“»n B o

)

5%

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL TROPICAL

DESENVOLVIMENTO DE UMA MULTIPLEX PCR PARA
IDENTIFICACAO DAS PRINCIPAIS ESPECIES DE DERMATOFITOS
QUE ACOMETEM CAES E GATOS

Carlos Adriano de Santana Leal

RECIFE
2017



- ® o

B

S8

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA E FISIOLOGIA ANIMAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL TROPICAL

DESENVOLVIMENTO DE UMA MULTIPLEX PCR PARA
IDENTIFICACAO DAS PRINCIPAIS ESPECIES DE DERMATOFITOS
QUE ACOMETEM CAES E GATOS

Carlos Adriano de Santana Leal

Tese submetida a Coordenacdo do Curso de
Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal Tropical,
como parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncia Animal Tropical.

Orientador: Prof. Ph.D. Rinaldo Aparecido
Mota

Co-Orientador: Prof. Dr. José Wilton Pinheiro
Junior

Co-Orientador: Prof. Dr. Leonildo Bento
Galiza da Silva

RECIFE
2017



Dados Internacionais de Catalogac&o na Publicagdo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Central, Recife-PE, Brasil

L435d

Leal, Carlos Adriano de Santana

Desenvolvimento de uma multiplex PCR para identificacdo das
principais espécies de dermatéfitos que acometem cées e gatos /
Carlos Adriano de Santana Leal. —2017.

48 f. 1 il.

Orientador: Rinaldo Aparecido Mota.

Coorientador: José Wilton Pinheiro Junior.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal
Tropical, Recife, BR-PE, 2017.

Inclui referéncias.

1. Fungos 2. Diagnostico 3. Animais 4. Zoonose |. Mota, Rinaldo
Aparecido, orient. Il. Pinheiro Janior, José Wilton, coorient. 111. Titulo

CDD 636.089




FOLHA DE ASSINATURAS DA BANCA EXAMINADORA

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia Animal Tropical, como parte dos
requisitos necessarios a obtencéo do grau de Doutor em Ciéncia Animal Tropical, outorgado
pela Universidade Federal Rural de Pernambuco, & disposi¢do na Biblioteca Central desta
universidade. A transcricdo ou utilizacdo de trechos deste trabalho é permitida, desde que

respeitadas as normas de ética cientifica.

M.Sc. Carlos Adriano de Santana Leal - Doutorando

Data de aprovacéo: / /

Dr. Rinaldo Aparecido Mota - Professor Titular /JUFRPE

Dr2. Débora Rochelly Alves Ferreira — Médica Veterinaria Autdbnoma

Dr2, Edna Michelly de Sa Santos — Professora Adjunta | /UFRPE

Dr2 Erika Fernanda Torres Samico Fernandes Cavalcanti — Professora Substituta /UFRPE

Dr2, Rita de Céssia Carvalho Maia - Professora Associada /UFRPE



Dedico este tvabatho a minha familia.



AGRADECIMENTOS

A Deus por mais esta vitoria, sem Sua presenca nada disto seria possivel,

Ao professor Rinaldo, mais uma vez, por abrir as portas do seu laboratério, confiando e
incentivando nosso trabalho, dedicando-se do inicio ao fim, permitindo um crescimento

imensuravel ndo so6 profissional, como também pessoal;
Ao professor Leonildo (Léo) que tanto contribuiu enquanto presente;
Ao professor José Wilton (Junior) que agregou muito conhecimento ao trabalho;

Aos meus amigos do laboratorio: Pomy, Jonatas, Gabriela, André Mota, André Santos,
Atzel, Débora Viegas, Débora Rochelly, Ingrid, Glaucia, Erika Samico, Erica Moraes,
Givanildo, Flaviana, Sandra Santos, Renatinha (a chefa), Pedro Paulo, Paulo César (PC),
Fernando Kim, que acompanharam de perto toda a jornada. Muito obrigado a todos e

perd@o aos que por ventura tenha esquecido de citar o nome;

Aos colegas e amigos do Laboratério de Viroses, Parasitarias, Inspe¢do de Leite e Carne

e todos que fazem parte da Area de Medicina Veterinaria Preventiva do DMV/UFRPE;
A Todos os amigos que fiz e reencontrei durante este periodo;

A FACEPE pela concessdo da bolsa que foi a Ginica fonte de renda durante este periodo,

sem a qual seria muito mais dificil desenvolver e concluir este trabalho.

A Micoteca URM do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco por gentilmente ceder as cepas de fungos utilizadas como controles

positivos no presente trabalho.



FONTES FINANCIADORAS

FACEPE — Fundacéo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco — Bolsa de Doutorado.



SUMARIO

1 QUALIFICAC}AO DO PROBLEMA ... 14
2 REVISAO DE LITERATURA . ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo, 16
2.1 DERMATOFITOS......ooiieiieevieees e teeese et sesisss s nesness s sanensnens 16
0 St R Y/ 1 Tod o TSy o Yo Uy o USSP 16
20 0t 0 1Y/ R o £ SUSS 16
2.1.1.2 ML QYPSEUM. ottt ettt b et b et b et nb e ne e 17
2.1.2  TrICROPNYION......iiiiie e e 18
2.1.2.1 T.MentagropPnYLes. .. ..ouie e e 18
2.2 EPIDEMIOLOGIA. ... .ottt 19
2.3 DERMATOFITOSE.......ooo ittt 20
2.4 DIAGNOSTICO. ...ttt 21
2.5 METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS 22
3 OBUJIETIVOS.....c ettt bttt nesn s 24
3.1 GERALL ... 24
3.2 ESPECIFICOS. ....cooviiiieieseeieis ettt s 24
4 ARTIGOS CIENTIFICOS.....cooiiiiiieiieieieee e 25

41 PADRONIZACAO DE UMA PCR PARA DIAGNOSTICO MOLECULAR
DE MICROSPORUM CANIS EM AMOSTRAS DE PELOS E CROSTAS

DE CAES E GATOS......ooiieieeeeeeeeeeeeee et iss st nas st 26
42  PADRONIZACAO DE UMA MULTIPLEX PCR PARA DETECCAO

DE DERMATOFITOS EM PELOS E CROSTAS DE CAES E GATOS ...... 37
5 DISCUSSAOQ........oiieiieieeeeeetee et eses st ensa st asnsssenannens 42
6 (070 N[0 I 17X @ JE TR 43

REFERENCIAS. ..o e et e e e oo s e ee e e e e s aer e 44



LISTA DE FIGURAS

Figural. Macroconidios de M. canis......

Figura 2. Macroconidios de M. gypseum

Figura 3. Macroconidios em forma de charuto e hifas em espiral...........cc.cccoovrirninenne.



LISTA DE FIGURAS DOS ARTIGOS

Artigo 1

Figural. PCR utilizando DNA de amostras clinicas positivas para dermatofitos

M CUIUIA. ...

Artigo 2

Figura 1. Multiplex PCR em gel de agarose 3%



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Artigo 1
Tabela 1. Andlise de concordancia, sensibilidade e especificidade entre resultados da cultura e
da PCR para Microsporum canis isolados de amostras clinicas de cdes e gatos

atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE.............cccccoovviviiieiicicicce e 30

Artigo 2

Quadro 1. Sequéncias nucleotidicas dos primers desenhados a partir das regides génicas ITS
1e2edogene5.8SrRNA, utilizados neste estudo..........ccoceveevveiieeieesiieennnens 42

Quadro 2. Analise de concordancia, sensibilidade e especificidade obtidos entre resultados da
cultura e da mPCR para M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes isolados de

PEIOS U CABS € JALOS. ... eeuveiveeiteeiecieste e rte ettt e re e ene e 42



ABREVIATURAS E DEFINICOES

AFLP: Polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CCB: Centro de Ciéncias Bioldgicas

DMV/UFRPE: Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de
Pernambuco

DNA: Acido Desoxirribonucléico

Espec.: Especificidade

Fig.: Figura

F.A: Frequéncia absoluta

F.R.: Frequéncia relativa

ITS: Espagadores Transcritos Internos

KOH: Hidrdxido de Potassio

M. canis: Microsporum canis

M. gypseum: Microsporum gypseum

mMPCR: Multilex PCR

NCBI: National Center for Biotechnology Information

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

rDNA: DNA ribossomal

RAPD: Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso

RFLP: Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo
Sens.: Sensibilidade

Tab.: Tabela

T. mentagrophytes: Trichophyton mentagrophytes

UFPE: Universidade Federal de Pernambuco

UFRRJ: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro



RESUMO

Objetivou-se neste estudo padronizar uma reacdo do tipo multiplex PCR (mPCR) para detectar
Microsporum canis, Microsporum gypseum e o complexo Trichophyton mentagrophytes em
amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos. Foram analisadas 250 amostras por meio de
exame direto e cultura; o DNA destas mesmas amostras foi extraido utilizando-se o kit de
extracdo DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®, Hilden - Germany). Para a PCR foram
desenhados primers para as espécies M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes e como
controle positivo da reacdo utilizou-se 0 DNA extraido de col6nias de M. canis (URM 6273),
M. gypseum (URM 6921) e T. mentagrophytes (URM 6211), provenientes da Colecdo de
Culturas da Micoteca do Departamento de Micologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco. Padronizou-se uma PCR para deteccdo de M. canis e
uma mPCR para deteccdo de M. canis, M. gypseum e o complexo T. mentagrophytes. Os
protocolos padronizados neste estudo, a partir de primers desenhados, apresentaram boa
sensibilidade e alta especificidade na detec¢do de M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes
diretamente de amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos, viabilizando um diagndstico mais
rapido e especifico, podendo ser empregados na rotina laboratorial como métodos para agilizar

a deteccédo dos agentes estudados.

