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RESUMO

A dermatofitose ¢ uma doenca importante na medicina veterindria, emergente em varias
espécies. Para evitar a disseminacdo, ¢ necessario um diagnostico rapido e confidvel, o que ndo
¢ possivel com os métodos usuais. Atualmente, nenhum método ¢ considerado padrdo-ouro,
sendo necessaria a associagao de diversas metodologias. Foram eleitos 48 gatos da regido
metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, dos quais 24 apresentavam queixa
dermatoldgica sugestiva de dermatofitose e fluorescéncia sob lampada de Wood, e 24 felinos
se apresentavam saudaveis. Todos os felinos foram submetidos a seis formas de diagnostico de
dermatofitose felina. Houve alta concordancia em relacdo aos felinos assintomaticos, nao
havendo falsos positivos neste estudo. Portanto, todos os métodos diagndsticos obtiveram 100%
de especificidade e valor preditivo positivo (VPP), exceto o exame direto. O exame direto foi
incapaz de detectar o fungo em felinos sintomadticos, portanto, ndo foi possivel calcular sua
sensibilidade, bem como seu VPP. Seu valor preditivo negativo (VPN) e acurécia (51%) foram
baixos, sendo considerado um método diagnostico insatisfatorio. A dermoscopia também foi
insatisfatoria, apresentando baixas sensibilidade (8%), VPN (53%) e acuricia (55%). As
culturas fingicas foram pouco satisfatérias, sendo o meio Dermatophyte Test Medium (DTM)
discretamente superior aos demais, apresentando valores mais altos de sensibilidade (69%),
VPN (77%) e acurécia (85%). O meio Mycosel apresentou sensibilidade (65%), VPN (75%) e
acurdacia (82%) intermediarias e o meio Sabouraud apresentou sensibilidade (52%), VPN (68%)
e acuracia (76%) inferiores aos demais meios de cultura fingica. A Polymerase Chain Reaction
(PCR) apresentou valores maximos (100%) em todos os quesitos avaliados, sendo superior as

demais metodologias estudadas.

Palavras-chave: Cultura, PCR, fungo, Microsporum canis

ABSTRACT

Dermatophytosis is an important disease in veterinary medicine, emerging in several species.
To prevent spread, a quick and reliable diagnosis is needed, which is not possible with the usual
methods. Currently, no method is considered the gold standard, requiring the association of
several methodologies. Forty-eight cats from the metropolitan region of Belo Horizonte, Minas
Gerais, were chosen, of which 24 had dermatological complaints suggestive of dermatophytosis

and fluorescence under Wood's lamp, and 24 cats were healthy. All felines were submitted to



six forms of diagnosis of feline dermatophytosis. There was high agreement in relation to
asymptomatic cats, with no false positives in this study. Therefore, all diagnostic methods
achieved 100% specificity and positive predictive value (PPV), except for direct examination.
Direct examination was unable to detect the fungus in symptomatic cats, therefore, it was not
possible to calculate its sensitivity, as well as its PPV. Its negative predictive value (NPV) and
accuracy (51%) were low, being considered an unsatisfactory diagnostic method. Dermoscopy
was also unsatisfactory, with low sensitivity (8%), NPV (53%) and accuracy (55%). Fungal
cultures were unsatisfactory, with Dermatophyte Test Medium (DTM) being slightly superior
to the others, with higher sensitivity (69%), NPV (77%) and accuracy (85%) values. The
Mycosel medium showed intermediate sensitivity (65%), NPV (75%) and accuracy (82%) and
the Sabouraud medium showed sensitivity (52%), NPV (68%) and accuracy (76%) lower than
the other culture media fungal. The PCR showed maximum values (100%) in all evaluated

aspects, being superior to the other methodologies studied.

KEYWORDS: Culture, PCR, fungus, Microsporum canis
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1 INTRODUCAO

Dermatofitose ¢ uma afec¢ao cutanea de tecidos queratinizados, como unhas, pelos e
estrato corneo, ocasionada, principalmente, por fungos do género Microsporum (Paryuni,
Indarjulianto e Widyarini, 2020). O acometimento em gatos ¢ comum, sendo uma das dermatites
infecciosas mais importantes da espécie. Além de felinos, a doenca também afeta diversas
espécies, entre elas caes e humanos (Frymus et al, 2013). Sua distribuigao ¢ mundial e de carater
emergente, representando um desafio para a saude publica (Paryuni, Indarjulianto ¢ Widyarini,

2020).

Por sua importancia zoonotica e na medicina felina, o diagnéstico da dermatofitose deve
ser rapido para inicio diligente do tratamento e de planos para limitar a disseminagdo (Moriello

etal,2017).

No passado, a cultura fingica era considerada o exame de escolha, mas novos consensos
afirmam que a técnica nao ¢ mais considerada padrao-ouro (Moriello et al, 2017). Outras
técnicas podem ser usadas para otimizar o resultado, sendo ideal que varios métodos sejam

associados (Moriello et al,2017).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

O termo “dermato6fito” origina-se do grego “derma”, significando “pele” e “phyton”,
significando “planta”. Em contraste com as leveduras unicelulares, dermatofitos sao fungos

complexos, que crescem como hifas e formam micélio (Frymus ef al, 2013).

Dermatoéfitos sdo um grupo de cerca de 50 espécies de interesse médico, atualmente
divididas em nove géneros - Guarromyces, Ctenomyces, Paraphyton, Arthroderma,
Epidermophyton, Lophophyton, Microsporum, Nannizzia e Trichophyton (De Hoog et al.,
2017). Porém 90% dos casos da doenca sdo causados por Microsporum canis (Paryuni,
Indarjulianto e Widyarini, 2020). Outras espécies de importancia na medicina veterindria sdao
Nannizzia gypsea (prev. Microsporum gypseum), Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
equinum, Trichophyton verrucosum, e Nannizzia nana (prev. Microsporum nanum) (Paryuni,

Indarjulianto e Widyarini, 2020).

Infec¢des em felinos por Trichophyton podem ser resultantes de contato com roedores

infectados. Tais espécies zoofilicas sdo adaptadas aos hospedeiros animais, enquanto espécies
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geofilicas estdo associadas a decomposi¢do de queratina em pelos, penas e chifres no meio
ambiente. Em sua maioria, os dermatofitos geofilicos ndo sao patogénicos, mas podem infectar
animais através do solo contaminado. O principal exemplo ¢ Nannizzia gypsea (Moriello et

al,2017).

A forma infectante dos dermatofitos ¢ formada pela fragmentagao de hifas liberadas em
forma de esporos (Moriello et al, 2017). Os dermatofitos produzem artrosporos, formas
vegetativas extremamente resistentes a ambientes secos, podendo permanecer viaveis por 12
meses ou mais. Essa resisténcia diminui significativamente em ambientes umidos ou em

temperaturas maiores que 100°C (Frymus et al, 2013),
2.2 EPIDEMIOLOGIA

A dermatofitose ¢ uma doenga emergente e casos em humanos e outros animais tém
aumentado anualmente, principalmente em caes e gatos (Paryuni, Indarjulianto e Widyarini,

2020).

Paises de clima tropical, como Brasil, Chile, India, ou que alcancem temperaturas altas,
como Italia e Sul dos EUA tém apresentado aumento da prevaléncia de dermatofitoses (Moriello
et al, 2017). A prevaléncia em felinos no Brasil varia entre 10% no Sudeste (Da Cunha ef al,

2019) e 36.8% em estudos em outras regides (Brilhante et al, 2003).

