, respetivamente,
enguanto que 6,1% (N=10) e 3,0% (N=5) correspondem ao sexo feminino, respetivamente (Figura
4.1).

Unhas (N=129; 78,66%) e pele glabra (N=19; 11,59%) revelaram ser os tipos de amostra mais comuns
em casos suspeitos de dermatofitose recebidos no Laboratdrio Nacional de Referéncia de InfecGes
Parasitarias e Fungicas do Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge.(Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Representacdo grafica dos tipos de amostra biol6gica mais frequentemente recebidos no laboratério com presenca de
dermatofitose.

4.2 Caracterizacado dos isolados de Trichophyton através da técnica de PCR e MALDI-
TOF

A identificacdo até a espécie dos 164 isolados de dermatéfitos foi confirmada, inicialmente, através de
MALDI-TOF com valores de confianca acima dos 99%. De seguida, os isolados resistentes e alguns
isolados suscetiveis pertencentes as espécies T. rubrum e T. interdigitale foram sujeitos a PCR da
regido ITS e do gene da calmodulina, para confirmacdo da identificacdo prévia e para constru¢do da
arvore filogenética, e do gene da SQLE para pesquisa de mutacdes através da sequenciacdo do DNA.
Foram estabelecidos como critérios de aceitacdo da qualidade das sequéncias, 0s parametros de
coverage e homologia que foram simultaneamente iguais ou superiores a 98% de modo a garantir o
seu poder discriminatorio.

Inicialmente, foram apenas selecionados 147 isolados de T. rubrum. Adicionalmente, foram ainda
estudados 17 isolados de T. interdigitale.

Dos 147 isolados de T. rubrum, ndo foi possivel recuperar 45 isolados (27,4%) o que significa que
apenas foram utilizados 102 isolados (vidveis) de T. rubrum. Obteve-se assim uma taxa de
recuperacao de 69,39% desta espécie, ja da espécie T. interdigitale a taxa de recuperacdo foi de 100%.
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4.3 Filogenia dos isolados T. rubrum e T. interdigitale estudados

Na Figura 4.3 e na Figura 4.4, encontra-se representada, a titulo exemplificativo, a arvore
filogenética construida com base na sequéncia do gene da calmodulina e da regido ITS,
respetivamente, de alguns isolados de ambas as espécies. Nao foi possivel incorporar a sequéncia do
isolado n°59 da espécie T. interdigitale na arvore filogenética da regido ITS por contaminacéo.

63 T interdigitale Calmodulina

— 94 T inferdigitale Calmoduling

100%%

61 T interdigitale Calmodulina

100%

41 T interdigitale Calmodulina

100%:
39 T interdigitale Calmodulina

94%

65 T interdigitale Calmodulina

- 40 T interdigitale Calmodulina

’7 126 T rubrum Calmoduling

93%

143 T rubrum Calmodulina

0o

Figura 4.3 - Arvore filogenética obtida por Neighbor-Joining a partir das sequéncias do gene da calmodulina.
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4] T interdigitale ITS
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94 T interdigitale ITS
7%

72% 61 T interdigitale ITS

73% 63 T interdigitale ITS

B82%

65 T interdigitale ITS

49 T. interdigitale ITS

126 T rubrum ITS

98%

143 T rubrum ITS

0.010

Figura 4.4 - Arvore filogenética obtida por Neighbor-Joining a partir das sequéncias da regio ITS.
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4.4 Testes de suscetibilidade a terbinafina

4.4.1 Pesquisa de isolados T. rubrum e T. interdigitale resistentes a terbinafina por
meios screening de agar suplementado com terbinafina

Para detecdo inicial de resisténcia a terbinafina e determinacéo da sua frequéncia, foram testados 102

isolados de T. rubrum e 17 isolados T. interdigitale provenientes das amostras clinicas. Foram

observados os meios com as diferentes concentragdes de antifingico e o resultado categorizado como

“+” com crescimento e “-* sem crescimento.

Foi detetado um (=1%) isolado de T. rubrum (isolado n° 126) com crescimento acentuado em ambas

as concentragfes de antifungico (0.06 mg/L e 0.125 mg/L) (Erro! A origem da referéncia nédo foi

encontrada.) sugerindo assim ser resistente a terbinafina.

. - \
itt'ié 'QMI.‘

TRB 0.06mg/L

N° 126 ' . . %

SDA s/ clorafenicol

Figura 4.5 - Resultado do screening para o isolado T. rubrum N° 126.

Apesar de o estudo se focar principalmente na resisténcia de T. rubrum a terbinafina, paralelamente foi
estudada a resisténcia de alguns isolados de T. interdigitale.

Neste estudo adicional, dos 17 isolados T. interdigitale testados, foram detetados 3 (1,83%)
resistentes sendo eles os isolados n° 63, n° 59 e n° 94 (Figura 4.6). Os isolados referidos apresentaram
um crescimento significativo em ambas as concentragdes de antiflngico, pelo que sugerem ser
resistentes a terbinafina.

N° 63

kN » N\
SDA s/ A
. TRB 0.125mg/L
clorafenicol y \
/ .}\-
SDA s/
clorafenicol

N° 59
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Figura 4.6 - Resultados dos screenings realizados aos isolados T. interdigitale.