Palavras-chave: Fungos, Diagndstico, Animais, Zoonose



ABSTRACT

The aim of this study was to standardize a multiplex PCR (mPCR) reaction to detect
Microsporum canis, Microsporum gypseum and the Trichophyton mentagrophytes complex in
fur and/or crusts samples of dogs and cats. 250 samples were analyzed by direct examination
and culture; The DNA from these samples was extracted using the DNeasy Blood & Tissue
extraction kit (QIAGEN®, Hilden-Germany). For the PCR, primers were designed for the M.
canis, M. gypseum and T. mentagrophytes species and the DNA extracted from colonies of M.
canis (URM 6273), M. gypseum (URM 6921) and T. mentagrophytes (URM 6211) from the
Collection of Cultures of the Micoteca of the Mycology Department of the Biological Sciences
Center of the Federal University of Pernambuco, were utilized as positive controls. A PCR for
the detection of M. canis and an mPCR for the detection of M. canis, M. gypseum and the T.
mentagrophytes complex was standardized. The protocols standardized in this study, from
drawn primers, showed good sensitivity and high specificity in the detection of M. canis, M.
gypseum and T. mentagrophytes directly from samples of fur and/or crusts of dogs and cats,
making possible a faster and specificity in the results, can be used in the laboratory routine as

methods capable of speeding the detection of the agents in question.

Key words: Fungi, Diagnosis, Animals, Zoonosis
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1 QUALIFICACAO DO PROBLEMA

Na clinica de pequenos animais, as dermatopatias representam a maioria dos casos
atendidos, podendo-se destacar as micoses, causadas principalmente por dermatéfitos que sdo
fungos capazes de invadir e se desenvolver em estruturas queratinizadas, causando
dermatofitose em animais e homens (CHAVES, 2007).

A dermatofitose acomete varias espécies animais aléem de ser uma zoonose, onde a
maioria dos casos ocorridos em humanos tem como agente etiolégico Microsporum canis,
devido ao contato direto com cées e principalmente gatos infectados que estdo envolvidos em
aproximadamente 50% destes casos (MULLER e KIRK, 1996; QUINN et al., 2005). Estima-
se que aproximadamente 15% das dermatofitoses humanas sao causadas por fungos zoofilicos
(BORBA, 2010).

Fatores compreendidos desde a coleta do material biolégico a ser analisado até o
ambiente onde sdo armazenadas as placas para o cultivo e isolamento, podem interferir no
desenvolvimento do agente, contribuindo para o estimulo ou inibicdo da expressdo de
determinadas caracteristicas ou estruturas peculiares que identificam um fungo. Na rotina
laboratorial, o diagnostico de fungos é laborioso e em se tratando de patogénicos, o isolamento
é mais dificil. Assim, técnicas que viabilizem o processo de confirmacéo sdo de grande valia
(SHEHATA et al., 2008; COSTA, 2010).

A biologia molecular surge neste contexto para contribuir com a Micologia Veterinaria,
possibilitando a identificacdo mais rapida e precisa dos fungos por meio de técnicas que avaliam
informacBes geneéticas capazes de fornecer novas classificacdes, conceitos e contribuir com
conhecimento sobre determinada &rea e/ou tema nunca estudado (BORMAN et al., 2008).

Desta forma, métodos moleculares vém contribuindo de maneira significativa na
identificacdo desses agentes e suas espécies, sobretudo a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (FAGGI et al., 2001; VERGARA et al., 2006; SHEHATA et al., 2008;
BRILLOWSKA-DABROWSKA et al., 2013).

VariacOes da técnica da PCR, como por exemplo, o Polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso (RAPD), Polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) e
Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), tém sido usadas para auxiliar
na identificacéo e diferenciagdo de isolados que ndo sdo facilmente identificaveis pelas técnicas
moleculares convencionais (GRASER et al., 1998; JACKSON et al., 1999; LIU et al., 2001;
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SHEHATA et al., 2008; MIRZAHOSEINI et al., 2009; COSTA, 2010; BRILLOWSKA-
DABROWSKA et al., 2013).

A Multiplex PCR (mPCR) €é outra variacdo da PCR convencional utilizada no
diagndstico de microrganismos e se baseia no uso de dois ou mais pares de primers na mesma
reacdo, permitindo a amplificacdo simultanea de mais de uma sequéncia de DNA-alvo presente
na amostra analisada, de maneira especifica, com reducdo de custos e economia de tempo
(SILVA, 2008).

Identificar a espécie fungica que parasita um animal, especialmente quando se trata de
um agente zoonotico, pode contribuir diretamente com a salde humana, pois estratégias de
controle e prevencdo sé podem ser tragadas quando se conhece 0 agente e a regido onde ocorre
com mais frequéncia (GUIMARAES et al., 2010).

Com base no supracitado, o desenvolvimento ou padronizacdo de um protocolo
molecular que viabilize a detec¢cdo mais rapida e especifica de fungos na micologia veterinaria,
onde ainda héa caréncia de profissionais qualificados e de técnicas especificas para o diagndstico
e identificacdo fungica, é de grande importancia e pode contribuir muito para o0 avan¢o dos

métodos de diagndstico na clinica médica de pequenos animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DERMATOFITOS

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos hialinos, septados, pertencentes ao filo
Ascomycota, classe Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae e ordem Onygenales, que
invadem e colonizam estruturas queratinizadas e semi-queratinizadas, como estrato corneo da
epiderme, foliculo piloso, haste do pelo e penas, causando lesdes de distintas configuragdes
caracterizadas por alopecia e descamacdo. Animais jovens, velhos, debilitados e
imunossuprimidos sao os mais suscetiveis a infeccoes (CAVALCANTI et al., 2002; HIBBETT
et al., 2007; QUINN et al., 2005; PALUMBO et al., 2010).

Os esporos dermatofiticos chegam a suportar temperaturas de até 50°C e em se tratando
de M. canis, hastes de pelos contendo artrosporos infectantes podem permanecer viaveis por
até 18 meses no ambiente (RIBEIRO, 2005; BORBA, 2010).

Os géneros que mais comumente causam infeccdo em animais sdo Microsporum e
Trichophyton, e dentre as espécies, M. canis, M. gypseum e o complexo T. mentagrophytes sdo
responsaveis pela maioria dos casos clinicos de dermatofitose em cées e gatos, podendo ser
transmitidos por contato direto ou indireto (MULLER e KIRK, 1996; CAVALCANTI et al.,
2002; PALUMBO et al., 2010). A sua presenga indica contaminagédo ou infeccao, haja vista que
ndo sdo reconhecidamente pertencentes & microbiota normal da pele, em especial M. canis
(RIBEIRO, 2005).

As lesbes geralmente acometem a face, as orelhas, as patas e a cauda, podendo evoluir
para uma cura espontanea ou para lesdes generalizadas cronicas que afetam todo o corpo do
animal (CAVALCANTE, 2006).

2.1.1 Microsporum

2.1.1.1 M. canis

M. canis desenvolve-se bem em &gar Sabouraud com cloranfenicol e cicloheximida,
incubado a temperatura ambiente ou a 37°C, produzindo em uma semana, col6nia cotonosa
branca ou amarelada, com reverso amarelo alaranjado. Microscopicamente, apresenta
numerosos macroconidios em formato fusiforme e equinulados, com parede celular espessa,

apresentando de 6 a 15 células e apéndice de fixacdo (Fig. 1) (QUINN et al., 2005;
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CAVALCANTE, 2006; CRUZ, 2010). Os microconidios sdo piriformes e em pequeno nimero
(CRUZ, 2010).
E um dermatéfito zoofilico que, geralmente, apresenta uma fluorescéncia verde clara

quando observado sob a lampada de Wood em lesdes cutaneas (COPETO, 2010).