Em felinos, a doenga demonstra tendéncia de idade e raga. Gatos persas do sexo
feminino mais jovens sao mais predispostos (Indarjulianto et a/,2017; Paryuni, Indarjulianto e
Widyarini, 2020), gatos de grandes colonias, gatos de abrigos ou em situacdo de superpopulagido

sdo grupo de risco para a doenga (Polak ef al/, 2014; Garcia-Romero e Arenas, 2015).

A manifestacdo da doenga depende de diversos fatores, como o status imunolégico do
paciente, a viruléncia da cepa e a carga fungica (Aktas, 2015; Ivaskiene et al, 2016;
Laksmipathy e Kannabiran, 2010). O curso da doenga ¢ mais agressivo em gatos com baixa
imunidade; as lesdes sao autolimitantes na maioria dos gatos imunocompetentes (Frymus et al,

2013).
2.3 PATOGENIA

Em animais acometidos, a haste capilar infectada ¢ fragil e descamacdes e fragmentos
de pelo contendo artrosporos sdo capazes de disseminar o fungo (Frymus et al, 2013). A

transmissao pode ocorrer por contato direto com o portador ou indireto através de fomites
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contendo esporos. Os principais objetos responsaveis pela transmissdo sdo camas, brinquedos

e roupas (Polak et al, 2014).

A pele integra e saudavel ¢ uma barreira eficaz contra a infeccdo fungica, evitando a
implantacdo e eliminando a infiltracdo, sendo a proliferacdo celular, queratinizagao e

descamacao formas de defesa da pele (Garcia-Romero e Arenas, 2015).

Para que a infeccdo se instale, € necessario que ocorram lesdes pré-existentes, solugdes
de continuidade na epiderme, que servem como porta de entrada do fungo. Além disso, a pele
desvitalizada predispde ao surgimento da doenga (Paryuni, Indarjulianto e Widyarini, 2020).
Associado a isso, a umidade ¢ importante para a progressdao do quadro (DeBoer e Moriello,

1994).

Na primeira fase da infec¢ao, os dermatofitos se aderem ao tecido queratinizado do pelo
ou unhas do hospedeiro (Ilhan et al, 2016). Essa ligacdo ocorre entre 2 ¢ 6 horas apds a
exposi¢ao (Baldo et al, 2012). A partir de entdo, o patégeno inicia o periodo de incubagdo. Esse

tempo ¢ de 1 a 3 semanas para o M. canis (Frymus et al, 2013).

A literatura divide o desenvolvimento da doenga em trés fases. A primeira ¢ referente a
implantac¢ao do artroconideo aos cornedcitos. Esse processo ¢ mediado por proteases, como a
subtilisina, produzidas pelo fungo, além de adesinas em sua superficie (Baldo et al, 2012). As
proteases sdo responsaveis pela quebra de queratina para invasao do tecido e para nutricdo. A
habilidade do dermatofito de secretar tais enzimas ¢ um dos mais importantes fatores de
viruléncia (Laksmipathy e Kannabiran, 2010). A hiperqueratinizagdo da epiderme, na tentativa
de defesa do organismo, fornece alimento para o fungo, que ¢ capaz de usar a queratina como

unica fonte de energia (Frymus et al, 2013).

Na segunda fase ocorre a germinagdo do conideo, na qual tubos emergem do
artroconideo e penetram o estrato corneo da pele. Esse processo dura entre quatro e seis horas
em infeccao in vitro por Trichophyton e em 24 horas in vivo em modelo humano (Duek, et al
2004). A terceira fase envolve a invasdo do tecido queratinizado pelas hifas, que crescem em
diferentes diregdes, incluindo a do foliculo. O ciclo termina quando as hifas formam
artroconideos. (Baldo et al, 2012). A lesdo tipica surge entre uma e trés semanas apds a

eXposi¢ao.

Os dermatofitos t€ém antigenos ndo especificos e o processo de colonizacdo resulta em

inflamagao intensa (Laksmipathy e Kannabiran, 2010). O hospedeiro produz imunidade celular
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em resposta a glicopetideos e imunidade humoral em resposta a polissacarideos destes
glicopetideos (Kurniati, 2008; Mignon et al, 2008). A imunidade humoral nao ¢ protetiva. A
resposta imune celular € a responsavel pela cura e prevengao de reinfecgdes. Gatos previamente
infectados por M. canis apresentardo reagdo linfocitaria maior a nova exposicao (Mignon et al,
2008). Reinfec¢des naturais sdo raras, o que sugere imunidade efetiva e duradoura. (Frymus et

al, 2013).

O estresse tem grande papel na incidéncia de dermatofitose em felinos. Gatos com
producao cronicamente elevada de cortisol tem atrofia de tecidos linfaticos, assim a resposta de
citocinas pro inflamatérias Thl sdo inibidas, e as anti-inflamatorias Th2 estimuladas (Galluppi

et al, 2013), o que leva a defesa celular deficitaria, facilitando a infec¢ao.

Em gatos imunocompetentes, a dermatofitose ¢ autolimitante, com cura clinica em
poucas semanas. O tratamento ¢ indicado em animais nesses casos como forma de encurtar o

curso da doenga e evitar transmissao (Moriello et al, 2017).
2.4 SINAIS CLINICOS

Macroscopicamente, a dermatofitose se caracteriza por alopecia multifocal e crostas,
formando lesdes tipicas de 1-3mm (Paryuni, Indarjulianto e Widyarini, 2020). As principais
queixas sao queda de pelo, crostas e eritema (Laksmipathy e Kannabiran, 2010). O prurido ¢
varidvel, mas em geral ¢ minimo ou ausente. Quando presente, pode alterar a forma

caracteristica da lesao devido ao auto trauma (DeBoer e Moriello, 1994).

Em felinos, as lesdes sdo circulares e assimétricas. A conformagdo em anel ¢
consequéncia da evolucdo centrifuga da doenga, na qual a regido central esta mais avangada. As

regides mais acometidas sao face, principalmente em orelhas e plano nasal (Frymus ez al, 2013).

Em casos raros, hd também formagdo de nddulos granulomatosos chamados de
pseudomicetomas (Frymus et al, 2013). Nestes casos, pode ser necessario o uso da
histopatologia (Moriello, 2014), que raramente ¢ usada no diagndstico de dermatofitose em

felinos.

A forma subclinica ¢ mais comum em gatos de pelo longo com mais de 2 anos de idade
e estes t€ém importante papel epidemioldgico na proliferacdo do fungo (Ilhan et al, 2016;

Sattasathuchana, Bumrungpun e Thengchaisri, 2020).
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2.5 DIAGNOSTICO

Varios exames podem ser usados para diagndstico de dermatofitose. Exames rapidos
sdo importantes para inicio imediato do tratamento e bloqueio da transmissdo. Alguns deles tém
a vantagem de serem feitos em ambulatorio (Dasgupta e Sahu, 2012), outros requerem andlise
em laboratorio. A indicagdo atual ¢ que sejam utilizados mais de um método, para minimizar o

risco de erro de diagnostico (Moriello et al, 2017).
2.5.1 Lampada de Wood

A lampada de Wood ¢ um método rapido e pouco dispendioso que pode ser feito pelo
proprio clinico. Trata-se de ldmpada ultravioleta desenvolvida em 1903 por Robert W. Wood
para a comunicagdo na Primeira Guerra Mundial. Os componentes originais foram substituidos
por novos materiais, como a chapa de vidro, composto de silicato de bario e 9% de 6xido de
niquel que reveste o interior dos tubos. A luz ultravioleta ¢ emitida em um comprimento de onda

de 320 a 400nm por um arco de mercurio (Moriello, 2014).

