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RESUMO

Objetivou-se com este estudo padronizar uma téac&?CR-RFLP e compara-la com
métodos tradicionais de identificacdo de dermat®fem amostras clinicas de cées e gatos.
Foram analisadas 150 amostras clinicas de animaiglermatopatias. Nas amostras de pelos
elou crostas foram realizados exames direto com K8Mo) e cultura em agar dextrose
Sabouraud adicionado de extrato de levedura, demaol e ciclo-heximida. O DNA foi
extraido das col6nias, ap0s a avaliacdo das cHHiit#s macro e microscopicas, bem como
das amostras clinicas, com o kit de extracdo DN&isyd & Tissue (QIAGEN). Os
Primers utilizados foram o ITS 1 e 0 ITS 4. Os Ampliconsaim digeridos pela enzima de
restricioBseBl. Para o estudo de concordancia entre os tesiteowrse o coeficiente de
Kappa K). Apés a analise dos resultados observou-se padiéebandas diferentes que
identificam Microsporum canis Microsporum gypseune Trichophyton mentagrophytes
Observou-se também uma excelente concordancia estresultados da cultura e da PCR-
RFLP de 87,5% (7/8). Outra observacao feita foeaqde amostras negativas nos meétodos
tradicionais (exame direto e cultura), mas quevastacontaminadas com o agente, foram
identificadas pela técnica molecular, indicando umzaor sensibilidade da mesma. Conclui-
se, entdo, que a PCR-RFLP é mais sensivel e t&gifisp quanto os métodos de rotina, o
que permite que a mesma seja utilizada para aifidagfio mais rapida destas espécies de

dermatofitos em amostras clinicas de caes e gatos.

Palavras-chavedermatofitose. Diagnéstico. ITS. Zoonose



ABSTRACT

The Objective of this study was to standardize & fRE-LP and compare it with traditional
methods of identification of dermatophytes in dali specimens from dogs and cats. We
analyzed 150 clinical samples from animals witstliseases. In samples of hair and / or
crusts direct microscopic exams were performed Wi@®H (30%) as well as culture on
Sabouraud dextrose agar supplemented with yeastacext chloramphenicol and
cycloheximide. DNA was extracted from the coloniafier the evaluation of macroscopic
and microscopic features as well as of clinicalcgspens with the DNeasy Blood & Tissue
extraction kit (QIAGEN®). The primers used were ITS 1 and ITS 4. The aop§ were
digested by restriction enzyme BseBl. To studydbeelation between the tests we used the
Kappa coefficient (K). After analyzing the resulie observed patterns different that identify
Microsporum canis Microsporum gypseunand Trichophyton mentagrophyte3here was
also excellent agreement between the results dtireuand PCR-RFLP of 87,5% (7/8).
Another observation made was that negative sampiedraditional methods (direct
examination and culture), but were contaminatet wrie agent, were identified by molecular
technique, indicating a higher sensitivity of tlan®. It concluded, then, that the PCR-RFLP
method is more sensitive and as specific as thégneomethods, allowing it to be used for a
fastest identification of these species of dermiagtgs in clinical samples from dogs and cats.

Keywords: Dermatophytosis. Diagnosis. ITS. Zoonosis
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1 INTRODUCAO

Na clinica de pequenos animais as dermatopati@esemam a grande maioria dos
casos atendidos, e dentre elas pode-se destanac@ses que sdo causadas principalmente
por dermatéfitos (CHAVES, 2007).

Dermatdfitos sdo fungos que possuem a capacidadevddir e multiplicar-se em
estruturas queratinizadas causando dermatofitodeoemns e animais (LIU et al., 2000; LIU
et al., 2002; QUINN et al., 2005; COELHO et al.08D Os Géneros mais envolvidos nas
infeccdbes em animais saMicrosporum e Trichophyton (MULLER e KIRK, 1996;
CAVALCANTE, 2006).

Segundo Costa (2010Microsporum canis Microsporum gypseune Trichophyton
mentagrophytesao os principais agentes etiolégicos das derit@de$ em cades e gatos, pois
sao dotados de alta infectividade e baixa patogkade e viruléncia.

A grande maioria dos casos ocorridos em humanos demo agente causador
Microsporum canisdevido ao contato direto com cées e principalmegatos infectados que
podem ser portadores de artroconidios, fisicamemieseus pelos sem desenvolver a doenca
aparente (MULLER e KIRK, 1996; QUINN et al., 2005).

As lesdes mais encontradas em cées e gatos s&exialoprostas melicéricas ou
hemorragicas, eritema e escamas e frequentememt@mcna regido cefalica e tronco. Nos
animais a faixa etaria com maior predisposicdcéénatdoze meses e o0 Yorkshire e o Persa
sdo as racas que mais frequentemente sdo acometidase tratando de cdes e gatos
respectivamente (BALDA et al., 2004).

Na rotina laboratorial, a identificacdo dos derrfisi® depende do seu crescimento
em meio de cultura muitas vezes devidamente supkanh@ para sé apds serem avaliados
seus aspectos morfoldégicos macro e microscépicoemtanto, esse periodo de crescimento
pode levar de duas a trés semanas em algumasessgéaermatofitos, fato este que pode ser
acrescido de um desenvolvimento atipico por pateotbnia. Este conjunto de fatores acaba
ocasionando um diagnéstico tardio (SHEHATA et2008).

