goubvet

HTTP://DX.DOI.ORG/10.22256/PUBVET.V11N2.181-18¢6

PCR-RFLP: Uma alternativa a cultura (padrdao Ouro) no
diagnostico de dermatoéfitos em cées e gatos

Carlos Adriano de Santana Leal'", Pomy de Céssia Peixoto Kim?, André da Rocha Mota?,
Débora Costa Viegas de Lima!, Ana Lisa do Vale Gomes?, José Wilton Pinheiro Jinior3,
Leonildo Bento Galiza da Silva*, Rinaldo Aparecido Mota®

Doutorando (a) em Ciéncia Animal Tropical, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
2Médico Veterinario Residente do Hospital Veterinario da Unesp, Botucatu, SP, Brasil.

3Professor (a) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

“4Professor da Universidade Federal Rural da Amazénia, Belém, PA, Brasil.

*Autor para correspondéncia: ¢c_adrianosl@hotmail.com

RESUMO. Dermatofitos sdo fungos queratinofilicos e queratinoliticos causadores da
dermatofitose em homens e animais, e mesmo com uma variedade de métodos disponiveis,
o diagnostico laboratorial ainda representa uma grande dificuldade na rotina da clinica
veterinaria. Objetivou-se avaliar a técnica da PCR-RFLP como uma alternativa a cultura
na identificacdo de dermatofitos em cdes e gatos. Analisou-se 150 amostras clinicas de
animais com dermatopatias. Culturas e extracbes de DNA dos pelos e/ou crostas foram
realizadas. Colonias 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), foram utilizadas para verificacdo de padrGes de bandas
diferenciados que identificassem estas espécies. Os primers utilizados foram ITS 1 e ITS
4. A endonuclease BseBI foi a escolhida para a obtengdo do padrdo de fragmentos. Para o
estudo de concordancia entre os testes utilizou-se o coeficiente de Kappa (K). Observou-se
uma concordancia muito boa entre os resultados da cultura e da PCR-RFLP (K = 0.813).
Conclui-se que a técnica molecular apresentou grande potencial de identificacdo de
dermatofitos em amostras clinicas de cées e gatos, no entanto, ressalta-se a necessidade de
se ampliar esses estudos, para futura indicacdo da PCR-RFLP na rotina laboratorial.

Palavras chave: Dermatofitose, enzima de restri¢do, espagadores transcritos internos,
micose superficial, rdna

PCR-RFLP: An alternative to culture (gold standard) in diagnosis of
dermatophytes in dogs and cats

ABSTRACT. Dermatophytes are fungi keratinophilic and keratinolytic that causing
dermatophytosis in humans and animal and, even with a variety of available methods, the
laboratory diagnosis is still a difficulty in the veterinary clinic routine. The aim of this study
was to evaluate the PCR-RFLP technique as an alternative method to the culture (gold
standard) for the diagnosis of dermatophytes in dogs and cats. Were analyzed 150 samples
from animals with skin disease. Culture and DNA extraction from fur and/or crusts were
performed. To the PCR-RLFP positive controls were used colonies of M. canis (URM
6273), M. gypseum (URM 6921) and T. mentagrophytes (URM 6211), from the URM
Micoteca — Department of Mycology, Biological Sciences Center of the Universidade
Federal do Pernambuco. The primers used were ITS1 and ITS 4. The BseBl endonuclease
was selected to obtain fragments pattern. The Kappa coefficient (K) was used to analyze
the agreement between culture and PCR-RFLP. There was an almost perfect agreement (K
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= 0.813) between the results of culture and PCR-RFLP. The molecular technique showed
an interesting potential to the dermatophytes identification in clinical samples from dogs
and cats. However, further studies are required to guide the future of PCR-RFLP in the
laboratory routine.

Keywords: Dermatophytosis, restriction enzymes, Internal transcribed spacers, superficial
mycoses, rdna