A fluorescéncia acontece quando luzes de comprimento de onda menores emitidas pela
lampada sdo absorvidas pela matéria e ondas de comprimento maiores sdo emitidas. Isso exclui

raios menores que 320nm e luz visiveis maiores que 400nm (Asawanonda e Taylor, 1999).

A luz verde fluorescente caracteristica observada em pelos infectados por M. canis ¢
resultado da presenca do metabdlito pteridina, localizado no cértex ou medula do pelo. Este
composto s ¢ produzido durante a infec¢do, portanto nao estd presente em formas inativas,

como o esporo (Moriello et al, 2017).

Apesar de ser produzida em infecgdes ativas, a pteridina permanece do pelo apos a cura.
O pelo cresce e leva a porcdo previamente infectada em dire¢do proximo-distal que ainda
fluoresce sob a lampada de Wood. O fenomeno criado pela pteridina nas extremidades de pelos
saudaveis ¢ chamado de “pontas brilhantes” e pode durar por até¢ 18 anos. Portanto, a [ampada

de Wood nao ¢ indicada para acompanhamento da eficacia do tratamento (Moriello et al, 2017).

A variacdo da sensibilidade e especificidade da técnica € muito grande. A pteridina sendo
produzida apenas em infecg¢des ativas, falsos negativos podem ocorrer em gatos assintomaticos.
Esses carreadores, quando ndo diagnosticados, podem ser fonte de dispersao do fungo
(GarciaRomero e Arenas, 2015). Falsos positivos podem ser produzidos quando hé presenca de

debris, descamacgdes, linhas de tecido e medicagdes topicas, como tetraciclinas (Frymus et al,
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2013). Estudos recentes mostram que a lampada de Wood ¢ um método util com valor preditivo

positivo (VPP) de 90% e valor preditivo negativo (VPN) de 94% (Moriello et al, 2017).
2.5.2 Exame direto

O exame direto ¢ o exame do pelo e crostas em busca de hifas ou esporos sob o
microscopio e ¢ uma forma rapida de confirmagdo da infeccdo. Entretanto, a sensibilidade

depende da experiéncia do técnico (Capitan, Schievano e Noli, 2018).

A amostra pode ser obtida por arrancamento do pelo afetado previamente isolado na
lampada de Wood. Esta pode ser entdo colocada em 6leo mineral, clorofenol ou hidréxido de
potassio (KOH) em varias concentragdes. De acordo com Levitt ef a/ (2010), a sensibilidade da
técnica envolvendo KOH foi de 73,3%. Para que a técnica seja executada deve ser feita a
digestao do material pelo KOH, o que leva entre 10 e 20 minutos para ocorrer e requer avaliagdo
imediata para evitar artefatos. Outra desvantagem, ¢ que o KOH destréi a fluorescéncia
produzida por pelos contaminados, impedindo que a lampada de Wood seja usada para auxiliar
na localizacao dos pelos infectados na lamina de microscopia. Além disso, o composto de KOH

danifica a lente do microscépio (Moriello, 2014).
2.5.3 Dermoscopia

Dermoscopia, ou dermatoscopia ¢ uma técnica de visualizagdo da pele e anexos
utilizando uma camera de aumento variado e um foco de luz (Malvehy et al, 2007). E utilizado
em humanos para diagnostico de dermatofitose (Dong et al, 2016) e seu uso tem sido util em

medicina veterinaria devido a sua rapidez no resultado (Moriello et al, 2017).

Seu objetivo ¢ encontrar pelos com alteragao morfologica, principalmente os chamados
“pelo em virgula” (comma hairs). Tal fendmeno ¢ resultado de danos causados pela invasao
fungica a cuticula do pelo (Malvehy et al, 2007). Em humanos esse achado ¢ comum e
caracteristico de dermatofitose e estudos apontam similaridade em medicina veterinaria

(Scarampella et al, 2015).
2.5.4 Cultura Fungica

A cultura fungica foi tida por muito tempo como o padrao-ouro para diagndstico de
dermatofitose. No entanto, a técnica ¢ passiva de falsos positivos e falsos negativos (Moriello

etal,2017).
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Culturas positivas sdo possiveis em gatos assintomaticos que apresentem o fungo em
sua forma vegetativa. O diagnostico positivo nesses animais nao ¢ invalido, por serem
importante carreadores do patdgeno e importantes para a transmissao (Ilhan et al, 2016;

Moriello, 2014).

A principal desvantagem da técnica ¢ o grande tempo de espera para obtengdao do
resultado, podendo ser necessario até quatro semanas para o resultado. Além disso, a
identificagdo morfoldgica pode ser dificultada devido ao polimorfismo dos dermatofitos

(Putignani et al., 2010).

A coleta de amostra pode ser feita de varias formas. Assim como no exame direto, o pelo
pode ser retirado por arrancamento, ou pode-se utilizar uma fita adesiva. O modo de coleta mais
descrito e mais utilizado ¢ o da técnica da escova, por ser atraumatico e rapido. O processo
requer uma escova estéril que deve ser usada no pelo em 20 movimentos de escovagdo. O tempo
necessario para obter amostra satisfatoria ¢ de 2 a 3 minutos até a escova estar repleta de

material (Moriello et al, 2017).

Existem diversos meios de cultura utilizados em medicina veterindria. No inicio do
século XX, o Agar Sabouraud era o meio mais disseminado em medicina e em medicina
veterinaria. Na década de 1960 o meio Dermatophyte Test Medium (DTM) foi desenvolvido
para avaliacao de infec¢des cutaneas no exército operando em paises tropicais (Taplin et al,
1969). O DTM ¢ um meio de cultura com antibidticos para inibi¢cdo de crescimento bacteriano
e fungos contaminantes. Ele contém indicador de cor para identificacdo precoce de possiveis
dermatofitos. A cor da cultura se altera de amarelo para vermelho como resultado da mudanga
de pH causada por crescimento fungico. Esse processo leva de trés a cinco dias (Guillot et al,
2001). Artigos publicados a época afirmam que a mudanga de cor em si era indicativa da
presenca de dermatofitos. Porém, estudos posteriores relatam o fendmeno ocorrendo na

presenca de diversos fungos contaminantes (Moriello et al, 2017).

Quando a técnica ¢ feita de maneira correta e a identificacio macroscopica e
microscopica ¢ realizada, ha concordancia de 97% dos achados. Porém, quando ndo ha
investigagdo minuciosa, a chance de um diagnostico errdneo ¢ de 19,4% (Kaufmann et al,

2016).
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2.5.5 PCR - Reac¢iao em Cadeia da Polimerase

A PCR, desenvolvida no final dos anos 80, foi uma grande revolucdo na biologia
molecular por possibilitar o diagnostico rapido, utilizando uma quantidade pequena de amostra.
A técnica se baseia na replicagdo de material genético utilizando uma enzima termoestavel e
primers especificos para o alvo genético a ser replicado. A PCR ¢ altamente especifica,
extremamente sensivel e versatil, permitindo que seja padronizado seu uso na deteccdo eficaz

de patogenos (Garibyan e Avashia, 2013).

