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RESUMO

EGUCHI, G.U. Perfil clinico, epidemiolégico e diagndstico da dermatofitose canina e felina.
2019. 44p. Dissertacao de Mestrado — Programa de Pés-Graduacado em Ciéncias Veterinarias.
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2019.

O trabalho teve como propdsito identificar os agentes dermatofiticos responsaveis pela doenca em
cées e gatos na cidade de Campo Grande-MS, caracterizar a apresentacao clinica e epidemiologia
da doenca, concomitantemente a comparacédo entre técnicas laboratoriais diagndsticas (pesquisa
direta em microscopia 6ptica, cultura flngica e reacdo em cadeia da polimerase seguido de
polimorfismo por restricio de comprimento). Foram avaliados 100 animais por amostragem de
conveniéncia que apresentassem lesdes sugestivas de dermatofitose. Amostras de pelos foram
coletadas por avulsdo em aliquotas suficientes para semeadura em tubo contendo agar sabourad
dextrose acrescido de ciclohexamida e penicilina, avaliagdo em microscopia direta apds clarificacéo
com solucéo de hidroxido de potassio a 20% e reacdo em cadeia da polimerase (primers ITS1 e
ITS4, rDNA; enzima de restricdo Mval e sequenciamento). Foi identificada frequéncia de 62% de
dermatofitose, sendo individuos adultos (13 a 84 meses de idade) mais acometidos que as outras
faixas etarias (p=0,007), porém, ndo houve predilecdo por sexo. Microsporum canis (75%), M.
gypseum (12,5%) e Trichophyton mentagrophytes (12,5%) foram as espécies de dermatdfitos
isoladas pelo cultivo fangico. Quanto a apresentacdo clinica, apesar de muito frequente lesées
alopécicas (80,64%), ndo houve diferenca em relag@o as outras observadas (hipotricose, eritema,
descamacdo, crostas, colarete epidérmico e liquenificacdo). Também houve oscilacdo quanto ao
prurido, ndo sendo observada diferenca de grau entre animais positivos e negativos. Dentre as
informacdes epidemiolégicas para identificagdo de possiveis fatores de risco, nenhuma das
varidveis resultaram em diferenca significativa (frequéncia de limpeza do ambiente, tipo de ambiente
em que viviam 0s animais, acesso livre a rua e presenc¢a de contactantes animais). Dos testes
laboratoriais avaliados, foi observada minima concordéncia entre pesquisa direta x cultura fangica
(x=0,101). A técnica de PCR-RFLP foi ineficiente para diagnéstico de dermatofitose a partir de
amostras clinicas, amplificando material genémico de fungos sapréfitas (Cladosporium e
Epicoccum). Conclui-se que a dermatofitose canina e felina & mais frequente em animais entre 13
a 84 meses de idade, sem predilecdo sexual e com apresentacdo clinica varidvel. A técnica
laboratorial mais sensivel para diagnéstico € a pesquisa direta em microscopia Optica em
comparacdo a cultura fingica. A PCR-RFLP aplicada a amostras clinicas foi ineficiente para
diagndstico de dermatofitose sob as condi¢des desta pesquisa. Em uma populacao de animais com
lesBes sugestivas na cidade de Campo Grande-MS, ha prevaléncia de 62%, sendo o Microsporum
canis o agente mais frequente.

Palavras-chave: Cultura, fungo, PCR, zoonose

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the dermatophytic agents responsible for the disease in
dogs and cats in the city of Campo Grande-MS, to characterize the clinical presentation and
epidemiology of the disease, concomitantly with the comparison of diagnostic laboratory techniques
(direct light microscopy, fungal culture and polymerase chain reaction followed by restriction
fragment length polymorphism). 100 animals that presented sugestive lesions of dermatophytosis
were evaluated by convenience sampling. Samples of hairs were collected by avulsion in sufficient
aliquots for sowing in tubes containing sabourad dextrose agar with cyclohexamide and penicilin,
evaluation in direct microscopy after clarification with 20% potassium hydroxide solution and
polymerase chain reaction (primers ITS1 and ITS4, rDNA, restriction enzyme Mval and sequencing).
A frequency of 62% of dermatophytosis was identified, with adult individuals (13 to 84 months of age)
more affected than the other age groups (p=0.007), however, there was no predilection for sex.
Microsporum canis (75%), M. gypseum (12,5%) and Trichophyton mentagrophytes (12,5%) were the



dermatophyte species isolated by fungal cultivation. Regarding the clinical presentation, although
alopectic lesions were very frequent (80,64%), there was no difference in relation to the others
observed (hypotrichosis, erythema, desquamation, crusts, epidermal collarette and lichenification).
There was also oscillation in pruritus, with no difference in degree between positive and negative
animals. Among the epidemiological information to identify possible risk factors, none of the variables
resulted in a significant difference (frequency of cleaning of the environment, type of environment in
which animals lived, free access to the street and presence of animal contact). From the laboratory
tests evaluated, it was observed a minimum agreement between direct microscopy and fungal culture
(x=0,101). The PCR-RFLP technique was inefficient to diagnose dermatophytosis from clinical
samples, amplifying genomic material from saprophytic fungi (Cladosporium and Epicoccum). It was
concluded that canine and feline dermatophytosis is more frequent in animals between 13 and 84
months of age, with no sexual predilection and with variable clinical presentation. The most sensitive
laboratory technique for diagnosis is the direct examination by optical microscopy in comparison to
the fungal culture. PCR-RFLP applied to clinical specimens was inefficient for the diagnosis of
dermatophytosis in the conditions of this research. In a population of animals with suggestive lesions
in the city of Campo Grande-MS, there is a prevalence of 62%, with Microsporum canis being the
most frequent agent.

Keywords: Culture, fungus, PCR, zoonosis
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1. INTRODUCAO

Dermatdfitos sédo fungos filamentosos classificados conforme seu local de
adaptacao: geofilicos (presentes no ambiente, adaptados a solos ricos em matéria
organica), zoofilicos (adaptados a pele de animais ndo humanos) e antropofilicos
(adaptados a pele e anexos de seres humanos) (WINN-Jr et al., 2008). Apesar
dessa categorizacdo, a maioria das espécies tem potencial de colonizar tecidos
queratinizados como estrato corneo da pele, unhas, garras e pelos, tanto de
animais quanto de humanos (GOMES et al., 2012).

A prevaléncia da dermatofitose humana e animal varia conforme regiao
geografica, sendo encontradas frequéncias de 13 (ARAUJO et al., 2012) a até 81%
(MURMU et al., 2015).

E uma doenca de pele comumente atendida na rotina clinica de animais de
companhia, e dentre as dermatopatias observadas em atendimentos de cées, o
diagnéstico de dermatofitose pode variar entre 1,2% (SOUZA, 2009) a 15,3%
(PENA, 2006).

Para diagndstico laboratorial é possivel avaliagdo microscopica de amostras
clinicas (unhas, escamas e pelos), semeadura em meio de cultura e biologia
molecular (WEINBERG et al., 2003).

N&o ha consenso em qual melhor técnica a ser aplicada para que se obtenha
um diagnéstico, sendo observadas limitacdes praticas inerentes a cada uma. A
cultura fangica, por exemplo, esta sujeita a resultados com baixa sensibilidade que
podem estar associados a heterogeneidade de estruturas fungicas viaveis nas
lesBes, assim como por contaminacgao de amostras por fungos sapréfitas (KUPSCH
et al., 2016).