4.4.2 Determinacdo da suscetibilidade a terbinafina pelo método de microdiluicdo em
placa

No total foram realizadas 20 determinacOes do padrédo de suscetibilidade a terbinafina pelo método de

microdiluicdo em placa: foram analisados todos os isolados de T. rubrum e T. interdigitale (Tabela

4.1) considerados resistentes (por ter ocorrido crescimento no meio de screening) e também alguns

suscetiveis.

Tabela 4.1 - Suscetibilidade ao antiflngico terbinafina dos isolados T. rubrum e T. interdigitale determinada através de
microdilui¢do em caldo.

Screening Microdiluicdes
TRB CMI (mg/L)
Isolado Espécie 0.06 mg/L.  0.125 mg/L TRB
126 T. rubrum + + 8
81 T. rubrum - - 0.5
80 T. rubrum - - 1
62 T. rubrum - - 1
68 T. rubrum - - 1
51 T. rubrum - - 0.25
49 T. interdigitale - - 0.25
59 T. interdigitale + + 1
32 T. interdigitale - - 0.25
63 T. interdigitale + + >8
9 T. interdigitale - - 0.0625
61 T. interdigitale - - 0.25
15 T. interdigitale - - 0.25
94 T. interdigitale + + >8
65 T. interdigitale - - 0.25
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41 T. interdigitale - - 0.25

130 T. interdigitale - - 0.25

148 T. interdigitale - - 0.25

17 T. interdigitale - - 0.25

16 T. interdigitale - - *
Legenda:

*Ndo foi possivel determinar a CMI;
+ Com crescimento
- Sem crescimento

Com base na interpretacdo da Tabela 4.1, verifica-se uma concordancia entre os dois métodos
principalmente nos isolados resistentes, pelo que é possivel concluir que o método de microdiluicao
corrobora os resultados obtidos pela metodologia de screening em agar: os isolados 126, 59, 63 e 94
sdo resistentes a terbinafina, com CMI de 8 mg/L, 1 mg/L e > 8 mg/L, respetivamente.

Todos os isolados que ndo cresceram nos meios de screening, foram considerados como suscetiveis a
terbinafina ou como tendo uma baixa resisténcia ao antifingico .

Né&o foi possivel determinar a CMI do isolado n° 16 devido a contaminacdo dos pog¢os, pelo que esta
estirpe ndo foi categorizada no que respeita ao seu padrao de suscetibilidade a terbinafina.

No geral, a frequéncia de resisténcia a terbinafina nos dermatéfitos estudados foi de 2,44%. A
frequéncia de resisténcia a terbinafina em T. rubrum foi de ~1%, e em T. interdigitale de 1,83%.
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4.5 Otimizacéo e implementacdo da técnica PCR para amplificacéo e sequenciacédo do
gene da SQLE para pesquisa de mutacGes que conferem resisténcia a terbinafina
em T. rubrum e T. interdigitale

Tal como referido anteriormente, numa primeira fase, utilizou-se o par de primers F1/R1 para

amplificacdo do gene da SQLE, com as condi¢des descritas em Yamanda et al., 2017, acrescentando

somente um ciclo de extensdo final de 5 minutos a 72°C ( Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Otimizag&o das condigBes de PCR para amplificacdo do gene SQLE com os primers F1 e R1.

Etapa Temperatura Duracéo Ciclos
Pesnalragio | g S min Ix
inicial
Desnaturacéo 94°C 30 seg
Hibridacdo 58°C 30 seg 30x
Extenséo 72°C 45 seg
Extensao final 72°C 5 min 1x

Porém, o tamanho do fragmento esperado (1600pb) ultrapassa o limite de leitura feita pelo
sequenciador utilizado (até 700pb), ndo sendo a defini¢do da sequéncia acima deste valor considerada
fiavel (Figura 4.7). Algumas das mutacGes (ja descritas) que conferem resisténcia a terbinafina
encontram-se acima dos 700 pb, pelo que ndo se utilizou este par de primers e foi decidida outra
abordagem.

Figura 4.7 - Resultado da eletroforese em gel de agarose do produto da primeira
PCR para amplificacdo do gene da SQLE com os primers F1 e R1.
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Optou-se entdo por utilizar o par de primers Drsql e Drsg2, que amplificam a regido onde ja foram
descritas mutacdes que conferem resisténcia a terbinafina e com um fragmento esperado de 520 pb. As
condicOes utilizadas foram as que se encontram descritas em Salehi et al., 2018, acrescentando
unicamente um ciclo de extenséo final de 7 minutos a 72°C (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Otimizag&o das condigdes de PCR para amplificacdo do gene SQLE com os primers Drsql e Drsg2.

Etapa Temperatura Duracao Ciclos
Desnaturagao 95°C 5 min 1x
inicial
Desnaturacéao 95°C 30 seg
Hibridacéo 60°C 30 seg 34x
Extensdo 72°C 3 min
Extenséo final 72°C 7 min 1x

493
224

Figura 4.8 - Resultado da eletroforese em gel de agarose do produto da
Gltima PCR para amplificagdo do gene da SQLE com os primers Drsql e
Drsqgz2.

