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Dermatophytes are fungi that can cause superficial infections of the skin, hair and nails
in man and animals. The most frequent dermatophyte species isolated from dogs and
cats are Microsporum gypseum, most notably Microsporum canis. The crucial role during
the infection process is the production of extracellular enzymes essential for the invasion
and establishment of the pathogen in the host tissue. The objective of this research was to
isolate dermatophytes from dogs and cats and evaluate the enzymatic profile of the isolates
obtained. Hair samples and epidermal scales were collected from dogs and cats in veterinary
facilities in Recife-PE, and the isolates were identified based on macroscopic and microscopic
characteristics. The qualitative analysis of the enzymes urease, protease, lipase, collagenase
and phospholipase was evaluated from the isolated dermatophytes. During 10 months, a total
of 106 animals, comprising of 99 dogs and seven cats with clinical signs, regardless of sex
and race were evaluated. Only eight animals were confirmed with dermatophytosis, mostly
dogs (n=7), being six affected by M. canis and one by M. gypseum, the race most affected
was Yorkshire (n=3). However, only one cat was confirmed with M. canis. No sex-related
predisposition was observed regarding the occurrence of dermatophytosis in dogs and
cats evaluated. I[solated dermatophytes showed similar profiles for the enzymes urease,
lipase, protease, phospholipase and collagenase, important characteristic for pathogenic
infections. The diagnosis of this zoonosis based on microbiological confirmation and a better
understanding of the underlying mechanisms is of great importance for the treatment and
prevention of fungal diseases in animals.

INDEX TERMS: Cats, dogs, Microsporum canis, Microsporum gypseum, dermatophytosis, enzymatic
activity, clinics.
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RESUMO.- Os dermatéfitos sdo fungos que podem causar
infecgdes superficiais da pele, cabelo e unhas em humanos
e animais. As espécies de dermatofitos mais frequentemente
isoladas dos cdes e gatos afetados por micoses sdo Microsporum
gypseum e principalmente Microsporum canis. O papel crucial
durante o processo de infec¢do é a producao de enzimas
extracelulares essenciais para a invasdo e estabelecimento
do agente patogénico no tecido do hospedeiro. O objetivo
deste trabalho foi isolar dermatéfitos de caes e gatos e avaliar
o perfil enzimatico dos isolados obtidos. Amostras de pelos
e escamas epidérmicas foram coletadas de caes e gatos em
instalacdes veterinarias em Recife/PE, e os isolados foram
identificados com base nas caracteristicas macroscoépicas
e microscopicas. A analise qualitativa das enzimas urease,
protease, lipase, colagenase e fosfolipase foi avaliada a partir
dos dermatofitos isolados. Durante 10 meses, um total de
106 animais, que compreendeu de 99 cdes e sete gatos com
sinais clinicos, independentemente do sexo e raca foram
avaliados. Apenas oito animais foram confirmados com
dermatofitose, principalmente caes (n=7), sendo seis afetados
por M. canis e um por M. gypseum, a ra¢a mais afetada foi
Yorkshire (n=3). No entanto, apenas um gato foi confirmado
com M. canis. Nao foi observada predisposi¢cdo relacionada
ao sexo quanto a ocorréncia de dermatofitose nos caes e
gatos avaliados. Os dermatéfitos isolados apresentaram
perfis semelhantes para as enzimas urease, lipase, protease,
fosfolipase e colagenase, caracteristica importante em
infecgdes patogénicas. O diagnostico clinico destas zoonoses
com base na confirmac¢ido microbiol6gica e uma compreensdo
dos mecanismos subjacentes é de grande importancia para
o tratamento e prevencao de doencas flingicas em animais.

TERMOS DE INDEXAGAO: Gatos, cdes, Microsporum canis, M. gypseum,
dermatofitose, atividade enzimatica, clinica.

INTRODUCAO

Os dermatofitos sdo fungos que pertencem aos géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (Brasch 2010,
Segal & Frenkel 2015). Sdo capazes de causar infec¢des na pele,
no cabelo, pelos e unhas (Siqueira et al. 2009), denominadas de
dermatofitoses, que sdo altamente contagiosas. Dermatofitose é
“uma infeccdo zoonotica, transmissivel, em condi¢des naturais,
dos animais vertebrados ao homem”, por contato direto de
lesGes e fomites contaminados (Cabafies 2000, Madrid &
Mattei 2011). Os animais domésticos, especialmente cdes e
gatos, desempenham um papel importante na disseminagao
dos dermatofitos por serem uma fonte primaria e direta de
infeccdo (Beraldo et al. 2011, Sheinberg et al. 2017).

