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Dermatofitoses ou tinea séo infegdes fungicas dos tecidos queratinizados
do ser humano e de animais, causadas por um grupo de fungos
especificos, denominados de dermatdéfitos. Os dermatdéfitos estdo
agrupados em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton. Os ourigos-cacheiros sdo consumidores primarios e
dispersores de sementes ou predadores de grande quantidade e
diversidade de invertebrados e possuem uma grande distribuicdo
geografica. Este estudo teve por objetivo isolar e caracterizar
dermatofitos de ourigo-cacheiro com sintomas, queda dos espinhos e
feridas principalmente na regiao da cabega. As amostras recolhidas de
animais doentes foram inoculadas em meio Agar Sabouraud Dextrose e
Agar de Extrato de Malte para isolamento de fungos. Os isolados obtidos
foram identificados por sequenciagao da regiéo ITS (internal transcribed
spacer) do cluster de RNA ribossomal e, quando necessario, de outras
regides, tal como parte do gene que codifica para a beta-tubulina (tub2).
Os isolados foram ainda caracterizados quanto a sua micromorfologia,
bem como a capacidade de crescimento e producdo de atividades
enzimaticas extracelulares (lipase, gelatinase e protease) a 25° C, 30° C
e 37° C. Foram identificadas trés espécies de fungos, duas pertencentes
ao género Trichophyton, T. interdigitale e Trichophyton sp., e uma
pertencente ao género Aspergillus, A. terreus. Trichophyton sp. é
filogeneticamente préximo de T. erinacei, mas podera representar uma
nova espécie. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
confirmar esta hipétese. Os isolados de Trichophyton cresceram melhor
a 30° C e os de Aspergillus a 37° C. Foi detetada atividade enzimatica
nas espécies estudadas, sendo notado um efeito da temperatura.
Aspergillus terreus nao produziu gelatinase a 30 e 37° C enquanto T.
interdigitale nao produziu protease a 37° C. Serdo necessarios estudos
futuros para uma caracterizagdao mais detalhada da diversidade de
dermatofitos presentes em ourigo-cacheiro em Portugal.
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Dermatophytoses or tinea are fungal infections of the keratinized tissues
of humans and animals, caused by a group of specific fungi, called
dermatophytes. Dermatophytes are grouped into three genera:
Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton. Hedgehogs are
primary consumers and seed dispersers or predators of large numbers
and diversity of invertebrates and have a wide geographic distribution.
The objective of this study was to isolate and characterize hedgehog
dermatophytes with symptoms, fall of spines and wounds, mainly in the
head region. Samples collected from sick animals were inoculated on
Sabouraud Dextrose Agar and Malt Extract Agar for fungal isolation. The
isolates obtained were identified by sequencing the ITS (internal
transcribed spacer) region of the ribosomal RNA cluster and, when
necessary, other regions, such as part of the gene encoding beta-tubulin
(tub2). The isolates were further characterized in terms of their
micromorphology, as well as their capacity for growth and production of
extracellular enzymatic activities (lipase, gelatinase and protease) at 25°
C, 30° C and 37° C. Three species of fungi were identified, 2 belonging
to the genus Trichophyton, T. interdigitale and Trichophyton sp., and one
belonging to the genus Aspergillus, A. terreus. Trichophyton sp. is
phylogenetically close to T. erinacei, but may represent a new species.
However, further studies are needed to confirm this hypothesis.
Trichophyton isolates grew better at 30° C and Aspergillus isolates at 37°
C. Enzymatic activity was detected in the studied species, with an effect
of temperature being noted. Aspergillus terreus did not produce
gelatinase at 30 and 37° C while T. interdigitale did not produce protease
at 37° C. Future studies will be needed for a more detailed
characterization of the diversity of dermatophytes present in hedgehogs
in Portugal.
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1. Introducgao

“A identificagdo dos microrganismos pode ter diferentes objetivos, desde orientagao
terapéutica perante uma situacéo de doenca, estudos epidemioldgicos sobre a distribuigcdo
de estirpes de um agente numa populacdo ou investigacdo sobre a sua biologia e
patologia” (Castro, 2010, p. 412).

A identificagdo dos microrganismos pode ser feita diretamente no produto biolégico ou
ap6s a cultura do produto. Para a cultura e isolamento existem meios de cultura para as
bactérias, fungos e alguns parasitas que tornam possivel a sua multiplicagao e posterior
identificagdo. A sementeira dos produtos biolégicos nos meios de cultura pode ser direta
ou em alguns casos, a amostra deve ser previamente tratada e s6 posteriormente semeada
nos meios de cultura. A observagao das colénias de bactérias ou de fungos nos meios de
cultura constitui a técnica classica da sua identificacdo, sendo posteriormente efetuada a
partir de colonias isoladas. Apds o isolamento de um microrganismo, interessa proceder a
sua caraterizagdo, aqui existe a caraterizagdo morfologica, caraterizagdo bioquimica,
caraterizagao genotipica e teste de resisténcia aos antimicrobianos (Castro, 2010, pp. 414-
417).

Quando a identificagéo é feita diretamente do produto biolégico pode-se recorrer ao
exame microscopico direto para a visualizagdo de bactéria, parasitas ou fungos, este
método é simples e econdmico, contudo pouco sensivel. Pode-se também recorrer a
detecdo de sequéncias genomicas através de técnicas de biologia molecular. Estas
técnicas sdo atualmente cada vez mais utilizadas, sdo mais caras do que os métodos
convencionais, mas apresentam a vantagem da obten¢do de um resultado mais rapido e
de serem particularmente uteis na detegdo de microrganismos de dificil cultura (Castro,
2010, p. 414).

E possivel encontrar sequéncias gendémicas especificas no genoma de todos os
organismos que os distinguem uns dos outros, e a pesquisa destas sequéncias genémicas
pode ser feita sobre o produto, sem extragéo prévia do genoma ou apds a extragao do
genoma. O numero de sequéncias especificas pode ser ampliado, previamente, pela
execucgao de reagao de polimerase em cadeia (polymerase chain reaction — PCR). Esta
técnica tem sido utilizada para detetar sequéncias de nucleédtidos especificas em, por
exemplo, amostras clinicas de doentes infetados por bactérias, virus, parasitas e fungos.
Tém sido descritas varias modificagbes da técnica base, como por exemplo a Multiplex
PCR, esta técnica utiliza multiplos pares de sequéncias iniciadoras (Sl), para diferentes
moléculas alvo, na mesma mistura de reacdo, permitindo a detecdo de varios

microrganismos numa reagdo de PCR. A detecdo dos varios produtos amplificados é



efetuada por sondas especificas para cada um dos produtos esperados. Nested PCR,
nesta técnica o produto obtido numa primeira reagao de PCR é submetido a uma segunda
reagéo de PCR, utilizando-se um par de Sl, cuja sequéncia nucleotidica alvo se encontra
no produto amplificado pelo primeiro par, esta técnica tem a desvantagem de se poder
verificar maior probabilidade de contaminacéo, tratando-se por isso de uma técnica muito
sensivel. Reagao de ligase em cadeia (LCR), esta técnica utiliza uma enzima DNA ligase
termoestavel. PCR em tempo real, nesta técnica, ao contrario das anteriores, a detegéo da
amplificagao é efetuada enquanto a reagao ocorre pela medida da cinética da reacao, esta
técnica tem a vantagem de ser mais rapida, precisa e exata, permitindo também uma
quantificacdo de DNA e RNA com as mesmas carateristicas (Castro, 2010, pp. 416-417).
A técnica de PCR tem uma variedade de aplicagbes no laboratério de microbiologia,
como na detegao e identificagéo direta de microrganismos, na detegéo e caraterizagao de
genes que codificam fatores de resisténcia e na detegdo da presenga de genes
responsaveis pela resisténcia antimicrobiana e subtipagem dos microrganismos para

estudos epidemioldgicos (Castro, 2010, p. 417).

1.1. Dermatéfitos

Em meados do século XIX o estudo da micologia médica, principalmente relacionada
com doengas humanas, iniciou-se com o descobrimento da etiologia fungica do favus tendo
sido impulsionado por trés médicos europeus, Robert Remak, Johann L. Schoénlein e
David Gruby (Weitzman & Summerbell, 1995). Favus ou tinea favosa costumava ser

bastante frequente em todo o mundo, em especial nos paises pobres.

Em 1837 Schoénlein e o seu assistente Remak conseguiram descobrir 0 agente de uma
micose cronica do couro cabeludo, favus, ao qual Remak deu o nome de Achorion
(atualmente Trichophyton) schoenleinii em honra ao seu mentor Scholein. Esta foi a

primeira descoberta de um fungo causador de doenga humana (Lemsaddek, 2008).

O verdadeiro fundador da dermatomicologia foi David Gruby que de forma
independente, e sem conhecimento do trabalho realizado por Remark e Schoénlein,
descreveu o agente causador do favus, clinicamente e os detalhes microscopicos das
crostas, e também estabeleceu a natureza contagiosa da doenga (Gruby, 1841; Gruby,
1841; Gruby, 1843; Gruby, 1844 citado em Weitzman & Summerbell, 1995).

Raymond Sabouraud foi um dos primeiros micologistas médicos e iniciou os seus
estudos sobre dermatdfitos por volta de 1890, as suas contribuigdes incluiram estudos

sobre a taxonomia, morfologia, métodos de cultivo de dermatéfitos e terapia das



dermatofitoses. Ele classificou os dermatéfitos em quatro géneros, Achorion,
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, tendo como base os aspetos clinicos da
doenga em combinagdo com as observagdes culturais e microscopicas (Weitzman &
Summerbell, 1995).