Observa-se escassez de informacgfes epidemioldgicas regionais, e devido
sua importancia como zoonose, inconsisténcia interpretativa de resultados
laboratoriais e longo tempo para o diagndstico definitivo.

Objetivou-se com este estudo caracterizar o perfil clinico e epidemioldgico
da doenca em cées e gatos com lesdes sugestivas de dermatofitose na cidade de
Campo Grande-MS e comparar técnicas laboratoriais diagnésticas (pesquisa direta
em microscopia oOptica, cultura fangica e polimorfismo por restricdo de fragmento-
PCR).
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2. REVISAO DE LITERATURA

A dermatofitose € uma doenca infectocontagiosa de potencial zoonético que
esta dentre as dermatopatias mais frequentes na clinica de cédes e gatos. Em
individuos imunocompetentes tende a ser autolimitante com duracédo de algumas
semanas, contudo, em alguns pacientes pode levar meses até cura completa
(MORIELLO et al., 2017).

Os sinais clinicos podem incluir alopecia, rarefacdo pilosa, papulas,
descamacdo, crostas, eritema, queda de pelos, hiperpigmentacéo, alteracbes de
aparéncia/ crescimento de unhas e em casos esporadicos, lesbes nodulares
(quérion, pseudomicetoma e micetoma). Associado a inespecificidade de
apresentacao clinica, o prurido também é variavel, levando a uma ampla lista de
diagndsticos diferenciais, reforcando a importancia de informacgdes epidemiologicas
e histérico para que se adote uma conduta adequada (MORIELLO et al., 2017).

A infeccdo ocorre pelo contato direto de individuos susceptiveis com o0s
agentes, sejam os presentes na pele e pelos, de outros individuos infectados, como
0s presentes no ambiente ou em fomites (MANCIANTI et al., 2003; MURMU et al.,
2015). Por tais caracteristicas, a persisténcia ambiental de esporos ou conidios
viaveis sdo causas comuns de ineficiéncia terapéutica (POLAK et al., 2014).

N&o é incomum o isolamento de Microsporum canis na dermatofitose
humana concomitante ao isolamento obtido de animais coabitantes, sintomaticos
ou ndo (MANCIANTI et al., 2003; CAFARCHIA et al., 2006; PASQUETTI et al.,
2017; GNAT et al., 2018).

Em pacientes humanos susceptiveis (individuos <5 e >65 anos de idade,
gestantes ou imunossuprimidos), ha alta morbidade (STULL e STEVENSON,
2015), sendo individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
comumente 0s pacientes que apresentam a forma generalizada da doenca, com
desenvolvimento de lesGes multifocais e potencialmente de maior gravidade em
comparacdo as tipicas areas circulares, eritematosas e descamativas da
dermatofitose humana (CAMBUIM et al., 2011; HAMBRO et al., 2017).

Apesar do bom progndstico para pacientes humanos que desenvolvem a
doenca, as lesbes frequentemente causam incObmodo e podem se prolongar por
meses (GNAT et al., 2018), além de terem potencial desfigurativo quando na forma
generalizada (HAMBRO et al., 2017) ou nodular (MELO-MONTEIRO et al., 2003).
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Apesar das diversas pesquisas encontradas na caracterizacao
epidemiologica da dermatofitose, observa-se acentuada diferenca metodoldgica
entre estudos, como por exemplo, os critérios utilizados para definicdo de
individuos positivos x negativos. Enquanto alguns autores consideram individuos
positivos apenas aqueles com resultados de cultura fangica (CF) positiva
(BERALDO et al., 2011; NEVES et al., 2011; ARAUJO et al., 2012; SHOKRI e
KHOSRAVI, 2016), outros também consideram resultados de pesquisa direta em
microscopia Optica (PD) como suficientes para diagnostico laboratorial
(BRILHANTE et al., 2000; AQUINO et al., 2007; SEKER e DOGAN, 2011).

No Brasil, em pesquisas envolvendo seres humanos, ja foram relatadas
frequéncias de dermatofitose de 13% em Mato Grosso (ARAUJO et al., 2012), 22%
em Goias (COSTA et al., 1999), 23% no Ceara (BRILHANTE et al., 2000), 26% no
Rio Grande do Sul (AQUINO et al., 2007) e 26% em Santa Catarina (SANTOS et
al., 1997).

Quanto a dermatofitose animal, é observada mundialmente uma grande
variacado na prevaléncia. No Ird, ha relato de frequéncia de 18% entre cées e gatos
(SHOKRI e KHOSRAVI, 2016), 21% na Turquia (SEKER e DOGAN, 2011) e 81%
na India (MURMU et al., 2015). No Brasil, ha frequéncias relatadas que variam de
33% em Minas Gerais (BERALDO et al., 2011) a 62% em Mato Grosso (NEVES et
al., 2011).

Para o estado de Mato Grosso do Sul, ndo foram identificadas pesquisas
com caracterizagdo da dermatofitose (humana ou animal). Krakhecke (2003), em
trabalho que incluiu pesquisa de dermatdéfitos em bovinos de propriedades rurais
do estado, isolou apenas uma amostra de M. gypseum proveniente do solo. Albano
et al. (2011) relataram um caso de Trichophyton sp. em oncga pintada (Panthera
onca). Lima et al. (2016a) descreveram prevaléncia de 75% de estruturas fungicas
observadas em amostras laboratoriais de pelos em caes e gatos, contudo, ndo ha
discriminacdo se tais agentes eram apenas de dermatéfitos ou de outros fungos
gue acometem peguenos animais.

Os exames complementares convencionais utilizados para diagnéstico
definitivo incluem o exame direto (avaliacdo em microscopia Optica de pelos,
raspados de pele e unhas tratadas com hidroxido de potéssio para observacao de
hifas e conidios) e CF (WEINBERG et al., 2003). Apesar da cultura ser considerada

padrao-ouro para diagnostico de dermatofitose, observa-se que as frequéncias de



13

individuos negativos em cultura fangica e positivos na pesquisa direta podem variar
de 6,5% (REZAEI-MATEHKOLAEI et al., 2013) a até 38% (MILLER e HODGSON,
1993), o que implica em resultados potencialmente falso-negativos.

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido foco de estudo
como uma alternativa para o diagnoéstico de dermatofitose, apresentando boa
concordancia em relacéo a outras técnicas microbiologicas convencionais (LEAL et
al., 2017).

Outra caracteristica que leva a procura de novos testes diagnoésticos para a
doenca é o periodo longo (até 28 dias) necessério para identificacdo do dermatofito
pelas técnicas habitualmente utilizadas (DABROWSKA et al., 2014). Ainda, o
diagnostico espécie-especifico depende de avaliacdo do laboratorialista quanto as
caracteristicas macro e microscopicas, 0 que eventualmente pode levar a
identificac6es equivocadas (KUPSCH et al., 2016).