Ao utilizar o par de primers Drsgl e Drsg2 com as condi¢es de amplificacdo descritas na Tabela 4.3
e de sequenciacdo enunciadas na Tabela 3.6, foi possivel obter uma banda nitida e do tamanho
esperado (Figura 4.8), o que levou a que estas condic¢des fossem consideradas ideais na amplificacéo
e sequenciacdo do gene alvo sendo por isso, aplicadas nos restantes isolados.
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4.6 MutacOes pontuais detetadas no gene SQLE de isolados resistentes a terbinafina

Selecionados o0s isolados resistentes e sensiveis e determinadas as respetivas CMI, foi efetuada a
sequenciacdo parcial do gene da SQLE para determinar se essa resisténcia esta associada, ou ndo, a
uma mutagdo nesse mesmo gene.

No total, em 4 isolados resistentes, o isolado resistente T. rubrum n° 126 e o isolado T. interdigitale n°
94, foram os Unicos isolados cujas mutacdes** no gene da SQLE foram detetadas.

No isolado n° 126, foi possivel confirmar que a sequéncia do gene da SQLE contém uma mutacdo
missense na posicdo 1189 na ORF do gene da enzima (*8TTC> ATC) (Figura 4.9) que levou a
substituicdo do amino&cido fenilalanina por uma isoleucina, na posi¢do 397 da proteina (Figura 4.10).

T1189A

1. GenBank: MG587093.2_T. rubrum
2. GenBank: AY282412.1_T. rubrum
3. 143 T rubrum
4. 126 _T rubrum

Figura 4.9 - Alinhamento da sequéncia de DNA do gene da SQLE flngica do isolado resistente T. rubrum n°126 e de um isolado sensivel T. rubrum n° 143
com as sequéncias de referéncia sensivel e resistente do GenBank MG587093.2 e AY282412.1, respetivamente.

1. GenBank: MG587093.2_T.rubrum L LRBLLEPEAVPBLEBFKLVLKALEKFHNARKEBL 18V INI LABALYS{FAAB----- -

2 GenBank AY2824121_T.ruoum  LLRBILLEPEAVPELEBRKL vLKALEKFHWERKEL 1By | NI La@aryE FraB------

3. 143 _T.rubrum LLRPLLEPEAVPBLEBTKLVLKALEKFHNEGRKEL 1BV I NI LABALYEIFRABBKL I LE
4. 126 _T.rubrum LLRPLLSPEAVPDLEBTKLVLKALEKFHNERKEL 18V I N1 LAGALYE I pABBKL I L

Figura 4.10 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina SQLE fingica do isolado resistente T. rubrum n°126 e de um isolado sensivel T. rubrum n°
143 com as sequéncias de referéncia sensivel e resistente do GenBank MG587093.2 e AY282412.1, respetivamente

Em relacdo aos isolados de T. interdigitale, de 3 resistentes, apenas foi detetada mutacdo** que confere
resisténcia a terbinafina no isolado n°® 94.

No alinhamento da sequéncia de DNA do gene da SQLE flngica (Figura 4.11), foi identificada uma
mutacdo missense na posi¢do 1189 na grelha de leitura aberta do gene alvo (**TTC—* CTC) que
levou a substituicdo de uma fenilalanina por uma leucina na posicéo 397 da proteina (Figura 4.12).

T1189C
N/
Species/Abbry ® e e/ e e e e e ettt e ereee e eeeeeeeeeeeeee teeerrrerere| refreeeeeeee
1. GenBank: MG587085.2 T. interdigitale_WT §8C c c Clc c c c EICNE cc
2. GenBank: MH114933.1 T. interdigitale_Nv/THi& C Cc c cCWC c Cc c ccc cc
3. 41_T. interdigitale I c I CHlc I I L cCCC cC
4 49 T interdigitale C C [ cCWC [ C C ccc cC
S. 65_T. interdigitale c C [ cCTC [ c 4 ccc cc
6. 94_T. interdigitale C c cEcC c Cc \H cccC cC

Figura 4.11 - Alinhamento da sequéncia de DNA do gene da SQLE flngica do isolado resistente T. interdigitale n® 94 e de trés isolados sensiveis T. interdigitale
(n°41, 49 e 65) com uma sequéncia de referéncia resistente e sensivel do GenBank MH114933.1 e MG587085.2, respetivamente.
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Species/Abbry #lale(e|e|2e|2|efe|e|e|n|elele||e|ee|e 2 ¢|n|eele e nlelele| e ee|e e e nlelele lalelee|zelelezs £ 2 B

1. GenBank: MG587085.2 T. interdigitale_WT VAF VVLLRNLLSIPEAVPEL KLVLKELESKFH RKSILISGVINILA L ¥ FRABG- - -
2. GenBank: MH114833.1 T. interdigitale_NWT VA F VVLLRNLLSPEAVPEL KLVLKRLSKFH RKSILIGVINILA FY FRA - -
3. 41_T. interdigitale VAF VVLLRNLLSIPEAYVPEL KLVLKELSIKFH RKSILISGVINILA L ¥ FRA K H
4. 49_T. interdigitale VA F VVLLRNLLSPEAVPEL KLVLKRLSKFH RKSILIGVINILA LY FRA KH
5. 85_T. interdigitale VAF VVLLARNLLSPEAVPDL KLVLK@GLSKFH RKSLISVI I LA LY FRpaAa KH
6.94_T interdigitale VAF VVLLRNLLSPEAYPEL KLVLKELSKFH RKSIL ISV | LA LY LpA K H

Figura 4.12 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina SQLE fungica do isolado resistente T. interdigitale n® 94 e de trés isolados sensiveis T.
interdigitale (n° 41, 49 e 65) com uma sequéncia de referéncia resistente e sensivel do GenBank MH114933.1 e MG587085.2, respetivamente.