Figura 1. Macroconidios de M. canis.
Fonte: Arquivo pessoal

2.1.1.2 M. gypseum

M. gypseum cresce bem em agar Sabouraud com cloranfenicol e cicloheximida,
incubado a temperatura ambiente ou a 37°C, produzindo, inicialmente uma col6nia filamentosa
e branca, tornando-se pulverulenta com tonalidade parda ou canela, por causa da grande
producdo de macroconidios em superficie. O verso da coldnia apresenta coloracdo amarelada-
acastanhada a marrom-avermelhado. Microscopicamente, apresenta numerosos macroconidios
simétricos, fusiformes com trés a nove células, com parede celular fina, e septos, microconidios
séo escassos (Fig. 2) (QUINN et al., 2005; CAVALCANTE, 2006; GIUDICE, 2008).
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Figura 2. Macroconidios de M. gypseum.
Fonte: Arquivo pessoal

2.1.2 Trichophyton

2.1.2.1 T. mentagrophytes

T. mentagrophytes apresenta uma textura furfurdcea ou pulverulenta em agar
Sabouraud, podendo se tornar algodonosa quando mantida em laboratério, sem relevo
acentuado, formando as vezes circulos concéntricos de coloracdo variando de branco-
amarelado a castanho-avermelhado. O reverso geralmente apresenta pigmento castanho
podendo tender para o vinho. Apresenta um crescimento rapido com maturagdo por volta de
seis a onze dias da semeadura priméaria (QUINN et al., 2005; CAVALCANTE, 2006; CRUZ,
2010).

Microscopicamente, nota-se uma exuberancia de estruturas de frutificagdo, sendo
observada geralmente grande quantidade de microconidios arredondados e agrupados, o que
Ihe confere aspecto de cacho. Quando presentes, os macroconidios mostram o aspecto
semelhante a um charuto de parede fina e lisa com um a seis septos transversais ligados a hifas
hialinas e septadas. Observa-se, com muita frequéncia, grande quantidade de hifas em espiral,
6rgdos nodulares, hifas em raquete e clamidoconidios intercalares (Fig. 3) (CAVALCANTE,
2006; CRUZ, 2010).

T. mentagrophytes é um complexo de espécies, atualmente conhecido como espécies
Trichophyton interdigitale. Arthroderma benhamiae e A. vanbreuseghemii sdo duas espécies

teleomorficas pertencentes a este complexo. Variedades antropofilicas como interdigitale,
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nodulare (sindbnimo T. krajdenii) e goetzii, assim como as variedades zoofilicas granulosum
(roedores), erinacei (ourico) e quinckeanum (camundongo) pertenciam ao complexo, no
entanto, pesquisas moleculares demonstraram que as variedades antropofilicas e a var.
granulosum, ndo diferiam geneticamente de T. interdigitale, passando a formar um conjunto de

espécies T. interdigitale. A partir de entdo, o termo T. mentagrophytes sp. se refere a variedade

quinckeanum e a variedade erinacei passou a ser considerada uma espécie distinta (NENOFF
et al., 2007; MAGAGNIN, 2013).

A s o "

Figura 3. Macroconidios em forma de charuto e hifas em espiral.

Fonte: Arquivo pessoal
2.2. EPIDEMIOLOGIA

A dermatofitose € uma doenca infecciosa com elevada prevaléncia na América Latina e
esta entre as zoonoses mais comuns do mundo, sendo considerado o terceiro disturbio de pele
mais frequente em criancas menores de 12 anos e o0 segundo da populacdo adulta (PINHEIRO
et al., 1997). Fato que pode estar relacionado ao estreito contato entre a espécie humana e 0s
animais domésticos (COSTA et al., 1994).

Apesar de sua prevaléncia ser baixa em diversos paises da Europa e Estados Unidos, no
Brasil cerca de 13% dos casos atendidos no Hospital Veterinario da UFRRJ correspondem a
dermatofitoses; em Sdo Paulo a prevaléncia chega a 30% das dermatopatias em gatos
(OLIVEIRA et al., 2011). Dados de incidéncia e prevaléncia variam em funcéo do clima e dos
reservatorios naturais (CAVALCANTE, 2006).
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Microsporum canis € referido como o principal agente causador de dermatofitose, sendo
0 de maior ocorréncia em cédes e gatos, bem como o principal responsavel pelas infeccdes
dermatofiticas zoofilicas em seres humanos (CHAVES, 2007).

E um dos agentes que mais acometem pessoas e cdes nas dermatofitoses e é o
responsavel por 50 a 75% dos casos em cdes e 85 a 98% em gatos (BORBA, 2010; OLIVEIRA
etal., 2011). Em algumas cidades e paises a casuistica de M. canis é muito elevada e atualmente
em certas regifes do mundo a predominancia deste agente nos casos de dermatofitose em

humanos, demonstra a importancia desta zoonose (FERREIRO et al., 2007).

2.3. DERMATOFITOSE

E caracterizada por lesbes que podem ser localizadas, multifocais ou generalizadas,
podendo haver prurido, de minimo a discreto e ocasionalmente intenso e se manifestam como
areas circulares de alopecia, irregular a difusa, com diferentes graus de descamacdo, eritema,
papulas, crostas, seborreia e paroniquia ou onicodistrofia (MULLER e KIRK, 1996;
PALUMBO et al., 2010; HNILICA, 2012).

As lesdes em gatos geralmente ocorrem nas extremidades e na cabeca, com descamacao
e crostas com e sem alopecia, podendo evoluir para uma cura espontanea ou para lesoes
generalizadas cronicas que afetam todo o corpo do animal, estas Ultimas podem ocorrer
principalmente em cdes imunossuprimidos (CAVALCANTE, 2006; CRUZ, 2010). Em cées, as
lesGes consistem de combinacdes de papulas, pustulas, com alopecia focal ou dispersa,
descamacéo e crostas, reacGes em Kerion celsi geralmente sdo encontradas na face e podem
mimetizar piodermites e furunculoses (CAVALCANTE, 2006; PRADO, 2007).

Em cées e gatos ¢ uma doenca folicular e os sinais clinicos sdo essencialmente um
reflexo da foliculite do pelo e posterior inflamacéo, sendo o prurido variavel em intensidade e
muitas vezes indistinguivel quando comparada com quadros de demodiciose ou ainda com a
piodermite bacteriana (CAVALCANTE, 2006). O periodo de incubacdo pode variar entre sete
e 28 dias (CRUZ, 2010).

As infecgdes por M. gypseum ocorrem ocasionalmente em cées e raramente em gatos.
A fluorescéncia a lampada de Wood ndo € observada para essa espécie de dermatdfito
(CAVALCANTE, 2006). Produz lesdes na maioria das vezes crostosas e quase sempre isoladas
(CRUZ, 2010).



21

As infeccdes por T. mentagrophytes ocorrem regularmente em cées e ocasionalmente
em gatos (CAVALCANTE, 2006). Esta espécie ja foi isolada praticamente de todos os animais

e apresenta lesbes que nao fluorescem a lampada de Wood (CRUZ, 2010).

2.4. DIAGNOSTICO

O diagnostico da dermatofitose inicia-se com o histérico do paciente, avaliacdo das
lesBes, colheita de material para microscopia direta, com ou sem o auxilio da lampada de Wood,
culminando com o cultivo em placas (padrdo ouro). Também pode ser utilizada a biopsia, porém
mesmo com essa variedade de métodos disponiveis, o diagnéstico laboratorial da dermatofitose
ainda representa uma grande dificuldade na rotina da clinica veterinaria (CAVALCANTI et al.,
2002; CHAVES, 2007).

A lampada de Wood possibilita identificar possiveis lesdes causadas por dermatoéfitos,
devido a uma fluorescéncia verde-amarelada emitida pelos filamentos de algumas espécies,
pela presenca da pteridina, mas para tanto é necessario que o animal esteja em um ambiente
escuro e que a lampada tenha sido aquecida por um periodo de cinco a 10 min. (CARLOTTI e
PIN, 2004; CRUZ, 2010).

Porém em apenas 50 a 60% dos casos é evidenciada a fluorescéncia e € preciso ter
cuidado com “falsos positivos” decorrentes do uso de produtos topicos ou da coloracio azulada
das escamas ou amarelada das crostas ou ainda da presenga de outros microrganismos como
Pseudomonas aeruginosa, por isso este tipo de exame deve ser considerado apenas como
auxiliar (CARLOTTI e PIN, 2004; CRUZ, 2010).