Entende-se que a propria interpretacdo de resultados laboratoriais positivos
para lesdes de pele deve ser cautelosa, pois dermatéfitos podem estar presentes
em até 20% de animais assintomaticos (ILHAN et al., 2016; LIMA et al., 2016b). Ha
pesquisadores que para casos humanos de tinea pedis estimam a avaliacéo clinica
acima dos testes laboratoriais, considerando o diagnéstico clinico como método
padrao-ouro (LEVITT et al., 2010). Idealmente, para definicdo de casos realmente
positivos, alguns autores recomendam que haja necessariamente resultados
triplamente positivos (PD, CF e apresentacdo clinica) e individuos negativos
resultados triplamente negativos (LEVITT et al., 2010), situacdo que
potencialmente inviabiliza a maior parte dos levantamentos epidemiolégicos e
testes clinicos.

Portanto, considerando a lacuna de informacfes epidemiolégicas regionais
da dermatofitose canina e felina, objetivou-se com esse estudo a caracterizacéo da
doenca na cidade de Campo Grande-MS, assim como a comparagao entre testes

laboratoriais comumente utilizados para diagnéstico.
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3. OBJETIVOS GERAIS

e Caracterizar os aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da

dermatofitose em cées e gatos atendidos em um hospital veterinario na

cidade de Campo Grande-MS

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o padrao de lesdes clinicas associados a dermatofitose canina
e felina

Comparar diferentes testes (PD, CF e polimorfismo de comprimento de
fragmento — PCR-RFLP) utilizados para diagnostico de dermatofitose
animal

Identificar a frequéncia da dermatofitose canina e felina em animais
sintométicos atendidos em um hospital veterinario na cidade de Campo
Grande-MS

Identificar as espécies de dermatofitos responsaveis pela doenca em caes
e gatos em Campo Grande-MS

Identificar os fatores de riscos envolvidos na dermatofitose canina e felina

em Campo Grande-MS
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. AMOSTRA

A amostra foi por conveniéncia composta por 50 caes e 50 gatos atendidos
durante rotina ambulatorial do setor de clinica médica de pequenos animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS), de 01 de Junho de 2017 a 31 de Setembro de 2018,
cujos proprietarios concordaram em participar do estudo, apés leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A), impresso em duas copias
(uma mantida pelo pesquisador e outra entregue ao proprietario do animal).

Como critério de inclusdo, foram aceitos os pacientes que no momento do
atendimento apresentassem lesdes sugestivas de dermatofitose (alopecia,
hipotricose, eritema, disqueratose, crostas, prurido, etc.). Como critério de
exclusdo, foram retirados da pesquisa 0s pacientes que haviam recebido
tratamento antifingico sistémico ou tépico no minimo 21 dias prévios ao momento
da consulta.

5.2. DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Todas as informacfes epidemiolégicas foram obtidas por meio de
questionario (Anexo B) aplicado na forma de entrevista ao proprietario e por meio
de exame fisico, elaborado especificamente para este estudo e previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS (parecer 2.437.725). Foram
seguidas instrucdes de Chaer et al. (2011) quanto a elaboracdo e aplicacao de
questiondarios para pesquisas cientificas, tendo sido realizada uma valida¢do do
mesmo em forma de piloto seguida de adequacdes do mesmo até sua versao final.

Informacdes de ambiente incluiram: tipo de quintal (gramal/terra ou cal¢ado),
disponibilidade de acesso a rua, frequéncia de limpeza do ambiente e presenca de
coabitantes com sinais clinicos semelhantes.

Inerentes ao paciente, foram anotadas informac¢des quanto a espécie, raga,
idade, sexo, vacinacao, tipo de alimentacéo, castracao, recidivas, e caracterizacao
e mapeamento corporal das lesGes observadas em exame fisico visual.

5.3.  DIAGNOSTICO

5.3.1. AMOSTRAGEM

As amostras foram obtidas a partir das lesGes sugestivas por avulsdo manual

de pelos das bordas das lesdes e raspado superficial de pele com auxilio de lamina
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de bisturi (n° 24). Previamente a coleta, foi realizada assepsia local com alcool
etilico (70%) para reducdo de contaminacdo bacteriana. No caso de multiplas
lesBes, no minimo trés areas foram amostradas. Para cada paciente, as amostras
foram acondicionadas em tubos de polipropileno estéreis em aliquotas suficiente
para encaminhamento (em até 24 horas) para o Laboratério de Bacteriologia
(LABAC)/FAMEZ/UFMS para realizacdo de PD e CF e para o Laboratério de
Biologia Molecular/FAMEZ/UFMS para exame de PCR-RFLP.

5.3.2. PESQUISA DIRETA

A PD foi realizada com as amostras clinicas, previamente tratadas com
hidroxido de potassio (20%) e avaliadas em microscopia Optica (40x) para presenca

de hifas e conidios.
5.3.3. CULTURA FUNGICA

Independentemente do resultado em microscopia direta, todas as amostras
foram semeadas em tubos contendo agar sabouraud dextrose acrescido de
cicloheximida e penicilina, incubadas aerobicamente em temperatura ambiente (25
a 27°C) e avaliadas para crescimento uma vez por semana, durante 28 dias. Apés
esse periodo, as amostras que ndo promoveram crescimento, foram descartadas.
A identificacdo da espécie do dermatdfito foi feita por meio da avaliagdo macro e
microscoépica da cultura fungica (WINN-Jr et al., 2008).

53.4. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE E
POLIMORFISMO POR RESTRICAO DE FRAGMENTO

Para extracdo de DNA, foi utilizada técnica in-house do Laboratério de
Biologia Molecular/FAMEZ/UFMS. As amostras clinicas acondicionadas em tubos
de polipropileno de 2 ml receberam 500 pL de dodecil sulfato de sédio (20%) e 10
UL de proteinase K, homogeneizadas em vortex e incubadas a 56°C durante um
periodo minimo de 18 horas. Apds, foram adicionados 400 pL de cloroférmio ao
tubo, seguido de agitacdo em vortex até a completa homogeneizagao. Acrescentou-
se 300 pL de solucéo de precipitacdo proteica seguido de nova homogeneizacao.
Os tubos foram entdo centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos. Em seguida,
toda porgcéo aguosa da solucéo foi transferida para outro tubo. Foi entdo adicionado
1 mL de etanol 100% refrigerado, seguido de homogeneizacdo por inverséo e
centrifugacéo a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 1 mL de
etanol 70% foi adicionado seguido de nova centrifugacdo a 10.000 g durante 2
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minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado e o tubo centrifugado durante
mais 1 minuto com retirada do residuo de etanol final com auxilio de uma
micropipeta. O tubo foi deixado em termobloco para secagem do sedimento. Apds,
foram adicionados 100 pL de agua livre de nuclease seguida de homogeneizacao
lenta. O produto final foi levado a incubadora a 65°C por 5 minutos para completa
solubilizacdo do sedimento.

A reacdo de amplificacdo seguiu método descrito por Leal et al. (2017),
utilizando-se os primers ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3') e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGCS3’) do rDNA (ITS I, 5,8S e ITS Il) de fungos. Os
produtos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 2%.

As amostras com resultados positivos foram entdo submetidas a técnica de
RLFP conforme Jackson et al. (1999) com enzima de restricdo Mval, com o produto

final avaliado por eletroforese em gel de agarose a 2%.
5.4. ESTATISTICA

A frequéncia de dermatofitose em cées e gatos foi calculada pelo nimero de
individuos positivos (PD e/ou CF positivo) dividido pelo niumero de individuos
avaliados com seu respectivo intervalo de confianga (95%).