Tendo como base esta dificuldade, métodos mole=ulggm sendo desenvolvidos e
tém contribuido de maneira significativa na idecdifdo de micro-organismos e suas
espécies, sobretudo a técnica da Reacdo em CadPlitherase (PCR), por ser uma técnica

simples, r4pida, especifica e capaz de identificaresenca do agente patogénico por menor
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gue seja sua quantidade na amostra analisada (FAGEIlI, 2001). Estes métodos séo
ferramentas laboratoriais desejaveis ndo apenas @atiagnostico precoce de infecgbes
fungicas, mas também para monitorar a respostaéigiiaa especifica (COLOMBO, 2007).

A técnica Polimorfismo do Comprimento de FragmemtesRestricdo (PCR-RFLP),
que é uma variacdo da PCR, permite a obtencdo desene de fragmentos de DNA de
tamanhos diferentes que déo origem a um padréart#ab, e baseia-se na presenca de sitios
de restricdo na regido amplificada do DNA-alvo gode ser determinada por intermédio do
processamento do produto da PCR, com uma ou maisedeases de restricdo (GARCIA,
1995; VERGARA et al., 2006).

Mirzahoseini et al. (2009), utilizaram a PCR-RFLBando uma répida identificacédo
de dermatdfitos em amostras clinicas de humanosnpm da extracdo de DNA de colbnias
fungicas jovens (5-10 dias) e obtiveram resultadqoe mostraram a possibilidade da
identificacdo de géneros e até de espécies dagse gpartir da amplificacdo da regido ITS.

Outras variacfes da PCR vém sendo utilizadas pdiegadstico da dermatofitose em
humanos e animais, e tem-se obtido resultadosfis@ios quanto a identificacdo de
géneros e espécies a partir de amostras cultivamlague indica a possibilidade da
identificacdo desses agentes diretamente da anoodiida do paciente sem a necessidade da
realizacdo de uma cultura, reduzindo em muito @tede espera pelo resultado e a perda do
cultivo por contaminantes (GRASER et al., 1998; ldUal., 2000; FAGGI et al., 2001;
GUTZMER et al., 2004; SHEHATA et al., 2008).

Liu et al. (1997) conseguiram identificar duas edades doTrichophyton
mentagrophytesitilizando primers aleatérios na Reacdo em Cadeia da Polimerasadaici
arbitrariamente (AP-PCR).

Lemsaddek (2008), em sua tese intitulada estudadetenatéfitos por métodos
moleculares: identificacdo, resisténcia a antiféogie viruléncia, frisou a importancia da
identificacdo dos dermatdfitos relacionados a eéepgara a salude publica e epidemiologia
guando citou que o conhecimento de espécies end€ggograficamente poderia determinar,
em um caso de infeccdo pelo agente, se estariaarte de um caso esporadico ou de uma
nova distribuicdo do fungo. Enfatizou também que uskentificacdo mais rapida e especifica
colaboraria para reducdo de casos de resistéraniéifangicos e para o desenvolvimento de
novas drogas com concentragdes inibitorias esgsgiecifica.
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Diante do exposto e considerando a dificuldademnada para a identificagdo dos
dermatofitos tanto clinica quanto laboratorialmeetéendo em vista a sua importancia como
zoonose, € necessario o estudo e a padronizad¢@ordeas alternativas para diagnostico que
possam aperfeicoar o processo de identificacdaigdungos, contribuindo diretamente para

o controle da disseminagéo desses fungos em argnraisretamente no homem.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1Geral

Desenvolver uma técnica para a identificacdo mdtdeade fungos dermatofitos a

partir de amostras clinicas de cées e gatos.

1.1.2Especificos

» Identificar fungos dermatofitos em amostras de pelocrostas de cées e gatos
utilizando as técnicas da rotina laboratorial (exafineto e cultura);

e Padronizar uma técnica da PCR-RFLP para identdizagnolecular de
dermatofitos a partir de amostras de pelos e/ostasp

» Identificar fungos dermatofitos em amostras de pelmu crostas de cées e
gatos utilizando a técnica da PCR-RFLP;

 Comparar os resultados obtidos na cultura em plaoas os obtidos pela
técnica da PCR-RFLP;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DERMATOFITOS

Os dermatoéfitos sdo um grupo de fungos filamentosiainos e septados de
distribuicdo mundial que invadem e colonizam estag queratinizadas como 0 estrato
corneo da epiderme, foliculo piloso, haste do pelpenas, causando lesGes de distintas
configuracdes caracterizadas por alopecia e degé@@mAnimais jovens, velhos, debilitados
e imunossuprimidos sdo os mais suscetiveis a iESOECAVALCANTI et al., 2002; QUINN
et al., 2005; PALUMBO et al., 2010).

Estéo classificados ecologicamente em antropasilizoofilicos e geofilicos, sendo os
dois primeiros patégenos obrigatorios incapaze®plkcar-se no solo e o ultimo saprofito do
solo que habita e se replica em associacao a alatgreratinoso em decomposicdo, e do
ponto de vista taxonémico classificados nos gén&ipslermophyton Microsporum e
Trichophyton(LIU et al., 2000; LIU et al., 2002; QUINN et a2005; COELHO et al., 2008).

Os esporos chegam a suportar temperaturas de°@é¥m se tratando dd. canis
hastes de pelos contendo artroconidios infectgodeem permanecer viaveis por até 18
meses no ambiente (RIBEIRO, 2005).