Em 1934 Chester Emmons modernizou o esquema taxonémico de Sabouraud, e de
outros, e estabeleceu a classificagao dos dermatdfitos tendo como base a morfologia dos
esporos e dos orgaos acessorios. A mudanga consistiu na eliminagdo do género Achorion,
reconhecendo apenas os géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton
(Weitzman & Summerbell, 1995).

Estudos realizados mais tarde levaram a simplificacdo da identificacdo de dermatdfitos
e a redugao do numero de espécies e variedades (Weitzman & Summerbell, 1995).

Em 1958 Gentles relatou o sucesso da terapia oral usando griseofulvina na
dermatofitose em cobaias, isto revolucionou a terapia da dermatofitose e deu inicio a
primeira grande mudancga na terapia da tinea desde Sabouraud (Weitzman & Summerbell,
1995).

O ano de 1959 foi mais uma data importante no estudo da taxonomia dos dermatdfitos,
Dawson e Gentles descreveram o estado teleomorfico (estado sexual) de Trichophyton
ajelloi ao qual deram o nome Arthroderma uncinatum (Lemsaddek, 2008).

Em 1960, Griffin conseguiu reisolar o estado sexual de Microsporum gypseum, que tinha
sido inicialmente descrito por Nannizzi em 1927, e ao qual tinha dado o nome de
Gymnoascus gypseum (Lemsaddek, 2008).

Em 1961, Stockdale descobriu varios estados teleomorfico de Microsporum gypseum e
propés um novo genero, Nannizzia, para agrupar todos os estados sexuais do género
Microsporum (Lemsaddek, 2008).

Mais tarde, em 1975, foi descoberto o estado sexual de Microsporum canis ao qual se
deu o nome Nannizzia otae em homenagem ao micologista Ota. Todos os estados sexuais
dos dermatofitos foram classificados em dois géneros, Arthroderma e Nannizzia, até 1986
onde Weitzman e seus colaboradores propuseram o agrupamento de todos eles no género
Arthroderma (Lemsaddek, 2008).

Os dermatofitos sao fungos filamentosos e caraterizam-se principalmente pela atividade
queratinolitica, o que possibilita a invasao dos tecidos queratinizados como a pele, os pelos
e as unhas seja de seres humanos como de outros animais (Wagner & Sohnle, 1995;
Weitzman & Summerbell, 1995; Alio et al., 2005 citado em Maifrede, 2009).



Os géneros das formas assexuadas destes fungos séo Microsporum, Epidermophyton
e Trichophyton e o género das formas sexuadas, as espécies capazes de reprodugao
sexuada, é Arthroderma.

O género Microsporum carateriza-se pela presenga, em cultura, de estruturas de
frutificagdo conhecidos como macroconidos. Essa estruturas sao conideos grandes, em
forma navicular e sdo divididos por septos transversais de espessura variavel e que
apresentam na sua superficie, sobretudo na parte distal, uma grande quantidade de
protuberancias que conferem aspeto conhecido como verrucoso. Associados aos
macroconideos, podem ser observados, as vezes, estruturas também de frutificagéo,
menores e claviformes, conhecidas como microconideos. Tanto os macroconideos como
os microconideos ficam distribuidos ao longo das hifas (Weitzman & Summerbell, 1995
citado em Maifrede, 2009).

O género Trichophyton carateriza-se pela presenga de uma grande quantidade de
microconideos de forma arredondada ou claviforme e disposicdo peculiar nas hifas,
associados a poucos macroconideos de forma cilindrica, divididos em septos finos e
transversais, com superficie externa lisa (Weitzman & Summerbell, 1995 citado em
Maifrede, 2009).

O género Epidermophyton em cultura apresenta apenas macroconideos na forma de
clava, divididos por finos septos e com superficie lisa; esses macroconideos
frequentemente sao evidenciados agrupados uns nos outros. Nao se observa a presenga
de microconideos. Deste género apenas a espécies Epidermophyton floccosum é
patogénica (Weitzman & Summerbell, 1995 citado em Maifrede, 2009).

As espécies de dermatofitos sdo divididas em zoofilicas, geofilicas e antropofilicas,
dependendo do seu habitat primario ser animais, solo ou humanos, respetivamente (Ajello,
1962, Georg, 1960 citado em Weitzman & Summerbell, 1995). Os dermatofitos
antropofilicos estdo associados a humanos e raramente infetam outros animais, os
dermatofitos zoofilicos infetam geralmente animais e podem ocasionalmente infetar
humanos e os dermatofitos geofilicos estdo associados a materiais queratinosos como
cabelos, penas, cascos e chifres, quando estes materiais estdo em processo de
decomposigéo, podendo causar infegdo em animais e humanos (Mayr, 1989 citado em
Weitzman & Summerbell, 1995). Pensa-se que estas espécies geofilicas foram ancestrais
dos dermatdfitos patogénicos, estes pré-adaptados a patogénese cutanea pela sua
capacidade de decompor a queratina e a sua consequente associagado com animais que
vivem em pelos e ninhos forrados de penas em contacto com o solo (Chmel, 1980 citado

em Weitzman & Summerbell, 1995).
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Normalmente as infegdes causadas por dermatofitos (micose) sdo nomeadas de acordo
com a localizagdo anatomica, usando o termo latino que designa o local do corpo a seguir
a palavra tinea. As manifestagbes clinicas séo tinea barbae (micose da barba e bigode),
tinea capitis (couro cabeludo, sobrancelhas e pestanas), tinea corporis (pele glabra), tinea
cruris (virilha), tinea favosa (favus), tinea imbricata (micose causada por T. concentricum),
tinea manuum (mao), tinea pedis (pés) e tinea unguium (unhas) (Weitzman & Summerbell,
1995).

No processo de infegdo, os dermatofitos precisam superar as defesas do hospedeiro
para poder ocorrer a colonizagao dos tecidos (Peres et al., 2010). Um mecanismo
importante do organismo contra agentes infeciosos que atacam sitios superficiais é a
queratinizacéo, processo de renovacado do estrato cérneo realizado pelos queratindcios
que leva a descamagéao epitelial e consequentemente a possivel remogao do fungo (Peres
et al., 2010).

Apés a adesao, os dermatofitos devem obter nutrientes para o seu desenvolvimento e
sobrevivéncia, recorrendo a macromoléculas presentes no tecido do hospedeiro como
fonte de carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre. No entanto, a seletividade da membrana
citoplasmatica impede que proteinas, amido, celulose e lipidos possam ser transportados
para o interior da célula. Para que essas moléculas possam ser utilizadas, é necessario
degrada-las em compostos mais simples, para as quais as membranas sdo permeaveis
(Peres et al., 2010). A quebra dessas moléculas é feita por enzimas hidroliticas secretadas
que apresentam especificidade por diferentes substratos. Por essa razao, a secrecgao de
uma ampla variedade de enzimas pelos dermatéfitos, como proteases, lipases, elastases,
colagenases, fosfatases e esterases, € um fator importante durante o processo de infegéo
(Brouta et al., 2002; Vermout et al., 2008; Leng et al., 2009 citado em Peres et al., 2010).
A maquinaria enzimatica dos dermatofitos € um dos fatores de viruléncia melhor
caraterizados. Esta permite a hidrolise dos componentes estruturais do tecido epidérmico
possibilitando que estes agentes patogénicos se tornem invasivos (Peres et al., 2010).

A queratina é uma molécula proteica fibrosa de alto peso molecular, rica em cisteina e
cujas pontes de dissulfeto e ligagbes acetamidicas garantem a sua estabilidade. Essa
proteina & produzida por humanos e outros animais, sendo o principal constituinte na pele,
unhas e cascos, desempenhando uma fungao de revestimento e protegao (Fraser & Parry,
2005 citado em Peres et al., 2010).

As queratinases secretadas pelos dermatéfitos catalisam a degradagéo de queratina
presente no tecido o hospedeiro em oligopeptideos ou aminoacidos, que podem entdo ser

assimilados pelo fungo (Peres et al., 2010).
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Uma vez no tecido do hospedeiro, os dermatéfitos ou seus metabolitos induzem uma
resposta imune inata pelos queratindcitos, consequentemente ativando mecanismos ou
mediadores da resposta imune (Peres et al., 2010).

Ha um ndmero limitado de medicamentos que podem ser usados para tratar
dermatofitoses, principalmente terbinafina, compostos azdlicos, como itraconazol e
fluconazol, e griseofulvina (Monod, 2019). O primeiro alerta comegou no inicio da década
de 2000 com o relato de dois casos de resisténcia a terbinafina em Trichophyton rubrum
(Osborne, et al., 2005; Osborne, et al., 2006 citado em Monod, 2019). O problema estende-
se desde 2017, com varios casos relatados de onicomicoses resistentes a terbinafina, tinea
pedis e tinea corporis com Trichophyton rubrum ou Trichophyton interdigitale na Europa e
na Asia (Yamada, et al., 2017; Saunte, et al., 2019 citado em Monod, 2019). No entanto, a
resisténcia antifungica agora nao diz respeito apenas a terbinafina, mas também aos
compostos azélicos. Um caso de Trichophyton rubrum exibindo suscetibilidade reduzida a
azois foi recentemente documentado (Monod, 2019).