Foram considerados como possiveis fatores de risco a idade, habitos dos
animais e demais variaveis obtidas pelo questionario e ficha de anamnese (Anexo
B). Foi empregado o qui-quadrado ou teste exato de Fisher com nivel de
significancia de 5%, seguido de regressdo logistica, para as variaveis que
apresentaram um valor de p menor que 20% (p<0,20) no qui-quadrado ou teste
exato de Fisher (HOSMER e LEMESHOW, 2000), com auxilio do software Epi
Info®. No modelo final da regressao logistica, foram classificadas como fatores de
risco as variaveis que apresentaram p<0,05, com respectivos valores de odds ratio
(OR) e intervalo de confianca (IC) de 95%.

A sensibilidade e especificidade (SHARMA e SHARMA, 2009) para cada
técnica laboratorial avaliada teve como padrdo diagnostico individuos com no
minimo PD e/ou CF positiva.

A andlise de concordancia entre os testes laboratoriais foi realizada por meio
do teste de Kappa (k) com auxilio do software Microsoft Excel®, sendo considerado
como interpretacao final valores de Kk < 0 como concordancia inexistente, 0<k<0,2

como minima concordancia, 0,21<k<0,4 como concordancia razoavel, 0,41<k<0,6
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como concordancia moderada, 0,61<k<0,8 como concordancia substancial e
0,81<k<1 como concordancia plena (LANDIS e KOCH, 1977).
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Dentre os 50 felinos amostrados, 28 eram machos e 22 fémeas. Dentre os

50 caninos, 20 eram machos e 30 fémeas, totalizando 100 animais.

Os resultados laboratoriais assim como as variaveis epidemioldgicas estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Varidveis epidemioldgicas e potenciais fatores de risco associados a
dermatomicose canina e felina discriminados por teste laboratorial diagndéstico e

diagnostico final positivo.

PD CF PCR* Diagndstico
(positivos) (positivos) (positivos) positivo**

Variavel (p-value) % (n=62) % (n=8) % (n=19) % (n=62)
Sexo (0.18)

Macho 53,23 62,5 63,16 53,23

Fémea 46,77 37,5 36,84 46,77
Faixa etaria (0.007)

Até 12 meses 38,71 75 52,63 38,71

De 13 a 84 meses 45,16 25 26,32 45,16

Acima de 85 meses 16,13 zero 21,05 16,13
Tamanho médio das lesdes (0.07)

Menor que 1 cm 62,90 62,5 47,37 62,90

Dela3cm 20,98 Zero 26,32 20,97

Maior que 3 cm 8,06 12,5 21,05 8,06

Confluentes e generalizadas 8,06 25 5,26 8,06
Tempo de evolucéo das lesdes (0.45)

Menor ou igual a 30 dias 85,48 87,5 78,95 85,48

De 31 a 90 dias 8,07 12,5 5,26 8,06

Maior ou igual a 91 dias 6,45 Zero 15,79 6,45
Recidiva (0,06)

Sim 6,45 Zero 10,53 6,45

Nao 93,55 100 89,47 93,55
Limpeza do ambiente (0.59)

Minimo a cada 7 dias 45,16 62,5 52,63 45,16

A cada 15 dias 32,26 37,5 21,05 32,26

A cada 30 dias 8,06 Zero 5,26 8,06

Mais de 30 dias 14,52 Zero 21,05 14,52
Ambiente em que vive o paciente (0.80)

Externo 25,81 25 36,84 25,81

Interno (dentro da residéncia) 32,26 37,5 42,11 32,26

Ambos (externo e interno) 41,94 37,5 21,05 41,94
Tipo de quintal (0.18)

Predominantemente cal¢ado 66,13 75 63,16 66,13

Igualmente distribuido 20,97 25 21,05 20,97

Predominantemente grama e/ou terra 12,9 Zero 15,79 12,9

Presenca de coabitantes (cées e/ou gatos)

(0,83)
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Sim 80,65 100 68,42 80,65

N&o 19,35 Zero 31,58 19,35
Acesso livre a rua (0.51)

Sim 11,29 zero 5,26 11,29

Nao 88,71 100 94,74 88,71

*Os resultados de PCR referem-se a identificagdo de fungos sapréfitas
**Diagnostico positivo para dermatofitose: teste positivo em PD e/ou CF

A frequéncia de dermatofitose canina e felina em uma populagéo de animais
com sinais clinicos sugestivos na cidade de Campo Grande-MS foi de 62% (IC95%:
51,75-71,52) e esta dentro dos intervalos de prevaléncia ja relatados mundialmente,
que variam de 5,5 (BOYANOWSKI et al., 2000) a 81% (MURMU et al., 2015). O
clima poderia ser um dos elementos responsaveis pela alta variabilidade de
frequéncia observada, mas mesmo locais com clima similar (equatorial com
invernos secos) (Koppen-Geiger) (KOTTEK et al., 2006) como Nigéria, MG-Brasil,
MT-Brasil e India, possuem relatos de frequéncias bem diversas, variando de
14,28% (NWEZE, 2011), 33% (BERALDO et al., 2011), 62% (NEVES et al., 2011)
a 81% (MURMU et al., 2015), respectivamente.

A inconstancia na frequéncia de dermatofitose animal em locais de mesmo
clima nao se restringe ao equatorial. Estados Unidos da América, Ird, Turquia, e
Portugal, em locais de classificacdo de clima temperado com verao seco (Kdppen-
Geiger) (KOTTEK et al.,, 2006), possuem relatos de frequéncias de 5,5%
(BOYANOWSKI et al., 2000), 18% (SHOKRI e KHOSRAVI, 2016), 21% (SEKER e
DOGAN, 2011) e 29,4% (DUARTE et al., 2010), respectivamente.

Deve-se levar em conta a diferenca metodolégica existente entre cada
pesquisa envolvendo a epidemiologia da dermatofitose e que potencialmente
inviabiliza uma comparacao direta entre estudos. Valores de prevaléncia, por
exemplo, podem ser alterados pelo tipo de teste diagndstico utilizado na pesquisa,
podendo impelir interpretacdes epidemioldgicas errbneas.

Neste trabalho, caso considerado apenas CF, 8% das amostras teriam sido
positivas comparado aos 62% de positividade em PD. Apesar de ja ter sido
observada concordancia substancial (k=0,66) entre avaliagédo microscopica (PD) e
CF (SEKER e DOGAN, 2011), também ha resultados que demonstram
discrepancia acentuada (em até 35,2%) entre sensibilidade e especificidade entre
as duas técnicas (LEVITT et al.,, 2010). Monwar et al. (2017), para 0 mesmo

conjunto de amostras, observaram 27,4% de positividade para dermatofitose em
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PD e 23% em CF. Outros autores como Rahman et al. (2018) encontraram 37,5%
(PD) e 47,6% (CF) e Kupsch et al. (2016) 32% (PCR-ELISA), 20,3% (PD) e 13,1%
(CF).

Dentre as espécies identificadas pelas culturas, seis (75%) eram M. canis,
uma (12,5%) M. gypseum e uma (12,5%) T. mentagrophytes. As culturas
contaminantes ndo foram tabeladas como resultados positivos, porém, somaram
um total de 29 amostras. A identificagcdo de M. canis como principal agente
etiologico da dermatofitose animal é observada mundialmente. No Brasil, estado de
Sé&o Paulo, Palumbo et al. (2010) reportaram M. canis em 75% das amostras de
cées e gatos, sendo casos de T. mentagrophytes menos de 1% do total. Lima et al.
(2016b), em MT-Brasil, de 279 animais, identificaram M. canis em 96,78% dos
casos. Em outro estudo, situado na india, M. canis representou 60% das amostras
seguido do M. gypseum (22.5%) e do T. mentagrophytes (15.8%) (MURMU et al.,
2015).