Segundo Cruz (2010) a capacidade dos dermatgfitoduzirem enzimas como
gueratinases, por exemplo, aliada ao fato de nésuge@m poder invasor explica o porqué de
eles infectarem somente tecidos queratinizadosrfstipess. Outro ponto esclarecido pelo
mesmo autor é a questdo da adaptacdo que deteamiesiucies de dermatofitos sofreram ao
longo do tempo permitindo uma infeccdo mais fretpi@m algumas espécies animais, fato
este que se deve a supressdo de metabdlitos ptodyzor esse grupo de fungos, que sao
toxicos a pele causando irritacdo e reagdo inflan@atobrigando os mesmos a se afastarem
do local por ndo conseguirem sobreviver neste artéieentdo a ndo producdo desses
metabolitos por parte deles aumenta o seu periegenanéncia na pele, ja que dessa forma

ndo havera mais irritacdo nem inflamacéo no local.
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2.2 PRINCIPAIS GENEROS E ESPECIES DE DERMATOFITOSEQACOMETEM
CAES E GATOS

Os géneros que mais comumente causam infeccao iemaisrsaoMicrosporume
Trichophyton e em se tratando de espédkescanis M. gypseune T. mentagrophytesdo 0s
principais agentes etiolégicos das dermatofitosecées, ja em gatosl. canisé o mais
envolvido. A infec¢do pode ser adquirida e transtajtindiretamente, por contato com pelos
e crostas contaminados no ambiente ou em fomitlee®mente entre animais (MULLER e
KIRK, 1996; CAVALCANTI et al., 2002; CRUZ, 2010; RAJIMBO et al., 2010).

2.2.1Microsporum

2.2.1.1M. canis

Microsporum canisé referido como o principal agente causador de al@fitose,
sendo o de maior ocorréncia em caes e gatos esponsavel por 50 a 75% dos casos em
cdes e 85 a 98% das micoses em gatos, bem comincip@k responsavel pelas infeccoes
dermatofiticas zoofilicas em seres humanos (CHAVABS/; BORBA, 2010; OLIVEIRA et
al., 2011).

E um dermatdfito zoofilico que atinge cdes e gatnssando alopecia e lesdes que
apresentam uma fluorescéncia verde clara quandenalslas sob a lampada de Wood
(COPETO, 2010).

Os esporos deste agente se espalham faciimentesegtiem permanecer viaveis por
até dois anos no ambiente (BORBA, 2010).

M. caniscresce bem em agar Sabouraud com cloranfenicoleleximida, incubado
a temperatura ambiente ou a 37°C, produzindo emsemana, coldénia cotonosa branca ou
amarelada (Fig. 1), com reverso amarelo-alaran{&dp 2). Microscopicamente, apresenta
numerosos macroconidios em formato fusiforme enedagos, com parede celular espessa,
apresentando de 6 a 15 células e apéndice de dix@gg. 3) (QUINN et al., 2005;
CAVALCANTE, 2006; CRUZ, 2010). Os microconidios s@iriformes e em pequeno
namero (CRUZ, 2010).



Figura t Anverso da colbnia dil. canis

Fonteleal (2013)

Figura 2 Reverso da col6nia dé. canis

Fonte Leal (2013)

Figura 3 Macroconidios d&/. canis

Fonte:Leal (2013)

20
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2.2.1.2M. gypseum

Espécie geofilica que pode infectar homens e asimpalo contato com o solo
contaminado (GIUDICE, 2008).

As infeccbes poM. gypseunocorrem ocasionalmente em caes e raramente em gatos
A fluorescéncia na lampada de Wood ndo € positiaa gssa espécie de dermatofito
(CAVALCANTE, 2006). Produz lesdes na maioria dages crostosas e quase sempre
isoladas (CRUZ, 2010).

M. gypseumtambém cresce bem em &agar Sabouraud com cloraoifemiciclo-
heximida, incubado a temperatura ambiente ou a,3®#®¥duzindo, inicialmente uma colbénia
filamentosa e branca, tornando-se pulverulenta tooralidade parda ou canela, por causa da
grande producdao de macroconidios na superficie @igO verso da colbnia apresenta
coloragdo amarelo-acastanhada a marrom-averme(Ragid). Microscopicamente apresenta
numerosos macroconidios simétricos, fusiformes téma nove células, com parede celular
fina e septos e os microconidios sao escassosa)HIQUINN et al., 2005; CAVALCANTE,
2006; GIUDICE, 2008).

Figura 4- Anverso da coldnia del. gypseum

Fonte:Leal (2013)
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Figura 5 Reverso da col6nia déd. gypseum

Fonte Leal (2013)

Figura 6- Macroconidios dé. gypseum

Fonte Leal (2013)

2.2.2Trichophyton

2.2.2.1T. mentagrophytes

As infeccbes pofl. mentagrophytescorrem regularmente em cées e ocasionalmente
em gatos (CAVALCANTE, 2006). Esta espécie ja4 falasla praticamente de todos os
animais e apresenta lesdes que néo fluorescenpadiande Wood (CRUZ, 2010).

T. mentagrophytesapresenta uma textura furfurdcea ou pulverulenta agyar
Sabouraud (Fig. 7), podendo se tornar algodonoaadgumantida em laboratério (Fig. 8),
sem relevo acentuado, formando as vezes circuloséntricos de coloracdo variando de

branco-amarelado a castanho-avermelhado. O revgesalmente apresenta pigmento
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castanho podendo tender para o vinho (Fig. 9). gmt& um crescimento rapido com
maturacdo por volta de seis a onze dias da sensegimaria (QUINN et al., 2005;
CAVALCANTE, 2006; CRUZ, 2010).