De acordo com seus habitats naturais, os dermatofitos
podem ser classificados como antropofilicos, geofilicos e
zoofilicos. Dermatéfitos zoofilicos, como Microsporum canis
e Trichophyton mentagrophytes e aqueles geofilicos como
M. gypseum, sao agentes etioldgicos frequentemente isolados
de animais domésticos com dermatofitoses (Ilhan etal. 2016,
Roshanzamir et al. 2016).

As infecg¢des produzidas por dermatoéfitos sdo geralmente
superficiais, afetam fundamentalmente o estrato cérneo da
pele e anexos, assim como a superficie das mucosas (Diego
2011) e sdo caracterizadas principalmente por alopecias
multifocais e descamagdes (Seker & Dogan 2011).

A patogénese da dermatofitose comeca pela aderéncia
de estruturas reprodutivas dos dermatofitos, seguida pela
formacao de hifas que podem se espalhar pelo tecido do animal.
Durante a penetragio, os dermatdfitos secretam uma variedade
de enzimas virulentas, tais como protease, lipase, fosfolipase
e colagenase, as quais possuem diferentes especificidades
por substrato, sendo esses os nutrientes fundamentais para
a sobrevivéncia dos dermatoéfitos e o estabelecimento da
doenca no hospedeiro (Brasch 2010, Sheinberg et al. 2017).

A secrecdo de uma ampla variedade de enzimas por
dermatéfitos é um dos fatores mais importantes durante o
processo infeccioso, pois possibilitam que esses patégenos
se tornem invasivos. Lipases, proteases e fosfolipases
desempenham um papel importante na fase inicial de invasao
dos dermatéfitos no estrato cérneo da pele no hospedeiro
e podem ter relevancia na patogénese de dermatofitoses
animais (Peres et al. 2010, Cafarchia et al. 2012).

0O objetivo deste trabalho foi isolar dermatéfitos de amostras
clinicas de cdes e gatos atendidos em hospitais veterinarios
da cidade de Recife/PE e avaliar o perfil enzimatico dos
dermatofitos obtidos.

MATERIAL E METODOS
Animais
As amostras clinicas (pelos e escamas epidérmicas) foram coletadas
de caes e gatos com sinais clinicos sugestivos de dermatofitose, para
exame micolégico em um hospital veterinario publico e um privado da
cidade de Recife/PE. Os animais foram avaliados independentemente
do sexo e raga, no periodo de mar¢o/2011 a janeiro/2012.

Isolamento e identificacdo dos dermatofitos

0 isolamento foi realizado através da coleta por escarificacdo das
lesdes com o auxilio de bisturis esterilizados e descartaveis, sendo
as amostras clinicas acondicionadas em recipientes esterilizados.
Para obtencdo da cultura, as amostras foram semeadas em placas
de Petri contendo meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), acrescido
de cloranfenicol 50mg/L. As mesmas foram incubadas em estufa
microbioldgica a temperatura de 30°C no periodo de 15 a 20 dias.
As coldnias fingicas sugestivas de dermatdfitos foram isoladas e
mantidas em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), para posterior
identificagdo.

A identificacdo foi realizada de acordo com as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, segundo os critérios adotados por
Lacaz et al. (2002). Os isolados foram crescidos em tubo de ensaio
contendo meio ASD acrescido de extrato de levedura e preservados
sob o método de 6leo mineral (Sherf 1943).

Perfil enzimatico

Para determinar o potencial enzimatico para as enzimas protease,
lipase, fosfolipase, colagenase e urease foram utilizados meios
solidos com os respectivos substratos. Fragmentos de colonias dos
dermatdfitos foram colocados no centro das placas de Petri com os
meios especificos, e incubados a 30°C por até 20 dias, exceto para
atividade de urease cuja avaliacdo foi realizada apds 96 horas de
incubacdo. O potencial enzimatico para as enzimas protease, lipase
e fosfolipase foi avaliado pelo calculo da zona de atividade (ZA):
(diametro da colonia (mm)/(didmetro da colonia mais diametro
do halo (mm), porém para as enzimas lipase e fosfolipase a zona de
atividade foi denominada de zona de precipitagdo (ZP).

Deteccdo de protease. O meio de caseina, composto de leite
desnatado 10% (p/v) e agar bacteriolégico 2% (p/v) foi utilizado
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para deteccdo de protease, segundo metodologia proposta por
Kantarcioglu & Yiicel (2002). A formagdo de zona de atividade ao
redor da coldnia indicou a produ¢do desta enzima. O potencial de
producdo desta enzima foi avaliado através dos valores da ZA, sendo:
ZA=0,9-1,0 (potencial muito baixo (+); ZA=0,80-0,89 (potencial baixo
(++); ZA=0,70-0,79 (potencial elevado (+++); ZA<0,69 (potencial
muito elevada (++++).