Quanto ao sexo, nao foi identificada diferenca significativa em relacdo a
positividade para dermatofitose, informacéo consistente ja observada por outros
autores (PALUMBO et al., 2010; NEVES et al., 2011; SEKER e DOGAN, 2011,
ILHAN et al., 2016; LIMA et al., 2016b).

Quanto a faixa etaria, animais adultos (13 a 84 meses de idade) foram mais
acometidos por dermatofitos em relagdo aos filhotes e idosos (p=0,007), assim
como ja observado por Dieckmann et al. (1998), Neves et al. (2011), Murmu et al.
(2015) e Lima et al. (2016b) que relataram maiores frequéncias de dermatofitose
em individuos adultos. Contudo, infere-se a existéncia de predisposicao de filhotes
para dermatofitose por imaturidade imunoldgica, sendo comuns os relatos de
maiores frequéncias em animais com menos de 12 meses de idade (ROMANO et
al., 1997; BRILHANTE et al., 2003; CAFARCHIA et al., 2006; FARIAS et al., 2011;
SEKER e DOGAN, 2011; ILHAN et al., 2016; FRAGA et al., 2017). De forma mais
precisa, a maioria dos estudos que descrevem animais com menos de 12 meses
de idade como mais susceptiveis incluem apenas felinos (ROMANO et al., 1997,
FARIAS et al., 2011; ILHAN et al., 2016; FRAGA et al., 2017), havendo, inclusive,
autores que nao observaram diferenca estatistica quanto a faixa etaria de caes com
dermatofitose mas para gatos, sim (BRILHANTE et al., 2003; CAFARCHIA et al.,
2006). Entretanto, afirmar que cdes abaixo dos 12 meses de vida ndo sédo tao

susceptiveis quanto gatos pode ser precipitado, pois sdo incomuns estudos que



22

incluam exclusivamente caninos, assim como também j& ha descricdo de maior
susceptibilidade de individuos filhotes considerando avaliagdo de ambas as
espécies concomitantemente (SEKER e DOGAN, 2011). Farias et al. (2011)
ressaltam a importancia que esses animais mais jovens podem ter no aspecto
zoonatico da dermatofitose, ja que sao preferidos em campanhas de adocgao.

Um fator que pode pleitear a concepcao de que as lesGes por dermatofitos
estejam associadas a outras condicdes prévias de susceptibilidade individual e ndo
exclusivamente a presenca do agente em si, sdo as semelhancas entre frequéncias
de dermatofitose encontradas em animais assintomaticos e frequéncias
encontradas em animais com sinais clinicos. Shokri e Khosravi (2016) e Murmu et
al. (2015), relataram frequéncias de 18% e 48% de dermatofitose em cées e gatos
sintomaticos, valores simeis aos 14,28 e 56,5% encontrados por Nweze (2011) e
lorio et al. (2007) em animais sem qualquer tipo de leséo clinica. Portanto, pode-se
pressupor que existam fatores além da presenca de dermatéfitos para que sinais
clinicos se manifestem. De fato, infec¢cdes experimentais em felinos por M. canis
provocaram lesdes de forma mais eficiente apds escoriacdes suaves na pele dos
individuos (SPARKES et al., 1995), sugerindo assim, a necessidade de lesbes
tegumentares prévias para que dermatoéfitos consigam se estabelecer.

Quanto a apresentacdo clinica, alopecia e hipotricose foram as lesdes mais
frequentes, apesar de nao ter sido observada diferenca estatistica em relacao as

outras descritas (Figura 1).
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Figura 1. Tipos de lesdes associadas a dermatofitose canina e felina % (n/total)
(p>0,05)

Apesar da variabilidade de sinais clinicos que cdes e gatos com
dermatofitose podem manifestar (MORIELLO et al.,, 2017), areas alopécicas,

circulares ou ndo, permanecem como as principais lesdes descritas em literatura
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em regibes geograficas distintas (PALUMBO et al., 2010; NEVES et al., 2011,
SEKER e DOGAN, 2011; SHOKRI e KHOSRAVI, 2016).

Quanto ao tamanho médio das lesdes associadas a dermatofitose, apesar
de ndo ter sido observada diferenca estatistica, a maioria dos animais
apresentaram lesdes menores do que 1 cm de diametro. Dentre todas as pesquisas
epidemioldgicas encontradas envolvendo casos suspeitos de dermatofitose animal
(PAIXAO et al., 2001; BRILHANTE et al., 2003; NEVES et al., 2011; SEKER e
DOGAN, 2011; MURMU et al., 2015; SHOKRI e KHOSRAVI, 2016), apenas Balda
et al. (2004) e Palumbo et al. (2010) mencionaram o padrao lesional quanto a forma
e distribuicéo, todavia, ndo houve descricbes quanto ao tamanho das feridas. Balda
et al. (2004) descreveram lesdes circulares sendo as mais frequentes em caninos
e felinos com dermatofitose enquanto Palumbo et al. (2010) observaram que les6es
generalizadas foram mais frequentes em relacdo as focais e multifocais.

Em relac&o ao curso da doenca, apesar de ter havido maior frequéncia de
lesGes com tempo de evolucdo de até 30 dias (85,48%) (Tabela 1), ndo houve
diferenca significativa em comparacao a lesdes mais antigas. Esse alto percentual
de individuos com lesdes recentes somado a baixa frequéncia de individuos com
lesbes recidivantes (6,25%), sugerem que a dermatofitose canina e felina, apesar
da alta prevaléncia, possui tratamento eficaz e curativo. Contudo, deve-se levar em
consideracéo a facilidade com a qual tutores no Brasil ttm acesso a medicacoes,
e ndo € incomum atendimentos de cédes e gatos, cujos tutores tenham medicado
esses animais por tempo prolongado antes de leva-los ao médico veterinério, por
indicacdo de leigos ou mesmo por ja conhecerem os medicamentos e terem feito
tratamento por si s6 de casos simples de dermatofitose, e que poderia ser o motivo
da baixa taxa de atendimento de animais com recidivas pela doenca.

A Figura 2 exibe as areas corporais afetadas pela dermatofitose canina e
felina em Campo Grande-MS. Apesar da localizacdo das lesbes nao terem
produzido resultados estatisticamente significativos, uma maior frequéncia foi
identificada em regido de face/orelhas e térax/dorso, situagdo semelhante aos
resultados de Palumbo et al. (2010), Neves et al. (2011) e Shokri e Khosravi (2016).
Também se observa que quanto mais caudo-distal, sdo incomuns lesbes por
dermatéfitos (PALUMBO et al., 2010; NEVES et al., 2011; SHOKRI e KHOSRAVI,
2016).
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Face e orelhas 67.74 (42/62)

Térax e dorso 48,39 (30/62)

Cervical 41,94 (26/62) 42 (n)

Lombar e abdémen 27,42 (17/62)

Membros pélvicos 24,19 (15/62)
Axilar 17,74 (11/62)

Membros Toréacicos 17,74 (11/62) 8 (m)
n

p>0,05
Figura 2. Areas corporais afetadas associadas a dermatofitose canina e felina [%
(n/total)]

A variacdo de apresentacdo de prurido associado a dermatofitose animal,
apesar de geralmente relatada em artigos de revisdo (GUILLOT, 1999; GOMES et
al.,, 2012; MORIELLO et al., 2017), apenas esporadicamente é quantificada pelos
autores. Balda et al. (2004) identificaram 2,63% de cées e gatos com dermatofitose
com prurido discreto, 28,95% com prurido moderado e 68,42% com prurido
ausente. Palumbo et al. (2010), relataram 13,3% de animais com prurido leve, 25%
com prurido intenso, 27,9% com prurido moderado e 33,8% com prurido ausente.
Neste trabalho, considerando a categorizacdo da escala visual de prurido
(respondido pelo proprietario de cada individuo amostrado), ndo foi observada
diferenca significativa entre os graus (Figura 3).