Microscopicamente, nota-se uma exuberancia detestsude frutificacdo, sendo
observada geralmente grande quantidade de micrbosrdrredondados e agrupados, o que
lhe confere aspecto de cacho. Quando presentesjacsoconidios mostram o aspecto
semelhante a um charuto, de parede fina e lisa,wom seis septos transversais ligados a
hifas hialinas e septadas (Fig. 10). Observa-g@, maiita frequéncia, grande quantidade de
hifas em espiral, 6rgdos nodulares, hifas em raquetclamidoconidios intercalares
(CAVALCANTE, 2006; CRUZ, 2010).

Figura 7 Anverso da col6nia d€. mentagrophytes

Fonte:Leal (2013)



Figura 8- Anverso da coldnia d€. mentagrophytes.
Coldnia mantida em laboratorio.

Fonte Leal (2013)

Figura 9- Reverso da colbnia de mentagrophytes

Fonte:Leal (2013)

Figura 10- Macro e microconidios dE. mentagrophytes

Fonte: Leal (2013)

24
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2.3 DERMATOFITOSE

A dermatofitose € uma doenca infecciosa com elepaglaléncia na América Latina
e esta entre as zoonoses mais comuns do munda sensiderado o terceiro disturbio de
pele mais frequente em criangcas menores de 12 eammssegundo da populagdo adulta
(PINHEIRO, 1997). Fato que pode estar relacionadloestreito contato entre a espécie
humana e os animais domésticos (COSTA et al., 1994)

E caracterizada por lesdes que podem ser locatizadaltifocais (Fig. 11) ou
generalizadas, podendo haver prurido, de minimgs@edo e ocasionalmente intenso e se
manifestam como areas circulares de alopecia,ulae@ difusa, com diferentes graus de
descamacdao. Eritema, papulas, crostas, sebornggaoaiquia ou onicodistrofia em um ou
mais dedos também podem ocorrer (MULLER e KIRK, &9WIEDLEAU e HNILICA,
2003; PALUMBO et al., 2010).

Figura 11- LesBes multifocais no dorso e cabegae
felino de aproximadamente trésende
idade (fémea).

Fonte:Leal (2013)

As lesbes em gatos geralmente ocorrem nas extremidades cabeca, com
descamacdao e crostas com e sem alopecia, podeoldo @ara uma cura espontanea ou para
lesGes generalizadas crénicas que afetam todgoo doranimal, estas ultimas podem ocorrer
principalmente em cées imunossuprimidos (CAVALCANPRO6; CRUZ, 2010). Em cées
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as lesdes consistem de combinacdes de papulas|asistom alopecia focal ou dispersa,
descamacdo e crostas, reacdes de Kérion geralrs@&oteencontradas na face e podem
mimetizar piodermites e furunculoses (CAVALCANTB0®; PRADO, 2007).

Apesar de sua prevaléncia ser baixa em diversgegpda Europa e Estados Unidos,
no Brasil cerca de 13% dos casos atendidos no tabMaterinario da UFRRJ correspondem
a dermatofitoses; em Sao Paulo a prevaléncia che88% das dermatopatias em gatos
(OLIVEIRA et al., 2011). Dados de incidéncia e @@wncia variam em funcéo do clima e dos
reservatorios naturais (CAVALCANTE, 2006).

Em cées e gatos € uma doenca folicular e os sifiaisos sdo essencialmente um
reflexo da foliculite do pelo e posterior inflamag&endo o prurido varidvel em intensidade e
muitas vezes indistinguivel quando comparada coadmps de demodicose ou ainda com a
piodermite bacteriana (CAVALCANTE, 2006). O periad®incubacéo pode variar entre sete
e 28 dias (CRUZ, 2010).

O diagnéstico da dermatofitose é feito pelo histhdo paciente, avaliacdo das lesdes,
microscopia direta de pelos e crostas, permitings@alizacdo de estruturas fungicas livres
ou aderidas ao pelo, mas que poderdo ser confundiolm bolhas formadas durante o
processo de clarificacdo devido a medicamentosdépdu oleosidade presente na amostra.
Também pode ser utilizada a biopsia, cultivo entgdacom meios especificos, além da
lampada de Wood, que oferece um diagndstico rapidagntanto passivel de erros, porém
mesmo com essa variedade de métodos disponiveigiagnéstico laboratorial da
dermatofitose ainda representa uma grande difideldaa rotina da clinica veterinaria
(CAVALCANTI et al., 2002; CHAVES, 2007).

No exame com a lampada de Wood objetiva-se ideatifpossiveis lesdes causadas
por dermatofitos, devido a uma fluorescéncia venterelada emitida pelos filamentos de
algumas espécies, pela presenca de um pigmentgiasge pteridina, mas para tanto &
necessario que o animal esteja em um ambientecesayue a lampada tenha sido aquecida
por um periodo de cinco a 10 min., porém em apbfas 60% dos casos € evidenciada a
fluorescéncia e é preciso ter cuidado com “falsmstivos” decorrentes do uso de produtos
topicos ou da coloracdo azulada das escamas owladedas crostas ou ainda da presenca
de outros micro-organismos corRseudomonas aeruginggaor isso este tipo de exame deve
ser considerado apenas como auxiliar (CARLOTTIN, RD04; CRUZ, 2010).
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Da qualidade do material coletado e da forma conamahdicionado e enviado
depende o sucesso do diagndstico laboratorial. teriaba ser enviado deve ser colhido das
bordas da lesdo por meio de pinca, arrancamentdsé®) ou lamina de bisturi, ndo sendo
necessaria uma raspagem profunda, pois o fungocsmtea no extrato cérneo e nos pelos.
Recomenda-se o0 acondicionamento em papel limps,ggodiminui a umidade e com isso se
evita o crescimento de contaminantes que poderpadiiar o diagnostico (CRUZ, 2010).