O primeiro relato de uso da PCR direto na clinica em dermatofitoses foi de Dazbrowska,

Dworecka-Kaszak e Brillowska-Dazbrowska em 2014. A metodologia usada por
Dazbrowska em 2014 em sua patente foi proposta por Brillowska-Dabrowska em 2007,
tratando-se de um método por PCR com resultado confiavel em cinco horas. A limita¢ao para
utilizagdo da PCR na rotina clinica ainda ¢ a falta de consenso em relagdo a técnica de
processamento a ser utilizada (Dazbrowska, DworeckaKaszak e Brillowska-Dazbrowska,

2014).

A técnica de PCR nio diferencia fungos mortos e vivos, portanto animais curados podem
ser positivos ao exame. Outra causa de falsos positivos sdo portadores assintomdaticos. Encontrar
material genético do fungo na amostra pode ndo ser sinonimo de um diagnostico positivo.
Porém o contrario ¢ verdadeiro, resultados de PCR negativo podem ser usado como diagndstico

de cura (Moriello et al, 2017).
2.6 DESEMPENHO DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Para que um tratamento seja eficaz, um diagnéstico confidvel ¢ importante. Para obter-
se um teste eficaz, a metodologia usada deve passar pelos chamados “estudos diagnodsticos™.
Estes determinam quao bem uma técnica ¢ capaz de detectar e descartar a doenga. (Hoyer e

Zapf, 2021)

As principais formas de avaliagdo do desempenho de testes diagnosticos em medicina
sdo sensibilidade, especificidade, acurécia, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo

negativo (VPN) (Greenhalgh, 1997).

A sensibilidade ¢ a probabilidade de obter-se resultado positivo em individuos doentes

¢ calculado na seguinte férmula matematica:



19

a+c

Onde a ¢ quantidade de resultados positivos em individuos doentes, ou seja, verdadeiros
positivos, e ¢ ¢ quantidade de resultados negativos em individuos positivos, ou seja, falsos

positivos.

A especificidade ¢ a probabilidade de obter-se resultado negativo em individuos nao-

doentes e é calculado como

d

b+d
Onde d ¢ quantidade de resultados negativos em individuos ndo-doentes, ou seja,

verdadeiros negativos, e b ¢ quantidade de resultados positivos em individuos nao-doentes, ou

seja, falsos negativos.

O VPP, por sua vez, ¢ a probabilidade da presenca da doenga quando se obtém um

resultado positivo, ou seja, a chance de um teste positivo estar correto e € calculado por

a

a+b

O VPN, portanto, ¢ a probabilidade da auséncia de doenca quando se obtém um

resultado negativo, ou seja, a chance de um teste negativo estar correto. Este ¢ calculado por

d

c+d

Por fim, a acurécia ¢ a probabilidade de o teste fornecer resultados corretos em ambas
as categorias, ou seja, gerar resultados positivos para individuos doentes e negativo nos nao

doentes e ¢ calculado por

a+d

a+b+c+d

Quando varios testes diagnosticos sdo avaliados em conjunto, o coeficiente de Kappa ¢
util para descrever a concordancia entre tais métodos. Ele é obtido comparando-se o resultado
obtido por dois avaliadores. Esta analise gera resultados de -1 a 1 e, valores proximos de 1 ¢

indicativo da existéncia de grande concordancia entre os testes. Um valor proximo de zero



20

sugere que houve poucos casos nos quais estes testes obtiveram os mesmos resultados para os

mesmos individuos, seja positivo ou negativo.

3 HIPOTESE

A PCR ¢ o método mais sensivel e especifico para diagnostico de dermatofitose felina.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da PCR para diagndstico de dermatofitose felina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia de seis testes utilizados no diagndstico da dermatofitose felina,
sendo eles exame direto, dermoscopia, cultura fingica em meio Mycosel, cultura

fingica em meio Sabouraud, cultura fingica em meio DTM e PCR.
- Calcular o indice Kappa entre seis testes e comparar a concordancia.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram eleitos para participacao atendidos na clinica geral e dermatoldgica da regiao
metropolitana de Belo Horizonte. O projeto foi registrado e aprovado pela Comissdo de Etica

para o Uso de Animais da UFMG (CEUA - 315/2022).

Para obtencdo do calculo amostral, utilizou-se a abordagem descrita por Dohoo, Martin
e Stryhn (2003), e concluiu-se que, para melhor confiabilidade nos resultados, seriam

necessarios 24 felinos para grupo amostral positivo e 24 no grupo controle.

Os felinos foram classificados de acordo com idade, raca e, nos pacientes com queixa
dermatologica, foram também colhidas informagdes sobre a cronologia do surgimento das

lesOes.

Para critério de exclusao, todos os individuos foram submetidos a exame clinico geral,
avaliando-se as mucosas oral e ocular, cavidade oral, turgor cutaneo, escore corporal, auscultas
pulmonar e cardiaca. Realizou-se a palpagdao do abdome e os linfonodos submandibulares,

cervicais superficiais, axilares, inguinais e popliteos foram examinados.
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Para critério de classificagdo, foi feito entdo o exame clinico dermatologico, avaliando
todo o corpo e manuseando o pelame em sentido caudocranial. Observou-se a vitalidade do
pelo, a facilidade de epilagdo, presenca de pelos mortos, secregdes e areas alopécicas. As lesdes

encontradas foram descritas em relagdo a aparéncia, localizagdo e quantidade.

Posteriormente foi feita a avaliagao sob lampada de Wood em um ambiente escuro. Os
felinos foram entdo divididos em dois grupos — Felinos assintomaticos (FA) e Felinos

Sintomaticos (FS) de acordo com a presenca de lesdo e luminescéncia sob a lampada.

O grupo FS foi composto por individuos que apresentaram lesdes alopécicas
arredondadas, ndo ulceradas, descamativas, porém sem secre¢dao liquida, de crescimento
centrifugo, e de bordas facilmente epilaveis. Para critério de inclusdo, tais animais também

apresentaram fluorescéncia verde sob a lampada de Wood.

O grupo FA foi formado por gatos que ndo apresentaram histérico ou queixa
dermatologica, nao apresentaram alteracdes no exame clinico geral e dermatolédgico, € viviam

em local sem acesso a rua.

5.2 AMOSTRAS

Foram coletadas amostras, conforme proposto por Moriello et al (2017), através de mais
de 20 movimentos de escovacdo repetitivos, usando escovas estéreis descartaveis (Escova
Cervical Ginecoldgica Descartavel Estéril Kolplast®). O local eleito para colheita no grupo FS
foi a margem das lesdes mais recente durante 2 minutos até a escova estar repleta de material.
No grupo FA, a escova foi usada em todo o corpo do animal em mais de 20 movimentos

craniocaudais até que se obtivesse amostra o suficiente (Moriello et al, 2017).