Da qualidade do material coletado e da forma como é acondicionado e enviado depende
0 sucesso do diagndstico laboratorial. O material a ser enviado deve ser colhido das bordas da
lesdo por meio de pinga, arrancamento (avulsdo) ou lamina de bisturi estéril, ndo sendo
necessaria uma raspagem profunda, pois o fungo se encontra no extrato corneo e nos pelos.
Recomenda-se o acondicionamento em papel limpo, que diminui a umidade e evita o
crescimento de contaminantes que podem atrapalhar o diagnostico (CRUZ, 2010).

Cruz (2010) cita que independente do resultado obtido no exame microscépico direto,
obrigatoriamente deve-se fazer o cultivo do material em meio seletivo para isolamento e
identificacdo do agente etioldgico.

A identificacdo € feita principalmente pela macroscopia das col6nias e pelo aspecto
microscopico de macroconidios (QUINN et al., 2005)
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2.5. METODOS MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS

Vaérias técnicas moleculares tém sido aplicadas na identificacao laboratorial de espécies
de dermatofitos, sendo consideradas mais estaveis e precisas do que aquelas que se baseiam nas
caracteristicas fenotipicas. Dentre elas cita-se a PCR, que é uma técnica simples e rapida
(SHEHATA et al, 2008). Porém, no que se refere a diferenciacdo intraespecifica, os resultados
ndo sdo satisfatorios, devido a grande semelhanca genética (GIUDICE, 2008).

A PCR € uma técnica rapida e versatil para a amplificacdo de segmentos de DNA a
partir de uma fonte que contenha apenas uma molécula do DNA alvo. E considerada uma reagio
em cadeia porque o DNA sintetizado no primeiro ciclo torna-se molde para a sintese de novas
fitas nos ciclos seguintes (OLIVEIRA e HENKES, 2002).

A cada ciclo o numero de fragmentos amplificados é duplicado, e consequentemente,
apos 30 ciclos, uma molécula é amplificada mais de um bilh&o de vezes. A PCR é realizada em
trés etapas, desnaturacdo que é realizada a uma temperatura proxima a 95°C, anelamento que
ocorre entre 40 e 70°C e extensdo geralmente a 72°C, repetidas em média por 25 a 30 ciclos
(RODRIGUES et al., 2006).

Segundo Kanbe (2008), varias técnicas baseadas em DNA mitocondrial, e dentre elas
cita-se a RFLP, que € uma variacdo da PCR onde fragmentos sdo gerados a partir da utilizacdo
de enzimas de restricdo, ja foram utilizadas para identificacdo de dermatéfitos ao longo dos
anos, demonstrando sensibilidade e especificidade além de rapidez no diagndstico.

Pesquisas mostraram que a digestdo enzimatica com Mval em produtos amplificando a
regido ITS (Internal Transcribed Spacer) produz padrdes de fragmentos unicos e facilmente
identificaveis para a maioria das espécies de dermatofitos (GIUDICE, 2008; LEMSADDEK,
2008; SHEHATA et al., 2008).

O estudo da regido ITS (sequéncias intergénicas) pode ser de grande importancia para a
identificacdo de espécies de dermatofitos, no entanto, o uso desta técnica para biotipagem das
espécies ainda € limitado, por que nenhuma variacao intraespecifica foi encontrada (GIUDICE,
2008; COPETO, 2010).

De acordo com Lemsaddek (2008), as regides ITS estdo localizadas entre a subunidade
18S do DNA ribossomal (rDNA), o gene 5,8S (ITS 1) e a porcdo 28S (ITS 2), e por conter
regides altamente conservadas e regides variaveis é que o rDNA foi escolhido para estudos que
visam identificacdo e diferenciacdo de espécies de dermatofitos.

Segundo Fungaro (2001), a regido 18S é a mais conservada e é utilizada para

comparagdo entre microrganismos, enquanto que a por¢cdo 28S por ser a mais variavel é
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apropriada para comparacdo entre géneros e espécies. As regides ITS sdo relativamente curtas
(500 a 800pb) por serem delimitadas por segmentos conservados e o fato de aparecem em
grande numero de cdpias no genoma permite que sejam amplificadas e sequenciadas com
facilidade.

Vaérios pesquisadores lancaram mao de outra variacdo da PCR, a Multiplex PCR
(mPCR) e relataram maior sensibilidade e/ou especificidade quando comparada com a primeira
(BRILLOWSKA-DABROWSKA et al. 2007, KIM et al., 2011; DHIB et al., 2014; MEHLIG
et al. 2014, SPILIOPOULOU et al. 2015),

A mPCR € uma variacdo da PCR convencional empregada de maneira crescente nos
altimos anos. Utilizando mais de um par de primers na mesma reacao, possibilita a amplificacdo
simultanea de mais de uma sequéncia de DNA-alvo, promovendo uma analise mais ampla, mais
rapida e mais barata (SILVA, 2008).

Desde sua introducdo, a mPCR tem sido aplicada com sucesso em muitas areas de
diagnéstico de DNA, incluindo andlise de delecdo, mutacdo e polimorfismo, analise
quantitativa e deteccdo de RNA (SILVA, 2008).

No entanto, pesquisas objetivando a utilizacdo de tais técnicas para a deteccdo dos

agentes dermatdfitos em animais ou em amostras provenientes dos mesmos ainda séo escassas.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
Desenvolver uma Multiplex PCR para detectar M. canis, M. gypseum e o complexo T.

mentagrophytes em pelos e/ou crostas de cées e gatos.

3.2 ESPECIFICOS

o Desenhar primers especificos para as espécies M. canis, M. gypseum e T.
mentagrophytes (complexo) e testd-los utilizando DNA extraido de cultura pura e de amostras
de pelos e/ou crostas de cédes e gatos, positivas e negativas, previamente identificadas em
cultura;

o Padronizar o protocolo Multiplex PCR a partir dos primers desenhados;

o Avaliar Sensibilidade e Especificidade da Multiplex PCR;

o Verificar o grau de concordancia entre as técnicas utilizadas (cultura e mPCR).
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4 ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1 ARTIGO 1

Formatado e submetido ao Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
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PADRONIZACAO DE UMA PCR PARA DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
MICROSPORUM CANIS EM AMOSTRAS DE PELOS E CROSTAS DE CAES E
GATOS
STANDARDIZATION OF A PCR FOR MOLECULAR DIAGNOSIS OF
MICROSPORUM CANIS IN SAMPLES OF FUR AND CRUSTS OF DOGS AND
CATS

Resumo

Objetivou-se neste estudo padronizar um protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para detecgédo de Microsporum canis em amostras de pelos e/ou crostas de cées e
gatos. Foram selecionadas 48 amostras previamente identificadas por meio de cultura.
Destas, 23 foram positivas para dermatofitos no cultivo. Padronizou-se a PCR a partir de
primers desenhados para o alvo M. canis. 61% (14/23) das amostras positivas para
dermatdfitos foram identificadas como M. canis em cultura. Deste total, 71,4% (10/14)
apresentaram um fragmento de 218 pb compativel com o esperado para a espécie flngica
alvo desta reacdo. Observou-se uma sensibilidade de 71,4% e especificidade de 100% na
PCR, além de uma boa concordancia entre estas técnicas de diagnéstico (Kappa: 0,78;
p<0,0001). O protocolo utilizado neste estudo apresentou alta especificidade na deteccéo
de M. canis diretamente de amostras de pelos e/ou crostas de cées e gatos, viabilizando
um diagndstico mais rapido e especifico, podendo este protocolo ser empregado como

um método confirmatorio para agilizar a deteccao de M. canis.

Palavras-chave: animais de companbhia, biologia molecular, diagnéstico, fungos

Abstract

The aim of this study was to standardize a Polymerase Chain Reaction protocol (PCR)
for the detection of Microsporum canis in fur and/or crusts of dogs and cats. 48 samples
previously identified by culture were selected. Of these, 23 were positive for
dermatophytes in culture. PCR was standardized from drawn primers whose target is M.
canis. 61% (14/23) of the dermatophyte positive samples were identified as M. canis in
culture. Of this total, 71.4% (10/14) presented a fragment of 218 bp compatible with that
expected for the fungal species target of the reaction. A sensitivity of 71.4% and
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specificity of 100% in the PCR were observed, in addition to a good agreement between
the techniques (Kappa: 0.78; p <0.0001). The protocol used in this study showed high
specificity in the detection of M. canis directly from fur and/or crusts of dogs and cats,
making possible a faster and more specific diagnosis. This protocol could be used as a
confirmatory method, speeding the detection of M. canis.