A origem do surgimento de dermatofitos resistentes permanece obscura. No entanto, a
medicagao excessiva e os tratamentos sistémicos repetidos com compostos antifungicos

provavelmente contribuiram para o fenémeno (Monod, 2019).

1.2. Nao Dermatéfitos

Além dos dermatofitos, outros fungos sdo apontados como agentes de dermatofitose,
fungos esses que sdo encontrados normalmente na natureza como saprobios do solo ou
patogénicos de plantas (Bell-Syer et al., 2001 citado em Maifrede, 2009).

Aspergillus spp. sao fungos ubiquos e anemdfilos, classificados entre os
microrganismos mais abundantes, além de mundialmente distribuidos, podendo ser
isolados do solo, ar, agua, alimentos, plantas, material em decomposi¢do e superficies
(Ward et al., 2006; Sidrim & Rocha, 2004 citados em Albano, 2009).

Morfologicamente, todas as espécies de Aspergillus apresentam coldnias filamentosas
contendo hifas septadas. A estrutura de frutificagao, tipica do género, é caraterizada por
um conidiéforo com uma célula pé e uma dilatacdo no apice chamada de vesicula, onde
se inserem as métulas em espécies bisseriadas, ou as fialides em espécies unisseriadas,
as quais dao origem aos conidios (Sidrim & Rocha, 2004; Lacaz et al., 2002; Abarca, 2000
citado em Albano, 2009).

Das diversas espécies reconhecidas do género Aspergillus, cerca de 20 sdo consideradas
patogénicas para humanos e animais. Espécies como Aspergillus flavus, Aspergillus

terreus, Aspergillus niger e Aspergillus nidulans, apresentam potencial patogénico e
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ocasionalmente sdo relatadas como agentes etiologicos de doengas (Sidrim & Rocha,
2004; Lacaz et al., 2002; Klich, 2002; Abarca, 2000; Stevens et al., 2000; Latgé, 1999;
Severo et al., 1997 citado em Albano, 2009).

A aspergilose afeta uma grande variedade de animais, desde mamiferos a alguns
répteis, mas a sua grande importancia € observada em humanos e aves tanto domésticas
quanto silvestres (Tell, 2005; Abundis-Santamaria, 2003; George, 1997 citado em Albano,
2009).

1.3.Ourigos-cacheiros

O ourigo pertence a familia Erinaceidae onde estdo inseridos os géneros Atelerix,
Erinaceus, Hemiechinus, Mesechinus e Paraechinus (Marques, 2016).

O género Erinaceus, do qual fazem parte as espécies Erinaceus amurensis, E. concolor,
E. europaeus e E. roumanicus encontra-se distribuido por todo o continente europeu e uma
parte do continente asiatico (Marques, 2016).

Erinaceus europaeus, conhecido por possuir o peito castanho, é a espécie que habita
Portugal e encontra-se distribuido por toda a europa ocidental, no sul dos paises
escandinavos e na Russia. Foi introduzido na Nova Zelandia no século XIX (Morris, 2014
citado em (Marques, 2016).

Um ourigo adulto pesa entre 800 e 1200 gramas (Bexton & Robinson, 2003 citados em
Marques, 2016), este varia sazonalmente verificando-se uma diminuigdo apods a
hibernagdo e um aumento antes da mesma (Morris, 2014) e 0 seu comprimento, do focinho
a base da cauda, varia entre os 20 centimetros e os 30 centimetros (Morris, 2014 citado
em Marques, 2016).

Um ourico adulto possui entre 3500 a 7000 espinhos, de 2 a 3 centimetros de
comprimento e 2 milimetros de diametro (Morris, 214 citado em Marques, 2016), cada um
destes espinhos esta ligado ao seu préoprio musculo permitindo uma movimentagao

independente de cada um (http://www.wildlifeonline.me.uk, citado em Marques, 2016).

Os seus mecanismos de defesa contra os predadores tém por base estas duas
particularidades: ao se sentir ameacado enrola-se e os espinhos tomam uma posicao ereta
(Hof et al., 2012 citado em Marques, 2016), outra forma de defesa consiste na realizagéo
de saltos verticais com os pelos eretos (Pfaffle, 2010 citado em Marques, 2016).

Este animal esta adaptado a uma grande diversidade de habitats e é influenciado por
alteragbes climaticas, alteracdes na estrutura do habitat, pela disponibilidade de alimento
e presenga de competidores ou predadores, como por exemplo o texugo (Hof et al., 2012

citado em Marques, 2016). E possivel encontrar ourigos-cacheiros em campos de cultivo,
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parques, zonas pantanosas, areas urbanas, florestas e charnecas (Poel et al., 2015 citado
em Marques, 2016).

Estudos realizados concluiram que, atualmente, ha um maior nimero de ouricos em
zonas urbanas, em comparagdo com as zonas rurais, isto pode ser explicado pela
abundéancia de alimento e agua, a existéncia de varios abrigos e a auséncia de predadores
naturais nestas areas (Adams & Ash, 2006 citado em Hubert et al., 2011 e em Marques,
2016).

Sao animais insectivoros, a base da sua alimentagao consiste em pequenos animais
como lagartixas e invertebrados como os besouros, caracéis e minhocas (Wroot, 1985
citado em Rautio et al., 2016). A sua alimentagao tem sofrido alteragdes, devido a migragéo
destes animais para ambientes mais urbanos, verificando-se que alimentos de origem
humana (peixe, leite) (Rautio et al., 2016 citado em Marques, 2016) e ragdo de animais
domeésticos, como o cao e o gato (Hubert et al., 2011 citado em Marques, 2016) passaram
a integrar parte da sua dieta (Marques, 2016).

Apesar de nao ser a presa principal de nenhum predador, por vezes é capturado por
raposas, mochos e corujas, aguias e toirdes. O texugo, devido as suas fortes e compridas
garras, tem alguma facilidade em penetrar na cobertura espinhosa, capturando assim
alguns ouri¢os, principalmente os mais jovens.

Estes animais sao afetados por uma variedade de infegcbes parasitarias, bacterianas
(Riley & Chomel, 2005; Keymer et al., 1991 citado em Hajipour, 2015) e virais (Pfaffle, 2010
citado em Marques, 2016).

Face a proximidade de algumas populagbes as estradas a espécie é frequentemente
encontrada atropelada. A destruicdo de habitat e a utilizagdo de pesticidas na agricultura
também sao fatores de ameaca, o consumo de presas contaminadas por pesticidas leva a
contaminacdo indireta dos ouricos, embora a espécie também possa ser contaminada
diretamente. Adicionalmente, a espécie é por vezes capturada ilegalmente.

Tradicionalmente, ndo tem particular interesse econémico e especial pelo seu uso. Em
certas regides europeias sdo animais por vezes perseguidos pelo homem.

No Pais Basco e Portugal no passado era uma espécie capturada com fins
gastronémicos. O ourigo-cacheiro era considerado um petisco no sul de Portugal, tendo o
prato o nome de “leitdo da serra”. Atualmente, ndo é permitida a captura destes animais
silvestres. Regra geral, hoje tém estima humana pela sua morfologia Unica e natureza
inofensiva, sao parte do imaginario infantil, com personagens comuns em literatura e

programas infantis em muitos paises.
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Nos ultimos anos, o ourigo tem-se tornado cada vez mais popular como animal de
estimacdo por todo o mundo. Esta tendéncia comegou nos Estado Unidos da América
quando algumas espécies de ourigos africanos foram importadas e mais tarde relatou-se
na Europa ouricos mantidos como animais de estimagédo (Cabanes, 2020). As duas
espécies de ourigo permitidos para estimagao sdo o ourigo pigmeu africano de barriga
branca ou anao (Atelerix albiventris) e o ourigo orelhudo ou ourigo egipcio (Hemiechinus
auritus), quanto ao ourigo europeu (Erinaceus europaeus) esta protegido e € ilegal manté-
lo como animal de estimacgao, contudo, no século XIX, esta espécie era mantida nas
cozinhas de algumas casas para controlar a presenga de baratas e outros insetos, esta
pratica levou o ourigo europeu colonizar territérios como a Nova Zelandia (Cabanies, 2020).

Dermatofitoses apds contato com ourigos africanos, ourigo egipcio ou ourigo europeu
devem ser esperadas (Kargl et al., 2018).

Em ourigos, as lesdes micoticas costumam ser encontradas na regido da cabeca, pois
0 patogénico é transmitido durante brigas entre os animais e as maes também podem
transmitir os fungos aos recém-nascidos. Se o ourigo perder completamente os espinhos
como resultado da infecao, ele morre de hipotermia. O tratamento veterinario de ourigos
deve sempre incluir antifungicos sistémicos (Kargl et al., 2018).

Trichophyton erinacei é quase exclusivamente transmitido de ourigos para humanos e

causa formas inflamatérias como tinea manuum (Kargl et al., 2018).

1.4. Objetivos do estudo

O objetivo geral deste estudo foi isolar e identificar dermatofitos presentes em ourigos-
cacheiros em Portugal. As amostras foram recolhidas no centro de recuperagéo na Maia,
CRIDO - Centro de Recuperacgao e Interpretagéo de Ourigo gerido pela associagdo Amigos
Picudos — Associacdo para a Preservacado e Protecdo dos Ouricos e enviadas para a

Universidade de Aveiro.