O pelo colhido foi identificado com o nimero de cada animal e fracionado em
subamostras (A, B, C, D e E), contendo, cada uma, uma porg¢ao de pelos. Todas estas foram
mantidas em frascos estéreis de uso clinico ambulatorial, contendo o grupo, a numeragao ¢ a

subclassificacdo da amostra.
5.3 EXAMES DIAGNOSTICOS
5.3.1 Dermoscopia

Sem contengdes rigorosas, os felinos passaram por dermoscopia utilizando microscopio
eletronico (Imports®, modelo M 1000X). As imagens foram gravadas utilizando o software

AMCap (° NCH Software) e foram posteriormente avaliadas no mesmo software.
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5.3.2 Exame Direto

A amostra A de cada felino dos dois grupos foi transferida a uma lamina de vidro e
imersa em KOH 10% por 20 min, conforme proposto por Levitt et al (2010). Em seguida, foi
feito o exame direto em imersdo utilizando laminula e 6leo sob aumento de 40x. As amostras

foram classificadas de acordo com a presenca ou nao de hifas hialinas, macro e microconidios.
5.3.3 Meios De Cultura Fungica

As amostras B dos dois grupos foram inoculadas nas superficies de placas de 9 cm de
didmetro contendo Agar Mycosel e as amostras C dos dois grupos foram inoculadas nas
superficies de placas de 9cm de didmetro contendo Agar Sabouraud. Ambos os meios foram

fabricagdo propria do laboratério de Micologia da Escola de Veterindria da UFMG.

As amostras D dos dois grupos foram inoculadas em Agar DTM (Conclue®, Ouro Fino

Satde Animal, Cravinhos, Sao Paulo).

Ao final de 14 dias, amostras que apresentaram crescimento foram levadas ao
microscopio em busca de elementos fungicos que possibilitem a identificacdo das espécies
presentes. Para tal, amostras foram transportadas para laminas de vidro usando fita de acetato,
conforme proposto por Moriello (2014) e corados com lactofenol contendo azul de algodao.
Amostras que ndo apresentavam elementos discernidores foram reexaminadas a cada 7 dias

durante 28 dias.

Todas as culturas fungicas foram mantidas ao abrigo de luz, sem utilizagdo de estufas,
em um ambiente com temperatura entre 15 e 30°C, conforme proposto por Moriello, Verbrugge

e Kesting (2010).
5.3.4 Reac¢ao da Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras E dos dois grupos foram submetidos a extragdo de DNA e PCR. Os primers
utilizados, bem como o método de extra¢do, foram aqueles propostos por Dazbrowska,

Dworecka-Kaszak e Brillowska-Dazbrowska, (2014), sendo os iniciadores de DNA fungico:
panDerml1 (5’GAAGAAGATTGTCGTTTGCATCGTCTC 3°)

panDerm?2 (5°CTCGAGGTCAAAAGCACGCCAGAG 3’)
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Para a extracdo foi utilizado o kit Red Extract-N-Amp Plant (SIGMA). Para tal, as
amostras foram colocadas em tubos tipo Eppendorf de 2 ml e adicionado 100 puL do tampao de
extracao.

Em seguida, a mistura foi incubada por 10 min a 95°C. Por fim, foram adicionados 100

uL de tampao de dilui¢do e misturado em vortex.

Em cada reagdo de PCR foi utilizado 10 pL de PCR Ready Mix (SIGMA), de 0,2 uM
de ambos os primers (panDerm1 e panDerm2) e 4 pLL do DNA extraido em um volume de 20
puL. A PCR foi realizada em um termociclador MiniAmp Thermal Cycler. O perfil de tempo-
temperatura da PCR foi de 45 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 30 s a 72°C.

A presenga de produtos de PCR especificos de aproximadamente 366 pb foi examinada

por eletroforese em gel de agarose a 2% e coloragdo com gel red.

Um dos individuos do grupo FS foi retirado do estudo, pois apresentou um resultado
ambiguo na PCR. Na eletroforese ndo houve uma clara marca¢ao na posi¢do de 366 bp. No
entanto, foi vista coloragdo homogénea em toda a extensdo da faixa, mais corada do que as

demais. Essa peculiaridade ndo foi vista em nenhum dos outros individuos dos dois grupos.

6 RESULTADOS

6.1 FELINOS SINTOMATICOS

Apenas 3 dos 23 individuos do grupo FS eram mais velhos que um ano de idade.

Portanto 87% dos gatos eram filhotes quando apresentaram sintomas de dermatofitose.

Todos os animais do grupo FS apresentavam multiplas lesdes ao exame clinico, variando

de 0,5c¢cm a 7cm. Estas foram mais encontradas em face e membros.

Nao foram encontrados pelos acometidos no exame direto.

Foram encontrados “pelos em virgula” em 9% dos animais, apenas dois individuos.

Dentre as 23 culturas em meio Mycosel, 15 (65%) produziram algum dermatoéfito.

Dentre as 23 culturas em meio Sabouraud, doze (52%) produziram algum dermatofito.

Apenas oito dos 23 (35%) individuos do grupo FS apresentaram crescimento de
dermat6fitos nas culturas Mycosel e Sabouraud simultaneamente. Onze individuos (48%)

apresentaram crescimento de dermatdfitos em apenas um dos dois meios.
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O dermatoéfito mais cultivado foi o M. canis, havendo apenas duas culturas contendo
Trichophyton sp. Uma delas em meio Mycosel e uma em meio Sabouraud provenientes de

diferentes individuos.

Todos os individuos do grupo FS seriam positivos para dermatofitose no meio DTM
caso fosse avaliado apenas a mudanca de coloracdo do meio simultaneamente ao crescimento
de uma coldnia branca em forma de “nuvem”. Porém, ao fim de 28 dias, foi possivel

visualizacdo de macronideos de M. canis em apenas 16 (69%) das 23 microscopias.

Todos os resultados dos individuos do grupo FS foram positivos na PCR, como

mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Resultados dos métodos exame direto, dermoscopia, culturas e PCR do grupo
Felinos sintomaticos

Exame

Individuo direto Dermoscopia Mycosel Sabouraud DTM PCR

1 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo ~ Positivo
2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Positivo
3 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo ~ Positivo
4 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo ~ Positivo
5 Negativo Negativo Negativo Positivo* Negativo  Positivo
6 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo  Positivo
7 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo
8 X X X X X X

9 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo  Positivo
10 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo  Positivo
11 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo  Positivo
12 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo  Positivo
13 Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo  Positivo
14 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo
15 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo ~ Positivo
16 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Positivo
17 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo  Positivo
18 Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo
19 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo ~ Positivo
20 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo ~ Positivo
21 Negativo Negativo Positivo* Negativo Negativo  Positivo
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22 Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo  Positivo
23 Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo  Positivo
24 Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo  Positivo

* Amostras nas quais o dermatofito encontrado foi 7 mentagrophyte

6.2 FELINOS ASSINTOMATICOS

Mais da metade dos felinos do grupo FA eram adultos, sendo 18 (75%) mais velhos que

1 ano de idade.

Nao foram visualizados pelos acometidos no exame direto ou na dermoscopia do grupo
FA.

Nao houve crescimento de dermatofitos nas culturas em meios Mycosel e Sabouraud do

Grupo FA.

Apenas um dos meios DTM apresentou auséncia de crescimento fungico. Em 23 das 24
(96%) amostras do grupo FA houve crescimento de culturas de diferentes aspectos, nenhuma

sendo macroscopicamente semelhante a Microsporum canis.
Todos os resultados do PCR do grupo FA foram negativos.