PCR-RFLP: Una alternativa cultura (estandar de oro) en el

diagndstico de dermatofitos en perros y gatos

RESUMEN. Los dermatofitos son hongos queratinofilicos y queratinoliticos que causan
la tifia en los seres humanos y animales, e incluso con una variedad de métodos disponibles,
el diagndstico de laboratorio representa todavia una gran dificultad en la rutina de la clinica
veterinaria. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la técnica de PCR-RFLP como una
alternativa a la cultura en la identificacion de dermatofitos en perros y gatos. Se analizaron
150 muestras clinicas de animales con enfermedades de la piel. Se realiz6 la cultura y la
extraccion de ADN de los pelos y / o costras. Colonias de M. canis (URM 6273), M
gypseum. (URM 6921) y T. mentagrophytes (URM 6211), provenientes de la Coleccion de
Culturas - Micoteca URM — Departamento de Micologia, Centro de Ciencias Biolégicas,
Universidad Federal de Pernambuco (CCB / UFPE), se utilizaron para comprobar los
patrones de bandas diferenciados para identificar estas especies. Los primers utilizados
fueron ITS 1 e ITS 4. La endonucleasa BseBl fue elegida para obtener el patron de
fragmentos. Para el estudio de correlacion entre las pruebas se utiliz6 el coeficiente de
Kappa (K). Se observd una correlacion entre los resultados del cultivo y del PCR-RFLP (K
=0,813). Se concluy6 que la técnica molecular mostré gran potencial de identificacion de
dermatofitos en muestras clinicas de perros y gatos, sin embargo, hacen hincapié en la
necesidad de ampliar estos estudios, para futura indicacién del PCR-RFLP en la rutina del
laboratorio.

Palabras clave: Tifia, enzimas de restriccion, espaciadores transcritos internos, micosis

superficial, ADNr

Introducéo

Dermatofitos sdo fungos que possuem a
capacidade de invadir e multiplicar-se em
estruturas queratinizadas causando dermatofitose
em homens e animais (Liu et al., 2000, Liu et al.,
2002, Quinn et al., 2005, Coelho et al., 2008). Os
géneros mais envolvidos nas infecgdes em animais
sdo Microsporum e Trichophyton (Muller and
Kirk, 1996). Segundo Costa (2010), Microsporum
canis, Microsporum gypseum e Trichophyton
mentagrophytes sdo o0s principais agentes
etiologicos das dermatofitoses em cées e gatos,
pois sdo dotados de alta infectividade e baixa
patogenicidade e viruléncia.

O diagnostico da dermatofitose pode ser feito
por meio da avaliacdo das lesBes, microscopia
direta de pelos e crostas, biopsia, cultivo em placas
com meios especificos, além da lampada de
Wood; porém mesmo com essa variedade de
métodos disponiveis, a identificacdo das espécies
envolvidas ainda representa uma grande
dificuldade na rotina laboratorial da clinica

veterinaria (Cavalcanti et al., 2002). Vérias
técnicas moleculares tém sido aplicadas para a
identificacdo  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). Dentre elas estd a PCR
(Shehata et al., 2008).

Objetivou-se neste estudo comparar a técnica
da PCR-RFLP com a cultura como métodos de
identificacdo de dermatéfitos que acometem cées
e gatos.

Material e Métodos

As amostras foram coletadas no Hospital
Veterindrio da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e enviadas para o Laboratério de
Doencas Infecciosas dos Animais Domésticos do
Departamento de Medicina Veterinaria, onde
foram processadas. O material analisado consistiu
de amostras de pelos e/ou crostas, obtidas pelo
método de avulsdo e/ou raspado cutdneo das
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bordas das lesdes com lamina de bisturi estéril,
conforme descrito por Cruz (2010).

Foram analisadas 150 amostras clinicas de
animais com dermatopatias. O exame direto foi
realizado utilizando-se o clarificante hidroxido de
potassio (30%), em escamas de pele e pelos para
identificacdo de estruturas de parasitismo como
hifas e artroconidios de acordo com Muller and
Kirk, 1996. As amostras de pelos e/ou crostas
foram cultivadas em agar dextrose Sabouraud
adicionado de extrato de levedura, cloranfenicol e
ciclo-heximida. As placas foram incubadas
aerobicamente em temperatura ambiente (25-
27°C) e examinadas diariamente por até cinco
semanas de acordo com Cruz (2010).

O DNA das amostras clinicas e do micélio
aéreo das col6nias foi extraido utilizando o kit de
extracdo DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®,
Hilden — Germany), e o protocolo de extracdo de
DNA de tecidos em geral, que pertence ao kit. Ao
final os tubos identificados foram armazenados no
freezer.

