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RESUMO

Objetivou-se neste estudo padronizar um protocolo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccdo de Microsporum canis em amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos. Foram selecionadas 48
amostras previamente identificadas por meio de cultura. Destas, 23 foram positivas para dermatéfitos no
cultivo. Padronizou-se a PCR a partir de primers desenhados para o alvo M. canis. Sessenta e um por
cento (14/23) das amostras positivas para dermatéfitos foram identificadas como M. canis em cultura.
Desse total, 71,4% (10/14) apresentaram um fragmento de 218pb compativel com o esperado para a
espécie flngica alvo dessa reacdo. Observou-se uma sensibilidade de 71,4% e especificidade de 100% na
PCR, além de uma boa concordancia entre essas técnicas de diagnéstico (Kappa: 0,78; P<0,0001). O
protocolo utilizado neste estudo apresentou alta especificidade na detecgdo de M. canis diretamente de
amostras de pelos e/ou crostas de cdes e gatos, viabilizando um diagnéstico mais rapido e especifico,
podendo esse protocolo ser empregado como um método confirmatério para agilizar a deteccdo de M.
canis.

Palavras-chave: cées, gatos, dermatéfitos, PCR, pelos
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. A total of 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 218bp compatible
with that expected for the fungal species target of the reaction. A sensitivity of 71.4% and 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: dogs, cats, dermatophytes, fur, PCR

INTRODUCAO principalmente gatos infectados que estdo

envolvidos em aproximadamente 50% dos casos

A dermatofitose acomete varias espécies
animais, além de ser uma zoonose em que a
maioria dos casos relatados em humanos tem
como agente causador Microsporum canis,
devido ao contato direto com cées e
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(Muller e Kirk, 1996; Quinn et al., 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).
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A identificacdo laboratorial dos dermatéfitos
depende do seu crescimento em meio de cultura
apropriado e devidamente suplementado, da
avaliacdo minuciosa de seus aspectos macro e
micromorfoldgicos, além de pessoal capacitado.
Um desenvolvimento atipico da colénia pode
resultar em um acréscimo no tempo de
identificacdo ou resultado falso-negativo. Esses
fatores podem ocasionar um diagnéstico 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 de suas espécies,
sobretudo a técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), por ser uma técnica sensivel,
especifica e rpida (Faggi et al., 2001; Vergara et
al., 2006; Shehata et al., 2008; Brillowska-
Dabrowska et al., 2013).

Variagdes da PCR também tém sido utilizadas na
tentativa de padronizar uma técnica para
viabilizar um diagnéstico 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 relacdo & micologia veterinaria, h4 caréncia
de profissionais qualificados, de técnicas
especificas para o diagndstico e de identificacdo
fangica, além da escassez na publicagdo de
artigos cientificos, pois, na maioria das vezes, 0s
artigos citam amostras de animais como parte da
pesquisa e ndo como objetivo principal dela
(Faggi et al., 2001; Cano et al., 2005).

Dessa forma, uma PCR capaz de detectar um
agente zoonotico, em nivel de espécie e
envolvido na maioria dos casos de dermatofitose
humana e animal, utilizando-se apenas amostras
biologicas, pode ser de grande importancia para
o0 diagndstico ndo s6 para a medicina veterinaria
mas também para a medicina humana. 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 cdes e gatos.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de
Doencgas Infecciosas dos Animais Domésticos,
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da Universidade Federal Rural de
Pernambuco-DMV/UFRPE. O projeto  foi
submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), Recife, Brasil
(Licenga 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 dermatofitos na técnica de cultivo.

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,
acrescentaram-se 0s pelos e/ou as crostas, que
foram homogeneizados em vortex por 15
segundos; em seguida, foram adicionados 20uL
de proteinase K, e essa suspensdo foi
homogeneizada rapidamente em vértex e
incubada em banho seco com agitagdo a 56°C
por uma hora e 1500rpm; foram acrescentados,
apos esse periodo, 4uL de RNase a suspensdo,
que foi homogeneizada e incubada em
temperatura ambiente por cinco minutos, €, logo
apos, foi levada ao vortex, ao qual foram
adicionados 200uL de tampdo AL; em seguida,
adicionaram-se 200uL de etanol (96-100%) e
novamente a solucdo foi homogeneizada no
vortex.

Foram preparados tubos de coleta acoplados aos
filtros (embalagens individuais) e transferiram-se
600uL, ou 0 que se conseguiu do conteldo do
tubo anterior, para nova centrifugacdo a
6080xg/1min; logo apds, o tubo de coleta (a
parte de baixo) foi trocado e foram adicionados
500uL do tampdo AW1, bem como foi realizada
outra centrifugacdo a 6080xg/1 min. Novamente
0 tubo de colegdo foi substituido e 500uL do
tampdo AW?2 foram adicionados. Realizou-se
outra centrifugacdo a 18630xg/3min; a parte de
baixo (ou tubo de coleta) foi substituida por um
tubo tipo Eppendorf® (1,5mL) devidamente
identificado com 100puL do tampéo AE.

Os tubos foram, entdo, incubados em
temperatura ambiente por 10 minutos e, em
seguida, centrifugados a 6080xg/1min; o filtro
(coluna) foi retirado e descartado, e o0s
tubos, devidamente identificados, foram
acondicionados no freezer (-20°C).
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Os primers foram desenhados e analisados por
meio de ferramentas disponibilizadas no
GenBank/NCBI. Apos as avaliagGes, os primers
escolhidos foram: Mc Fw: 5
CCTCCCCAGTAACCACCCA 3’ e Mc Rv: 5’
GCATATCAATAAGCCGGAGG  3°, que
amplificam um fragmento de 218pb.