Keywords: Pets, molecular biology, diagnosis, fungi

Introducéo

A dermatofitose acomete varias espécies animais além de ser uma zoonose, onde
a maioria dos casos relatados em humanos tem como agente causador Microsporum
canis, devido ao contato direto com cdes e principalmente gatos infectados que estdo
envolvidos em aproximadamente 50% dos casos (Muller e Kirk, 1996; Quinnetal., 2005).
E consideravel o aumento no nimero de casos de dermatofitoses humanas causadas por
fungos zoofilicos nos ultimos anos (Brilhante et al., 2000; Brillowska-Dabrowska et al.,
2013).

A identificacdo laboratorial dos dermatéfitos depende do seu crescimento em
meio de cultura apropriado e devidamente suplementado, avaliagdo minuciosa de seus
aspectos macro e micromorfoldgicos, além de profissionais capacitados. Um
desenvolvimento atipico da coldnia pode resultar em um acréscimo no tempo de
identificacdo ou resultado falso-negativo. Estes fatores podem ocasionar um diagnostico
tardio ou erréneo (Coelho et al., 2008; Shehata et al., 2008; Cruz, 2010).

Métodos moleculares tém sido desenvolvidos e vém contribuindo de maneira
significativa na identificacdo desses agentes e suas espécies, sobretudo a técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), por ser uma técnica sensivel, especifica e rapida
(Faggi et al., 2001; Vergara et al., 2006; Shehata et al., 2008; Brillowska-Dabrowska et
al., 2013).

VariagOes da PCR também tem sido utilizadas na tentativa de padronizar uma
técnica para viabilizar um diagndstico mais rapido e especifico, principalmente quando
se refere a micologia humana (Gréser et al., 1998; Jackson et al., 1999; Faggi et al., 2001,
Liu et al., 2001; Shehata et al., 2008; Mirzahoseini et al., 2009; Brillowska-Dabrowska et

al., 2013), no entanto, em relagdo a micologia veterinaria ha caréncia de profissionais
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qualificados, de técnicas especificas para o diagnostico e identificacdo fangica, além da
escassez na publicacdo de artigos cientificos, pois na maioria das vezes os artigos citam
amostras de animais como parte da pesquisa e ndo como objetivo principal da mesma
(Faggi et al., 2001; Cano et al., 2005).

Dessa forma, uma PCR capaz de detectar um agente zoondtico em nivel de espécie
e envolvido na maioria dos casos de dermatofitose humana e animal utilizando apenas
amostras biologicas, é de grande importancia para o diagndstico em medicina veterinaria,
como também para medicina. Para tanto, objetivou-se neste estudo padronizar um
protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar Microsporum canis

em amostras de pelos e/ou crostas de caes e gatos.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Doencas Infecciosas dos Animais
Domeésticos, da Universidade Federal Rural de Pernambuco-DMV/UFRPE. O projeto foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, Brasil (Licenca n® 003/2014).

Para padronizacdo da PCR para M. canis foram utilizadas 48 amostras de pelos
e/ou crostas de cdes e gatos, sendo 23 positivas e 25 negativas para dermatéfitos na
técnica de cultivo.

Todas as 48 amostras foram cultivadas em placas de Petri contendo agar dextrose
Sabouraud, adicionado de extrato de levedura, cloranfenicol e ciclo-heximida. As placas
foram incubadas em temperatura ambiente (25-27°C) e examinadas diariamente por até
cinco semanas (Cruz 2010).

O DNA das 48 amostras de pelos e crostas foi extraido utilizando-se o kit de
extracdo DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®, Hilden - Germany) de acordo com o
seguinte protocolo: em um tubo tipo eppendorf contendo 180uL de tampdo ATL foram
acrescentados os pelos e/ou crostas e homogeneizados em vortex por 15 segundos; em
seguida foram adicionados 20uL de proteinase K, homogeneizados rapidamente no
vortex e incubados em banho seco com agitacdo a 56°C por 1h e 1500 rpm; foram
acrescentados, apos este periodo, 4L de RNase a suspensao, que foi homogeneizada e

incubada em temperatura ambiente por 5 minutos; e em seguida levada ao vortex e
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adicionados 200uL de tampéo AL, vortex, em seguida adicionados 200pL de etanol (96-
100%) e novamente a solucdo foi homogeneizada no vortex.

Foram preparados tubos de coleta acoplados aos filtros (embalagens individuais)
e transferidos 600uL ou 0 que se conseguiu do contetdo do tubo anterior, para nova
centrifugacdo a 6080xg/l minuto; logo apo6s o tubo de coleta (a parte de baixo) foi
trocado e adicionados 500uL do tampdo AWL1 e realizada outra centrifugacdo a 6080xg/1
minuto. Novamente o tubo de colecdo foi substituido e 500uL do tampdo AW2 foi
adicionado e realizou-se outra centrifugacdo a 18630xg/3min.; a parte de baixo ou tubo
de coleta foi substituido por um tubo tipo eppendorf® (1,5mL) devidamente identificado
com 100puL do tampéo AE.

Os tubos foram, entéo, incubados em temperatura ambiente por 10 minutos e em
seguida centrifugados a 6080xg/1minutos; o filtro (coluna) foi retirado e descartado e 0s
tubos devidamente identificados foram acondicionados no freezer (-20°C).

Os primers foram desenhados e analisados por meio de ferramentas
disponibilizadas no GenBank/NCBI. Apos as avalia¢Ges, os primers escolhidos foram:
Mc Fw: 5 CCTCCCCAGTAACCACCCA 3 e Mc Rv: 5
GCATATCAATAAGCCGGAGG 3’ que amplificam um fragmento de 218 pb.

As reacdes de amplificagdo do DNA foram otimizadas para um volume final de
12,5uL, contendo: ~ 1,5 ng (2,5uL) de DNA genomico; 0,5uL de cada primer a 10uM;
2,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de Top Taq™ Master Mix (QIAGEN®, Hilden
— Germany). Foi utilizado como controle negativo agua ultrapura e como controles
positivos, 0 DNA extraido de col6nias de M. canis (URM 6273), M. gypseum (URM
6921) e T. mentagrophytes (URM 6211), provenientes da Colecédo de Culturas - Micoteca
URM - Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco (CCB/UFPE).

O protocolo térmico padronizado foi o seguinte: desnaturacao inicial a 94°C por
7 minutos, seguida por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por
30 segundos, finalizando com uma extensdo final a 72°C por 6 minutos.

Apos a amplificacdo, o produto de PCR foi corado com Blue Green Loading Dye
| (LGC Biotecnologia), plotado em gel de agarose 3% e colocado em cuba de eletroforese
com tamp&o Tris-acetato-EDTA (1X) (Amresco®) para posterior visualizagdo sob a luz
ultravioleta e fotodocumentacéo.
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128 Para o estudo de concordancia entre a cultura fungica e a PCR utilizou-se o
129  coeficiente de Kappa (K) e a interpretacdo dos valores de K adotados foram: 0,00 - 0,20
130 = concordancia fraca; 0,21 - 0,40 = regular; 0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa;
131 0,81- 1,00 = muito boa, valores negativos sdo interpretados como equivalentes a 0,00
132 (Landis e Koch, 1977). Para o célculo de concordancia utilizou-se o programa
133 computacional Bioestat versdo 5.0 (Ayres et al., 2007).

134

135  Resultados

136 Das 23 amostras previamente identificadas na cultura como dermatdfitos, 14
137  foram M. canis, quatro M. gypseum, trés T. mentagrophytes, um M. nanum e um
138  Trichophyton sp.

139 Das 14 amostras identificadas como M. canis na cultura, em 10 (71,4%) observou-
140  se um fragmento de 218 pb compativel com o esperado para a espécie fungica alvo da
141  reagao.

142 Na Tab. 1 estdo os resultados obtidos apds analise estatistica comparativa entre
143  cultura e PCR para M. canis. A Fig. 1 demonstra um fragmento de 218 pb, amplificado a
144  partir do DNA extraido de uma amostra de pelo previamente identificada em cultura como

145  positiva para M. canis.

146

147  Tabela 1. Analise de concordancia, sensibilidade e especificidade entre resultados da

148 cultura e da PCR para Microsporum canis isolados de amostras clinicas de

149 cdes e gatos atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE.

