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Resumo. Os dermatdéfitos sdo fungos queratinoliticos responsaveis pela dermatofitose,
micose superficial zoondtica transmitida através do contato direto, raramente capaz de
penetrar tecidos profundos de individuos imunocompetentes. Dentre os fatores de
viruléncia dos dermatoéfitos estdo enzimas extracelulares e fatores ndo-enzimaticos, como
a producédo de hemolisinas. Objetivou-se investigar a capacidade de produgdo in vitro de
atividade hemolitica por dermatdfitos, contribuindo para o estudo da patogénese da
dermatofitose e para o desenvolvimento de terapias e estratégias profilaticas mais eficazes.
Foram utilizadas 32 amostras dentre isolados clinicos e ambientais de fungos dermatéfitos,
sendo elas: Nannizzia gypsea, Nannizzia nana, Microsporum canis e Trichophyton spp. Os
fungos trabalhados foram obtidos a partir de isolamento ambiental pela técnica de
Vanbreuseghem e de casos clinicos por amostras encaminhadas ao Laboratério de
Diagnostico Microbiolégico Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
sendo mantidos em meio seletivo para fungos patogénicos, incubados a 28° C por até 30
dias. O ensaio da producdo de hemolisina foi realizado em placas com &gar base para
sangue suplementado com 5% de sangue ovino. Apoés inoculagdo, as amostras foram
incubadas a 25°C e, posteriormente, a 37°C, sendo monitoradas diariamente. A atividade
hemolitica foi verificada macroscopicamente na presenca de uma zona transparente de
degradac&o de substrato ao redor da colonia. A 25°C, aproximadamente 78% das amostras
apresentaram resultados positivos para atividade hemolitica, e 91% de amostras foram
positivas quando se empregou a temperatura de 37°C. As amostras de dermatofitos
possuem capacidade de produgdo de hemolisinas in vitro, 0 que sugere a capacidade de
diminuicdo da resposta imune celular dos hospedeiros. Sugere-se estudos in vivo para o
melhor entendimento destes mecanismos.

Palavras chave: Dermatofitose, exoenzimas, geofilicos, hemolisina, imunidade

In vitro evaluation of the hemolytic activity of clinical and
environmental isolates from dermatophyte fungi

Abstract. Dermatophytes are keratinolytic fungi responsible for dermatophytosis, a
zoonotic superficial mycosis transmitted through direct contact, rarely capable of
penetrating deep tissues of immunocompetent individuals. Among the virulence factors of
dermatophytes are extracellular enzymes and non-enzymatic factors, such as the production
of hemolysins. The objective was to investigate the in vitro capacity of hemolytic activity
production by dermatophytes, contributing to the study of the pathogenesis of
dermatophytosis and the development of more effective therapies and prophylactic
strategies. For the research 32 samples were used among clinical and environmental
isolates of dermatophyte fungi, namely: Nannizzia gypsea, Nannizia nana, Microsporum

PUBVET v.15, n.04, a786, p.1-6, Abr., 2021


https://doi.org/10.31533/pubvet.v15n04a786.1-6
http://www.pubvet.com.br/
mailto:claramendess@live.com
http://lattes.cnpq.br/6123773926839406
http://lattes.cnpq.br/6383796387620437
https://orcid.org/0000-0002-3837-7378
http://lattes.cnpq.br/5867622389423137

Mendes et al. 2

canis, and Trichophyton spp. Environmental fungi were isolated by Vanbreuseghem
technique and clinicians from samples sent to the Veterinary Microbiological Diagnosis
Laboratory of the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, being kept in a selective
agar for pathogenic fungi, incubated at 28°C for 30 days. The hemolysin production assay
was performed on plates with agar supplemented with 5% sheep blood. After inoculation,
the samples were incubated at 25°C and, subsequently, at 37°C, being monitored daily.
Hemolytic activity was verified macroscopically in the presence of a translucent substrate
degradation zone around the colony. At 25°C, approximately 78% of the samples showed
positive results for hemolytic activity, and 91% of samples were positive when the
temperature of 37°C. The dermatophyte samples have the capacity to produce hemolysins
in vitro, which suggests the ability to decrease the cellular immune response of the hosts.
In vivo studies are suggested to better understanding these mechanisms.
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Introducéo