Relativamente aos restantes isolados resistentes T. interdigitale, isolados n°63 e n°9, ndo foram
detetadas quaisquer mutagdes responsaveis**5¢ pela aquisicdo de resisténcia ao antiflingico terbinafina
nas posi¢cdes conhecidas do gene da SQLE nem em outras posicbes ndo descritas (dados ndo
representados) sendo apresentadas as possiveis hipoteses no préximo capitulo.

5 Discusséo de Resultados

Com uma prevaléncia estimada entre 0s 20% e 0s 25% em todo o mundo, as dermatofitoses sdo
responsaveis por grandes impactos econdmicos na satde. A distribuicdo das dermatofitoses, os agentes
etiologicos e os padrdes de infecdo, variam de acordo com a localizacdo geogréafica e com uma ampla
gama de fatores ambientais e culturais 7°. Principalmente em paises tropicais e subtropicais, estas
infecBes fungicas sdo mais frequentes. No continente asiatico e no continente africano, as condicdes
socioeconémicas tendem em ser mais problematicas do que na Europa ou nas Américas e existem
mais problemas com o diagndstico e com a terapia. Para além disso, o clima quente e himido encoraja
a que as dermatofitoses sejam mais extensas e prolongadas. Em Africa, o nimero elevado de
individuos infetados com VIH favorece também a presenca de certos tipos de infegdes, sendo também
um fator de risco. No entanto, com a expansdo dos aglomerados populacionais, movimentos sociais, a
frequéncia de espagos publicos como piscinas, balneérios, ginésios, o uso de calgado fechado, o
aumento da incidéncia de diabetes, de doencas vasculares e de doengas prolongadas e também com o
envelhecimento da populacdo, tem havido uma alteracdo do cenario nos paises desenvolvidos e cada
vez é mais frequente as dermatofitoses nessas populagdes 43670, Qutro fator que temos de ter em conta
sdo as alteragBes climaticas. Como se sabe, a prevaléncia de dermatofitoses € maior em paises
tropicais e subtropicais por serem paises mais himidos e com temperaturas mais elevadas, ao contrario
do que acontece com outros paises com temperaturas mais baixas, onde a prevaléncia acaba por ser
menos elevada. As altera¢des climéaticas com origem antropogénica, levaram a que a temperatura
média global aumentasse para ~1°C acima dos niveis pré-industriais, com maiores variacoes
principalmente em 4areas urbanas com elevadas taxas populacionais. Com este aumento de
temperatura, com a transpiracao excessiva nos pés principalmente devido ao uso de cal¢ado sintético e
fechado, com as pessoas a andarem descalcas principalmente em zonas publicas como piscinas, é
expectavel que a prevaléncia continue a aumentar uma vez que com as alteragfes climaticas é
previsivel que outras regides que nao as regides endémicas de certas espécies, reinam as condicdes
ambientais favoraveis para o estabelecimento destas espécies, como temperaturas mais elevadas e
maior humidade que sdo condigdes favoraveis que contribuem para um desenvolvimento deste grupo
de organismos 72,

Este estudo conta com 164 isolados de dermatdfitos obtidos através de casos clinicos recebidos
diariamente no Laboratdrio Nacional de Referéncia de Infecfes Parasitarias e Fungicas do Instituto
Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge de diferentes regides de Portugal. Estes dermato6fitos foram
identificados até a espécie e procurou-se detetar a frequéncia da sua resisténcia a terbinafina e ainda
detetar as mutacdes no gene SQLE, caso existissem, associadas a resisténcia ao antiflngico
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terbinafina. Destes 164 isolados, 54,3% (N=89) pertencem ao sexo masculino o que vai de acordo com
varios estudos realizados em todo o mundo onde se verifica uma maior prevaléncia de dermatofitoses
no sexo masculino 937:4066.70.73.74 " A jdade média dos individuos foi de 40, 7 anos o que também vai de
encontro com estudos anteriores onde demonstram haver uma maior prevaléncia de pé de atleta e
onicomicose na faixa etéria entre os 21-50 anos de idade. No presente estudo, a faixa etaria com maior
prevaléncia destas patologias foi entre os 11-20 anos de idade (14,02%), seguida da faixa etaria entre
0s 41-50 anos de idade (13,41%). Apesar de o envelhecimento da populacdo ser um dos fatores de
risco para o aparecimento deste tipo de infe¢des, principalmente em ambiente ocupacional, cada vez é
mais frequente nos dias de hoje as criancas/jovens adultos participarem em atividades
extracurriculares, principalmente atividades que envolvam exercicio fisico, o que pode levar a uma
maior exposicao a este tipo de infecdes por dermatofitos, no entanto, a transmisséo entre membros da
familia continua a ser mais comum do que a transmissao horizontal 0.6.75,

Do total de 164 isolados, apenas foi possivel recuperar 102 isolados pertencentes a espécie T. rubrum
pelo que demonstrou uma fraca viabilidade da cultura quando recuperada do stock congelado
enguanto que todos os isolados da espécie T. interdigitale (N=17) foram recuperados na sua totalidade.
A aplicacdo da técnica MALDI-TOF, seguida da confirmacdo através de técnicas de biologia
molecular, a estes 119 isolados, permitiram uma correta identificacdo dos isolados o que comprova a
eficacia e sensibilidade de cada metodologia sendo por isso recomendadas para a identificacdo e
discriminacdo de espécies dentro do género Trichophyton. Contudo, é necessario ter em conta 0s pares
de primers a utilizar na identificacdo molecular das espécies do género Trichophyton. No presente
estudo, tanto a sequenciacdo da regido ITS como a sequenciacdo do gene da calmodulina com o par de
primers ITS1/ITS4 e cmd5/cmd6, respetivamente, permitiram obter um poder discriminatorio elevado
e por essa razdo, a sua utilizacéo foi validada.