Deteccdo de lipase. Para avaliagdo da enzima lipase foi utilizado
o meio composto de peptona 1% (p/v), cloreto de sédio 0,5% (p/v),
cloreto de calcio 0,01% (p/v), agar 2% (p/v) e de Tween 20 1% (v/v).
A formacdo de zona de precipitagio (ZP) foi indicativo de potencial
lipolitico, sendo negativo para valor ZP=1,0 e positivo para valores
ZP<1,0 (Santos et al. 2001).

Deteccdo de fosfolipase. Esta enzima foi detectada utilizando-
se o meio contendo lecitina de soja 0,2% (p/v), dextrose 4% (p/v),
peptona de carne 1% (p/v), cloreto de sédio 0,03% (p/v), cloreto
de calcio 0,05% (p/v) e agar bacterioldgico 2% (p/v), pH 7,0+0,2
segundo metodologia de Price & Cawson (1977). A formagdo de
zona de precipitacdo (ZP) foi indicativo de producao de fosfolipase,
sendo negativo para valor ZP=1,0 e positivo para valores ZP<1,0
(Santos et al. 2001).

Deteccdo de colagenase. O meio para colagenase foi gelatina 1%
(p/v) eagar 2% (p/v). O crescimento em meio sdlido contendo gelatina
como fonte de carbono e nitrogénio foi indicativo da produgio de
colagenase pelos dermatofitos avaliados (Wawrzkiewicz etal. 1991).

Deteccio de uréase. A enzima urease foi detectada em meio de
Christensen, composto de peptona 0,1% (p/v), dextrose 0,1% (p/v),
cloreto de sdédio 0,5% (p/v), fosfato dissédico 0,1% (p/v), fosfato
monopotassico 0,08% (p/v), vermelho fenol 0,0012% (p/v), solugdo
de uréia 40% (p/v) e agar 1,5% (p/v), pH 6.8%0.2. O resultado foi
considerado positivo quando a coloragdo do meio modificou de
amarelo para réseo indicando que houve degradagio da ureia e
considerado negativo quando o meio permaneceu amarelo (Sidrim
& Moreira 1999, Sidrim & Rocha 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Isolamento e identificacio dos dermatofitos

Um total de 106 animais foi avaliado em relacdo a presenga
de dermatofitose, dos quais 99 eram caes e sete eram gatos.
0 numero menor de gatos pode ser justificado pelo fato de
terem sido analisados apenas animais com sinais clinicos
sugestivos para dermatofitose e os gatos serem considerados
carreadores assintomaticos de artrésporos dermatofiticos
(Farias etal. 2011).

Do total de animais (106) foram isolados oito dermatofitos,
sete identificados como Microsporum canis e um M. gypseum.
Estudos sobre isolamento de dermatéfitos em caes e gatos com
suspeita de dermatofitose tém sido reportados por diversos
autores. Beraldo et al. (2011) realizaram o isolamento e a
identificacdo de dermatofitos a partir de escamas de pele
coletadas de 40 cdes e 40 gatos, dos quais foram obtidos
dermatofitos em 13 cdes e 14 gatos, sendo M. canis a espécie
prevalente entre os gatos e Trichophyton spp. entre os caes.
Yamamura et al. (1997), avaliaram amostras clinicas de
103 animais (86 cdes e 17 gatos) e do total obtiveram nove
dermatoéfitos, com predominancia para M. canis, dados
semelhantes ao encontrado neste trabalho. Seker & Dogan
(2011) e Debnath etal. (2016) em seus estudos de isolamento
de dermatofitos em cies e gatos também relataram M. canis
como a espécie mais predominante nestes animais.
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0 Quadro 1 apresenta o nimero das espécies de dermatoéfitos
isolados de acordo com o animal hospedeiro. Dentre os 99 cées,
foram isolados sete dermatéfitos, seis M. canis e um M. gypseum,
enquanto que, dos sete gatos, apenas um foi confirmado com
dermatofitose, sendo isolado um M. canis. Silva et al. (2011)
avaliaram amostras de 41 cdes e sete gatos, das quais isolaram
seis dermatéfitos em cées, destes, trés foram identificados
como M. canis, dois M. gypseum e um M. nanum, no entanto
nio foram obtidos dermatoéfitos em gatos.