No exame direto segundo Carlotti e Pin (2004),po tle invasdo do pelo orienta a
identificacdo do dermatofito, mesmo que ainda seg@ssaria a cultura micoldgica.

Cruz (2010) cita que independente do resultadidl@ioio exame microscopico direto,
obrigatoriamente deve-se fazer o cultivo do mdteama meio seletivo para isolamento e
identificacdo do agente etioldgico.

A identificacdo € feita principalmente pela moofgfin das colénias e pelo aspecto

microscopico de macroconidios (QUINN et al., 2005)

2.4 TECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS PARA DIAGNOSTIO DE
DERMATOFITOS

Dificuldades na identificacdo de certos isoladogicbs sejam causadas pela
variabilidade natural das espécies, pleomorfisnmgtacbes espontaneas ou apenas por
condicdes nutritivas inadequadas impedindo queiogos produzam estruturas reprodutivas,
sem as quais identificar a espécie em guestaorrsa moais complicado, sdo alguns motivos
que incentivaram o investimento em métodos de ifisagdo mais eficientes (COPETO,
2010).

Vérias técnicas moleculares tém sido aplicadas paidentificacdo laboratorial de
espécies de dermatofitos, sendo consideradas staiess, rapidas e precisas do que aquelas
gue se baseiam nas caracteristicas fenotipicas Z8HBR et al., 2004; SHEHATA et al.,
2008). Dentre elas esta a PCR, que é uma técmydes e rapida (SHEHATA et al., 2008).
Porém, no que se refere a diferenciacao intra-é@g@ede agentes deste grupo, os resultados
nao sao satisfatorios, devido a grande semelhasgztiga (GIUDICE, 2008).

O estudo da regido ITS (Espacadores Transcriterniog) pode ser de grande
importancia para a identificacdo de espécies dmatéfitos, no entanto, o uso desta técnica



28

para biotipagem das espécies ainda €é limitado perngnhuma variacédo intra-especifica
foi encontrada (GIUDICE, 2008; COPETO, 2010).

De acordo com Lemsaddek (2008), as regides ITSo ektéalizadas entre a
subunidade 18S do DNA ribossomal (rDNA) e o ge@S5JTS 1) e entre o gene 5,8S e a
porcdo 28S (ITS 2). E por conter regifes altameateservadas e regides variaveis € que o
rDNA foi escolhido para estudos que visam iderdifiio e diferenciacdo de espécies de
dermatofitos.

Segundo Fungaro (2001), a regido 18S € a mais m@kse e é utilizada para
comparacao entre micro-organismos, enquanto quarGi@ 28S por ser a mais variavel é
apropriada para comparacao entre géneros e espésiegyides ITS sdo relativamente curtas
(500 a 800pb) por serem flanqueadas por segmeantseivados e o fato de aparecem em
grande namero de coOpias no genoma permite que smjgplificadas e sequenciadas com
facilidade.

Jackson et al. (1999), realizaram a amplificacacedéo ITS de fungos dermatdfitos
utilizandoprimersuniversais, seguida da digestdo enzimatica datupye amplificados com
a endonuclease de restrichdval e observaram padrdes diferenciados para maiaga d
espécies analisadas.

Pesquisas mostraram que a digestao enzimaticdvs@irem produtos amplificando a
regido ITS produz padrdes de fragmentos Unicosilenfante identificaveis para a maioria das
espécies de dermatofitos (GIUDICE, 2008; LEMSADDRROQS8; SHEHATA et al., 2008).

Liu et al. (2000), identificaram 23 espécies e spBeies de dermatofitos pela técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase utilizgnidoersaleatorios (AP-PCR).

Machouart-Dubach et al. (2001), comparando a aultem a PCR-RFLP utilizando
amostras clinicas, observaram que 74 das 75 amamtaisadas foram concordantes nos
resultados em ambas as técnicas, considerando necaémolecular adequada para o
diagnéstico rapido de dermatofitose.

Gréaser et al. (1998), utilizando a PQGiRgerprinting identificaram variedades de
espécies dos génerdbachophyton Microsporume Epidermophyton

Faggi et al. (2001), identificaram varias espédesdermatofitos utilizando uma
sequéncia simples repetitiva (GAGAZomo iniciador ao aplicarem a técnica da PCR
fingerprinting
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Shehata et al. (2008), também utilizaram um oligteatideo repetitivo (GACA)
comoprimer e diferenciaram variedades de isolado3 dmentagrophytes

Vergara et al. (2006), padronizaram uma técnicaP@® para o diagndstico de
dermatofitos e observaram uma concordancia de 9888 os resultados obtidos na PCR e
0s obtidos com os métodos tradicionais de diag@stquando analisaram 30 cepas
pertencentes a esse grupo de fungos, no entaraodguanalisaram 30 amostras clinicas
positivas e negativas de pacientes com infeccaa,abbservaram 100% de concordéancia
entre os resultados obtidos, o que sugeriu que R &Q@ma técnica que oferece grandes
vantagens na identificacdo dos fungos dermatofitos.