A associacédo do prurido com a dermatofitose ainda é desconhecida, e pode
estar associada as variacfes de resposta imunoldgica e inflamatéria intrinseca aos
individuos frente a qualquer agente infeccioso (MORIELLO et al., 2017)

Dentre as informagBes consideradas como possiveis fatores de risco
associados a dermatofitose canina e felina (frequéncia de limpeza do ambiente,
ambiente em que vivem 0s animais, tipo de quintal da residéncia, acesso livre a rua
e coabitantes animais), nenhum deles apresentaram resultados significativos. Nao
foram encontrados trabalhos que incluissem fatores ambientais dentre as
informagdes epidemiolégicas. Contudo, Fraga et al. (2017), identificaram

aproximadamente 3% de felinos com cultura positiva para dermatoéfitos e que
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tinham acesso livre a rua ou contato com outros gatos. Lima et al. (2016b), ndo
observaram diferenca estatistica entre positividade em cultura fungica (amostras
provenientes de felinos) e contato com humanos e/ou animais. Palumbo et al.
2010) relataram 19,1% de -contactantes animais em casos positivos de
dermatofitose canina e felina, comparado aos 80,65% deste trabalho.

32,26

Porcentagem

Ausente ‘ Leve ‘ | Moderado ‘ Grave ‘

Figura 3. Escala visual de prurido associado a dermatofitose canina e felina
(p>0,05).

Além da atuacédo direta de cédes e gatos como potenciais reservatérios de
dermatofitos para infeccdo humana, observa-se persisténcia ambiental de
estruturas fungicas eficientes para provocarem infec¢des. Mancianti et al. (2003) e
Neves et al. (2018) relataram resultados de cultura positiva de amostras ambientais
concomitante a presenca de caes e gatos positivos para dermatofitose. Também
Mancianti e Papini (1996), Bagcigil et al. (2010) e Brondani et al. (2016) isolaram
dermatdfitos de amostras ambientais de areias de parques publicos, de pet shops
e clinicas veterinarias, respectivamente, demonstrando o contato intenso com o
qgual animais de companhia e seus tutores tém com dermatofitos e a importancia
da identificacdo de animais positivos e indicacao terapéutica precoce e de manejo
corretos para um controle eficiente.

Apenas um tutor de um paciente canino, dentre os 62 de animais positivos
para dermatofitose (1,61%), relatou lesdes sugestivas de dermatofitose humana
(leséo circular, descamativa, eritematosa e pruriginosa). Este dado é similar aos
1,43% referidos por Neves et al. (2011) e os 6,6% por Palumbo et al. (2010), porém,
menor em comparacao aos 21,5% relatados por Balda et al. (2004). Contudo,
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nenhum dos estudos teve acompanhamento médico dos casos humanos para que
se confirmassem infec¢des dermatofiticas.

Observa-se que quando a pesquisa tem como foco o estudo de seres
humanos (individuos ja diagnosticados com dermatofitose), a correlacdo com céaes
e gatos positivos € maior. Dentre humanos diagnosticados com M. canis, 49% de
seus respectivos caes e gatos (sintométicos ou ndo) apresentaram cultura positiva
para dermatdfito (CAFARCHIA et al., 2006). Nos trabalhos de Bier et al. (2013) e
Murmu et al. (2015), esses valores foram de 67 e 84,2%, respectivamente. Tais
fatores caracterizam animais de companhia como fontes de infeccdo de
dermatofitos para seres humanos.

Quanto ao diagnéstico, Moriello et al. (2017) em revisdo extensa sobre a
dermatofitose canina e felina, recomendam a associacdo do conjunto de
informagdes e ndo somente os resultados laboratoriais em si para classificagéo de
individuos doentes.

A determinacdo de no minimo um teste laboratorial positivo (CF ou PD) para
consideracéo de casos diagnésticos foi feita apos reviséo literaria, que promoveu a
compreensao de que independente de qual método laboratorial, caso positivo,
determina a presenca do dermatofito. Portanto, ndo foram observados casos falso-
positivos, levando a especificidade de PD e CF a 100%. Quanto a sensibilidade, os
valores foram de 100 e 12,9% para PD e CF respectivamente.

O teste de concordéancia de kappa demonstrou minima concordancia entre
PD e CF (k=0,101), valor abaixo do ja relatado por Seker e Dogan (2011) (k=0,66).
Leal et al. (2018) e Leal et al. (2017), entre PCR e CF, relataram valores de k=0,66
e k=0,813, respectivamente.

Também ha descricdo por outros autores de baixa sensibilidade de cultura
fungica para diagnéstico da dermatofitose (LEVITT et al., 2010; BERGMAN et al.,
2013; EMAM e EL-SALAM, 2016; KUPSCH et al., 2016; MONWAR et al., 2017).

Bergman et al. (2013), Kupsch et al. (2016) e Rezaei-Matehkolaei et al.
(2013) j& descreveram diferengas percentuais entre resultados positivos em PD e
negativos em CF em 12, 18,34 e 26,5%, respectivamente. Para PCR positivo e CF
negativa, Monwar et al. (2017) e Emam e El-Salam (2016) relataram 4,4 e 45%,
respectivamente. Kupsch et al. (2016) acreditam que a heterogeneidade de material
fungico em amostras clinicas e a taxa de crescimento mais acelerada de outros

fungos em comparacao aos dermatoéfitos sdo os principais responsaveis por falhas
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no diagndéstico de dermatofitose por CF, como neste estudo, que obteve culturas
positivas para outras espécies. De fato, foram observadas diferencas na quantidade
de material amostrado, sem, contudo, haver quantificacéo.

Portanto, considerar cultura fungica como padrdo-ouro pode nao ser
adequado, pois esta técnica tem potencial para taxas altas de falso-negativos.
Kupsch et al. (2016), ao avaliarem diferentes tipos de PCR-ELISA, com apenas
13,1% de resultados positivos em CF comparado aos 39,5% em biologia molecular,
consideraram inadequado o calculo dos indices de sensibilidade e especificidade
considerando CF como padrédo-ouro. Paugam et al. (2013) para calculo de indices
para gRT-PCR, levaram em consideracdo como padrdo-ouro amostras que
obtiveram CF e/ou PD positivas. Ainda, Levitt et al. (2010) consideraram a avaliacao
clinica como método padréo-ouro para calcular indices de CF e PD. Fatos que
demonstram a baixa confiabilidade em CF como técnica diagnoéstica exclusiva.