6.3 DESEMPENHO DOS METODOS DIAGNOSTICOS

Os resultados da acuracia, sensibilidade e especificidade dos testes estdo dispostos na
tabela 2.

Tabela 2 - Analise de sensibilidade e especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuracia

Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Acuracia
Exame direto - 100% - 51% 51%
Dermoscopia 8% 100% 100% 53% 55%
Mycosel 65% 100% 100% 75% 82%
Saubouraud 52% 100% 100% 68% 76%
DTM 69% 100% 100% 77% 85%
PCR 100% 100% 100% 100% 100%

VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR:
Polymerase Chain Reaction

Nas tabelas 3, 4, 5, 6 ¢ 7 estdo apresentadas as concordancias par-a-par entre os testes

diagnosticos.



Tabela 3 - Indice Kappa entre Exame Direto e demais exames - dermoscopia, mycosel,

saubouraud, DTM e PCR

Kappa
Dermoscopia 0,87
Mycosel 0,36
ED Saubouraud 0,49
DTM 0,32
PCR 0,02

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction

Tabela 4 - Indice Kappa entre Dermoscopia e demais exames - exame direto, mycosel,
saubouraud, DTM e PCR

Kappa
Exame direto 0,87
Mycosel 0,45
DEEE Saubouraud 0,49
DTM 0,40
PCR 0,11

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction

Tabela 5 - Indice Kappa entre mycosel e demais exames - exame direto, dermoscopia,

saubouraud, DTM e PCR

Kappa
MYCOS Exame direto 0,36
Dermoscopia 0,45
Saubouraud 0,53
DTM 0,61
PCR 0,66

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction

Tabela 6 - Indice Kappa entre saubouraud e demais exames - exame direto, dermoscopia,

mycosel, DTM e PCR

Kappa
SAUBO Exame direto 0,49
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Dermoscopia 0,49

Mycosel 0,53
DTM 0,57
PCR 0,53

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction

Tabela 7 - indice Kappa entre DTM e demais exames - exame direto, dermoscopia,

mycosel, saubouraud e PCR

Kappa
DTM Exame direto 0,31
Dermoscopia 0,40
Mycosel 0,62
Saubouraud 0,57
PCR 0,70

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction

Tabela 8 - Indice Kappa entre PCR e demais exames - exame direto, dermoscopia,

mycosel, saubouraud e DTM

Kappa
PCR Exame direto 0,02
Dermoscopia 0,11
Mycosel 0,66
Saubouraud 0,53
DTM 0,70

ED: Exame Direto DTM: Dermatophyte Test Medium, PCR: Polymerase Chain Reaction
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7 DISCUSSAO

7.1 GATOS

Segundo Morielo e equipe (2017) a raga persa ¢ descrita como predisposta a
dermatofitose. Gatos desta raca sdo mais representados em estudos contendo animais
naturalmente infectados em relagdo a populacdo geral. Neste estudo, apesar de ndo ser um
critério de escolha, os felinos participantes foram Sem Raca Definida (SRD). Nenhum gato de

raca foi selecionado durante o periodo de triagem em nenhum dos grupos.

Dez dos 24 felinos do grupo FS estavam em situagdo de abrigo no momento da triagem,
o que indica a importancia da dermatofitose na medicina de populagdes. Apenas 3 destes 24
gatos tinham mais de 1 anos de idade. Filhotes com menos de 6 meses em situagao precaria sdo
comumente acolhidos e levados ao atendimento clinico geral diretamente ou através de
Organizagdes Nao Governamentais (ONGs). Estes felinos apresentam histérico de desnutrigao,
amamentacdo reduzida e abrigo precario at¢ o momento do resgate. Quando mantido em
abrigos, os animais podem ter contato com muitos outros gatos, por vezes em situacoes
semelhantes, facilitando a transmissao horizontal. A associacao da baixa imunidade nessa faixa
etaria associada a situagdo de superpopulacdo ja ¢ descrita como um fator importante na

infecg¢do por dermatofitos pelas equipes de Polak (2014) e Garcia-Romero e Arenas (2015).

Segundo Moriello (2014), outro possivel agravante na incidéncia de dermatofitos em
grandes populagdes ¢ a interacdo social que ocorre entre gatos resgatados. A introducdo de um
novo gato pode resultar em lesdes por briga ou mesmo por brincadeiras. A pele integra é descrita
por Frymus et al (2013) como fator imunoloégico importante na defesa contra a infec¢ao. O
aumento dos niveis de cortisol nesse ambiente de estresse também ¢ desfavoravel na

manuten¢do de uma barreira cutanea saudavel, de acordo com Galluppi et al (2013).
7.2 METODOS DIAGNOSTICOS

Em 2013 o Conselho Europeu sobre Doengas de Gatos (European Advisory Board of
Cat Diseases ABCD) reconhecia a cultura fingica como padrao-ouro para diagndstico de
dermatofitose em felinos (Frymus et al, 2013). Porém, em 2017 o consenso clinico da
Associacdo Mundial de Dermatologia Veterindria (World Association for Veterinary
Dermatology WAVD) ja adota a inexisténcia de um padrao-ouro e indica possiveis formas de
diagnostico clinico (Moriello et al, 2017). Isso mostra a desconstru¢ao do que se aceitava como

protocolo a ser seguido na rotina clinica.
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Um dos métodos mais utilizados na rotina e proposto pelos guidelines ¢ o uso da
lampada de Wood. A ABCD e a WAVD preconizam o uso como triagem, nao sendo indicado
seu uso de forma tnica. Neste estudo, essa técnica foi utilizada para localizar lesdes. A lupa da
lampada foi util, também, como forma de selecdo dos animais para o estudo, excluindo
individuos com queixas dermatologicas, nas quais as lesdes eram ulceradas e exsudativas, e
selecionando aqueles que apresentavam lesdes circulares, descamativas reativas a lampada de

Wood.
7.3 EXAME DIRETO

Uma grande quantidade de cada amostra foi direcionada a exame direto, utilizando a
técnica de Levitt et a/ (2010). Foi possivel localizar alteracdes morfoldgicas nos pelos afetados,
que se apresentavam mais largos, mais claros e fragmentados em relagdo aos demais. No
entanto, ndo foram vistos elementos fungicos especificos, como artroconideos, descritos por

Capitan, Schievano e Noli (2018).

Estudos demonstram que a sensibilidade do exame direto ¢ variavel, sendo descrito
como nao satisfatorio por Moriello et al (2017). Um fator importante descrito por Capitan,
Schievano e Noli em 2018 ¢ a experiencia do analisador. A falta de pratica pode ter sido

limitante para a obtengao de resultados positivos no presente estudo.

Devido a falta de resultados positivos, ndo foi possivel calcular a sensibilidade e VPP
da técnica. Apesar de 100% de especificidade, VPN 51% e acuracia 51%, sendo os valores mais

baixos de todos os testes.
7.4 DERMOSCOPIA

A dermoscopia ¢ descrita como sendo um método répido, de baixo custo, pouca
invasibilidade por Dong et al (2016). O desconforto dos animais em relagdo ao dermoscopio
foi minimo, em concordancia com Scarampella et a/ (2015). Porém, neste estudo, foi necessario
um nivel de contencao fisica grande durante um tempo longo, contrario do descrito pelos
mesmos pesquisadores (Scarampella et al, 2015). Certamente a contencdo fisica necessaria ¢
grande e demorada se comparada as demais técnicas utilizadas neste estudo. Nao foi encontrada

na literatura descricao da utiliza¢ao de contengdo quimica, supde-se, portanto, nao ser indicada.