No que diz respeito as arvores filogenéticas, tanto para as sequéncias do gene da calmodulina (Figura
4.3) tanto para as sequéncias da regido ITS (Figura 4.4), foi possivel obter uma clara identificacdo e
distincdo entre ambas as espécies, com bootstrap values > 93% para o gene da calmodulina e uma
maior discrepancia nos valores registados para a regido ITS. Para os isolados analisados verificou-se
gue quer a sequenciacao da regido ITS quer a sequenciagdo parcial do gene da calmodulina permitiram
a identificagdo correta da espécie, ambas com identificagdes concordantes. No entanto, de acordo com
a anélise de Neighbor-joining efetuada aos isolados, a sequenciagdo ITS parece permitir maior
discriminac&o entre os isolados.

Como principal objetivo deste estudo pretendeu-se avaliar a resisténcia de T. rubrum a terbinafina,
antifungico de eleicdo no tratamento de pé de atleta e onicomicose. Para além de todos os fatores ja
mencionados, 0 extenso periodo temporal de terapéutica (e por isso muitas vezes a falha de
compromisso com a mesma) e a falta de diagndstico correto, tem feito com que casos de resisténcia
aos antifungicos pelos dermatdfitos sejam notificados em todo o mundo, tendo ja sido reportados
varios casos na Europa e estima-se que estejam subvalorizados e que continuem a aumentar 44:51.58.68.69,
A caracterizacdo dos padrdes de suscetibilidade ao antifingico terbinafina foi feita recorrendo aos
meios de screening de agar suplementado com terbinafina e ao método das microdilui¢cbes em caldo,
gue embora sejam metodologias diferentes, sdéo complementares uma da outra.

O uso dos meios de screening é uma metodologia comum a laboratdrios onde é feito o estudo de
suscetibilidade a antifingicos pois, permite fazer uma triagem de possiveis isolados resistentes e
suscetiveis. E uma técnica de facil execucdo e pouco dispendiosa, mas é um método moroso
principalmente no estudo de dermatéfitos pelo seu tempo de crescimento demorado o que pode levar
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também a uma maior probabilidade de contaminacdo dos meios. Por outro lado, as microdiluigdes em
caldo s@o um método mais rigoroso e preciso pois, permitem uma correta definicdo de quais 0s
isolados resistentes e quais 0s isolados suscetiveis, sendo por isso indispensavel na caracterizacdo de
padrbes de suscetibilidade. Assim, de acordo com os resultados obtidos pelo método de screening,
2.44% dos isolados foram considerados resistentes. De acordo com a metodologia das microdiluicdes,
uma maior percentagem dos isolados testados apresentaram resisténcia a terbinafina, de acordo com os
valores propostos num estudo recente %8, No entanto, todos os isolados do nosso estudo foram testados
pelo método de screening enquanto que apenas alguns foram testados pelo método das microdiluicdes
(todos os considerados resistentes e alguns considerados como sensiveis no meio screening).Foi
possivel selecionar por meio de screening de agar suplementado com terbinafina, um Unico isolado
resistente T. rubrum numa amostra total de 102 isolados e trés isolados resistentes T. interdigitale
numa amostra total de 17 isolados, em ambas as concentracfes utilizadas definidas pela norma
EUCAST (0.06 mg/L e 0.125 mg/L)%® com CMlIs posteriormente confirmadas por microdiluigdo
seguindo as normas do CLSI . Os nossos resultados demonstraram que o isolado n°126 T. rubrum
revelou ser bastante resistente a terbinafina com uma CMI de 8 mg/L. Os isolados de T. interdigitale
n°® 63 e n° 94 apresentaram CMIs superiores a 8mg/L, 0 que indica uma baixa suscetibilidade a
terbinafina; o isolado de T. interdigitale n° 59 apresentou uma CMI igual a 1 mg/L o gque sugere uma
resisténcia moderada a terbinafina, de acordo com os parametros definidos pelo estudo de Saunte et
al.8, Todos os isolados com resisténcia marcada a terbinafina foram detetados por utilizacdo dos
meios de screening. A maior parte dos isolados considerados com baixa resisténcia a terbinafina foram
0s que apresentaram uma MIC de 0.25 mg/L. O método das microdilui¢des apresenta uma gama de
erro da determinacdo das MICs, que pode ir de 1 a 2 diluigdes. Assim, o real valor de MIC podera ser
de facto menor que 0.25 mg/L; uma diluicdo a menos serd 0.125 mg/L, o0 que estd de acordo com 0s
resultados obtidos pelo método de screening. Verificou-se assim, uma complementaridade de
métodos. Este estudo e os dados obtidos permitiram a implementacéo e aplicagdo da metodologia de
screening de agar suplementado com terbinafina na rotina clinica do Laboratério Nacional de
Referéncia de Infecdes Parasitarias e Fungicas do Instituto Nacional de Sadde Doutor Ricardo Jorge.