Entretanto, também ha descri¢cdo de maior frequéncia de individuos positivos
em CF (32,2%) em comparacédo a PD (12%) (CAFARCHIA et al., 2013), mas podem
estar associados, por exemplo, a prépria metodologia da pesquisa. Rahman et al.
(2018) também descreveram frequéncia de CF maior que PD, porém, foram
avaliados trés meios de cultura diferentes para cada amostra. Mas para Paugam et
al. (2013), resultados satisfatorios em CF estdo limitados apenas a qualidade da
amostra enviada para avaliacao.

Independente de sensibilidade ou especificidade, a cultura fangica para
diagnéstico micolégico ainda permanece sem substituto adequado. Técnicas
moleculares, além de requererem equipamento laboratorial de custo mais elevado,
sdo amplas na identificacdo quanto ao reino, contudo, limitado quanto a
identificacdo de espécies fungicas. Da mesma forma, a pesquisa microscopica
direta é ineficaz para identificacdo de fungos nédo dermatéfitos. Diferentemente, o0s
meios de cultura utilizados para crescimento fungico permitem o crescimento de
uma ampla variedade de agentes micoéticos (PAUGAM et al., 2013).

Apesar de nao identificadas as espécies, 29% das amostras (distintas aos
8% de culturas positivas para dermatofitos) apresentaram crescimento em CF de
outros fungos, e poderiam representar espécies saprofitas. Apesar dessa
frequéncia ser similar ao ja observado por Shokri e Khosravi (2016) que
identificaram 29,47% (298/1011) de fungos saprofitas, concomitante a 25,22%
(255/1011) de dermatofitos, ha autores que relatam a presenca de espécies
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saprofiticas em até 75% (69/92) de amostras de cades e gatos concomitante ao
isolamento de dermatofitos em 23% (21/92) dos casos (PAIXAO et al., 2001).

A aplicacdo da técnica de PCR-RFLP foi considerada insatisfatoria para
determinacao das espécies de dermatofitos. Assim como observado por Leal et al.
(2017), foi identificada intensidade de brilho reduzido das reacdes em gel de
agarose das amostras clinicas em comparagdo ao controle positivo (micélio
provindo de cultura) (Figura 4), e isso provavelmente € consequéncia da diferenca

de quantidade de DNA presente em cada uma.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12

Figura 4. Fotodocumentacao de gel de agarose a 2% apés amplificacdo por PCR
(primers ITS1 e ITS4) seguido de aplicacdo de enzima de restricdo Mval de
amostras clinicas de pelos de cées e gatos. 1 e 12 (marcadores de 100 e 50bp
respectivamente), 2 e 3 (controle positivo: cultura M. canis), 4 — 11 amostras
clinicas.

Apesar dos beneficios associados a testes moleculares como identificacédo
mais fidedigna das espécies de dermatéfitos e menor tempo para que se tenha o
resultado em comparacdo a CF (BERGMAN et al., 2013; REZAEI-MATEHKOLAEI
et al.,, 2013; LEAL et al., 2018), essas técnicas ainda sdo consideradas como
ferramentas de pesquisas epidemiolégicas e ndo como método para rotina
diagnostica. A presenca de DNA do hospedeiro, de organismos contaminantes e
fatores inibitorios intrinsecos a toda amostra clinica, dificultam a extragdo de DNA
de maneira eficaz e afetam diretamente a performance dos testes subsequentes
(KUPSCH et al., 2016). De fato, a amostragem de alguns animais de pelos curtos

e com pouca descamacao foi mais dificil em relacdo a animais de pelos longos e
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com descamacao presente (dados nao comparados), e provavelmente podem ter
prejudicado a qualidade final de extracédo e subsequente aplicacdo da PCR-RFLP.

Para ladear a ineficiéncia da RFLP para identificacdo das espécies de
dermatofitos, diferentemente de Leal et al. (2017) que recorreram novamente a CF,
todas as amostras com resultados positivos em PCR e com qualidade de material
adequado, foram encaminhadas para sequenciamento gendmico.

Soma-se as dificuldades encontradas no diagnostico de dermatofitose por
técnica de PCR, a elaboragdo de primers que amplifiquem regifes restritas a
espécies dermatofiticas. Isso ficou evidente nesse estudo, apds avaliacdo da
identidade molecular dos resultados de amplificagbes provenientes de amostras
clinicas (ferramenta BLAST® - Basic Local Alignment Search Tool), com
identificacdo de espécies fungicas saprofitas, sendo elas o Cladosporium sp.
[42,1% (8/19)], Epicoccum nigrum e E. sorghinum [5,26% (1/19) cada]. Os 47,38%
(9/19) restantes das amostras positivas em PCR ndo produziram materiais com
qualidade suficiente para sequenciamento.

Diferentemente do género Cladosporium, a identificacdo do fungo saprofita
Epicoccum € incomum e ndo observada em estudos que utilizaram a cultura fangica
como técnica diagnostica. Foi encontrado apenas o relato de Meason-Smith et al.
(2015) que por meio de sequenciamento de nova geracdo e dentre 4.477.229
sequéncias de 10 cdes saudaveis, observaram que o0s géneros Alternaria,
Cladosporium e Epicoccum foram os mais frequentes.

Além do Cladosporium, os géneros Aspergillus, Penicillium e Alternaria séo
relatos comuns em isolados de amostras de pelos de caes e gatos (SIERRA et al.,
2000; FRIAS e KOZUSNY-ANDREANI, 2008; FERREIRO et al., 2014, MCATEE et
al., 2017; MEASON-SMITH et al., 2017). Comumente também séo identificadas
leveduras como Malassezia sp., Candida sp. e Rhodotorula sp. (PRADO et al.,
2008; BENTUBO et al., 2010).

A presenca de fungos saprofitas pode ser exclusiva ou concomitante a
infeccbes por dermatdfitos. Paixdo et al. (2001), de cées e gatos com lesbes
sugestivas de doencas fungicas, isolaram 22,83% de dermatofitos e 75% de fungos
saprdfitas, dentre eles: Alternaria sp. Chaetomium sp., Rhizopus sp., Curvularia
sp., Candida sp., Trichoderma sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Penicillium sp.
e Aspergillus sp. Nichita e Marcu (2010), também de amostras de caes e gatos com
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lesbes, além de 33,66% de dermatofitos, isolaram 73,27% de fungos dentre
Alternaria sp., Rhizopus sp. e Trichoderma sp.

Apesar da PCR-RFLP ndo ter tido sucesso para diagnostico de
dermatofitose neste trabalho, diversos autores descrevem técnicas de biologia
molecular aplicadas ao diagnoéstico de dermatofitose, como qRT-PCR (real time)
(BERGMAN etal., 2013; PAUGAM et al., 2013; EMAM e EL-SALAM, 2016), nested-
PCR (CAFARCHIA et al., 2013), PCR-ELISA (KUPSCH et al., 2016) e mPCR
(multiplex) (LEAL et al., 2018), todos com resultados indicativos de que h& potencial

para biologia molecular ser mais acessivel e de aplicagdo na rotina pratica.