Nesse trabalho, dos 99 caes, 48 eram machos e 51 eram
fémeas, em relagdo aos gatos, dois eram machos e cinco eram
fémeas. Dos sete dermatoéfitos isolados em cies, trés foram
obtidos de machos e quatro a partir de fémeas. O dermatéfito
isolado de gato foi oriundo de uma fémea. Nao foi observada
predisposicido relacionada ao sexo quanto a ocorréncia de
dermatofitose nos cies e gatos avaliados, corroborando com
os dados relatados por Palumbo et al. (2010), os quais, num
estudo epidemiolégico realizado para definir as caracteristicas
da ocorréncia da dermatofitose na populacido canina e
felina, atendida pelo servico de Dermatologia Veterinaria
da FMVZ-UNESP campus de Botucatu, ndo observaram
diferenca estatistica quanto ao sexo dos animais acometidos
com dermatofitose.

Dentre os animais selecionados, 39 cdes ndo apresentaram
raca definida (SRD) e 60 tinham padrao racial: 15 Poodle,
12 Yokshire, sete Dachshund e os demais 26 de ragas diversas
(Fox Paulistinha (3), Shitzu (3), Labrador (3), Beagle (3),
Border Collie (3), Pinscher (2), Pitbull (2), Pastor Alemao (2),
Buldog (1), Golden (1), Pug (1), Chow Chow (1), American
Staffordshire Terrier (1). Os sete gatos ndo possuiam definicao
racial, todos os animais, inclusive os cides, eram domiciliados.

Dos sete dermatoéfitos isolados de cies, trés foram obtidos
de caes da raga Yorkshire, um da raca Chow Chow, um da
raca Pitbull e dois de cies sem raca definida. Neves et al.
(2011) realizaram analise retrospectiva dos prontuarios de
atendimentos de cdes e gatos com suspeita de dermatofitoses
no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato
Grosso, sendo a dermatofitose diagnosticada em 279 dos 3906
de casos atendidos em trés anos. Estes autores observaram
maior nimero de casos positivos para dermatofitose em
cdes com raca definida, fato também notado nesta pesquisa.

A raca Yorkshire representou a maior parte dos casos
de dermatofitose, corroborando com Balda et al. (2004)
que descrevem esta raga como a mais acometida. Segundo
Roshanzamir et al. (2016) a raca Yorkshire apresenta maior
prevaléncia de dermatofitoses, principalmente causada por
M. canis. Varios autores divergem entre si em relacao as
causas da predisposicdo desta raca. Sparkes et al. (1993)
mencionam o tamanho do pelo como um fator importante, uma
vez que pelos alongados protegem as estruturas fiingicas da
dissecacdo, favorecendo a propagacdo das mesmas, devido as
6timas condi¢es de temperatura e umidade. No entanto, essa
predisposicao se deve as diferencas nas defesas cutaneas como
secre¢do sebacea/sudoripara e ndo devido ao seu pelo longo.

Quadro 1. Dermatofitos isolados de caes e gatos atendidos
em Hospitais Veterinarios do Recife /PE

Dermatoéfito Total (n=106) Cao (n=99) Gato (n=7)
Microsporum canis 7 6 1
Microsporum gypseum 1 1 0
Total 8 7 1
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A dermatofitose em caes e gatos é uma zoonose de grande
importancia em saude publica devido ao contato do homem
com estes animais. Em humanos, dados epidemioldgicos
indicam que a dermatofitose estd entre as zoonoses mais
comuns do mundo, sendo considerada a terceira doenca
de pele mais comum em criancas menores de 12 anos e a
segunda em adultos (Neves etal. 2011). Por isso, a necessidade
da realizacdo de um diagndstico preciso é relevante para o
controle dessa micose nos animais domésticos e prevengao
da contamina¢do em humanos (Galiza et al. 2014).

Perfil enzimatico dos dermatofitos

0 perfil enzimatico dos dermatoéfitos é importante para a
patogenicidade destes microrganismos, pois, apés aderéncia de
estruturas reprodutivas dos dermatofitos, ocorre aliberagdo de
enzimas e substancias toxicas ou alergénicas, levando a ruptura
da camada superficial da pele, proliferacdo no estrato cérneo
acompanhado de uma reacgdo inflamatéria do foliculo piloso,
epiderme e derme, causando queda de pelos, descamacgao,
eritema e prurido. O processo inflamatdrio leva ao crescimento
centrifugo do fungo, resultando no desenvolvimento de lesdes
circulares e alopecias (Madrid & Mattei 2011).