As reacdes de amplificacio do DNA foram
otimizadas para um volume final de 12,5uL,
contendo: 2,5uL de DNA gendmico; 0,5uL de
cada primer a 10uM; 2,75uL de 4gua Milli-Q
ultrapura e 6,25ul. de Top Taq™ Master Mix
(QIAGEN®, Hilden - Germany). Foi utilizada,
como controle negativo, agua ultrapura e, como
controle positivo, 0 DNA extraido de coldnias 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
Biologicas da  Universidade Federal de
Pernambuco (CCB/UFPE).

O protocolo térmico padronizado foi o seguinte:
desnaturacdo inicial a 94°C por sete minutos,
seguida por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por um minuto e 72°C por 30 segundos,
finalizando com uma extensdo a 72°C por seis
minutos.

Ap6s a amplificagcdo, 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 tampéo
tris-acetato-EDTA  (1X) (Amresco®) para

posterior visualizacdo sob a luz ultravioleta e
fotodocumentacéo.

Para o estudo de concordancia entre a cultura
fungica e a PCR, utilizou-se o coeficiente de
Kappa (K), e a interpretacdo dos valores de 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 sdo interpretados como
equivalentes a 0,00 (Landis e Koch, 1977). Para
0 calculo de concordancia, utilizou-se o
programa computacional Bioestat, versdo 5.0
(Ayres et al., 2007).

RESULTADOS

Das 23 amostras previamente identificadas na
cultura como dermatofitos, 14 foram M. canis,
quatro M. gypseum, trés T. mentagrophytes, uma
M. nanum e uma Trichophyton sp.

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

Na Tab. 1, estdo os resultados obtidos apos
andlise estatistica comparativa entre cultura e
PCR para M. canis. A Fig. 1 demonstra um
fragmento de 218pb, amplificado por meio do
DNA extraido de uma amostra de pelo
previamente identificada em cultura como
positiva para M. canis.

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
Exame microbiolégico
Kappa Sens. Espec.
PCR Positivo Negativo Valor de P (K)p 2 %) (%g
FA. FR. (%) FA FR. (%)
Positivo 10 100,0 - -
Negativo 4 105 3 895 <0.,0001  0.78 4 1000

F.A: frequéncia absoluta; F.R.: frequéncia relativa; Sens.: sensibilidade; Espec.: especificidade.
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218pb -

Figura 1. PCR utilizando DNA de amostras clinicas positivas para dermatéfitos 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

Apb6s 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, em que, mesmo tendo
como base 0 DNA de outros fungos e até mesmo
de outras espécies pertencentes ao 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%, o que
demonstra a aplicabilidade desse protocolo,
evidenciado também pelo valor do Kappa (0,78),
que, segundo Landis e Koch (1977), revela uma
boa concordéncia entre as técnicas.

Diferente do presente estudo, Liu et al. (2001)
desenvolveram uma PCR M. canis especifica,
porém utilizaram DNA extraido de col6nias de
dermatéfitos e nao dermatdfitos, isoladas de
amostras biologicas humanas, assim como de
cepas ATCC. No protocolo estabelecido neste
estudo, foi utilizado o DNA extraido diretamente
das amostras de pelos, o que pode dificultar o
processo de deteccdo do agente, pois, além de a
quantidade e a qualidade de DNA extraido serem

1146

inferiores, segundo Rodrigues et al. (2006),
compostos organicos e inorganicos, bem como
substancias como bile e sais, também podem
inibir a PCR em amostras bioldgicas, como
tecido animal.

Brillowska-Dabrowska et al. (2013)
desenvolveram uma PCR M. canis especifica e
observaram  100% de  sensibilidade e
especificidade, utilizando 130 isolados clinicos
de dermatofitos, 10 leveduras ou fungos
miceliais, 12 amostras de pelo e pele de animais
(cobaias) com ou sem infeccdo experimental por
M. canis e 35 amostras de pacientes humanos,
incluindo sete amostras positivas para M. canis e
15 amostras negativas para dermatofitos, o que
demonstra a aplicabilidade dessa PCR para a
deteccdo do agente na rotina laboratorial.

Vérias técnicas moleculares tém sido aplicadas
para a identificagdo 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), ao compararem
a cultura com a PCR-RFLP utilizando amostras
clinicas, observaram que 74 das 75 amostras
analisadas foram concordantes nos resultados em
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ambas as técnicas e, diante disso, consideraram a
técnica molecular adequada para o diagnéstico
rapido da dermatofitose.

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

Essas vantagens vdo desde a redugdo no tempo
para obtencdo do resultado, pois a PCR possui
sensibilidade e especificidade similares a cultura,
até a reducéo de custos, considerando-se que um
diagndstico precoce e especifico pode evitar um
tratamento tardio ou ineficiente ou um
prolongamento dele.

Outro ponto a ser destacado é que a
dermatofitose consiste em uma zoonose e ha
relatos de insensibilizages por parte de M. canis
a terbinafina (Brillowska-Dabrowska et al.,
2013), ou seja, 0 desenvolvimento de técnicas
gue visem ao diagndstico preciso e precoce de
espécies flngicas com potencial zoondtico ndo
s0 ird contribuir para a clinica médica veterinaria
como também para a saude publica.

CONCLUSAO

O protocolo padronizado neste estudo apresentou
uma alta especificidade na detecgdo de M. canis
diretamente de amostras de pelos e/ou crostas de
caes e gatos, viabilizando um diagndstico mais
rapido e especifico, o qual pode ser empregado
como um método confirmatério capaz de agilizar
a deteccdo do agente em quest&o.
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