Os dermatdfitos sdo fungos queratinoliticos responsaveis pela micose superficial zoondtica
denominada dermatofitose, acometendo até 25% da populacdo mundial (Elavarashi et al., 2017) e com
alta taxa de reinfeccdo (Aktas & Yigit, 2015). A dermatofitose € transmitida por contato direto e
raramente penetra tecidos profundos de individuos imunocompetentes. Os géneros envolvidos na
infeccdo dermatofitica s&o: Microsporum spp., Trichophyton spp., Epidermothyton spp., Nannizzia spp.,
Lophophyton spp. e Arthroderma spp. (Begum et al., 2020).

Dentre os fatores de viruléncia dos dermatofitos, estdo enzimas extracelulares e fatores nao-
enzimaticos, como a producdo de hemolisinas (Gnat et al., 2018, 2019; Ramos et al., 2020). As
hemolisinas sdo exotoxinas de efeito citotdxico nas membranas dos eritrdcitos e células fagociticas, com
capacidade de lisar os globulos vermelhos e liberar ferro, requerido no crescimento flngico,
contribuindo para a estratégia de sobrevivéncia durante infec¢des oportunistas (Aktas & Yigit, 2015),
sendo relatadas em fungos como Histoplasma capsulatum, Candida albicans, Malassezia spp.,
Paracoccidioides spp. e Cryptococcus neoformans (Cezar-dos-Santos et al., 2018; Mohammadi et al.,
2020; Salvin, 1951; Tee et al., 2019).

Conjectura-se que as hemolisinas sdo importantes no equilibrio entre a imunidade celular do
hospedeiro e a capacidade do fungo em diminuir sua resposta (Gnat et al., 2018). Amplamente estudadas
em bactérias, é importante ressaltar seu papel na patogénese de doencgas infecciosas flngicas, onde a
perda de atividade enzimatica pode resultar em aviruléncia (Dogen et al., 2015).

Obijetivou-se investigar as atividades hemoliticas de dermatéfitos isolados do solo e de animais
sintomaticos, a fim de verificar a producéo in vitro de hemolise e ampliar a compreenséo sobre este fator
de viruléncia na possivel prevaléncia do patégeno no hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento
de terapias e estratégias profilaticas mais eficazes.

Material e métodos

Foram utilizadas amostras clinicas e ambientais. As amostras clinicas foram obtidas a partir de
animais com lesbes dermatofiticas encaminhadas ao Laboratério de Diagnostico Microbioldgico
Veterindrio da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, somando 19 isolados de fungos
dermatdfitos, sendo 4 isolados de Nannizzia gypsea, 12 de Trichophyton spp., 1 de Nannizzia nana e 2
de Microsporum canis. As amostras encaminhadas ao laboratério foram submetidas ao isolamento em
meio seletivo e ao exame microscopico direto, feito com solucdo a 10% de KOH, analisando-se a
presenca de artroconidios e outras estruturas fungicas.

Para as amostras de solo, foram utilizados 13 isolados, sendo 12 Nannizzia gypsea e 1 Nannizzia
nana. Estas amostras foram obtidas de localidades onde a presenca de animais fosse evidente, como
canis, currais, pracas e parques. Os fungos foram isolados destas amostras seguindo a técnica proposta
por Vanbreuseghem (1952), utilizando pelos de equinos estéreis como iscas (fonte de queratina) para 0s
dermatofitos. A partir da confirmagdo da presenca do fungo por esta técnica, uma pequena parcela
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colonial foi retirada para observacdo em microscopia e isolamento em meio seletivo para fungos
patogénicos.

A identificacdo dos fungos foi realizada pela observacdo de caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, como proposto por de Hoog et al. (2000, 2017). Os isolados flngicos ambientais e
clinicos foram mantidos em tubos com Agar seletivo para fungos patogénicos (Selective Agar for
Pathogenic Fungi, Merck®, Alemanha), incubados a 28°C, por até 30 dias.