Adicionalmente, pretendeu-se caracterizar os isolados obtidos quanto a sua
micromorfologia, bem como a sua capacidade de crescer e produzir atividades enzimaticas

extracelulares a diferentes temperaturas.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Isolamento

As amostras de ourigco foram enviadas para a Universidade de Aveiro a partir do centro
de recuperacio na Maia, estas consistiam em espinhos, pelos e pedacos de pele/ crosta.
As amostras recebidas pertenciam as espécies de Erinaceus europaeus e Atelerix
albiventris.

As amostras recebidas foram registadas com a descrigao que ja vinha nelas:

e Ourigco Europeu 1

e OQurico Europeu 18/4/2020

e Ourigo Pigmeu Africano, fémea

e Qurico Europeu, fémea, Parque da Cidade do Porto, 30/4/2020
e Ourico Europeu

As amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Malt Extract Agar
(MEA) e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Figura 1). Os meios foram preparados segundo
as indicagbes dos fabricantes e autoclavados. As placas de Petri foram seladas com
parafilme, identificadas e colocadas na estufa a incubar durante 7 dias a 30° C.

Apos aincubacgao, as coldnias foram repicadas para placas de Petri contendo meio MEA
ou SDA, com o objetivo de obter culturas puras. As placas foram seladas com parafilme,
identificadas e incubadas a 30° C.

Durante 15 dias foi feito o controlo dos isolados para verificagdo do crescimento das

culturas e existéncia de alguma contaminagéo.

Figura 1. Amostras de ourigo inoculadas em placas de SDA e MEA
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2.2.Extragao do DNA

Extrai-se o DNA gendmico das culturas puras de acordo com o protocolo Mdller (1992),

com algumas modificagbes.

© © N o g bk~ w

22.
23.

24.

Permitir o crescimento do fungo em meio SDA e MEA durante dezanove dias a
30° C, de modo a haver um crescimento adequado do micélio

Transferir o micélio para um microtubo de 2,2 mL e adicionar 500 uL de tampéao
TES

Misturar, aquecer por 3 minutos e entdo passar para gelo por 10 minutos
Adicionar 10 uL de proteinase K (20 mg/ mL)

Incubar a 65° C por 3 minutos (Agitar ocasionalmente)

Aumentar a concentragao de sal através da adigdo de 140 uL de NaCl 5M
Adicionar 65 uL 10% CTAB

Incubar a 65° C por 30 minutos (agitar ocasionalmente)

Adicionar 1 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e misturar

cuidadosamente por inversdo durante 1 minuto

. Incubar por 15 minutos em gelo
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm a 4° C

Transferir o sobrenadante (+/- 800 pL) para um novo microtubo de 1,5 mL
Adicionar 225 pL de NH4OAc 5M e misturar cuidadosamente

Incubar por 15 minutos em gelo

Centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm a 4° C

Transferir o sobrenadante (+/- 1000 pL) para um novo microtubo de 1,5 mL
Adicionar 500 pL de isopropanol gelado e misturar cuidadosamente

Incubar por 15 minutos em gelo

Centrifugar diretamente por 10 minutos a 12000 rpom a 4° C

Descartar o sobrenadante

Lavar 2 vezes com 1000 pL de etanol 70% gelado (centrifugar por 10 minutos e
descartar o sobrenadante)

Secar o pellet na bancada

Dissolver o pellet em 30 uL-100 uL de tampéo TE + RNAse (1,5 uL de 10 mg/
mL mais 48,5 uL de tampéo TE)

Armazenar as diluigbes de DNA a 4 ou -20° C e os estoques originais a -20° C
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Em relagdo ao armazenamento dos isolados, foram retirados quatro plugs da periferia
do micélio das coldnias e colocados em criotubos com 800 L de solugao de glicerol a 15%.

Estes foram armazenados a -80° C.

2.3.Tipagem

Realizou-se também uma tipagem para analisar os diferentes isolados obtidos. Para
isso realizou-se uma MSP-PCR utilizando o primer GTG5.
Tabela 1. Sequéncia do primer GTG5 utilizado na MSP-PCR para a tipagem

Primer Sequéncia (5’ — 3’)
GTG5 GTGGTGGTGGTGGTG

A reagdo MSP-PCR foi feita num termociclador BIO-RAD C1000 touch™ (USA) num
volume de 25 plL.

Tabela 2. Quantidades dos reagentes utilizados na reagao

Primer GTG5 2 uL (10 pmol/pl)
Taq polimerase 6,25 pL
Agua destilada 15,75 uL

DNA 1ul

As condigbes utilizadas foram 95° C durante 5 minutos para a desnaturacgéo inicial, 94°
C durante 1 minuto para a desnaturagao, 53° C durante 1 minuto para o annealing, 65° C
durante 8 minutos para a extensao e 65° C durante 16 minutos para o alongamento. Foram
realizados 30 ciclos.

Depois foi feita uma eletroforese a 80V durante 2 horas e 45 minutos, o gel de agarose

a 1,5% obtido na eletroforese foi analisado usando o programa GelComparll.

2.4.ldentificagao molecular
Depois de se ter extraido o DNA realizou-se a PCR para amplificar a regido ITS

utilizando os primers ITS5 e NL4.

Tabela 3. Sequéncias dos primers ITS5 e NL4 utilizados na PCR para a identificagdo dos isolados

Primers Sequéncia (5'- 3’)
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG
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A reacdo de PCR foi feita num termociclador BIO-RAD C1000 touch™ (USA) num
volume de 25 plL.

Tabela 4. Quantidades dos reagentes utilizados na reagdo de PCR

Primer ITS5 1 pL (10 pmol/pl)
Primer NL4 1 pL (10 pmol/pl)
Taq polimerase 6,25 uL
Agua destilada 15,75 uL
DNA 1uL

As condigdes utilizadas foram 95° C durante 5 minutos na desnaturagéo inicial, 94° C
durante 30 segundos para a desnaturagao, 52° C durante 30 segundos para o annealing,
72° C durante 1 minuto e 30 segundos para a extensao e 72° C durante 10 minutos para o
alongamento. Foram realizados 30 ciclos.

A seguir foi feita uma eletroforese a 80V durante 1 hora num gel de agarose a 1,5%.

Apos a eletroforese o gel foi corado numa solugéo de brometo de etidio a 0,5 ng/ mL
durante 15 minutos e depois lavado em agua destilada durante 15 minutos, para remover
0 excesso de brometo de etidio. Por fim, o gel foi visualizado no sistema de aquisigao de
imagem gel DOC™ XR (Bio-Rad).

Foi feita a purificagdo dos produtos da amplificagéo utilizando o kit NZYGelPure™,
seguindo as instrugdes do fabricante.

A determinagédo da sequéncia nucleotidica dos produtos amplificados da regidao ITS foi
realizada pela GATC Biotech (Alemanha).

Apbs a recegdo das sequéncias nucleotidicas da regidao ITS obtiveram-se as
sequéncias completas dos isolados a partir dos cromatogramas com recurso ao software
FinchTV. Depois, estas sequéncias foram submetidas a uma analise primaria utilizando o
Standard Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PAGE TYPE=BlastSearch).

2.5.Filogenia
A filogenia dos isolados foi analisada separadamente por géneros usando sequéncias
de outras espécies intimamente relacionadas para determinar a sua relagéao filogenética na

forma de arvore, usando o software MEGAX.
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Para o género Aspergillus usou-se a sequéncia ITS, comegou-se por obter as
sequéncias ITS de outras espécies deste género, recorrendo ao banco de dados GenBank
(NCBI- Nacional Center for Biotechnology Information). Depois de se ter as sequéncias fez-
se o alinhamento, no MEGAX, com os seguintes parametros, para Pairwise alignment (Gap
opening = 10 e Dap extension = 0.1) e para Multiple alignment (Gap opening = 10 e Gap
extension = 0.2), Delay divergente Cutoff (%) = 25 e Transition weight = 0.5 e a seguir
fizeram-se os cortes de modo as sequéncias ficarem todas com o mesmo tamanho.
Quando o alinhamento ficou pronto procedeu-se a determinagao do melhor modelo de
evolugdo, a seguir comegou-se a construir a arvore usando uma analise Maximum
Likelihood, nos pardmetros colocou-se o modelo anteriormente determinado e a
distribuicdo e para os valores de bootstrap 500 réplicas.

Para o género Trichophyton fez-se uma arvore com as sequéncias ITS, mas devido a
algumas incoeréncias nos resultados fez-se também uma arvore combinada ITS + tub2. O
gene da beta-tubulina (fub2) foi amplificado e sequenciado usando os primers Bt2a e Bt2b
(Glass e Donaldson, 1995) com as condigbes de amplificagdo previamente descritas por
Lopes et al. (2017).