Ja foi demonstrado que o mecanismo de resisténcia a terbinafina mais frequente nos dermatofitos esta
relacionado com mutagdes pontuais em uma das quatro posi¢es (L393, F397, F415 e H440) da
proteina da SQLE. Recentemente, Yamada et al.*4, demonstrou uma taxa de resisténcia a terbinafina
de 1% que incluia maioritariamente isolados pertencentes a espécie T. rubrum (N=16) e apenas um
isolado pertencente a espécie T. interdigitale que foi considerado como resistente a terbinafina com
uma CMI de 3.2 pug/mL e que continha a substituicdo F397L na proteina codificada pela SQLE. Mais
tarde, Singh et al.%®, reportou 20 isolados T. interdigitale num total de 63, com uma taxa elevada de
resisténcia a terbinafina (32%) com CMIs entre os 4 a > 32 pg/mL, onde 12 dos 20 isolados T.
interdigitale resistentes apresentaram a mesma substituicdo F397L na proteina da SQLE que o isolado
T. interdigitale descrito no trabalho de Yamada et al.** e onde foi detetada, pela primeira vez, a
substituicdo L393F nos restantes 8 isolados T. interdigitale resistentes 6. Ambas as substitui¢des
também conferem o fendtipo resistente em T. rubrum.

Neste estudo, a otimizagdo da PCR e sequenciacdo do gene da SQLE de T. rubrum e T. interdigitale
permitiu a detecdo de mutacOes pontuais em apenas um isolado de cada espécie num total de quatro
resistentes. Apés analise da sequéncia do gene da SQLE, o isolado T. rubrum n°126 apresentou uma
mutacdo pontual na posicdo 1189 na ORF do gene da SQLE o que corresponde a uma substituicdo de
uma fenilalanina na posi¢do 397 da sequéncia de amino&cidos da proteina por uma isoleucina. Apesar
de as substitui¢des mais comuns e que levam a uma maior resisténcia a terbinafina serem as variantes
L393F e F397L, a substituicdo F3971 presente no isolado T. rubrum deste estudo, revelou provocar
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uma elevada resisténcia a terbinafina, apresentando este isolado uma CMI de 8 mg/L. Este isolado foi
obtido através de cultura uma amostra de unha onde a probabilidade de reinfecdo e de aquisicdo de
resisténcia por parte do agente etiolégico é maior, uma vez que a infe¢do pode estar situada em locais
mais profundos da unha e o antiflngico por via tépica ndo conseguir atuar nesse local especifico.

Relativamente aos isolados resistentes T. interdigitale, apenas o isolado n°® 94 apresentou uma mutacao
pontual na posicdo 1189 na ORF do gene da SQLE o que levou a uma substituicdo de uma fenilalanina
na posicdo 397 da sequéncia de aminoacidos da proteina por uma leucina, o que confirma a sua CMI
superior a 8 mg/L.

Apesar de a maior parte das vezes a resisténcia dos dermatofitos estar associada a mutagGes pontuais
no gene que codifica a SQLE, existem outros mecanismos que podem contribuir para a diminuicdo da
suscetibilidade a este antifingico. Segundo o estudo de Santos et al., 2018, a sobre-expressao do gene
salA que codifica a enzima salicilato 1-monoxigenase que esta envolvida na via de degradacdo da
molécula de naftaleno, parece estar relacionada com a resisténcia de T. rubrum a terbinafina, uma vez
que a terbinafina contém na sua estrutura molecular naftaleno e ao haver uma sobre-expressdo do gene
salA e a degradacdo do naftaleno presente na terbinafina, este gene vai ser responsavel pela aquisi¢cdo
de resisténcia a terbinafina por T. rubrum 76, Outros mecanismos envolvendo bombas de efluxo e a
elevada expressdo de certos transportadores também parecem contribuir para uma baixa
suscetibilidade a este ou outros antiflingicos 748,

Existem varios possiveis motivos para justificar a resisténcia a terbinafina nos isolados T. interdigitale
n° 63 e n° 59 pertencentes, mesmo sem se ter verificado a presenca de mutacGes pontuais nas regides
esperadas. Uma das hipoteses, baseia-se no facto de que foi feita apenas a sequenciacdo parcial do
gene da SQLE e por isso € possivel que, mesmo que exista uma outra muta¢do pontual, a mesma nédo
seja detetada uma vez que pode estar presente noutra regido desse mesmo gene. Seria interessante,
neste ponto de vista, uma sequenciacédo total do gene da SQLE para verificar se esta presente ou néo,
uma mutacdo nesse gene. O uso de varios pares de primers que permitam amplificar diferentes regiGes
do gene, e consequentemente, permitam fazer uma sequéncia consenso que cubra todo o gene, podera
ser uma solucdo para ultrapassar as limitacGes técnicas do sequenciador.

Outra hip6tese possivel, reside na existéncia de outros mecanismos de resisténcia, como anteriormente
mencionado para T. rubrum.