150

Exame Microbioldgico
PCR Positil\:/oR Negativo Vallc;r de K?%oa S(g/n; E(sose)c.
(o] 0
F.A. (%) F.A. F.R. (%)

Positivo 10 100,0 -

Negativo 4 10,5 34 895 <0,0001 0,78 71,4 100,0

151 F.A: Frequéncia absoluta; F.R.: Frequéncia relativa; Sens.: Sensibilidade; Espec.: Especificidade.
152

153
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218phb -

Figura 1. PCR utilizando DNA de amostras clinicas positivas
para dermatofitos em cultura. Gel de agarose 3%. M: Marcador
de peso molecular 100pb (LGC biotecnologia); 1: T. mentagro-
phytes; 2: M. canis; 3: M. gypseum; 4: Trichophyton sp.; 5: M.
nanum; 6: M. canis (URM 6273);7: M. gypseum (URM 6921);
8: T. mentagrophytes (URM 6211); 9: Controle negativo

Discussao

Apo6s a padronizacdo do protocolo de PCR utilizando as 48 amostras clinicas,
verificou-se a amplificagdo somente das amostras identificadas como M. canis,
demonstrando alta especificidade dos primers desenhados, onde mesmo tendo como base
0 DNA de outros fungos e até mesmo de outras espécies pertencentes a0 mesmo género
ndo houve anelamento por parte dos iniciadores (Fig. 1).

Comparando-se os resultados da cultura fangica com os da PCR, observou-se uma
sensibilidade de 71,4% e uma especificidade de 100%, demonstrando a aplicabilidade
deste protocolo, evidenciado também pelo valor do Kappa (0,78) que segundo Landis e
Koch (1977) revela uma boa concordancia entre as técnicas.

Diferente do nosso estudo, Liu et al. (2001) desenvolveram uma PCR M. canis
especifica, porém utilizaram DNA extraido de colbnias de dermatofitos e néo-
dermatofitos, isoladas a partir de amostras biolégicas humanas, assim como de cepas
ATCC. No protocolo estabelecido neste estudo, utilizamos o DNA extraido diretamente
das amostras de pelos de cées e gatos, 0 que pode dificultar o processo de deteccdo do
agente, pois além da quantidade e qualidade de DNA extraido ser inferior, segundo
Rodrigues et al. (2006), compostos organicos e inorganicos, além de substancias como

bile e sais, também podem inibir a PCR em amostras bioldgicas como tecido animal.
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Brillowska-Dabrowska et al. (2013) desenvolveram uma PCR M. canis especifica
e observaram 100% de sensibilidade e especificidade, utilizando 130 isolados clinicos de
dermatdfitos, 10 leveduras ou fungos miceliais, 12 amostras de pelo e pele de animais
(cobaias) com ou sem infecgcdo experimental por M. canis e 35 amostras de pacientes
humanos, incluindo sete amostras positivas para M. canis e 15 amostras negativas para
dermatofitos, demonstrando a aplicabilidade desta PCR para a detecgdo do agente na
rotina laboratorial.

Vaérias técnicas moleculares tém sido aplicadas para a identificacdo laboratorial
de espécies de dermatdéfitos, sendo consideradas mais estaveis, rapidas e precisas do que
aquelas que se baseiam nas caracteristicas fenotipicas (Gutzmer et al., 2004; Shehata et
al, 2008).

Machouart-Dubach et al. (2001), comparando a cultura com a PCR-RFLP
utilizando amostras clinicas, observaram que 74 das 75 amostras analisadas foram
concordantes nos resultados em ambas as técnicas, considerando a técnica molecular
adequada para o diagndstico rapido da dermatofitose.

Vergara et al. (2006) também padronizaram uma técnica de PCR para o
diagndstico de dermatdfitos e observaram uma concordancia de 93,3% entre os resultados
obtidos na PCR e aqueles obtidos com os métodos tradicionais de diagnostico, quando
analisaram 30 cepas pertencentes a esse grupo de fungos, no entanto, quando analisaram
0 DNA de 30 amostras clinicas (pele, unha e pelos) positivas e negativas, em cultura, de
pacientes humanos com infeccdo ativa, observaram 100% de concordancia entre 0s
resultados obtidos, o que sugeriu que a PCR é uma técnica que oferece grandes vantagens
na identificacdo dos fungos dermatdfitos.

Estas vantagens vao desde a reducdo no tempo para obtencdo do resultado, pois
possui uma sensibilidade e especificidade similar a cultura, reducdo de custos,
considerando que um diagndstico precoce e especifico pode evitar um tratamento tardio
ou ineficiente ou um prolongamento do mesmo.

Outro ponto a ser destacado é que a dermatofitose € uma zoonose e ha relatos de
insensibilizacdes por parte de M. canis a Terbinafina (Brillowska-Dabrowska et al.,
2013), ou seja, o desenvolvimento de técnicas que visem o diagndstico preciso e precoce
de espécies fungicas com potencial zoondtico, ndo so ira contribuir para a clinica médica

veterinaria como também para a saude publica.
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Concluséo

O protocolo padronizado neste estudo apresentou uma alta especificidade na
deteccdo de M. canis diretamente de amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos,
viabilizando um diagnéstico mais rapido e especifico, podendo ser empregado como um
método confirmatorio capaz de agilizar a deteccdo do agente em questéo.
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Padronizacao de uma multiplex PCR para detec¢do de dermatoéfitos em
pelos e crostas de caes e gatos!

Carlos A. de S. Leal?’, Pomy de C. P. Kim?, Jonatas C. de Almeida?, Renata P. B. de Melo?, André de S. Santos?,
Débora C. V. Lima?, José W. Pinheiro Junior?, Rinaldo A. Mota?

ABSTRACT .- Leal C.AS,, Kim P.C.P., Almeida ].C., Melo R.P.B,, Santos A.S., Lima D.C.V., Pinheiro Junior ].W. & Mota
R.A. 2017. [Standardization of a PCR multiplex for the detection of dermatophytes in dogs and cats fur and
crusts.] Padronizagdo de uma multiplex PCR para deteccdo de dermatéfitos em pelos e crostas de cdes e gatos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doencgas Infecciosas dos Animais Domésticos,
Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros
s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: ¢ adrianosl@hotmail.com

The aim of this study was to standardize a multiplex PCR (mPCR) reaction to detect Microsporum canis,
Microsporum gypseum and the Trichophyton mentagrophytes complex in dog and cat fur and/or crusts. 250 fur
and/or crusts samples from dogs and cats were analyzed by direct examination and culture, DNA from them was
extracted for mPCR. Primers were designed and the DNA extracted from colonies of M. canis (URM 6273), M.
gypseum (URM 6921) and T. mentagrophytes (URM 6211) from the Collection of Cultures - URM Micoteca -
Department of Mycology, Biological Sciences Center of the Federal University of Pernambuco (CCB / UFPE). As
negative controls, sterile distilled water and DNA extracted from Alternaria sp., were used to verify the specificity
of the primers. Of the total samples analyzed, 15 (6%) were identified in culture as dermatophytes, and of these,
10 were M. canis, three M. gypseum and two T. mentagrophytes (complex). Of these 15 positive samples, 11 (73.3%)
were detected by mPCR. Besides these, six others, negative in culture, were identified as M. gypseum. There was
good agreement between culture results and mPCR (Kappa: 0.66). The protocol standardized in this study can be
used as a screening method, because it has a sensitivity greater than that of the culture, used in parallel to the
routine exams, allowing a diagnosis in a shorter time.

INDEX TERMS: Internal Transcribed Spacers, keratin, loci, mycosis

RESUMO.- Objetivou-se padronizar uma reagdo do tipo multiplex PCR (mPCR) para detectar Microsporum canis,
Microsporum gypseum e o complexo Trichophyton mentagrophytes em amostras de pelos e/ou crostas de caes e
gatos. 250 amostras de pelos e/ou crostas de caes e gatos foram analisadas por meio de exame direto e cultura, o
DNA das mesmas foi extraido para mPCR. Primers foram desenhados e como controle positivo da reagdo utilizou-
se o DNA extraido de col6énias de M. canis (URM 6273), M. gypseum (URM 6921) e T. mentagrophytes (URM 6211),
provenientes da Colecdo de Culturas - Micoteca URM - Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Pernambuco (CCB/UFPE). Como controles negativos de reacdo, utilizou-se agua
destilada esterilizada e DNA extraido de Alternaria sp. para verificar a especificidade dos primers. Do total de
amostras analisadas, 15 (6%) foram identificadas, em cultura, como dermatéfitos, e destas, 10 foram M. canis, trés
M. gypseum e dois T. mentagrophytes (complexo). Destas 15 amostras positivas, 11 (73,3%) foram detectadas por
meio da mPCR. Além destas, seis outras, negativas em cultura, foram identificadas como M. gypseum. Verificou-se
uma boa concordancia entre os resultados da cultura e mPCR (Kappa: 0,66). O protocolo padronizado neste estudo
pode ser utilizado como um método de triagem, por apresentar uma sensibilidade maior que a da cultura, usado
paralelamente aos exames de rotina, permitindo um diagnéstico em menor tempo.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Espacadores Transcritos Internos, queratina, loci, micose

B 2U<Tr<Y o) Lo Fo TN o RPN

Aceito para publiCagao em .......cceeeemeesreeeseeeserssnesnns
2 Laboratério de Doencas Infecciosas dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterindria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE
52171-900, Brasil. *Autor para correspondéncia: ¢ adrianosl@hotmail.com



mailto:c_adrianosl@hotmail.com
mailto:c_adrianosl@hotmail.com

38

INTRODUGCAO
A dermatofitose é uma das dermatopatias mais comuns na clinica veterinaria e humana, causada por um grupo de
fungos que possuem a capacidade de invadir e se desenvolver em estruturas queratinizadas e semiqueratinizadas,
os dermatofitos (Liu et al. 2000, Cavalcanti et al. 2002, Liu et al. 2002).