O processo de construgao para a primeira arvore, apenas com sequencias, ITS foi igual
ao feito para a arvore do género Aspergillus. Para a arvore combinada ITS + tub2 houve
algumas diferengas no processo de construgdo da arvore, primeiro obtiveram-se as
sequéncias tub2, recorrendo ao banco de dados GenBank, as sequéncias ITS ja tinham
sido obtidas anteriormente, depois de ter as sequéncias ITS e fub2 das mesmas espécies
fez-se o alinhamento em separado, no MEGAX, com o0s seguintes parametros para
Pairwise alignment (Gap opening = 10 e Gap extension = 0.1) e para Multiple alignment
(Gap opening = 10 e Gap extension = 0.2), Delay divergente Cutoff (%) = 25 e Transition
weight = 0.5 e a seguir fizeram-se os cortes de modo as sequéncias ficarem todas com o
mesmo tamanho, quando os alinhamentos ficaram prontos recorreu-se ao FaBox, uma

caixa de ferramentas online (https://birc.au.dk/~palle/php/fabox/), na ferramenta Fasta

alignment joiner onde se juntou os dois alinhamentos. Foi este ficheiro criado que se usou
no resto do processo de construgao da arvore, determinou-se o melhor modelo de evolugao
e para a construgdo usou-se uma analise Maximum Likelihood, nos pardmetros colocou-

se 0 modelo determinado e a distribuicdo e para os valores de bootstrap 500 réplicas.
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2.6. Caracterizagao morfologica
2.6.1. Observagoes ao microscoépio
Para fazer a observagdo ao microscopio usaram-se isolados de cada espécie,
incubados a 25° C. Para as preparacdes colocou-se um pouco de acido lactico na lamina,
raspou-se um pouco do micélio da extremidade da cultura e colocou-se na lamina e por fim

pressionou-se com uma lamela, as observagdes foram feitas na lente 40X.
2.7.Atividade Enzimatica
A atividade enzimatica é uma ferramenta importante no processo de infegao.

A producéo de enzimas extracelulares é visualizada através do aparecimento de halos

transparentes, producao de precipitado, alteragao de cor do meio de cultura, entre outros.

No ensaio testou-se a atividade de lipases, gelatinases e proteases a 25° C, 30° C e 37°
C.

Os meios de cultura foram preparados com as seguintes composigoes.

Tabela 5. Composicado do meio de lipase

Meio de Lipase (1L)

Peptona 10g
Nacl 59
CaCl2 0,1g

Tween20 1% (v/iv)
Bacto Agar 20g

Autoclavar a solucdo Tween20 separadamente, adicionar 1 mL por cada 100 mL de

meio. Detecdo pela presencga de precipitado.
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Tabela 6. Composicdo do meio de cultura de Skim Milk

Meio de Skim Milk (1L)

Skim Milk 10g
Extrato de Malte 59
Bacto Agar 20g

Autoclavar o skim milk em separado e no final juntar ao restante meio. Detegéo pela
presenca de um halo claro junto ao micélio. E colocado um filtro para ser possivel remover

a colodnia e observar se houve formagao de halo mais facilmente.

Tabela 7. Composigao do meio de cultura de gelatina

Meio de Gelatina (1L)

Gelatina 10g
Extrato de Malte 59
Bacto Agar 15g

Detecao pela presenga de um halo claro junto ao micélio, neste meio também é utilizado

um filtro.

A detecao da produgéo de enzimas foi realizada em placas de Petri, foram feitas trés
réplicas de cada meio para cada temperatura.
Plugs dos isolados foram inoculados nos meios de cultura, as placas Petri foram

identificadas e incubadas nas respetivas temperaturas.

2.8.Ensaios de crescimento

Foi feito um ensaio para analisar a taxa de crescimento dos isolados a diferentes
temperaturas, testaram-se trés temperaturas diferentes, 25° C, 30° C e 37° C.

Recuperaram-se os isolados dos glicerois em placas de SDA e incubaram-se a 25° C
durante dois dias. A partir destas culturas os fungos foram inoculados em placas de SDA
e incubadas nas temperaturas testadas, foram feitas trés réplicas.

Foram realizadas medi¢cdes do diametro das culturas, com recurso a uma régua, no
segundo, sexto, sétimo, décimo e décimo quinto dia de incubagdo, o ensaio teve uma

duracao de 15 dias.
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Utilizou-se o Excel para fazer graficos com as medigbes tiradas de todos os isolados

para uma melhor analise.
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3. Resultados

3.1. Isolamento

No isolamento obtiveram-se 7 culturas de fungos.

Tabela 8. Isolados e amostras a que pertencem

Isolados
Sample 0
Sample 1
Sample 2
Sample 3
Sample 4
Sample 5

Sample 6

Amostras
Ourico Europeu 1
Ourico Europeu MEA R3
Ourico Europeu SDA
Ourigo Europeu (18/5/2020) MEA
Ourigo Europeu (30/4/2020) MEA
Ourigo Europeu (30/4/2020) SDA

Ourigo Europeu (18/5/2020) SDA

24



3.2.Tipagem

(sample 4)

{ ' (sample 5)
(sample 2)

' (sample 1)
(Sample 0)

| j ' (Sample 3)
(Sample 6)

1

Figura 2. (A) Gel da tipagem; (B) dendrograma

Fez-se uma tipagem com o objetivo de avaliar a diversidade dos isolados. Foi possivel
verificar através do gel e do dendrograma (Figura 2A e 2B, respetivamente) que os isolados
1, 2, 4 e 5 possuem um perfil muito semelhante entre si e que o perfil do isolado 0 apresenta
algumas parecengas com os perfis dos isolados 1,2,4 e 5 o que podera indicar uma
proximidade entre estes. Os isolados 3 e 6 possuem perfis semelhantes entre si mas

bastante diferentes dos perfis dos outros isolados.
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3.3.ldentificagcao molecular

Foram identificadas 3 espécies, os isolados 1, 2, 4 e 5 como Trichophyton interdigitale,

os isolados 3 e 6 como Aspergillus terreus e o isolado 0 como Trichophyton erinacei.

3.4.Filogenia
Foi feita uma analise filogenética para perceber onde se localizavam os isolados em
relacédo a outras espécies do mesmo género assim como em relagdo a estirpes da mesma

espécie.

Na arvore do ITS dos isolados do género Trichophyton (Figura 3) verificou-se que o
Trichophyton interdigitale sample 1 se localiza proximo da estirpe tipo confirmando a sua
identificagdo. Por outro lado, o isolado identificado como Trichophyton erinacei sample 0
encontra-se muito afastado da estirpe tipo e de outras estirpes desta espécie. Perante
este resultado decidiu-se fazer uma arvore combinada ITS+tub2 (Figura 5) para tentar
perceber se este isolado pertence a espécie inicialmente identificada, se pertence a outra
espécie, e qual, ou se se trata de uma nova espécie. Os resultados obtidos na arvore
combinada foram similares aos obtidos na primeira arvore, o isolado ficou afastado da

estirpe tipo e das outras estirpes desta espécie.
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strain IHEM 19619 Trichophyton erinacei
strain IHEM 19621 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25148 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25149 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25150 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25161 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25162 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25163 Trichophyton erinacei

strain IHEM 25166 Trichophyton erinacei

strain IHEM 25493 Trichophyton erinacei

strain IHEM 19626 Trichophyton erinacei

strain 250030 Trichophyton erinacei

strain 250031 Trichophyton erinacei

strain DSM 103784 Trichophyton erinacei

strain T179 Trichophyton erinacei

strain GBS 511 73 Trichophyton erinacei

CBS 474 76 Trichaphyton erinacei

CBS 344 79 Trichaphyton erinacei

ATCC 28443 TYPE Trichophyton erinacei

L CBS 124411 Trichophyton sp

‘strain IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon

CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum

_rcss 623 66 TYPE Trichophylon benhamiae
Trichophyton erinacei sample 0

[ strain IHEM 25164 Trichophyton erinacei

strain IHEM 24420 Trichophyton eriotrephon

H

strain IHEM 24340 Trichophyton eriotrephon
GBS 220 25 TYPE Trichophyton eriotrephon
strain CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon
@ strain 196 Trichophyton eriotrephon

e L strain 4 Trichophyton eriotrephon

-LCBS 365 53 TYPE Trichophyton verrucosum

isolate MASR 1923C Trichophyton sp
_|_— GBS 363 35 TYPE Trichophyton bullosum
» LM 10725 Trichophyton sp

isolate 99 Trichophyton cf rubrum

SIN38 Trichophyton sp

CBS 392 58 TYPE Trichophyton rubrum
CBS 374 92 TYPE Trichophyton violaceum
IHEM 19751 TYPE Trichophyton soudanense
strain IHEM 26527 Trichophyton kuryangei
CBS 359 62 TYPE Trichophyton balcaneum

IHEM 13697 TYPE Trichophyton quinckeanum

CBS 458 59 TYPE Trichophyton schoenleinii

“ # | | strain IHEM 13515 Trichophyton cf schoenleinilquinckeanum
CBS 417 65 reference Trichophyton simii

7 | Trichophyton yaoundei

ATCC 44687 Trichophyton cf mentagrophytes

3
ATCC 18749 Trichophyt

ATCG 18748 Trichophyton cf mentagrophytes
sirain V155 32 Trichophyton mentagrophytes

ATCC 46950 Trichophyton cf mentagrophytes

-I GBS 100080 TYPE Trichophyton equinum var autotrophicum

CBS 496 48 TYPE Trichophyton tonsurans
strain UAMH 8539 Trichophyton krajdenii
FSU 10097 Trichophyton sp
CBS 428 63 TYPE Trichophyton interdigitale
2 ||| Trichophyton interdigtaie sample1
E strain JCMAN Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes
Esmﬁ Trichophyton indotineae
GBS 124404 Trichophyton interdigitale
& | CBS 124408 Trichophyton interdigitale
strain IHEM 26810 Trichophyton cf mentagrophytes
isolate D15P127 Trichophyton mentagrophytes

strain RL548 Trichophyton mentagrophytes

strain IHEM 4268 Trichophyton mentagrophytes

ATCC 22397 TYPE Trichophyton longifusum

,— strain 191115GAR11K5 Trichophyton terrestre

- |_|_— strain CBS 598 66 Trichophyton vanbreuseghemii
a (CBS 315 65 TYPE Arthroderma uncinatum

[

Figura 3. Arvore filogenética do género Trichophyton com base na analise Maximum Likelihood do alinhamento
da sequéncia ITS. O modelo evolutivo aplicado foi o modelo Tamura-Nei com distribuigdo Gama. Os valores
de bootstrap resultantes de 500 réplicas sdo apresentados. Os isolados utilizados no estudo s&o apresentados
sublinhados a amarelo.
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CBS 428 63 TYPE Trichophyton interdigitale
strain UAMH 8539 Trichophyton krajdenii
FSU 10097 Trichophyton sp

strain JCMAN Trig var

NUBS19006 Trichophyton indotineae
strain IHEM 4268 Trichophyton mentagrophytes
strain IHEM 26810 Trichophyton cf mentagrophytes
CBS 124404 T

isolate D15P127 Trichophyton mentagrophytes
CBS 124408 Trichophyton interdigitale

strain RL548 Trichophyton mentagrophytes

CBS 100080 TYPE Trichophyton equinum var autotrophicum
CBS 496 48 TYPE Trichophyton tonsurans.