Segundo Kanbe (2008), varias técnicas baseadad\gxmitocondrial, PCR, RFLP e
sequenciamento ja foram utilizadas para identifioade dermatofitos ao longo dos anos,

demonstrando sensibilidade e especificidade alérapidez no diagndstico.
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4 ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1 PADRONIZACAO DE UMA PCR-RFLP PARA IDENTIFICACADE
DERMATOFITOS EM CAES E GATOS

Formatado de acordo com normas da Revista PesYf@ainaria Brasileira (QUALIS
CAPES A2)

4.2 COMPARACAO DE METODOS TRADICIONAIS COM A TECNIEDA PCR-RFLP
NA IDENTIFICACAO DE DERMATOFITOS EM CAES E GATOS

Formatado de acordo com normas da Revista ArquigsiBiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (QUALIS CAPES A2)
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Padronizaciao de uma PCR-RFLP para identificacdo de dermatoéfitos em cies e
gatos!

Carlos A. S. Leal?

ABSTRACT.- Leal C.A.S. 2013. [Standardization of a PCR-RFLP for identification of dermatophytes in
dogs and cats.] Padronizacdo de uma PCR-RFLP para identificagio de dermatoéfitos em cdes e gatos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doengas Infecciosas dos Animais Domésticos,
Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de
Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: ¢ adrianosl@hotmail.com

The objective of this study was to standardize a PCR-RFLP method for identify the major
dermatophyte species that affect dogs and cats. We analyzed 150 clinical samples from animals with skin
diseases. Hair samples and/or crusts were grown in Sabouraud dextrose agar supplemented with yeast
extract, chloramphenicol and cycloheximide. DNA was extracted from the colonies, after the evaluation of
macro and microscopic features, with the DNeasy Blood & Tissue extraction kit (QIAGEN ®). The primers
used were ITS 1 and ITS 4. The amplicons were digested by restriction enzyme BseBl. Were observed
different patterns for each species of dermatophyte analyzed. From the analysis results it is concluded
that the pattern of fragments obtained by PCR-RFLP identify Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes and Microsporum gypseum, enabling the use of the technique for a fastest identification of
these species of dermatophytes in clinical samples from dogs and cats.

INDEX TERMS: ringworm, Microsporum, Trichophyton, ITS, rDNA

RESUMO.- Objetivou-se com este estudo padronizar uma técnica de PCR-RFLP para identificacdo das
principais espécies de dermatéfitos que acometem caes e gatos. Foram analisadas 150 amostras clinicas
de animais com dermatopatias. As amostras de pelos e/ou crostas foram cultivadas em agar dextrose
Sabouraud adicionado de extrato de levedura, cloranfenicol e ciclo-heximida. O DNA foi extraido das
coldnias, ap6s a avaliagdo das caracteristicas macro e microscopicas, com o Kit de extragdo DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN®). Os primers utilizados foram o ITS 1 e o ITS 4. Os amplicons foram digeridos pela
enzima de restricdo BseBIl. Observou-se padrdes de bandas diferentes para cada espécie de dermatofito
analisada. A partir da analise dos resultados conclui-se que os padrdes de fragmentos obtidos através da
PCR-RFLP identificam Microsporum canis, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes,
possibilitando o uso da técnica para uma identificagdo mais rapida destas espécies de dermatoéfitos em
amostras clinicas de caes e gatos.

TERMOS DE INDEXACAO: dermatofitose, Microsporum, Trichophyton, ITS, rDNA
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INTRODUGAO

Os dermatoéfitos sdo um grupo de fungos septados de distribuicdo mundial que invadem e
colonizam estruturas queratinizadas como estrato cérneo da epiderme, foliculo piloso, haste do pelo e
penas, causando lesdes de distintas configuragdes caracterizadas por alopecia e descamacgdo. Animais
jovens, velhos, debilitados e imunossuprimidos sdo os mais suscetiveis as infeccoes (Cavalcanti et al. 2002,
Quinn et al. 2005, Palumbo et al. 2010).

Os géneros que mais frequentemente causam infeccdo em animais sdo Microsporum e
Trichophyton, e dentre as espécies, M. canis, M. gypseum e T. mentagrophytes sdo os responsaveis pela
maioria dos casos clinicos de dermatofitose em cies e gatos e sdo transmitidos, indiretamente, por contato
com pelos e crostas contaminados no ambiente ou em fomites e diretamente entre animais (Muller & Kirk
1996, Cavalcanti et al. 2002, Palumbo et al. 2010).

A identificacdo dos dermatéfitos depende do seu crescimento em meio de cultura muitas vezes
devidamente suplementado, para s6 apds serem avaliados seus aspectos morfolégicos macro e
microscépicos, no entanto, esse periodo de crescimento pode levar de duas a trés semanas em algumas
espécies de dermatofitos, fato este que pode ser acrescido de um desenvolvimento atipico da coldnia
(Shehata et al. 2008).

Dificuldades na identificacdo de certos isolados clinicos sejam causadas pela variabilidade natural
das espécies, pleomorfismos, muta¢des espontidneas ou apenas por condi¢des nutritivas inadequadas
impedindo que os fungos produzam estruturas reprodutivas, sem as quais identificar a espécie em
questdo se torna mais complicado, sdo alguns motivos que incentivaram o investimento em métodos de
identificacdo mais eficientes (Copeto 2010).

Diante destas dificuldades métodos moleculares vém sendo desenvolvidos e tém contribuido de
maneira significativa na identificagdo de micro-organismos e suas espécies, sobretudo a técnica da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) que é uma técnica simples e rapida (Faggi et al. 2001). Estes métodos sdo
ferramentas laboratoriais desejaveis ndo apenas para diagndstico precoce de infec¢des flingicas, mas
também para monitorizagao da resposta terapéutica especifica (Colombo 2007).