Os géneros de dermatoéfitos mais envolvidos em infecgdes em animais sdo Microsporum e Trichophyton
(Muller & Kirk 1996, Quinn et al. 2005). Ainda, de acordo com Balda et al. (2004), Microsporum canis, Microsporum
gypseum e o complexo Trichophyton mentagrophytes sao os principais agentes etiol6gicos das dermatofitoses em
cdes e gatos, pois sdo dotados de alta infectividade e baixa patogenicidade e viruléncia.

Aidentificacdo laboratorial dos dermatéfitos depende do seu crescimento em meio de cultura apropriado,
devidamente suplementado, para s6 apoés, serem avaliados seus aspectos morfologicos macro e microscopicos, no
entanto, essa identificacdo pode ser dificultada devido a ndo producdo de macroconideos, estruturas chave neste
processo (Shehata et al. 2008).

Além disso, espécies flingicas nunca antes isoladas, podem vir a parasitar animais de companhia que
passaram a dividir espago com animais exdéticos introduzidos nos lares, o que vai exigir técnicas mais especificas
e profissionais mais qualificados (Kim et al. 2011).

Alguns métodos moleculares foram desenvolvidos e vém contribuindo de maneira significativa na
identificacdo desses agentes e suas espécies, sobretudo a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), por
ser sensivel, especifica e rapida (Faggi et al. 2001).

Variacoes desta técnica, tém sido usadas no auxilio da identificacdo e diferenciacio de isolados que ndo
sdo facilmente identificaveis por meio das técnicas laboratoriais e moleculares convencionais (Graser et al. 1998,
Jackson et al. 1999, Liu et al. 2001, Shehata et al. 2008, Mirzahoseini et al. 2009, Brillowska-Dabrowska et al. 2013,
Leal etal. 2017).

A Multiplex PCR (mPCR) é outra variacio da PCR convencional utilizada no diagnéstico de
microrganismos, que se baseia no uso de dois ou mais pares de primers na mesma rea¢do, permitindo a
amplificagdo simultanea de mais de uma sequéncia de DNA-alvo presente na amostra analisada, de maneira
especifica, barateando e deixando a analise mais ampla e com economia de tempo (Silva 2008).

Multiplex PCRs foram desenvolvidas e utilizadas para identificagido de espécies de dermatdfitos
utilizando DNA extraido de culturas e diretamente de amostras de raspados de pele em humanos (Brillowska-
Dabrowskaetal. 2007, Kim etal. 2011, Dhib et al. 2014, Mehlig et al. 2014, Spiliopoulou et al. 2015), demonstrando
o potencial da técnica, no entanto, pesquisas que tenham por objetivo o desenvolvimento deste tipo de técnica
para a detecgdo de dermatofitos em animais, sdo escassas(Kano et al. 2003, Cafarchia et al. 2013, Dabrowska et al.
2014).

Objetivou-se neste estudo padronizar uma reacdo do tipo multiplex PCR (mPCR) para deteccdo de
Microsporum canis, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes em amostras de pelos e/ou crostas de
caes e gatos.

MATERIAL E METODOS

Local da pesquisa e amostragem. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Doencgas Infecciosas
dos Animais Domésticos, da Universidade Federal Rural de Pernambuco-DMV/UFRPE. O projeto foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Recife, Brasil (Licenga n? 003/2014).

Neste estudo foram analisadas 250 amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos, com dermatopatias,
atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE e encaminhadas ao laboratério para diagnéstico.

Exame direto. Utilizou-se o hidréxido de potassio (KOH) (30%) para clarificagdo dos pelos e escamas,
objetivando a identificacdo de estruturas de parasitismo e artroconidios (Muller & Kirk 1996).

Cultura. Todas as 250 amostras foram cultivadas, independente do resultado do exame direto, em placas
de Petri contendo agar dextrose Sabouraud, adicionado de extrato de levedura, cloranfenicol e ciclo-heximida. As
placas foram incubadas em ambiente de aerobiose em temperatura ambiente (25-27°C) e examinadas diariamente
por até cinco semanas (Cruz 2010).

Extracao do DNA. O DNA das 250 amostras foi extraido utilizando-se o kit DNeasy Blood & Tissue
(QIAGEN®, Hilden - Germany) de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante para tecidos em geral, com
algumas modificagdes: o protocolo recomenda um tempo maximo de incubacdo, em banho seco com agitacdo
(1500 rpm) a 56°C, de 40 minutos, por se tratar de um grupo de fungos que possui quitina na parede celular; este
tempo foi aumentado para 1h; outro acréscimo feito ao protocolo foi a adi¢do, apds este periodo, de 4uL de RNase
asuspensdio, visando a purificacio do DNA; outra modificacdo realizada foi a reducdo do volume da solugio tampao
AE (eluente) de 200pL para 100uL, ja que a quantidade de DNA fingico presente na amostra do pelo ou crosta é
pequena.

Como controle positivo da reagdo utilizou-se o DNA extraido das colénias de M. canis (URM 6273), M.
gypseum (URM 6921) e T. mentagrophytes (URM 6211), provenientes da Cole¢do de Culturas - Micoteca URM -
Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CCB/UFPE).
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Como controles negativos de reacgao, utilizou-se dgua destilada esterilizada e DNA extraido de Alternaria
sp. para verificar a especificidade dos primers.

Desenho dos primers. Foram selecionadas sequéncias de referéncia para as espécies alvo a partir de um
estudo no banco virtual (GenBank/NCBI) da regido ITS, na sua por¢do mais variavel, utilizando-se o programa
Primer 3 do NCBI que sugeriu sequéncias compostas de 18 a 25 bases para serem empregadas como iniciadores,
respeitando-se as condi¢des para que uma reagdo de Multiplex PCR possa ser realizada. Estes fragmentos foram
testados quanto a especificidade pelo alinhamento local (BLAST/NCBI) frente as sequéncias nucleotidicas de
inimeros organismos depositados no “GenBank”. O software OligoAnalyzer1.0.3 também foi utilizado para
verificacdo de possiveis alinhamentos inespecificos.

Apos todas as analises, os primers foram selecionados e estdo demonstrados no Quadro 1.

Amplificacao do DNA. As reacdes de amplificacio do DNA foram otimizadas para um volume final de 15
uL, contendo: ~1,5 ng (3 pL) de DNA gendémico; 0,25 pL de cada primer (trés pares) a 10 uM (Tab. 1); 3 pL de Agua
ultrapura e 7,5 pL de Top Taq™ Master Mix (QIAGEN®, Hilden - Germany).

O protocolo térmico utilizado para a amplificagdo foi o seguinte: desnaturagao inicial a 94°C por 7 minutos
seguida por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, finalizando com uma
extensdo final a 72°C por 6 minutos. Apds a amplificacdo, o produto de PCR foi plotado em gel de agarose 3%,
corado com Blue Green LoadingDye I (LGC Biotecnologia) e colocado em cuba de eletroforese com tampao Tris-
acetato-EDTA (1X) (Amresco®) para posterior visualizagio sob a luz ultravioleta e fotodocumentagio.

Andlise estatistica. Para o estudo de concordancia entre os testes foi utilizado o coeficiente Kappa (K) e
a interpretacdo convencional dos valores K adotada foi: 0,00 - 0,20 = concordancia fraca; 0,21 - 0,40 = regular;
0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81 - 1,00 = muito boa. Valores negativos foram interpretados como
equivalentes a 0,00 (Landis & Koch 1977). Também foram realizados calculos de sensibilidade e especificidade
conforme Pereira (2003).

Para o calculo de concordancia foi utilizado o programa computacional Bioestat versdo 5.0 (Ayres et al.
2007).