A taxa frequéncia de resisténcia a terbinafina encontrada em Portugal a partir deste estudo, ndo é
muito dispar das que ja foram descritas noutros paises onde ja foram reportados casos de resisténcia a
terbinafina por parte de T. rubrum e T. interdigitale, A frequéncia de resisténcia detetada em Portugal
(2,44%) sugere ser superior a frequéncia de resisténcia ja descrita em paises europeus como a Suica
através do estudo de Yamada et al.** (=1%).

No entanto, é no continente asidtico que se registam as maiores frequéncias de resisténcia a
terbinafina, principalmente em isolados de T. interdigitale. Segundo o estudo mais recente realizado
por Singh et al.%¢, a frequéncia de resisténcia descrita para a espécie T. interdigitale foi de 32% com
CMIs entre os 4 ¢ >32 pg/mL sendo que, os isolados com a substituigdo F397L foram os que
apresentaram, na maioria dos casos, CMI superiores a 32ug/mL. No Irdo, foi descrita uma frequéncia
de resisténcia de 2% para isolados T. rubrum com a substituicdo L393F.

Parece ser unanime que a frequéncia de casos de resisténcia a terbinafina por parte de T. rubrume T.
interdigitale esta a aumentar na Europa e Portugal ndo é excecdo o0 que demonstra que é necessario
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incluir na rotina clinica dos laboratérios, a realizacdo de testes de suscetibilidade ao antifingico e a
pesquisa de mutacdes a ele associadas.

Embora esta andlise retrospetiva tenha algumas limitacdes, nomeadamente o numero reduzido de
amostras totais e a caréncia de apreciacdo do historico clinico e do seu prognostico, foi o primeiro
estudo realizado em Portugal onde foi feita a caracterizacdo de suscetibilidade a terbinafina em
dermatdfitos, quer em termos fenotipicos, quer com detecdo de mutagcdes que conferem resisténcia a
este antifungico.

6 Conclusdes e Perspetivas Futuras

Com este estudo, foi possivel efetuar uma caracterizacdo da populacdo amostrada, das amostras
biolégicas e dos isolados do género Trichophyton obtidos por cultura destas amostras. Estes isolados
foram caracterizados através de tecnologias moleculares e também com recurso a espectoctrometria de
massa (MALDI-TOF). Foi também possivel detetar, pela primeira vez (que tenhamos conhecimento),
isolados do género Trichophyton resistentes a terbinafina em Portugal. A resisténcia a terbinafina por
parte de T. rubrum e T. interdigitale é um problema real em todo 0 mundo e estima-se que 0s casos
continuem em aumentar e por isso acreditamos que, a aplicagdo do método de screening e das
microdiluicbes bem como a implementacdo da reacdo de PCR para pesquisa de mutacfes que
conferem essa mesma resisténcia serd& uma mais valia e um contributo importante no que toca ao
diagndstico e posterior terapia das dermatofitoses reportadas em Portugal.
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Material Suplementar

Tabela Suplementar 1 - Caracteristicas clinicas gerais dos 164 isolados clinicos com dermatofitose.