A técnica Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de Restricio (PCR-RFLP), que é uma
variacdo da PCR, permite a obtencdo de uma série de fragmentos de DNA de tamanhos diferentes que dao
origem a um padrdo de bandas, e baseia-se na presenca de sitios de restricdo na regido amplificada do
DNA-alvo que pode ser determinada por intermédio do processamento do produto da PCR, com uma ou
mais endonucleases de restri¢ao (Garcia 1995, Vergara et al. 2006).

Mirzahoseini et al. (2009) utilizaram a PCR-RFLP visando uma rapida identificacdo de
dermatoéfitos em amostras clinicas de humanos, por meio da extracdo de DNA de colénias flingicas jovens
(5-10 dias) e obtiveram resultados que mostraram a possibilidade da identificacdo de géneros e até de
espécies desse grupo a partir da amplificacdo da regido ITS.

Jackson, Barton & Evans (1999), realizaram a amplificacdo da regido ITS de fungos dermatéfitos
utilizando primers universais, seguida da digestdo enzimatica dos produtos amplificados com a
endonuclease de restricdo Mval e observaram padrdes diferenciados para maioria das espécies analisadas.

Objetivou-se com este estudo padronizar uma técnica da PCR-RFLP para identificacdo das
principais espécies de dermatofitos que acometem caes e gatos.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Hospital Veterinario do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco - DMV/UFRPE e as amostras foram processadas no
Laboratério de Doengas Infecciosas dos Animais Domésticos do DMV /UFRPE.

Foram analisadas 150 amostras clinicas de animais com dermatopatias. As amostras de pelos
e/ou crostas foram cultivadas em agar dextrose Sabouraud adicionado de extrato de levedura,
cloranfenicol e ciclo-heximida. As placas foram incubadas aerobicamente em temperatura ambiente (25-
27°C) e examinadas diariamente por até cinco semanas de acordo com Cruz (2010).

A extracdo do DNA do micélio aéreo das colonias foi realizada, apds a avaliagdo das caracteristicas
macro e microscépicas, com o kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®, Hilden - Germany), que
ndo é o mais indicado para este tipo de extracdo e ndo possui protocolo estabelecido para este tipo de
material, sendo necessarias algumas adaptacgdes ao protocolo de extracdo de DNA de tecidos em geral, o
qual ficou da seguinte forma: em um tubo tipo eppendorf contendo 180 pL de tampdo ATL inoculou-se
alcadas da coldonia e homogeneizou-se em vortex por 15s; em seguida adicionou-se 20 pL de proteinase K,
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homogeneizou-se rapidamente no vortex e incubou-se em banho seco com agitacdo a 56°C por 1h e
1500 rpm (primeira adaptagdo feita: o protocolo sugeria um tempo maximo de 40 min. para os tecidos
mais resistentes, porém foi preciso aumentar este tempo para obtencdo de melhores resultados);
acrescentou-se, apds este periodo, 4 pL de RNase a suspensdo( segunda adaptacdo: esta etapa ndo existia
no protocolo original), homogeneizou-se e incubou-se em temperatura ambiente por 5 min.; Levou-se
novamente ao vortex e adicionou-se 200 uL de tampdo AL, vortex, adicionou-se 200 pL de etanol (96-
100%) e novamente homogeneizou-se no vortex; preparou-se tubo de coleta acoplado ao filtro
(embalagens individuais) e transferiu-se 600 pL ou o que se conseguiu do contetido do eppendorf e em
seguida centrifugou-se a 8000 rpm/1min.; trocou-se o tubo de coleta (a parte de baixo) e adicionou-se
500 pL do tampao AW1 e centrifugou-se a 8000 rpm/1min.; trocou-se novamente o tubo de colegdo e
adicionou-se 500 pL do tampdo AW2 e centrifugou-se a 14000 rpm/3min.; trocou-se a parte de baixo por
um tubo tipo eppendorf devidamente identificado, adicionou-se 100 pL do tampao AE (terceira
modificacdo: o volume sugerido pelo fabricante era o dobro e verificamos que reduzindo a metade
concentramos as amostras e melhoramos os resultados), incubou-se em temperatura ambiente por 10
min. e centrifugou-se a 8000 rpm/1min.; retirou-se o filtro (coluna) e armazenou-se os tubos identificados
no freezer.

As reacgoes de amplificagdo do DNA foram realizadas para um volume final de 25 pL contendo: 5
uL de DNA gendmico; 1 pL de cada primer a 10 pM (ITS-1 e ITS-4); 5,5 uL de dgua Mili-Q ultrapura e 12,5
pL de Top Taq™ Master Mix (QIAGEN®, Hilden - Germany), de acordo com instrug¢des do fabricante. Foi
utilizado como controle negativo 4agua ultra pura. Os primers utilizados foram: ITS1
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’); e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White et al. 1990) (Eurofins
MWG Operon), que amplificam as regides ITS I, 5,8S e ITS Il do DNA ribossomal (rDNA). O protocolo
térmico para a amplifica¢io foi o recomendado por Mirzahoseini et al. (2009) que consistiu de 35 ciclos de
93°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguidos de uma etapa de extensao final de 72°C por 7
min. Ap6s a amplificacdo, o produto de PCR foi colocado em gel de agarose 2%, corado com Blue Green
Loading Dye I (LGC Biotecnologia) e posto em cuba de eletroforese com tampao Tris-acetato-EDTA (1X)
(Amresco®) para posterior visualizacdo sob a luz ultravioleta e fotodocumentacao.