O grande aumento da camera associado a um alvo em constante movimento dificultou

a andlise das imagens. A respiracdo do individuo em repouso ja foi o suficiente para que
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houvesse mudanga acidental do campo sendo analisado. Esse fenomeno ndo foi descrito na

literatura utilizada.

Foram observadas na dermoscopia areas de alopecia, presenca de descamacao cutanea
e pelos danificados em todos os animais do grupo FS, como descrito por Scarampella et al

(2015) e Malvehy et al (2007).

Dong et al (2016) aponta a dificuldade da andlise de pelos escuros. Os pelos em virgula

encontrados neste experimento foram em um individuo de pelo amarelo e outro, de pelo preto.

Pelos “em virgula” foram encontrados em dois felinos do grupo FS e apenas estes foram

considerados indubitavelmente positivos, como sugerido por Malvehy et a/ (2007).

Ainda nao hé padronizacdo na medicina veterinaria para a interpretacao dos pelos “em
virgula”. Estes sdo interpretados como sindnimo da presenga de dermatofitose em humanos
(Malvehy et al, 2007). Deduz-se que classificagdao erronea levard a falsos positivos em casos
que tais pelos sdo considerados patognomonicos. Por outro lado, se considerarmos que a
auséncia de tais pelos descarta a doenga, mesmo em animais sintomaticos que apresentem as

demais alteracdes, espera-se que haja uma maior quantidade de falsos negativos.

A sensibilidade da técnica neste estudo foi de apenas 8%, ja que a presenca de pelos “em
virgula” foi usada como determinante para o diagnéstico, sendo o VPN 75%. Por outro lado,
como tais pelos ndo foram encontrados no FA, obteve-se e a especificidade 100%. Isto resultou

em um alto VPP (100%).
7.5 CULTURAS FUNGICAS

A cultura fingica ndo ¢ mais o padrao-ouro para diagnostico de dermatofitose, porém

ainda ¢ considerado um dos métodos mais importantes pelos guidelines (Moriello et al, 2017).

Todos os meios de cultura do grupo FS apresentaram algum tipo de crescimento. No fim
de 4 semanas, os meios Mycosel e Sabouraud dos dois grupos apresentaram crescimento de
mais de uma colonia em todas as placas, sendo identificada pelo menos uma espécie em cada

uma.

E possivel a ocorréncia de culturas positivas em animais subclinicos, como previsto por
Moriello et al (2017) e Ilhan et a/ (2016). Porém, os animais do grupo FS apresentavam lesoes
compativeis com dermatofitose e fluorescéncia sob a lampada de Wood, sendo improvavel a

ocorréncia de falsos positivos.
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O crescimento de fungos contaminantes ocorreu em todas as placas do grupo FS de
Mycosel e Sabouraud, mesmo nas quais dermatéfitos foram também identificados. Segundo
Moriello et al (2017) o crescimento rapido de fungos nao patogénicos, como Penicillium sp. e
Aspergillus sp., pode causar competicdo sobre dermatofitos na placa. Isso pode impedir o

desenvolvimento da espécie de interesse, gerando falsos negativos.

Houve uma tentativa de identifica¢do de todas as colonias presentes, mesmo aquelas de
tamanho reduzido no centro ou nas bordas da placa. Coldnias que macroscopicamente
assemelhavam M. canis, mas microscopicamente ndo apresentavam macroconideos, foram

desconsideradas.

Neste estudo ndo foram feitas re-inoculagdes de colonias que ndo apresentaram
crescimento satisfatorio no periodo de 4 semanas para um novo meio de cultura. Essa pratica
de transferéncia de coldnias com aparéncia macroscopica sugestiva para uma nova placa, ou
reculturing, ¢ amplamente utilizada em laboratorios e aceita por Moriello et al (2017) como
forma de induzir o crescimento de colonias de dermatoéfitos. Essa técnica poderia aumentar a
quantidade de positivos encontrados no grupo FS, porém, isso comprometeria o objetivo do
experimento, que visa comparar métodos diagnosticos. Essa comparagdo tem, entre os critérios,

o tempo necessario para o diagnoéstico final.

Outros motivos para falsos negativos sao improvaveis. O método e local de coleta foi
aquele mais aceito por pesquisadores Moriello et al (2017) e proporcionou um volume de
amostra aceitavel. Os pacientes ndo estavam sob tratamento antifngico topico no momento da
triagem, que também ¢ descrito como impeditivo para crescimento de colonias por Kaufmann

et al (2016).

Os meios Mycosel e Sabouraud, apresentaram desempenhos semelhantes. O meio
Mycosel apresentou sensibilidade de 65% e VPN de 75%, sua acuracia, de 82% foi maior que
a do meio Sabouraud. Estes valores sdo satisfatorios e estdo acordo com o encontrado por

Kaufmann et al, 2016.

Devido a auséncia de falsos positivos, a especificidade de ambas as técnicas seus VPPs

foram maximos, de 100%. Portanto, um exame positivo seria sempre confiavel.
7.5.1 DTM

Em todos os meios DTM do grupo FS houve a mudanga de coloracdo entre trés e seis

dias. Também houve o crescimento de colonias esbranquigadas durante as 4 semanas de
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observagdo. Porém, na microscopia foi possivel a confirmacdo da presenca de M. canis em

apenas 69% dos tubos. Nos demais, foram vistas apenas hifas septadas.

Desta forma, o meio DTM se mostrou superior as demais culturas fungicas na
seletividade do crescimento fingico neste estudo, ndo sendo identificadas microscopicamente
espécies contaminantes no grupo FS. Todas as colonias encontradas nos tubos deste grupo
apresentaram colonias brancas e algodoadas, sugerindo que, possivelmente, todas as amostras

continham dermatoéfito.

No entanto, a avaliagdo microscopica apods a cultura no meio DTM ¢ imprescindivel
segundo Kaufmann et al (2016). E, como ndo houve o crescimento completo do fungo em sete

tubos no fim de 28 dias, estas amostras foram consideradas negativas.

Uma provavel causa para o crescimento insatisfatorio € a area disponivel para expansao
do fungo. O tubo do meio de cultura Conclue ® tem 2,5cm de largura, menos de um terco (1
/3) do diametro das placas com os meios Mycosel e Sabouraud utilizadas. A limitagao de espago,
e consequentemente de nutrientes, pode levar a paralizacao do crescimento fingico, impedindo
o desenvolvimento de macroconideos. Esta observag¢ao ja foi descrita em dermatofitos em DTM

por Moriello, Verbrugge e Kesting em 2010.

Outra suposi¢do sobre a limitagdo do crescimento € a temperatura na qual o meio foi
mantido, o que afeta o crescimento de diversos fungos in vitro. Brennan et al (2003) afirma que
grande parte de espécies possuem valores 6timos de crescimento. Porém Guillot ef al/ (2001)
ndo encontrou diferenca na velocidade de esporulacdo de dermatdfitos em DTM quando
submetidos a temperaturas maiores, como de 37°C. De toda forma, o meio DTM da Ouro Fino,
e demais empresas que fornecem produtos para clinicos, os fazem com o propdsito de uso

ambulatorial (in-house). Portanto, as empresas prometem bons resultados sem o uso de estufas.