CBS 458 59 TYPE Trichophyton schoenleinii

strain IHEM 13515 Trichophyton cf schoenleinii/quinckeanum
IHEM 13697 TYPE Trichophyton quinckeanum

(CBS 417 65 reference Trichophyton simii

Trichophyton yaoundei

ATCC 46950 Ti cf

strain V155 32

ATCC 18749 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 18748 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 44687 Trichophyton cf mentagrophytes
strain CBS 598 66 Trichophyton vanbreuseghemii
CBS 315 65 TYPE Arthroderma uncinatum

strain 191115GAR11K5 Trichophyton terrestre

ATCC 22397 TYPE Trichophyton longifusum

CBS 359 62 TYPE Trichophyton balcaneum
IHEM 19751 TYPE Trichophyton soudanense

strain IHEM 26527 Trichophyton kuryangei
CBS 874 92 TYPE Trichophyton violaceum
CBS 392 58 TYPE Trichophyton rubrum
isolate 99 Trichophyton cf rubrum
SIN38 Trichophyton sp
CBS 363 35 TYPE Trichophyton bullosum
) [: LM 10725 Trichophyton sp

(CBS 365 53 TYPE Trichophyton verrucosum

isolate MASR 1923C Trichophyton sp

strain IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon
CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum
CBS 623 66 TYPE Trichophyton benhamiae
CBS 124411 Trichophyton sp

Trichophyton erinacei sampie 0

strain IHEM 25164 Trichophyton erinacei

s strain IHEM 24340 Trichophyton eriotrephon
strain IHEM 24420 Trichophyton eriotrephon
CBS 220 25 TYPE Trichophyton eriotrephon
strain CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon
strain 196 Trichophyton eriotrephon

3 strain 4 Trichophyton eriotrephon

strain IHEM 25148 Trichophyton erinacei

[— ATCC 28443 TYPE Trichophyton erinacei

5 |- strain IHEM 25161 Trichophyton erinacei
5 (CBS 344 79 Trichophyton erinacei
o |—E strain IHEM 25166 Trichophyton erinacei
o |—E strain 250031 Trichophyton erinacei
6 strain IHEM 19621 Trichophyton erinacei

— (CBS 474 76 Trichophyton erinacei

s L— strain IHEM 25493 Trichophyton erinacei
4 — strain IHEM 25162 Trichophyton erinacei

strain IHEM 19619 Trichophyton erinacei

A strain CBS 511 73 Trichophyton erinacei
strain IHEM 25149 Trichophyton erinacei
0 strain T179 Trichophyton erinacei

A strain IHEM 25163 Trichophyton erinacei
2 strain DSM 103784 Trichophyton erinacei
|—E strain 250030 Trichophyton erinacei

o LE strain IHEM 19626 Trichophyton erinacei
6 strain IHEM 25150 Trichophyton erinacei

Figura 4. Bootstrap Consensus Tree do género Trichophyton com base na analise Maximum Likelihood do
alinhamento da sequéncia ITS. O modelo evolutivo aplicado foi o modelo Tamura-Nei com distribuigdo Gama.
Os valores de bootstrap resultantes de 500 réplicas sdo apresentados. Os isolados utilizados no estudo sédo
apresentados sublinhados a amarelo.
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IHEM 25163 Trichophyton erinacei
IHEM 19621 Trichophyton erinacei
IHEM 25148 Trichophyton erinacei
IHEM 25149 Trichophyton erinacei
IHEM 25150 Trichophyton erinacei

IHEM 25161 Trichophyton erinacei

IHEM 25162 Trichophyton erinacei
IHEM 25493 Trichophyton erinacei
IHEM 19626 Trichophyton erinacei
ATCC 28443 TYPE Trichophyton erinacei
IHEM 19619 Trichophyton erinacei
CBS 344 79 Trichophyton erinacei
CBS 474 76 Trichophyton erinacei
CBS 511 73 Trichophyton erinacei
“— CBS 124411 Trichophyton sp
IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon
CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon
CBS 220 25 TYPE Trichophyton eriotrephon
95 | IHEM 24420 Trichophyton eriotrephon
o IHEM 24340 Trichophyton eriotrephon

+— CBS 365 53 TYPE Trichophyton verrucosum

{Tmmymmmo
3

IHEM 25164 Trichophyton erinacei

—E CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum

ag CBS 623 66 TYPE Trichophyton benhamiae

CBS 363 35 TYPE Trichophyton bullosum
CBS 374 92 TYPE Trichophyton violaceum
ag CBS 392 58 TYPE Trichophyton rubrum
CBS 359 62 TYPE Trichophyton balcaneum

IHEM 19751 TYPE Trichophyton soudanense

IHEM 13697 TYPE Trichophyton quinckeanum

o CBS 458 59 TYPE Trichophyton schoenleinii

CBS 417 65 Trichophyton simii

CBS 124404 Trichophyton interdigitale

IHEM 4268 Trichophyton mentagrophytes

CBS 496 48 TYPE Trichophyton tonsurans
ATCC 46950 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 18748 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 44687 Trichophyton cf mentagrophytes

ATCC 18749 Trichophyton cf mentagrophytes

CBS 315 65 TYPE Arthroderma uncinatum

Figura 5. Arvore filogenética com base na analise Maximum Likelihood de um conjunto de dados
combinados dos alinhamentos da sequéncia ITS e tub2. O modelo evolutivo aplicado foi o0 modelo
General Time Reversible com distribuigdo Gama com locais invariantes. Os valores de bootstrap
resultantes de 500 réplicas séo apresentados. Os isolados utilizados no estudo sdo apresentados
sublinhados a amarelo.
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ATCC 44687 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 18749 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 18748 Trichophyton cf mentagrophytes
ATCC 46950 Trichophyton cf mentagrophytes
CBS 496 48 TYPE Trichophyton tonsurans
CBS 124404 Trichophyton interdigitale

IHEM 4268 Trichophyton mentagrophytes
CBS 417 65 Trichophyton simii

IHEM 13697 TYPE Trichophyton quinckeanum
:E CBS 458 59 TYPE Trichophyton schoenleinii
CBS 315 65 TYPE Arthroderma uncinatum
IHEM 19751 TYPE Trichophyton soudanense
CBS 359 62 TYPE Trichophyton balcaneum
CBS 374 92 TYPE Trichophyton violaceum

o

3 CBS 392 58 TYPE Trichophyton rubrum

IE

CBS 363 35 TYPE Trichophyton bullosum
— CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum

ag L CBS 623 66 TYPE Trichophyton benhamiae

CBS 365 53 TYPE Trichophyton verrucosum

ag

5
n

Trichophyton erinacei sample 0

52 IHEM 25164 Trichophyton erinacei
IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon

CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon
IHEM 24420 Trichophyton eriotrephon
o {

_[ CBS 220 25 TYPE Trichophyton eriotrephon
a0 IHEM 24340 Trichophyton eriotrephon

CBS 124411 Trichophyton sp

CBS 344 79 Trichophyton erinacei

—E CBS 474 76 Trichophyton erinacei
at CBS 511 73 Trichophyton erinacei

IHEM 25163 Trichophyton erinacei

IHEM 19626 Trichophyton erinacei

— IHEM 25493 Trichophyton erinacei

2 L— IHEM 25149 Trichophyton erinacei

_5[ ATCC 28443 TYPE Trichophyton erinacei
IHEM 25148 Trichophyton erinacei

0 IHEM 25161 Trichophyton erinacei
T’_E IHEM 25162 Trichophyton erinacei
3 IHEM 25150 Trichophyton erinacei

— IHEM 19619 Trichophyton erinacei

4 L IHEM 19621 Trichophyton erinacei

Figura 6. Bootstrap Consensus Tree do género Trichophyton com base na analise Maximum
Likelihood de um conjunto de dados combinados dos alinhamentos da sequéncia ITS e tub2. O
modelo evolutivo aplicado foi o modelo General Time Reversible com distribuigdo Gama com locais
invariantes. Os valores de bootstrap resultantes de 500 réplicas sdo apresentados. Os isolados
utilizados no estudo séo apresentados sublinhados a amarelo.
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Nas Bootstrap Consensus Tree (Figura 4 e 6) verificou-se uma alteragéo, no primeiro
caso (Figura 7) o isolado encontra-se mais proximo de Trichophyton eriotrephon enquanto
no segundo caso (Figura 8) o isolado encontra-se mais proximo de Trichophyton

verrucosum.