As reacOes de amplificacdo do DNA foram
realizadas para um volume final de 25 pL,
contendo: 5 uL. de DNA genomico; 1 uL de cada
primer a 10 pM (ITS-1 e ITS-4); 5,5 uL de Agua
Mili-Q ultrapura e 12,5 uL de Top Taq™ Master
Mix (QIAGEN®, Hilden — Germany), de acordo
com instrucdes do fabricante. Foi utilizado como
controle negativo agua ultra pura e como controles
positivos, DNA extraido de colnias 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
Biol6gicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CCB/UFPE). Os primers utilizados
foram: ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
3’); e ITS4 (5> TCCTCCGCTTATTGATATGC
3”) (White et al., 1990) (Eurofins MWG Operon),
gue amplificam as regibes ITS I, 5,8S e ITS 1l do
DNA ribossomal (rDNA). O protocolo térmico
para a amplificacdo foi o recomendado por
Mirzahoseini et al. (2009) que consistiu de 35
ciclos de 93°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C
por 1 min, seguidos de uma etapa de extens&o final
de 72°C por 7 min. Apos a amplificac&o, o produto
de PCR foi colocado em gel de agarose 2%,
corado com Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia) e posto em cuba de eletroforese
com tampéo Tris-acetato-EDTA (1X) (Amresco®)
para posterior visualizacdo sob a luz ultravioleta e
fotodocumentacdo.
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Os amplicons foram digeridos pela enzima de
restricdo BseBlI (Jena Bioscience, Jena-Germany),
que reconhece a sequéncia 5° CC/WGG 3’
seguindo o protocolo térmico recomendado pelo
fabricante. As reacGes foram calculadas para um
volume final de 12,5 pL, contendo: 2,5 uL tampéo
da enzima (10x buffer B2), 6 pL do produto da
PCR (amplicons), 0,2 pL da enzima BseBl e 3,8
pL de H2O. Apds o periodo de corte enzimatico as
amostras foram colocadas no freezer para
inativacdo da enzima e posterior avaliagdo por
eletroforese em gel de agarose 2%.

Para o estudo de concordancia entre os
métodos de diagnostico utilizou-se o coeficiente
de Kappa (K) e a interpretacdo dos valores K
adotadas foram: 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 and Koch, 1977). Para o calculo de
concordéancia utilizou-se 0 programa
computacional Bioestat versdo 5.0.

Projeto aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (CEUA-UFRPE), sob a Licenga n°
017/2013.

Resultados

Analisando-se 0s resultados das amostras
clinicas, observou-se que 5,3% (8/150) foram
positivos na cultura e 6% (9/150) apresentaram
um padrdo de bandas semelhante ao observado nas
amostras controle, na PCR-RFLP (Tabela 1).

As analises de concordancia entre os resultados
observados na cultura e na PCR-RFLP estdo
apresentadas na Tabela 1. Na figura 1 estdo os
padrdes de bandas diferenciados para cada espécie
estudada, observados apés PCR-RFLP.

Quando comparados os resultados obtidos na
PCR-RFLP com os da cultura (Tab. 1), observou-
se uma sensibilidade de 87,5%. Observou-se
também uma concordancia muito boa entre os
resultados, quando se comparou os valores de
Kappa. Das nove amostras que apresentaram um
padrdo de bandas semelhante ao padréo verificado
nos controles positivos, 66,7% (6/9) foram
identificadas como M. canis e 33,3% (3/9) como
T. mentagrophytes.

As amostras 03, 05, 07, 09, 10 e 11
apresentaram padrdes de bandas semelhantes aos
observados nas amostras de controles positivos,
porém com menor intensidade.
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Estas mesmas amostras foram cultivadas em
placas contendo agar Sabouraud suplementado
com cloranfenicol e ciclo-heximida, e apds
periodo de incubacdo foram observadas colonias
de fungos dermatofitos, que depois de observadas
as caracteristicas macro e microscopicas,
identificaram-se M. canis (amostras 03, 05, 07, 10
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e 11) e T. mentagrophytes (amostra 09), o que
demonstra a potencialidade da técnica para
identificacdo das espécies diretamente de
amostras clinicas, sem a necessidade de aguardar
0 periodo entre o cultivo e a identificacdo para se
iniciar o tratamento.

Tabela 1. Andlise de concordancia entre resultados da cultura e da PCR-RFLP para fungos dermatéfitos isolados de amostras
clinicas de cdes e gatos atendidos no Hospital Veterindrio da UFRPE em 2011 e 2012

Microbioldgico

PCR-RFLP Positivo Negativo Valor de P Kappa Sens. (%)  Espec. (%)
F.A. F.R.(%) F.A. F.R.(%)
Positivo 7 77,8 2 22,2
. <0,0001 0,813 87,5 98,6
Negativo 1 0,7 140 99,3

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

9

IO 128030415 16 17 18. 19

Figural. Gel de agarose 2% com os resultados obtidos na PCR-RFLP. M: marcador molecular 50 pb (Fermentas®); 01 — 11:
Amostras clinicas; 12 e 17: M. gypseum (URM 6921); 13, 15 e 16: M. canis (URM 6273); 14 e 18: T. mentagrophytes (URM

6211); 19: controle negativo.