No Grupo FA houve algum grau de variacdo de coloracdo em 66% dos tubos. Porém,
em grande parte, ndo se obteve a coloracdo vermelho escura encontrada no grupo FS e a
mudanca ocorreu apenas no contorno na cultura. Esse fendmeno demonstra que fungos
contaminantes também sdo capazes de causar a mudanca de pH responsavel pela conversao da
cor, como citado por Moriello et al (2017). Quando desenvolvida no fim da década de 1960,
acreditava-se que a mudanca da coloragado era evidéncia da presenca de dermatofitos no meio.
Porém Carroll, ainda em 1974, constatou que 20% de amostras consideradas positivas pela

coloracdo ndo continham dermatofitos.
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Em nenhum dos tubos nos quais ocorreu modificagdo da cor inicial houve crescimento
simultaneo de culturas brancas. Segundo a bula do produto, estes dois eventos devem ser
concomitantes para que a amostra seja considerada positiva. Esse fato foi confirmado
microscopicamente, ndo sendo encontrados dermato6fitos em nenhuma das amostras. Portanto,

a especificidade e VPP do DTM, assim como das demais técnicas estudadas, foi de 100%.

A sensibilidade desta técnica foi de 69% e VPN de 77%, sendo as maiores dentre as
culturas fungicas. A acurdcia também foi a mais alta (91%), se mostrando o método mais eficaz

de diagndstico dentre os meios tradicionais.
7.6 PCR

A técnica de PCR para dermatofitose foi desenvolvida por Brillowska-Dabrowska e
publicada em 2006 e prevé o diagndstico em 5 horas. Dos primers descritos por ela, foram
escolhidos para este trabalho aqueles referidos com “Pan-dermatophyte". Estes sdo derivados
de um gene comum a todos dermatoéfitos. Portanto, a técnica de biologia molecular usada neste

trabalho nao diferencia entre as espécies de dermatofitos.

O diagnéstico positivo para dermatofitose ja € o suficiente para o inicio do tratamento,
que nao ¢ especifico para cada espécie de dermatofito. Portanto, a confiabilidade no resultado
e sua rapidez sdo fatores mais tuteis para o veterindrio clinico do que a diferenciagao das

espécies.

Nao houve falsos positivos ou negativos para PCR neste estudo, apresentando 100% de
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia. O teste também se mostrou um dos mais
rapidos, podendo ser comparado com a dermoscopia e o exame direto em prontiddo do

resultado, em menos de 8 horas.

7.7 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DIAGNOSTICOS

Houve concordancia significativa entre todos os métodos diagndsticos, ndo havendo
indices Kappa negativos. Apesar de resultados discrepantes obtidos em cada método, essa

divergéncia se resumiu ao grupo FS.

Devido a auséncia de falsos positivos em todas as técnicas, houve 100% de concordéancia
entre eles no grupo FA. Portanto, caso o estudo se resumisse ao grupo FA, o indice Kappa de

todos os métodos seriam 1, ou seja, concordancia completa.
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Neste estudo, as maiores concordancia nio ocorreram entre os testes de maior
desempenho. O maior indice (0,87) foi obtido entre o exame direto € a dermoscopia, os testes
com os menores valores nos demais parametros. Isso se deve, além da concordancia do grupo
FA, a incapacidade dos dois métodos em detectar o patdogeno no grupo FS, apresentando
sensibilidade, VPN e acurdcia insatisfatorios. As acuricias, préximas de 0,5, preveem que estes
métodos diagndsticos seriam capazes de produzir resultados corretos apenas em metade das

vezes em que forem usados.

As culturas flngicas apresentaram resultados intermedidrios, com sensibilidades
maiores de 50%. O DTM e Mycosel apresentaram VPN e acurécia semelhantes, sendo o DTM
discretamente superior. A concordancia das trés culturas fingicas foi alta, acima de 0,50 para

quaisquer pareamentos entre elas.

A PCR nio s6 obteve o maior desempenho entre os testes, como também alcangou o
valor maximos em todos os parametros estudados. Na pratica, portanto, pode-se esperar

resultados verdadeiros em 100% dos seus usos.

As culturas fungicas, em especial o DTM e o Mycosel, foram a que mais se aproximaram
da PCR em concordancia. Portanto, na auséncia da possibilidade do uso da PCR, esses dois

métodos seriam as proximas escolhas.
7.8 ESPECIES

O pelo felino nao ¢ estéril, sendo composto por diversas espécies que compoe sua rica
microbiota (Hoffmann, 2017). No entanto, dermatéfitos ndo sdo parte da microbiota normal de
felinos domésticos e sua presenca indica infeccdo ativa ou um carreador assintomadtico

(Sattasathuchana, Bumrungpun e Thengchaisri, 2020).

A espécie mais detectada nas culturas fingicas positivas foi Microsporum canis, sendo
também a espécie mais prevalente em outros estudos em todo o mundo (Moriello ef al, 2017,
Da Cunha ef al, 2019; Paryuni, Indarjulianto e Widyarini, 2020). Outro dermatoéfito prevalente
em felinos domésticos, Nannizzia gypsea, nao foi encontrada neste estudo. Este patogeno esta
associado ao contato com solo em gatos de vida livre (Frymus et al, 2013). Os gatos deste estudo
sao mantidos sem contato com meio externo, sejam eles de abrigo ou ndo, dificultando infecc¢ao

de patogenos geofilicos.

A unica outra espécie de dermatdfito encontrado nas culturas foi o Trichophyton

mentagrophytes, em dois individuos provenientes do mesmo abrigo. Esta espécie de dermatofito
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também ¢ adaptada a hospedeiros vivos, em especifico pequenos roedores (Moriello et al,
2017). Sua presenga na cultura de gatos do grupo FS indica possivel interagao prévia destes

animais com ratos, presumivelmente por predacao.

Segundo Sattasathuchana, Bumrungpun e Thengchaisri (2020) a espécie mais abundante
de fungo contaminante no pelame felino ¢ o Aspergillus. Neste estudo os fungos mais
encontrados foram Aspergillus e Penicilium, sendo os principais fungos observados no Grupo

FA.

8 CONCLUSOES

A incidéncia de dermatofitose foi maior em felinos com menos de 1 ano de idade e a

espécie mais prevalente foi Microsporum canis.
Todos os testes produziram resultados negativos confiaveis.

O exame direto e a dermoscopia apresentaram desempenho insatisfatorio.

Os meios de cultura fingica apresentaram resultados pouco satisfatorios.

Dentre as culturas fungicas, o meio com melhor desempenho foi o DTM, se mostrando

discretamente superior ao Mycosel, seguido do Sabouraud.
A PCR se mostrou superior as demais técnicas.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo ndo leva em consideragdo o preco de cada um dos métodos. Apesar de ter
sido superiora as demais em termos diagnodsticos, a PCR também foi a mais onerosa. O Kit
custou R$ 1772,80 e possibilitou analisar 100 amostras. Portanto, R$ 17,73 por amostra. Mesmo
acrescido do custo de outros insumos, como o gel de eletroforese, este valor ndo ¢ proibitivo
para uso em grande escala. Por ja possuirem os eletronicos necessarios, laboratorios com alta

demanda podem implementar seu uso na rotina.
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