0 Quadro 2 mostra o perfil enzimatico dos dermatofitos
isolados de cdes e gatos em relagdo as enzimas protease,
lipase, fosfolipase, colagenase e urease. Todos os dermatofitos
apresentaram atividade para enzimas testadas. De acordo
com a literatura, os dermatoéfitos produzem uma variedade
de enzimas de viruléncia, as quais estdo envolvidas na
patogénese dos dermatofitos, sendo a protease uma das
mais importantes nesse processo, facilitando a invasao e
penetracdo no estrato cérneo do hospedeiro (Chinnapun
2015). De acordo com Cafarchia et al. (2012) a producao
enzimatica pode ser relacionada com a composi¢ao da pele,
a qual influencia o papel patogénico de cada dermatéfito em
relacdo ao hospedeiro especifico.

De maneira geral, as espécies M. canis e M. gypseum
apresentaram perfis enzimaticos semelhantes, com resultado
positivo para as enzimas avaliadas. Da mesma forma,
Bruguera et al. (1997) observaram resultados semelhantes
para o perfil enzimatico de dermatofitos procedentes de
dermatofitoses em humanos e animais. Entretanto, segundo
Mubhsin & Salih (2001) o perfil enzimatico pode variar de
acordo com a espécie de dermatofito.

Quadro 2. Perfil enzimatico dos dermatofitos isolados de
caes e gatos atendidos em Hospitais Veterinarios do

Recife /PE
Enzimas
Dermatdfito  Protease Lipase Fosfolipase Colagenase Urease
(zA) (zP) (ZP)

Microsporum ++(0,84) +(0,76) +(0,82) + +
canis (2)

M. canis (3) ++(0,83) +(0,83) +(0,90) + +
M. canis (14) +(1,00) +(0,76) +(0,90) + +
M. canis (15) +(0,93) +(0,64) +(0,78) + +
M. canis (16) +(0,93) +(0,79) +(0,77) + +
M. canis (17) ++(0,89) +(0,75) +(0,81) + +
M. canis (18) +(1,00) +(0,63) +(0,94) + +
M. gypseum (31)  +(0,95) +(0,67) +(0,90) + +

ZA = zona de atividade, ZP = zona de precipitagdo.

Foi observada diferenca para atividades de proteases nas
amostras de M. canis, analisadas neste estudo, para protease,
onde trés isolados apresentaram atividade baixa (++) e os
demais demonstraram atividade muito baixa (+), levando-se
em consideracdo o tamanho da zona de atividade. Maia et al.
(2001) também relataram diferenca na atividade de protease
em amostras de M. canis, demonstrando que varia¢des quanto
aatividade enzimatica podem ser observadas entre isolados
de uma mesma espécie.

Em relacdo a avaliagdo da atividade da enzima urease,
todos os isolados apresentaram resultado positivo. Resultados
diferentes foram obtidos por Brilhante etal. (2005), os quais
observaram que somente 80% dos dermatoéfitos M. canis
produziram urease. Estudos tem sugerido que esta enzima
apresenta papel importante durante infec¢cdes microbianas.

A atividade das enzimas fosfolipase e lipase produzidas
pelos dermatoéfitos facilita o processo de infec¢do por
romperem inicialmente a camada superficial lipidica da
pele, favorecendo a colonizacido do estrato cérneo da pele
(Hellgren & Vincent 1980, Elavarashi et al. 2017). A fungao
da colagenase é degradar o colageno presente na pele do
hospedeiro, colaborando com a patogénese destes fungos.
Segundo Viani et al. (2007), haveria uma relacdo entre os
niveis de producdo de colagenase e a presenca ou nao de
dermatofitoses, como também foi estabelecida por Viani et al.
(2001) a relacao direta entre protease e patogenicidade de
dermatofitos. Porém, poucos estudos sio relatados para
hidrolases, como lipase, entre outras enzimas produzidas
por estes fungos (Vermout et al. 2008).

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que Microsporum canis foi a
espécie mais isolada de cies e gatos, sendo Yorkshire a raca
mais acometida entre os caes. Ndo foi observada predisposicao
relacionada ao sexo dos animais, quanto a ocorréncia de
dermatofitose.

O presente trabalho demonstra aimportancia do diagndstico
e confirmacdo da espécie fingica em casos suspeitos de
dermatofitoses para o acompanhamento e tratamento
adequado desses pacientes, assim como o estabelecimento
das medidas profilaticas adequadas no intuito de evitar a
infeccdo e/ou reinfeccdo da doenca. Todos os dermatofitos
apresentaram perfil enzimatico semelhante, demonstrando
o potencial patogénico dos isolados avaliados.
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