Como pode ser observado na figura 1, por meio
da intensidade do brilho das bandas, a quantidade
de DNA presente nas amostras extraidas de pelos
€ bem menor do que nas de micélio aéreo, 0 que
pode justificar a diferenca nos padrdes
apresentados pelas amostras clinicas.

Discussao

A PCR-RFLP, uma variacdo da PCR, permite
a obtencdo de uma série de fragmentos de DNA de
tamanhos diferentes que dao origem a um padréo
de bandas, e baseia-se na presenca de sitios de
restricdo na regido amplificada do DNA-alvo que
pode ser determinada por intermédio do
processamento do produto da PCR, com uma ou
mais endonucleases de restricdo (Vergara et al.,
2006).

Jackson et al. (1999) realizaram a amplificacéo
da regido ITS de fungos dermatdfitos utilizando
primers universais, seguida da digestdo
enzimatica dos produtos amplificados com a
endonuclease de restricdo Mval e observaram
padrBes diferenciados para maioria das espécies
analisadas.

Neste estudo observou-se concordancia entre
os resultados da cultura e da PCR-RFLP em 98%
(147/150) das amostras analisadas. Machouart-
Dubach et al. (2001) observaram que 74 das 75

amostras analisadas, em seu trabalho, foram
concordantes nos resultados em ambas as técnicas,
considerando a técnica molecular adequada para o
diagndstico rapido de dermatofitose em amostras
clinicas humanas. Wisselink et al. (2011)
utilizaram a PCR em tempo real para identificagdo
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de dermatofitos em pacientes humanos,
comparando-a com a cultura e observaram
97,41% de concordancia entre os resultados em
nivel de género.

Vergara et al. (2006) padronizaram uma
técnica de PCR para o diagndstico de dermatofitos
e observaram uma concordancia de 93,3% entre os
resultados obtidos na PCR e os obtidos com o0s
métodos tradicionais de diagndstico, quando
analisaram 30 cepas pertencentes a esse grupo de
fungos, no entanto, quando analisaram 30
amostras clinicas positivas e negativas de
pacientes humanos com infeccdo ativa,
observaram 100% de concordancia entre o0s
resultados obtidos, o que sugeriu que a PCR é uma
técnica que oferece grandes vantagens na
identificacdo dos fungos dermatofitos.

Gutzmer et al. (2004) desenvolveram um
método de PCR para répida deteccdo e
diferenciagdo de fungos em  amostras
dermatolégicas, utilizando sete pares de primers
localizados no DNA ribossémico (rDNA) e na
regido ITS e obtiveram informacdes mais
conclusivas a respeito do diagndstico, em 23,7%
(9/38) dos casos, pela PCR quando comparado aos
resultados obtidos nos métodos convencionais.

Outras variacGes da PCR vém sendo utilizadas
no diagndstico da dermatofitose em humanos e
animais com resultados significativos quanto a
identificacdo de géneros e espécies a partir de
amostras cultivadas, o que indica a possibilidade
da identificacdo desses agentes diretamente da
amostra colhida do paciente sem a necessidade da
realizagdo de uma cultura, reduzindo em muito o
tempo de espera pelo resultado e a perda do cultivo
por contaminantes (Graser et al., 1998, Liu et al.,
2000, Faggi et al., 2001, Shehata et al., 2008).

A partir da comparacdo entre 0s métodos
tradicionais de identificagdo dos dermatofitos e
técnicas moleculares, observa-se 0 quanto estas
Gltimas podem contribuir, ndo s6 na questdo
tempo, como também uma identificagdo mais
rapida e eficaz das dermatofitoses permite o seu
controle, e 0 estudo da epidemiologia desta doenca
pelo conhecimento de espécies endémicas
geograficamente, além de contribuir para reducéo
de casos de resisténcia a antifungicos, colabora
para 0 desenvolvimento de novas drogas com
concentragBes  inibitorias  espécie-especifica
(Lemsaddek, 2008).
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Conclusdo

A partir da analise de concordancia entre 0s
resultados obtidos pelo método padréo e a técnica
molecular, conclui-se que a PCR-RFLP
apresentou grande potencial de identificacdo de
dermat6fitos em amostras clinicas de cées e gatos,
no entanto, ressalta-se a necessidade de se ampliar
esses estudos, para futura indicagéo da PCR-RFLP
na rotina laboratorial.
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