O ensaio da atividade hemolitica foi realizado em Agar base para sangue (Columbia Agar, BD®,
Franca) suplementado com 5% de sangue ovino, depositados em placas de Petri (90x15mm) estéreis.
Uma porc¢éo colhida em al¢a de 10 pL de cada coldnia foi depositada no centro das placas. Apos
inoculagdo das 32 amostras, as mesmas foram incubadas por 7 dias em condigdes aerobicas a 25°C e,
posteriormente, incubadas por mais 5 dias a 37°C, sendo monitoradas diariamente. A atividade
hemolitica foi verificada macroscopicamente, na presenca de uma zona transparente de degradagdo de
substrato ao redor da col6nia.

Resultados e discussao

Apos incubacdo a 25°C por sete dias, aproximadamente 78% das amostras apresentaram resultados
positivos para atividade hemolitica, demonstrando halo decorrente de atividade hemolitica ao redor da
col6nia, bizonal ou ndo, especificadas na Tabela 1.

Tabela 1. Descricao da presenca de atividade hemolitica a 25°C por 7 dias nas diferentes espécies e género.

Espécies/Géneros n Hemolise/25 °C
Nannizzia gypsea, ambientais 13 13
Nannizzia gypsea, clinicos 3 3
Nannizzia nana, ambiental 1 0
Nannizzia nana, clinico 1 0
Microsporum canis, clinicos 2 0
Trichophyton spp., clinicos 12 9

A partir do oitavo dia de incubacdo, ja a 37°C (5 dias), obteve-se aproximadamente 91% de
resultados positivos (Figura 1).

Figura 1. Col6nias de dermatdfitos com atividade hemolitica ap6s 7 dias de incubacéo & 25°C em &gar sangue de ovino
5%, (a e b). Coldnia de dermatdfito sem atividade hemolitica apds 7 dias de incubagéo a 25°C em gar sangue
de ovino 5%, (c). Colbnia de dermatdfitos com atividade hemolitica apds 5 dias de incubacéo & 37°C em é&gar
sangue de ovino 5%, (d, e e f).
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Além das produgdes de hemolise ja verificadas, produziram hemolise nos meios de cultivo duas
amostras antes negativas de Trichophyton spp. e as duas amostras de Nannizzia nana, mantendo-se
negativas apenas as amostras de Microsporum canis e uma amostra de Trichophyton spp. (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigao da presenca de atividade hemolitica & 37°C por 5 dias (ap6s 25° C/7 dias) nas diferentes espécies e género.

Espécies/Géneros n Hemolise/25 °C
Nannizzia gypsea, ambientais 13 13
Nannizzia gypsea, clinicos 3 3
Nannizzia nana, ambiental 1 1
Nannizzia nana, clinico 1 1
Microsporum canis, clinicos 2 0
Trichophyton spp., clinicos 12 11

Embora os estudos quanto a atividade hemolitica dermatofitica ainda sejam limitados e sua
importancia na patogénese ndo seja bem caracterizada, nos Gltimos anos o numero de pesquisas
abrangendo esta atividade enziméatica aumentaram (Gnat et al., 2018). No presente trabalho, nota-se que
a temperatura elevada, ou 0 maior tempo de incubagéo, podem estar relacionados & produgao dos halos
de hemolise, assim como relatado por Aktas & Yigit (2015).

As amostras de Nannizzia gypsea, em sua totalidade, expressaram resultados positivos quanto a sua
atividade hemolitica j& a 25°C, estando de acordo como descrito por Aktas & Yigit (2015). Estes
resultados mostram, in vitro, a forte tendéncia de producao de hemolisinas por esta espécie geofilica.

Outra espécie avaliada foi Nannizzia nana, que também demonstrou atividade positiva nos dois
isolados, embora tenha sido evidenciada apenas a 37°C, temperatura compativel ao organismo de muitos
animais e dos humanos, sugerindo melhor ambiente para manifestagdo do fator de viruléncia. Porém,
no maior estudo ja feito para padronizacao da atividade hemolitica, por Gnat et al. (2018), com mais de
234 cepas, foi descrita a atividade hemolitica negativa de Nannizzia nana em sua totalidade. Estudos in
vivo ainda séo requeridos para comprovar real papel destas hemolisinas em infec¢des dermatofiticas por
esta espécie.

