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Resumo:

Dermatéfitos sdo fungos queratinofilicos encontrados em todo o mundo, que
podem infectar a pele, cabelo e unhas. O diagndstico laboratorial de
dermatofitos é baseado em microscopia direta, testes bioguimicos e cultura.
Entretanto, essas metodologias sdo demoradas e precisam de pessoal
qualificado. Métodos moleculares sdo importantes ferramentas para a
identificacdo, pois sdo rapidas, sensiveis e auxiliam no preciso diagnostico
laboratorial. O objetivo do presente projeto foi selecionar trés técnicas de
extracdo de DNA para aplicabilidade na rotina laboratorial. Primeiramente
foi realizado uma revisdo de literatura sobre técnicas de extracdo de material
genético e diagndéstico molecular e destas, foram selecionadas metodologias
para elaboracao de protocolos afim de comparar a eficiéncia de cada um.
Os isolados utilizados foram Microsporum gypseum ATCC MG40005,
Trichophyton rubrum INCQS TR40051 e T. mentagrophytes ATCC 40004.
Na revisdo de literatura foram avaliados dez artigos, destes trés
metodologias foram selecionadas para extracdo de DNA. O método que
apresentou maior eficiéncia foi o utilizado no protocolo dois, que utilizava
“beads”, sonicacéo e proteinase K. Entretanto os protocolos devem ainda ser
aprimorados para obter melhor qualidade de produto final.

Introducao

As dermatomicoses, popularmente conhecidas como micoses, sao doengas
ocasionadas por fungos que acometem pele, unhas e pelos. Atualmente,
vém sendo amplamente estudadas devido ao fato de serem ponto de
entrada para infeccbes oportunistas, principalmente em individuos
imunocomprometidos (Wille et al., 2009). O diagndstico micoldgico requer
exame microscopico direto e cultura, a fim de identificar com precisdo o
género de fungos e a espécie. No entanto, este diagndstico convencional é
muitas vezes demorado devido ao atraso do crescimento do fungo, e até
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mesmo 0 nao crescimento nas culturas, apresentando desvantagens ao
atribuir uma resposta precisa e rapida para os médicos (Petinataud et al.,
2015).

Devido a esta grande importancia na busca de um diagnéstico mais rapido,
testes complementares vém sendo desenvolvidos para auxiliar a distinguir
dermatofitoses de outras doencas. Entre eles, as técnicas de biologia
molecular, uma alternativa que oferece ferramentas modernas e rapidas
para melhorar o diagnéstico microbiolégico tradicional (Petinataud et al.,
2015).

Entretanto, apesar da crescente utilizagdo destas técnicas, testes
moleculares ainda nédo séo validados para diagnostico de doencgas fangicas,
devido principalmente a falta de padronizagdo das metodologias. Outro
desafio é a extracdo de DNA, o que é especialmente critico em fungos.
Tanto a extracdo como o diagnoéstico devem ser executadas por protocolo
de facil manuseio e boa eficiéncia, através de um teste molecular manual ou
utilizando um ensaio comercial que fornece um método padronizado e
emprega reagentes de qualidade (Zhang, 2013).

Objetivo

O objetivo deste projeto foi selecionar técnicas moleculares para
aplicabilidade na rotina laboratorial a fim de realizar a identificacdo das
principais espécies que causam dermatofitose e padronizar técnica para a
extracdo de DNA a partir de dermatofitos isolados de amostras de pacientes
atendidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringa.

Materiais e métodos

Reviséo de literatura

Para a revisdo de literatura, foi realizada a busca dos descritores e palavras-
chave (extraction, DNA, filamentous fungi, dermatophytes) nas bases de
dados da Scientific and Eletronic Library Online (SciELO) e National Center
for Biotechnology Information - NCBI, U.S. National Library of Medicine
(PubMed). Aplicando critérios de inclusdo e exclusdo (periodo de publicacéo
de 2010 a 2016 e conter protocolo de extracdo de DNA de fungos em geral).
Os artigos selecionados foram contextualizados de maneira sucinta e
sistematizada. As informagdes relevantes foram organizadas em formato de
tabela.

Micro-organismos

Foram utilizados Microsporum gypseum ATCC (American Type Collection
Culture) MG40005, Trichophyton rubrum INCQS TR40051 e T.
mentagrophytes ATCC 40004. Estes fungos estdo armazenados na
Micoteca do Laboratério de Micologia Médica e foram gentilmente cedidos
pela Fundacdo FIOCRUZ. Para a extragdo de DNA os fungos foram
previamente crescidos em Sabouraud Dextrose Agar (SDA), raspados,

S Universidade )
NUEMES caixa gr-n



26° Encontro Anual de Iniciag&o Cientifica | o 1617 deouturode 2017

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

ressuspensos em solugdo salina 0,9%, filtrados e ajustados para uma
concentracéo de 1x10° conidios/mL.