RESULTADOS

Das 250 amostras analisadas, 15 (6%) foram identificadas, em cultura, como dermatéfitos, e destas, 10
foram M. canis, trés M. gypseum e duas como pertencentes ao complexo T. mentagrophytes.

Destas 15 amostras positivas, 11 (73,3%) foram detectadas por meio da mPCR, e além destas, seis outras,
negativas em cultura, foram identificadas como M. gypseum.

No pogo 12 foram incluidos, no mesmo tubo, os trés pares de primers desenhados e o DNA das trés
espécies pesquisadas (mix de DNAs), acrescidos do DNA de Alternaria sp., que serviu como um segundo controle
negativo. Apos eletroforese foi possivel verificar a amplificacdo de todos os fragmentos que correspondiam a
deteccdo dos fungos presentes na amostra.

0 Quadro 2 apresenta as analises estatisticas dos resultados observados na cultura e na mPCR. A figura 1
demonstra os diferentes fragmentos amplificados no protocolo padronizado.

DISCUSSAO

Na Figura 1 observam-se as rea¢des de amplificagdo do tipo Multiplex PCR para M. canis, M. gypseum e T.
mentagrophytes (complexo), que segundo Rodrigues et al. (2006), é aquela na qual varios loci sdo amplificados ao
mesmo tempo e no mesmo frasco, proporcionando economia de tempo, reagentes e dando mais rapidez ao
resultado.

As regides ITS além de serem relativamente curtas, aparecem em grande nimero de cdpias no genoma e
isto pode ser verificado nos resultados obtidos. Isto confirma que os amplicons observados (Fig. 1) tratam-se
realmente de sequéncias contidas na regido-alvo (ITS 1 e 2) utilizada em varios estudos moleculares para
diferenciacdo entre espécies de fungos (Fungaro 2001).

Kim et al. (2011) desenharam trés pares de primers visando desenvolver uma mPCR para detectar onze
espécies de dermatofitos em DNA extraido de raspados de pele de pacientes humanos com diagnéstico clinico de
dermatofitose. No entanto, foram necessdrias trés reacdes, em separado, com protocolos térmicos
individualizados, para em conjunto, identificar o fungo presente na amostra analisada. Fato que ndo ocorreu no
nosso estudo, onde foi possivel diferenciar as trés espécies pesquisadas numa Unica reagdo e inclusive detectar as
mesmas, presentes simultaneamente.

Outro ponto que difere este protocolo daquele desenvolvido por Kim et al. (2011) é o volume final de cada
reacdo, onde padronizaram 50pL para cada reacdo, logo, em trés reacdes diferentes, necessarias para a
identificacdo do fungo, totaliza-se 150puL, sendo dez vezes maior que o volume final padronizado neste trabalho.

Dhib et al. (2014) também desenvolveram uma mPCR com o objetivo de identificar e diferenciar espécies
do complexo T. mentagrophytes e T. rubrum em tineas e onicomicoses humanas, a partir dos iniciadores
desenhados. Da mesma forma que a anterior, a reacdo ocorre em trés etapas e o volume total da reacdo também
foi de 50uL por etapa, totalizando 150pL.
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Outras pesquisas foram desenvolvidas utilizando a mPCR em comparag¢do com técnicas de rotina para
detecgdo de espécies de dermatofitos diretamente de amostras clinicas humanas (Brillowska-Dabrowska et al.
2007, Mehlig et al. 2014, Spiliopoulou et al. 2015), e em todas observou-se um aumento da sensibilidade nos
resultados, fato também verificado neste estudo, onde seis amostras de DNA extraido de pelos, que em cultura
tiveram resultado negativo, apresentaram um fragmento compativel com M. gypseum.

Este protocolo padronizado, atendeu a todos os pré-requisitos citados por Rodrigues et al. (2006), onde
além de economizar tempo e reagentes, conseguiu diferenciar as trés espécies pesquisadas numa reacdo Unica e
ainda elevou a sensibilidade no diagnéstico, comprovando ser uma ferramenta de grande utilidade na rotina
laboratorial.

Dhib et al. (2014), recomendaram a utilizagdo da mPCR, devido a sua alta sensibilidade, também em casos
onde a cultura é negativa ou ocorre contaminacdo da mesma, dificultando ou impossibilitando a identificacdo do
agente patogénico.

Dessa forma, o desenvolvimento de protocolos moleculares capazes de detectar a presenca de agentes
causadores de enfermidades, principalmente zoonéticas, de forma mais rapida numa amostra encaminhada para
analise, pode contribuir bastante para o avango da area estudada, assim como para o tratamento e controle das
mesmas.

E em se tratando do estreito contato dos caes e gatos com os humanos e da escassez de pesquisas na area
damicologia veterinaria, pesquisas como estas, sdo de grande importancia para a saude animal e, porque nao dizer,
para saide humana também.

CONCLUSAO
O protocolo padronizado neste estudo pode ser utilizado como um método de triagem, por apresentar
uma sensibilidade maior que a da cultura, usado paralelamente aos exames de rotina, permitindo um diagnéstico
preciso em menor tempo.
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Quadro 1. Sequéncias nucleotidicas dos primers desenhados a partir das
regioes génicas ITS 1 e 2 e do gene 5.8S rRNA, utilizados
neste estudo.

Nome do Sequéncia5’ > 3 Espécie fingica

Primer identificada
A.ben. Fw AGGGATCAACGTTCCATCAG T.
A.ben.Rv TTTGCTTGCTAACGCTCAGA mentagrophytes

M. c. Fw CCTCCCCAGTAACCACCCA M. canis

M. c. Rv CCTCCGGCTTATTGATATGC ]

M. g. Fw CCACACGCCCATTCTTGTCT M

M. g. Rv GTCCTAGAGGCGTTGGTTTG -gypseum

Quadro 2. Analise de concordincia, sensibilidade e especificidade obtida entre resultados da cultura
e da mPCR para M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes isolados de pelos de caes e gatos.

Exame Microbioldgico

Kappa Sens. Espec.
mPCR Positivo Negativo Valorde P (K)pp (%) (0/(]5
FA. FR. (%) FA. FR (%)
Positivo 11 64,7 6 35,3
Negativo 4 1,7 229 983 <0,0001 0,66 733 974

F.A: Frequéncia absoluta- F.R.: Frequéncia relativa- Sens.: Sensibilidade- Espec.: Especificidade.

M 1283 SaaR a0 1011 1213

Figura 1.
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5 DISCUSSAO

Vérias técnicas moleculares tém sido aplicadas para a identificagdo laboratorial de
espécies de dermatofitos, sendo consideradas mais estaveis, rapidas e precisas do que aquelas
que se baseiam nas caracteristicas fenotipicas (GUTZMER et al., 2004; SHEHATA et al.,
2008). Caracteristicas estas que podem sofrer influéncia do ambiente onde a cultura esta sendo
mantida e da composicdo do meio de cultura, fazendo com que estruturas reprodutivas
importantes ndo sejam produzidas.

A PCR e suas variacdes, estdo contribuindo muito para o avango das pesquisas nas
diversas areas do conhecimento.

As técnicas padronizadas neste estudo, mostraram grande potencial para aplicacdo na
rotina laboratorial, diminuindo o tempo de espera por um resultado, aumentando a sensibilidade
diagnostica, especificando o resultado e reduzindo custos para 0 mesmo.

Segundo Nunes et al. (2015), na prética € rara a existéncia de um teste ideal (100% de
sensibilidade e especificidade), pois geralmente estes valores sdo inversamente proporcionais.

E apesar de priorizarem a especificidade, a mPCR apresentou uma maior sensibilidade
quando comparada a cultura, o que a torna uma opgdo de triagem interessante para a rotina
laboratorial, quando se fala em amostras oriundas da clinica de cées e gatos.

Mudangas climéticas, deslocamentos de pessoas e animais dentro do pais e para fora ou
para dentro dele, podem favorecer o surgimento ou ressurgimento de enfermidades nunca antes
diagnosticadas ou ja ha muito tidas como erradicadas em determinado local.

Portanto, técnicas capazes de detectar um determinado agente, de maneira rapida e
especifica, podem contribuir de forma essencial para o desenvolvimento de politicas de controle

e prevencdo, além de agilizar o diagndstico, permitindo um tratamento direcionado.

6 CONCLUSAO

Os protocolos padronizados neste estudo, a partir de primers desenhados apresentaram
alta sensibilidade e especificidade na detec¢do de M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes
diretamente de amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos, viabilizando um diagnéstico mais
rapido, podendo ser empregados na rotina laboratorial como métodos capazes de agilizar a

deteccdo dos agentes em questao.
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