Em estudo de Gnat et al. (2018) todas as cepas de M. canis apresentaram atividade hemolitica in
vitro a partir isolados humanos, sugerindo uma maior afinidade com queratinécitos humanos. Esta teoria
de afinidade por queratindcitos humanos foi descrita em trabalho anterior, quando todos os isolados de
dermatdfitos clinicos secretaram hemolisina num estudo com mais de 200 pacientes humanos com
suspeita de dermatofitose (Pakshir et al., 2016). E possivel que no presente trabalho os achados tenham
sido negativos devido aos isolados em questao nao se tratarem de humanos, e sim de animais domésticos.
Porém, Aktas & Yigit (2015) e Elavarashi et al. (2017) também néo relataram atividade hemolitica para
esta espécie, ainda que tenham utilizado amostras humanas. A producao de hemolisina para esta espécie,
portanto, precisa ser melhor esclarecida e padronizada.

Schaufuss & Steller (2003) descreveram diferentes padrdes para o género Trichophyton spp.,
indicando secrec¢do de dois fatores citoliticos diferentes. Foram verificadas zonas de hemolise completa
seguida por halo de hemdlise incompleta em Trichophyton rubrum e Trichophyton equinum, sendo
distintas as espécies Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton verrucosum, que por sua vez
produziram apenas um halo com hemolise completa.

A falta de padréo nos resultados encontrados neste trabalho para o género Trichophyton spp. podem
estar relacionadas ao fato de apresentarem diferentes atividades de hemolise dentro de suas espécies
descritas anteriormente, ndo separadas no presente estudo, restrito a classificacdo em género.

Schaufuss et al. (2007) descreveram uma maior sensibilidade para a avaliagdo hemolitica em
eritrocitos equinos na espécie Trichophyton mentagrophytes. Dogen et al. (2015) relataram uma
hemolise melhor observada nos géneros Microsporum spp. e Trichophyton spp. em Agar Columbia
suplementado com eritrécitos ovinos.

A possivel influéncia do sangue utilizado em meio sélido para as diferentes afinidades entre espécies
do género Trichophyton spp. também pode justificar a falta de padronizacdo de resultados encontrado,
visto que utilizou-se apenas sangue ovino, seguindo as sugestdes de Aktas & Yigit (2015), justificada
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pela quantidade de esfingomielina nos fosfolipidios da membrana dos eritrocitos ser maior em ovinos e
bovinos do que em equinos, sendo 51% e 13,5%, respectivamente, induzindo uma maior atividade
hemolitica.

Outro fator que poderia influenciar, no caso dos isolados clinicos, seria a gravidade e cronicidade da
dermatofitose como descrito por Gnat et al. (2018), que relataram a espécie Trichophyton verrucosum
exibindo hemdlise bizonal apenas em animais sintomaticos, sugerindo uma rela¢do com a evolugdo da
doenca.

Este mesmo estudo de Gnat et al. (2018) sugeriu que a hemolise € mais comum em isolados clinicos
de humanos e que a atividade hemolitica pode variar de acordo com o0s hospedeiros, as espécies
dermatofiticas e o estado imunoldgico do hospedeiro. Isto contradiz o que foi descrito por Dégen et al.
(2015) e Aktas & Yigit (2015), que sugeriram que as atividades hemoliticas ndo estariam
correlacionadas com caracteristicas ecoldgicas ou manifestacGes clinicas, apds verificarem producéo de
hemdlise igualmente em sintomaticos e assintomaticos, sendo necessarios estudos mais abrangentes
sobre 0 assunto.

Conclusoes

Concluiu-se que os dermatofitos possuem capacidade de producdo de hemolisinas in vitro, que
sugere contribuicdo na diminuicdo da resposta imune celular dos hospedeiros em infecgdes
dermatofiticas, sendo este fato possivel perpetuante do crescimento fungico, devendo ser considerado
para escolha terapéutica e novas abordagens profilaticas.

Fatores como influéncia de hospedeiros, influéncia do sangue utilizado, relevancia estatistica e
associagdo in vivo devem ser considerados em estudos futuros para uma melhor caracterizacdo da
patogénese dermatofitica.
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