31

7. CONCLUSOES

Conclui-se que a dermatofitose canina e felina € mais frequente em animais
entre 13 a 84 meses de idade, sem predilecdo sexual e com apresentacéo clinica
variavel. A técnica laboratorial mais sensivel para diagnéstico € a pesquisa direta
em microscopia optica em comparacao a cultura fungica. A PCR-RFLP aplicada a
amostras clinicas foi ineficiente para diagnoéstico de dermatofitose sob as condi¢cdes
deste trabalho. Em uma populacéo de animais com lesdes sugestivas na cidade de
Campo Grande-MS, ha prevaléncia de 62%, sendo o Microsporum canis 0 agente

mais frequente.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
Projeto:
Aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da dermatofitose em caes e gatos na cidade de

Campo Grande, Mato Grosso do Sul

O(A) sr.(a) estd sendo convidado(a) a participar em uma pesquisa. Este estudo esta sob responsabilidade pela

médico veterinario Gabriel Utida Eguchi, vinculado a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

O(A) sr.(a) precisa decidir se quer participar ou ndo. Nao havera despesas financeiras e nem compensacéo de

qualquer tipo por sua participacdo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o que

se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer davida que tiver.

1. Por que o estudo esté sendo feito?
O estudo visa:

e Avaliar a ocorréncia de doencas fangicas de cées e gatos na cidade de Campo Grande, incluindo a
coleta de informacfes que possam ajudar a evita-las futuramente.
2. Quem participara deste estudo?

e Estdo sendo inclusos no estudo todos os cées e gatos e seus respectivos proprietarios atendidos no
Hospital Veterinario da UFMS e no Centro de Controle de Zoonoses que venham apresentar lesdes
de pele sugestivas de doenca fungica.

3. O que sera solicitado?

e Serdo coletadas amostras de pelos e das possiveis lesdes que seu animal possa ter, assim como 0(a)
sr.(a) respondera a um questionario que incluem informag6es sobre o historico do seu animal assim
como o ambiente em que ele vive.

4. Quem terd acesso as minhas informagdes e respostas ao questionario?

e Se concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo. Somente os
pesquisadores envolvidos e Comité de Etica terdo acesso as suas informagdes pessoais nesse estudo.

Por fim, AUTORIZO a publicacdo de fotos e/ou videos realizados durante a consulta a fim de maior
detalhamento dos padrfes de lesdo encontrados.

Ressalta-se a inexisténcia de interesse comercial ou promocional dos resultados obtidos neste trabalho.

Lembre-se que durante todo o periodo do estudo o sr.(a) podera decidir por ndo mais participar do mesmo,
em qualquer circunstancias.

Quaisquer duvidas, entre em contato com o pesquisador responsavel: telefone (67)996146869, email:
utida.gabriel@gmail.com

Campo Grande.............. o [T o[-

Voluntario Pesquisador



ANEXO B - FICHA DE ANAMNESE E QUESTIONARIO

EPIDEMIOLOGICO
ASPECTOS CLINICOS, LABORATORIAIS E EPIDEMIOLOGICOS DA
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DERMATOFITOSE EM CAES E GATOS NA CIDADE DE CAMPO GRANDE, MATO GROSSO DO

SUL

1) NUmero de identificacdo:

PERGUNTAS SOBRE O ANIMAL

3) N° do prontuario:

Espécie: Raga (confirmar visualmente): Sexo: Idade:
[ JCANINO [ TMACHO
[ ]FELINO [ 1FEMEA

4) Ha quanto tempo as lesdes apareceram (caso recidiva, considerar Ultimo episddio)?

5) Ja ocorreram outras vezes?
[ 1SIM
[ INAO
5.a) Se sim, qual foi o tratamento?

TIPOS DE LESOES:
[ ]ALOPECIA
[ ]1HIPOTRICOSE
[ 1ERITEMA
[ 1DESCAMACAO
[ ]CROSTAS
[ ] COLARETE
EPIDERMICO
[ ]LIQUENIFICACAO
[ ] OUTROS

TAMANHO

MEDIO:

[ 1ATE 1,0
cm

[ 11,0a3,0
cm

[ 1>3,0cm
[ ] LesoOes
generalizadas
e confluentes

ESCALA VISUAL DE COCEIRA

0 1 2 3 4 5 6 74 8 10
Nunca N&o dorme
coca direito;

Para de comer
para cogar
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7) O animal é castrado? 13) O animal tem acesso livre a RUA?
[ 1SIM [ 1SIM
[ INAO [ INAO
8) Quando foi feita a Ultima vacina antirrabica? 14) Em relagdo aos moveis e acessorios como
[ 1SIM carpete, cortina, moveis estofados, etc., com
[ INAO qual intervalo sdo lavados?
9) Quando foi feita a Ultima vacina multipla? [ 1minimo a cada 7 dias
[ 1SIM [ lacadaasdias
[ INAO [ ]acada3odias
10) Qual tipo de alimentacdo é feita? [ 1maisde 30 dias
[ 1Exclusivamente racao 15) Se o seu animal possui cama, qual o tipo? Com
[ 1Exclusivamente comida caseira qual frequéncia ela é lavada?
[ 1Ambas (racdo e comida caseira) [ 1CAMADEPANO [ Iminimo a cada 7 dias
11) Em qual ambiente o animal fica? [ JCAMADEESTOFADO [ 13 cada 15 dias
[ ]FORA DE CASA [ JCAMAPROPRIAPARA | 1; (ada 30 dias
[ ]DENTRO DE CASA GATOS [ 1maisde 30 dias
[ 10SDOIS (dentro e fora) 16) Possui outros animais na casa?
12) Qual o tipo de quintal? [ 1SIM
[ ]Completamente calcado [ INAO
[ 1Predominantemente cal¢ado 16.a) Se sim, possuem algum tipo de lesdo de
[ 1lgualmente calcado e grama pele?
[ 1Predominantemente grama [ 1SIM
[ ]1Completamente grama [ INAO

PERGUNTAS SOBRE O PROPRIETARIO

17) O proprietario ou algum outro contactante HUMANO possui lesdo?
[ 1SIM
[ INAO
17.a) Caso sim, qual tipo?
[ ]Lesoes circulares eritematosas
[ ]Lesdes circulares descamativas
[ ]Outras
[ ]N&osabe
17.b) Caso sim, ha contato direto com o paciente? (pegar no colo, dormir na mesma cama, sofa, etc.)
[ 1SIM
[ 1NAO
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ANEXO C — APROVACAO DOS COMITES DE ETICA DE
PESQUISA ANIMAL E HUMANA

A dissertacdo € parte do Projeto de Pesquisa intitulado: “Etiologia,
diagnostico, epidemiologia e tratamento da esporotricose, criptococose e

dermatofitose em cées e gatos”.

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao |
Fundacé@o Universidade Federal de Mato Grosso do Sul E
UFMS |

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Etiologia, diagnéstico,
epidemiologia e tratamento da esporotricose, criptococose e dermatofitose em caes
e gatos”, registrada com o n° 841/2017, sob a responsabilidade de Verénica Jorge
Babo Terra - que envolve a utilizagao de animais_pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 3? reunido ordinaria do dia 07/04/2017.

FINALIDADE () Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 20/02/2017 a 20/12/2020
Espécie/Linhagem/Racga Canis lupus familiaris
Felis catus

N° de animais 100
100

Peso/ldade Qualquer

Sexo Machos / Fémeas

Origem Centro de Controle de Zoonoses/CCZ— PMCG/MS e
Residéncias
\/\‘6@1)( QJ:)‘VCL/-: :

Maria Araujo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 10 de abril de 2017.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7186
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