Iden_tificagéo do Espécie Amostra Género Idade
isolado
1 T. rubrum Unha F 7
2 T. rubrum Unha M 12
3 T. rubrum Unha M 59
4 T. rubrum Unha M SD
5 T. rubrum Unha F 52
6 T. rubrum Unha SD SD
7 T. rubrum Unha SD SD
8 T. rubrum Unha M 26
9 T. interdigitale Unha M 52
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10 T. interdigitale Pele glabra F 7
11 T. rubrum Unha M SD
12 T. rubrum Pele da face F 29
13 T. rubrum Unha M 46
14 T. rubrum Pele glabra F 15
15 T. interdigitale Unha SD SD
16 T. interdigitale Unha SD SD
17 T. interdigitale Unha F 74
18 T. rubrum Unha M 43
19 T. rubrum Unha SD SD
20 T. rubrum Unha M 15
21 T. rubrum Pele do tronco M 42
22 T. rubrum Pele glabra F 27
23 T. rubrum Unha M 47
24 T. rubrum Pele do tronco M 79
25 T. rubrum Unha F 4
26 T. rubrum Unha M 42
27 T. rubrum Unha M 37
28 T. rubrum Unha F SD
29 T. rubrum Unha F 67
30 T. rubrum Unha M 19
31 T. rubrum Unha M 42
32 T. interdigitale Unha F 24
33 T. rubrum Unha F 19
34 T. rubrum Pele glabra F 16
35 T. rubrum Unha M 43
36 T. rubrum Unha M 28
37 T. rubrum Unha F 65
38 T. rubrum Unha F 15
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39 T. rubrum Unha F 12
40 T. rubrum Pele glabra F 37
41 T. interdigitale Unha M 68
42 T. rubrum Unha M 9
43 T. rubrum Unha M 70
44 T. rubrum Unha M 71
45 T. rubrum Unha M 3
46 T. rubrum Unha M 48
47 T. rubrum Unha M 5
48 T. rubrum Unha M 71
49 T. interdigitale Unha M 81
50 T. rubrum Unha M 42
51 T. rubrum Unha M 3
52 T. rubrum Unha F 26
53 T. rubrum Unha M 49
54 T. rubrum Pele glabra M 70
55 T. rubrum Unha M 57
56 T. rubrum Pele da virilha F SD
57 T. rubrum Pele do tronco M 30
58 T. interdigitale Unha F 54
59 T. interdigitale Unha SD SD
60 T. rubrum Unha F 53
61 T. interdigitale Unha F 53
62 T. rubrum Unha e pele glabra M SD
63 T. interdigitale Unha M 66
64 T. rubrum Unha M 14
65 T. interdigitale Unha F 50
66 T. rubrum Unha M SD
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67 T. rubrum Pele glabra F 49
68 T. rubrum Unha M 9
69 T. rubrum Unha M SD
70 T. rubrum Unha M 36
71 T. rubrum Unha M 44
72 . interdigitale Unha M 68
73 T. rubrum Unha M 47
74 T. rubrum Unha M 16
75 T. rubrum Pele do tronco M 36
76 T. rubrum Unha M 66
77 T. rubrum Unha SD SD
78 T. rubrum Unha M 50
79 T. rubrum Unha M 51
80 T. rubrum Unha M 65
81 T. rubrum Unha F 45
82 T. rubrum Unha F 24
83 T. rubrum Unha M 44
84 T. rubrum Unha M 40
85 T. rubrum Pele glabra M 69
86 T. rubrum Pele glabra M SD
87 T. rubrum Unha M 53
88 T. rubrum Pele glabra F 67
89 T. rubrum Pele da virilha F 64
90 T. rubrum Unha M 20
91 T. rubrum Pele glabra M 12
92 T. rubrum Unha F 61
93 T. rubrum Unha F 15
94 . interdigitale Pele da perna F 37
95 T. rubrum Pele glabra M 16
96 T. rubrum Unha M 66
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97 T. rubrum Pele do tronco M 43
98 T. rubrum Unha F 17
99 T. rubrum Unha M 24
100 T. rubrum Unha M 64
101 T. rubrum Unha M 35
102 T. rubrum Unha M 11
103 T. rubrum Unha M 24
104 T. rubrum Pele glabra F 30
105 T. rubrum Unha M 20
106 T. rubrum Unha M 64
107 T. rubrum Unha F 54
108 T. rubrum Unha F 35
109 T. rubrum Unha F 47
110 T. rubrum Unha F 21
111 T. rubrum Unha M SD
112 T. rubrum Unha M 10
113 T. rubrum Unha M 35
114 T. rubrum Pele da virilha SD SD
115 T. rubrum Unha F 77
116 T. rubrum Pele glabra F 77
117 T. rubrum SD F SD
118 T. rubrum Pele glabra M 72
119 T. rubrum Unha F SD
120 T. rubrum Unha M 53
121 T. rubrum Unha F SD
122 T. rubrum Unha M 31
123 T. rubrum Unha SD SD
124 T. rubrum Unha M 40
125 T. rubrum Pele da perna M 80

50




126 T. rubrum Unha F 36
127 T. rubrum Unha F 6
128 T. rubrum Pele glabra F SD
129 T. rubrum Unha M 51
130 . interdigitale Unha F 53
131 T. rubrum Unha F SD
132 T. rubrum Unha F 70
133 T. rubrum Unha F 29
134 T. rubrum Pele glabra M 64
135 T. rubrum Unha F 45
136 T. rubrum Unha F 33
137 T. rubrum Unha SD SD
138 T. rubrum Unha SD SD
139 T. rubrum Unha F 12
140 T. rubrum Unha SD SD
141 T. rubrum Unha M 19
142 T. rubrum Unha M 45
143 T. rubrum Unha M SD
144 T. rubrum Pele glabra M 63
145 T. rubrum Unha SD SD
146 T. rubrum Unha F 18
147 T. rubrum Unha SD SD
148 . interdigitale Unha F 73
149 T. rubrum Unha M 15
150 T. rubrum Unha M SD
151 T. rubrum Unha M 62
152 T. rubrum Unha M 59
153 T. rubrum Unha SD SD
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154 T. rubrum Unha M 77
155 T. rubrum Unha F 27
156 T. rubrum Unha SD SD
157 T. rubrum Unha M 42
158 T. rubrum Unha M 51
159 T. rubrum Unha M 16
160 T. rubrum Unha M 32
161 T. rubrum Unha F 19
162 T. rubrum SD SD SD
163 T. rubrum SD SD SD
164 T. rubrum SD SD SD

SD — Sem dados; F — feminino; M — masculino; T — Trichophyton.
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Figura Suplementar 1 - Esquema da metodologia de preparacdo dos meios com antiflingico.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.600 mgL 800 mgL 400 mgL 200 mgL 1100 mg/T 30 mgL 23 mgL 12.5 mg/L 6.23 mg/L 3.12 meL
100 pl Stock 50 pl Stock 50 ul Stock 100 pl Tubo 4 50 pt Tubo 4 50 ul Tubo 4 100 pl Tubo 7 50 ul Tubo 7 50 ul Tubo 7
100 pl DMS0 150 pl DMSO 350 pi DMSO 100 pl DMSO 150 w1 DMSO 350 pl DMSO 100 p1 DMSO 150 pl DMSO 350 ul DMSO
100 pl 100 pl 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 pl 100 ul
¥
9.9mL 9.9mL 9.9mL 9.9mlL 9.9mL 9.9mL 9.9mL 9.9mL 9.9mL
RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI . RPMI RPMI . RPMI
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Figura Suplementar 3 - Esquema da metodologia da determinacdo das CMIs por microdiluicdo em placa.
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