Padronizacao da extracdo de DNA

Tendo como base dois artigos (Balini et. al. 2015 e Chang et. al. 2016) com
conteudo relevante para extracdo de fungos filamentosos, foram elaborados
trés protocolos de extracdo de DNA, utilizando: beads e proteinase K(P1);
sonicacao, beads, proteinase K (P2); kit comercial Qiamp DNA mini kit (P3).
A quantificacdo e analise do DNA foram determinadas por
espectrofotometria (NanoK Kasvi) e por eletroforese em gel de agarose,
respectivamente. O gel foi visualizado em detector de luz ultravioleta e
fotografado no fotodocumentador (U.V.P. Bioimaging Systems EC3).

Resultados e Discusséo

Foram levantados um total de dez artigos que continham informacgdes
sobre extracdo de DNA e identificacdo de dermatofitos. A partir das
pesquisas sobre técnicas de extracdo, foram selecionados seis protocolos.
Dentre eles, trés utilizaram kits comerciais (kit FastDNA ®, Fungi /Yeast
Genomic DNA kit ®, kit Purelink, Invitrogen ®), e quatro empregaram
técnicas convencionais (Balini et al, 2015; Mendes et al, 2012; Prieto et al,
2012; Chang et al, 2016). Sendo assim, a partir dos artigos de Chang et. al.
2016, Balini et al. 2015 e do kit comercial Qiamp DNA mini kit foram
determinados trés protocolos de extracdo de DNA (P1, P2 e P3). Os
resultados obtidos em relac&o a quantificagcdo de cada protocolo encontram-
se organizados na Tabela 01.

Tabela 01 - Quantificacdo do DNA extraido das cepas de fungos
dermatofitos através da execugcdo de dois protocolos manuais e um kit
comercial.

P1 P2 P3
Concentr DO* Relacao Conc. DO Rel. Conc DO Rel.
acao de 260 da DO* DNA**(ng *260 DO* DNA**(n *26 DO*
DNA** 260/280 luL) 260/ gluL) 0 260/28
ATCC (ngluL) 280 0
0,1
TR40051 1 0,02 3,17 nao realizado 7,7 5 1,66
TM40004 50,0 0,1
2,1 0,04 0,89 17,63 0,35 8 6,6 3 0,97
micélio 50,1
™ nao realizado 63,63 1,27 0 nao realizado
MG40005 20 0,4 1,79 nao realizado 6 0,12 1,29

*Densidade Optica. **Valor obtido através da férmula: (OD260 x 50 x fator de dilui¢cao).

#Micélio ™: Realizado a extracdo com o micélio total de TM40004 . P1: protocolo um que utilizou beads e
proteinase K; P2: protocolo dois que utilizou a sonicagdo, beads e proteinase K; P3: protocolo trés que utilizou o kit
comercial Qiamp DNA mini kit.
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Em relacdo a concentracdo de DNA obtido apds aplicacdo das
técnicas, foi possivel observar que o P2 foi o mais efetivo. Além disso, no P2
foi utilizado o micélio total, e ndo uma padronizacéo de conidios 10°, como
nos protocolos anteriormente utilizados.

J& em relagdo a quantidade de DNA, indicada pela leitura DO 260, os

protocolos P2 e P3 demonstraram-se mais efetivos do que o P1. Este
resultado pode ter sido devido as razfes citadas anteriormente do P2, e
devido a eficiéncia do kit comercial.
Por ultimo, a interpretacdo da razdo DO 260/280 nos indica a contaminacao
do nosso DNA por proteinas. Aqui € possivel observar que, apesar da taxa
de concentracdo e quantidade do DNA serem elevadas no P2, a
contaminacdo por proteinas também foi alta. Podemos observar que apesar
da quantidade baixa de DNA, o P3 € 0 que possui menor contaminacgao.
Importante destacar que essas sao dificuldades comuns aos autores
consultados e de todos que buscam empregar metodologias moleculares
para identificagao de fungos filamentosos.

Conclusoes

Pode-se observar que, das trés metodologias testadas, o P2 utilizando o
micélio fangico foi o mais efetivo e de menor custo. Entretanto, mais
experimentos devem ser realizados para confirmar esta eficiéncia, e novos
ajustes devem ser realizados a fim de diminuir a contaminagdo por
proteinas. Deve-se levar em conta que, por ser um trabalho de
padronizacdo, mais estudos devem ser realizados para elucidar a eficacia
das metodologias testadas, e também para aumentar a eficacia dos
métodos.
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