% | strain IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon

. CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum
mTE CBS 623 66 TYPE Trichophyton benhamiae
CBS 124411 Trichophyton sp
20 Trichophyton erinacei sample 0

2 strain IHEM 25164 Trichophyton erinacei

5 strain IHEM 24340 Trichophyton eriotrephon
strain IHEM 24420 Trichophyton eriotrephon
CBS 220 25 TYPE Trichophyton eriotrephon
strain CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon
strain 196 Trichophyton eriotrephon

68 strain 4 Trichophyton eriotrephon

strain IHEM 25148 Trichophyton erinacei

Figura 7. Bootstrap Consensus Tree ITS secgdo da localizagdo da espécie
desconhecida de Trichophyton

I;i— CBS 392 58 TYPE Trichophyton rubrum

CBS 363 35 TYPE Trichophyton bullosum
34 — CBS 196 26 TYPE Trichophyton concentricum

99 L CBS 623 66 TYPE Trichophyton benhamiae

CBS 365 53 TYPE Trichophyton verrucosum
2 _[ Trichophyton erinacei sample 0
52 IHEM 25164 Trichophyton erinacei

IHEM 13394 Trichophyton eriotrephon

53

— CBS 220 25 Trichophyton eriotrephon

aa

Figura 8. Bootstrap Consensus Tree ITS+tub2 secc¢ao da localizagdo da espécie
desconhecida de Trichophyton
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Para os isolados identificados como Aspergillus terreus pode-se verificar através da
analise da arvore (Figura 9) a proximidade deste isolado com outras estirpes desta espécie

de fungo, confirmando assim a sua identificagao.

CBS 146238 TYPE Aspergillus nanangensis
CBS 138188 TYPE Aspergillus capensis
NRRL 4578 TYPE Aspergillus frequens

45 CCF 4031 TYPE Aspergillus ardalensis

NRRL 4737 TYPE Aspergillus ambiguus
97—lNRRL 4539 TYPE Aspergillus allahabadii
26
NRRL 527 TYPE Aspergillus carneus

CBS 116 37 TYPE Aspergillus floccosus
81

Aspergillus terreus sample6

% | | cBS 125693 TYPE Aspergillus alabamensis

53 | ATCC 1012 TYPE Aspergillus terreus
ATCC 20542 Aspergillus terreus

CBS 124228 TYPE Aspergillus amazonicus

CBS 552 77 TYPE Aspergillus anthodesmis

CBS 707 79 TYPE Aspergillus ellipticus
22

97 r IMI 391429 TYPE Aspergillus ibericus

59 CBS 111 26 TYPE Aspergillus carbonarius
ATCC MYA 4553 TYPE Aspergillus brasiliensis
ATCC 16888 TYPE Aspergillus niger
TYPE Aspergillus awamori

CBS 115574 TYPE Aspergillus costaricensis

CBS 121 28 TYPE Aspergillus foetidus

Figura 9. Parte da arvore filogenética do género Aspergillus com base na analise Maximum
Likelihood do alinhamento da sequéncia ITS. O modelo evolutivo aplicado foi o modelo General
Time Reversible com distribuigdo Gama com locais invariantes. Os valores de bootstrap resultantes
de 500 réplicas sédo apresentados. Os isolados utilizados no estudo s&o apresentados sublinhados
a amarelo.
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3.5.Caracterizagao morfolégica
3.5.1. Observagao ao microscopio

Na observagao de Aspergillus terreus ao microscoépio (Figura 10) foi possivel ver muitas
hifas e muitos esporos espalhados pela preparagdo e foi ainda possivel ver alguns
conidioforos.

Conidio

Conidioforo

Figura 10. Fotografia da preparagéo de Aspergillus terreus observada ao microscépio na objetiva
de 40x, a escala na foto corresponde 10um
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Na observagao da espécie desconhecida de Trichophyton sp. ao microscopio (Figura 11)
observaram-se bastantes hifas com microconideos, esporos espalhados pela preparagao

e alguns macroconideos.

Hifa

Macroconideo

Microconideos

Figura 11. Fotografia da preparagéo de Trichophyton sp. observada ao microscopio na objetiva de
40x, a escala na foto corresponde a 10um
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Na observagao de Trichophyton interdigitale ao microscopio (Figura 12) foi possivel

observar hifas e muitos microconideos,

Hifa

Microconideo

Figura 12. Fotografia da preparagéo de Trichophyton interdigitale observada ao microscépio na
objetiva de 40x, a escala na foto corresponde a 10um
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3.6. Atividade enzimatica

Para a avaliacdo da atividade enzimatica utilizou-se uma analise qualitativa. Para
Aspergillus terreus, como se pode consultar na Tabela 9, foi observada produgao de lipases
e proteases (Figura 13A e 13C) nas trés temperaturas, em relagéo as gelatinases (Figura
13B) so6 foi possivel observar atividade a 25° C, enquanto, a 30° C e 37° C néo se observou
producdo desta enzima.

Tabela 9. Atividade enzimatica de Aspergillus terreus

At. Enzimatica 25°C 30°C 37°C
Lipases + + +
Gelatinases + - -
Proteases + + +

Figura 13. (A) Observagao a lupa da cultura de Aspergillus terreus a 25° C positiva para lipases;
(B) Observagéo a lupa da cultura de Aspergillus terreus a 30° C negativa para gelatinases; (C)
Observagéao da cultura de Aspergillus terreus a 25° C positiva para proteases

Para a espécie desconhecida de Trichophyton, como se pode consultar na Tabela 10,
foi observada produgado de lipases (Figura 14A), gelatinases (Figura 14B) e proteases
(Figura 14C) nas trés temperaturas testadas.

Tabela 10. Atividade enzimatica da espécie desconhecida de Trichophyton

At. Enzimatica 25°C 30°C 37°C
Lipases + + +
Gelatinases + + +
Proteases + + +
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Figura 14. (A) Observagao da cultura da espécie desconhecida de Trichophyton a 30° C positiva
para lipases; (B) Observagéo da cultura da espécie desconhecida de Trichophyton a 37° C positiva
para gelatinases; (C) Observagao da cultura da espécie desconhecida de Trichophyton a 25° C
positive para proteases

Para Trichophyton interdigitale, como se pode consultar na Tabela 11, foi observada
producao de lipases (Figura 15A) e gelatinases (Figura 15B) nas trés temperaturas
testadas e nas proteases (Figura 15C) apenas a 25° C e 30° C foi possivel observar
atividade.

Tabela 11. Atividade enzimatica do Trichophyton interdigitale

At. Enzimatica 25°C 30°C 37°C
Lipases + + +
Gelatinases + + +
Proteases + + -

Figura 15. (A) Observacao da cultura de Trichophyton interdigitale a 37° C positiva para lipases; (B)
Observagdo da cultura de Trichophyton interdigitale a 37° C positiva para gelatinases; (C)
Observagéao da cultura de Trichophyton interdigitale a 37° C negativa para proteases

Foi possivel, através da observacdo do tamanho dos halos e da quantidade de
precipitado, verificar que havia uma maior produgéo de atividade enzimatica a 25°C e a
medida que a temperatura aumentava a produ¢ao diminuia, ao ponto de, em alguns casos,

nao ser possivel observar qualquer atividade.

3.7.Ensaios de crescimento
No ensaio feito para analisar o crescimento dos fungos a diferentes temperaturas foi
possivel verificar um melhor crescimento a 30° C para Trichophyton e a medida que a

temperatura subia o crescimento diminuia, para Aspergillus verificou-se um maior
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crescimento a 37° C e um menor crescimento a 25° C. Podemos verificar estes resultados
através das Figuras 16, 17 e 18.

A Figura 16 refere-se a Trichophyton sp., nesta figura pode-se ver que houve um
crescimento muito mais acentuado a temperatura de 30° C (linha azul) do que a

temperatura de 37° C (linha amarela).

Figura 16. Grafico do crescimento de Trichophyton sp. (sample 0) a 25° C, 30° C e 37° C

A Figura 17 refere-se ao Trichophyton interdigitale, nesta figura pode-se verificar o
mesmo que no caso anterior, um maior crescimento a 30° C e um menor crescimento a 37°
C. Para os Trichophyton a segunda melhor temperatura de crescimento foi de 25° C.

Sample 1

Figura 17. Grafico do crescimento de Trichophyton interdigitale (sample 1) a 25° C, 30° C e 37°C
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A Figura 18 refere-se ao Aspergillus terreus, nesta figura pode-se ver houve um
crescimento muito maior a temperatura de 37° C (linha amarela) que a temperatura de 25°
C (linha verde). Para o Asperqgillus terreus a segunda melhor temperatura de crescimento
foi de 30° C.

Sample 3

Figura 18. Grafico do crescimento de Aspergillus terreus (sample 3) a 25° C, 30° C e 37°C

Ao longo dos 15 dias de ensaio foram realizadas medigdes nos dias 2, 6, 7, 10 e 15.
Para além das medi¢cdes também foram tiradas fotografias para acompanhar o
desenvolvimento dos fungos de forma a observar as alteragdes que estes sofriam, como
por exemplo na pigmentacao e na textura que a cultura ia adquirindo.

Em meio SDA as culturas de Trichophyton interdigitale (Figura 20, 23, 26 e 29) possuiam
uma cor branca que nao se alterou ao longo do tempo e apresentaram uma textura que
lembra algodao. As culturas da espécie desconhecida de Trichophyton (Figura 19, 22, 25
e 28) possuiam uma cor branca, e tal como no Trichophyton interdigitale, néo alterou ao
longo do tempo e apresentaram uma textura que lembra algoddo. As culturas de
Aspergillus terrerus (Figura 21, 24, 27 e 30) no inicio possuiam uma cor bege que foi
ficando castanha ao longo do tempo, inicialmente apresentaram uma textura aveludada

tornando-se pulverulenta com o passar do tempo.
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Dia 6

-

Figura 19. Fotografias da espécie desconhecida de Trichophyton em meio SDA a 25° C, 30° C e
37° C, respetivamente, no dia 6

Figura 20. Fotografias de Trichophyton interdigitale em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C,
respetivamente, no dia 6

Figura 21. Fotografias de Aspergillus terreus em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C, respetivamente,
no dia 6
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Dia 7

Figura 22. Fotografias da espécie desconhecida de Trichophyton em meio SDA a 25° C, 30° C e
37° C, respetivamente, no dia 7

Figura 23. Fotografias de Trichophyton interdigitale em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C,
respetivamente, no dia 7

Figura 24. Fotografias de Aspergillus terreus em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C, respetivamente,
no dia 7
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Figura 25. Fotografias da espécie desconhecida de Trichophyton em meio SDA a 25° C, 30° C e
37° C, respetivamente, no dia 10

Figura 26. Fotografias de Trichophyton interdigitale em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C,
respetivamente, no dia 10

Figura 27. Fotografias de Aspergillus terreus em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C, respetivamente,
no dia 10
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Dia 15

Figura 28. Fotografias da espécie desconhecida de Trichophyton em meio SDA a 25° C, 30° C e
37° C, respetivamente, no dia 15

Figura 29. Fotografias de
respetivamente, no dia 15

r—gﬂ“s S
-

Figura 30. Fotografias de Aspergillus terreus em meio SDA a 25° C, 30° C e 37° C, respetivamente,
no dia 15

43



4. Discussao

Neste estudo identificaram-se trés espécies diferentes de fungos nas amostras dos
ourigos-cacheiros, duas espécies de fungos filamentosos dermatofitos Trichophyton
interdigitale e uma espécie desconhecida e uma espécie de um fungo filamentoso néao-
dermatofitos Aspergillus terreus.

O fungo isolado mais frequentemente foi o Trichophyton interdigitale, um dermatofitos
antropofilicos. Devido a proximidade, cada vez maior, dos ouricos aos seres humanos
pode-se também esperar cada vez mais situagdes como esta, ouricos infetados com
dermatofitos antropofilicos assim como seres humanos infetados com dermatdfitos
zoofilicos. Dermatofitoses, ou micoses, tém sido descritas no ourigo, estes animais podem
ser portadores assintomaticos e é neste fato que reside o seu potencial de transmissao
zoondtica (Riley & Chomel, 2005). Tém sido reportadas varias ocasides por todo o mundo
de dermatdfitos transmitidos por ourigos ao sere humano, por exemplo, Philpot & Bowen,
1992 na Nova Zelandia, Weishaupt et al., 2014 na Alemanha e Harada et al., 2019 no
Japdo. Os dermatofitos zoofilicos tém implicagdes para a saude publica e podem ser
transmitidos aos humanos por contatos frequentes, portanto, deve-se considerar todo o
cuidado ao lidar com animais infetados (Rahimi & Mohammadi 2020).

Na analise filogenética utilizou-se a sequéncia do ITS dos isolados e confirmou-se a
identificagao feita inicialmente das espécies Trichophyton interdigitale e Aspergillus terreus,
pois situam-se proximas das estirpes tipo e de outras estripes destas espécies. Enquanto
no caso do isolado identificado inicialmente como Trichophyton erinacei verificou-se que
se localizava afastado da estirpe tipo e de outras estirpes desta espécie e por isso decidiu-
se fazer uma arvore combinada ITS+fub2 para tentar situar este isolado na arvore
filogenética do género Trichophyton. O isolado continuou afastado das estirpes da espécie
Trichophyton erinacei, provavelmente o ITS e a tub2 nao sdo os melhores marcadores para
este caso, sendo necessario utilizar outros para poder chegar a uma conclusdo
relativamente a identificacdo deste isolado.

Diversos fatores estdo relacionados com a patogenicidade e viruléncia dos fungos
queratinofilicos, tais como queratinofilia, temperatura ideal de crescimento, capacidade de
aderéncia em tecidos vivos, diversidade fenotipica e sintetizagédo de toxinas e enzimas
nocivas (Martinez et al., 2014; Lacaz et al., 2002 citado em Moura, 2018) e por isso houve
uma preocupagao voltada para os fatores de patogenicidade das espécies no estudo.

As enzimas sao um fator importante na invasao dos tecidos dos hospedeiros durante o
processo infecioso, relativamente a atividade enzimatica os resultados obtidos foram

diferentes aos esperados. Verificou-se com uma maior atividade enzimatica a 25° C e uma
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diminuicdo desta a medida que a temperatura aumentava, chegando a estar ausente ou
entdo ser tdo baixa que nao era possivel observar a olho nu. Um resultado interessante,
uma vez que a temperatura corporal dos ouricos é de 35° C, esperava-se que a atividade
enzimatica fosse maior a volta desta temperatura. Uma explicagcio possivel para isto é que
foi um ensaio in vitro com carateristicas controladas e muito diferentes as encontradas num
caso in vivo, onde temos um conjunto de outros fatores que contribuem para o processo
de infegao, por exemplo, a microbiota da pele, o estado imunoldgico dos individuos, entre
outros fatores.

Nos ensaios de crescimento verificou-se que os fungos do género Trichophyton tiveram
uma taxa de crescimento maior a 30° C e menor a 37° C e uma taxa de crescimento
intermédia a 25° C. Para Aspergillus terreus a taxa de crescimento foi maior a 37° C e
menor a 25° C e uma taxa de crescimento intermédia a 30° C. Estes resultados também
suscitaram interesse uma vez que a temperatura corporal dos ourigcos-cacheiros é de 35°
C e dos seres humanos é de 37° C, uma vez que o Trichophyton interdigitale € uma espécie
antropofilica, esperava-se uma melhor taxa de crescimento a volta dessa temperatura.
Uma vez mais colocou-se a hipétese de que estes resultados de deverem a ser um ensaio
in vitro com carateristicas controladas e muito diferentes as encontradas num caso in vivo,

onde temos um conjunto de outros fatores que em contribuem para o processo de infegao.
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5. Concluséo
O género encontrado mais frequentemente em amostras de ourigo-cacheiro foi o

Trichophyton.

Relativamente ao isolado identificado inicialmente como Trichophyton erinacei, nao foi
possivel confirmar a sua identificagdo sendo necessario usar outros marcadores
moleculares para se confirmar se este isolado pertence efetivamente aquela espécie ou
se, na verdade, se trata de uma nova espécie.

Foram detetadas atividades enzimaticas que pode eventualmente estar relacionadas
com a patogenicidade destes fungos.

Serao necessarios estudos futuros para uma caracterizagcdo mais detalhada da

diversidade de dermatofitos presentes em ourigo-cacheiro em Portugal.
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7. Anexos
7.1.Extracao de DNA

7.1.1. Tampao TES
Tabela 12. Preparacao do tampao TES

Tampao TES
Tris 1M, pH=8 10mg
EDTA 5M, pH=8 2mg
SDS 10% 20mg

Adicionar todos os componentes num frasco, adicionar agua destilada até perfazer

100mL e autoclavar.

7.1.2. Cloreto de Sédio (NaCl)

Tabela 13. Preparagao de NaCl
NaCl
NaCl 29,229

Agua Destilada 50mL

Adicionar o NaCl num frasco, adicionar

7.1.3. Brometo de Cetiltrimetilamoénio (CTAB)

Tabela 14. Preparacao de CTAB
CTAB
CTAB 10g

Agua Destilada 100mL

Adicionar todos os componentes num frasco e autoclavar.

7.1.4. Acetato de Amoénio (NH40Ac)

Tabela 15. Preparacdo de NH40Ac
NH40Ac
Acetato de Amoénio 38,549

Agua Destilada 80mL

Adicionar todos os componentes num frasco e autoclavar.
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7.1.5. Tampao TE

Tabela 16. Preparagao do tampéao TE
Tampao TE
Tris- HCL 1M, pH=8 1mL

EDTA 0,5M, pH=8 200uL

Adicionar os componentes num frasco, adicionar agua destilada até perfazer 100mL e

autoclavar.

7.2. Gel de Agarose

Para realizar a eletroforese é necessario preparar o gel de agarose.

Tabela 17. Preparacéo do gel de agarose
Gel de Agarose
Agarose 1,5% 1,359

TAE 1X 90mL

Adicionar a agarose e o TAE num frasco de 200mL e colocar no micro-ondas, no
programa de descongelar, cerca de 10 minutos (até ficar translucido). Deixar arrefecer um

pouco e colocar no suporte e esperar que fique sélido.
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