Os amplicons foram digeridos pela enzima de restricdo BseBI (Jena Bioscience, Jena-Germany),
que reconhece a sequéncia 5’ CC/WGG 3’ seguindo o protocolo térmico recomendado pelo fabricante. As
reacdes foram calculadas para um volume final de 12,5 pL (volume bem inferior ao sugerido pelo
fabricante: 50 uL) contendo: 2,5 pL (o dobro da concentragdo sugerida pelo fabricante: 1x; modifica¢do
que melhorou bastante o resultado final da reacao) do tampao da enzima (10x buffer B2), 6 pL (valor que
também precisou ser adaptado, tendo em vista que a sugestdo do fabricante era de 1/5 do volume final da
reacdo) do produto da PCR (amplicons), 0,2 pL da enzima BseBI e 3,8 pL de H,0. Apds o periodo de corte
enzimatico as amostras foram colocadas no freezer para inativagdo da enzima e posterior avaliacdo por
eletroforese em gel de agarose 2%.

Trabalho gerado a partir de Projeto aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-UFRPE) sob a Licenga n®° 017/2013.

RESULTADOS

Do total de amostras analisados, 5,3% (8/150) foram positivas para dermatdéfitos na cultura, das
quais 75% (6/8) foram identificadas como M. canis, 12,5% (1/8) como M. gypseum e 12,5 (1/8) como T.
mentagrophytes.

0 tamanho dos fragmentos amplificados na PCR pode ser observado na figura 1 e o padrdo de
bandas encontrado ap6s PCR-RFLP, na figura 2. O Quadro 1 mostra o tamanho dos fragmentos e os
respectivos padrdes observado apds restricdo enzimatica.

Na figura 1 observam-se fragmentos de tamanhos diferentes para cada espécie analisada. Outra
informac¢do que pode ser observada na mesma imagem é a amplificacdo de dois fragmentos no pogo 01
que por comparacdo com as outras bandas amplificadas indicam a existéncia de dois agentes presentes na
mesma amostra, sendo um deles M. canis e o outro um possivel M. gypseum, fato confirmado
posteriormente quando confrontados os resultados obtidos na cultura. A amostra em questio,
pertencente a um felino fémea, foi analisada em dois momentos; o primeiro quando da suspeita da doenga,
sendo isolado M. canis e o segundo quando o animal ja se encontrava em tratamento e foi realizada uma
coleta para avaliacdo de sua eficacia, sendo isolado nesta analise M. gypseum, o que confirma que o
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segundo agente ja estava presente na amostra desde o inicio, mas em quantidade nao suficiente para
ser detectado na cultura.

DISCUSSAO

De acordo com Fungaro (2001) e Copeto (2010), as regides ITS sao relativamente curtas (500 a
800pb) por serem flanqueadas por segmentos conservados e o fato de aparecerem em grande niimero de
copias no genoma permite que sejam amplificadas e sequenciadas com facilidade. Esta informacao
confirma que os fragmentos observados neste estudo (Fig. 1 e 2) tratam-se realmente de sequéncias
contidas na regido ITS, regido-alvo utilizada em varios estudos moleculares para identificacdo de espécies
de dermatdfitos.

Gutzmer et al. (2004) desenvolveram um método de PCR para rapida detecc¢do e diferenciacdo de
fungos em amostras dermatolégicas, utilizando sete pares de primers localizados no DNA ribossdémico
(rDNA) e na regido ITS e obtiveram informag¢des mais conclusivas a respeito do diagnéstico, em 23,7%
(9/38) dos casos, pela PCR quando comparado aos resultados obtidos nos métodos convencionais.

Jackson, Barton & Evans (1999) também amplificaram a regido ITS e identificaram fragmentos de
aproximadamente 692pb para varias espécies de Trichophyton, 740pb para M. canis e Epidermophyton
floccosum e 610pb para M. gypseum.

Mirzahoseini et al. (2009) amplificaram a regido ITS utilizando os primers ITS 1 e ITS 4 pela PCR-
RFLP e observaram fragmentos de aproximadamente 720pb para M. canis e 680 pb para T.
mentagrophytes, valores bem préximos ao encontrados por Shehata et al. (2008) que também analisaram
aregido ITS utilizando os mesmos primers e técnica, obtendo para M. canis o valor aproximado de 740pb e
para espécies de Trichophyton, incluindo T. mentagrophytes, um produto amplificado de
aproximadamente 690pb.

Esses resultados sdo muito semelhantes aos obtidos neste estudo (Quadro 1). Os resultados aqui
encontrados também estdo de acordo com aqueles relatados por Lemsaddek (2008) que ao amplificar a
regido ITS com o objetivo de identificar dermatéfitos, observou amplicons de 750pb para M. canis, 690pb
para T. mentagrophytes e 660pb para M. gypseum.

CONCLUSAO

Apés a andlise dos resultados conclui-se que os padroes de fragmentos obtidos através da PCR-
RFLP identificam Microsporum canis, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes,
possibilitando o uso da técnica para uma identificagdo mais rapida destas espécies de dermatoéfitos em
caes e gatos.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Amplificacdo do DNA extraido de colonias de dermatéfitos utilizando os primers ITS 1 e ITS 4. M:
Marcador molecular (100 pb - amresco®); pogos 01, 03, 06 e 09: Microsporum canis; 02, 04, 07 e 10:
Microsporum gypseum; 05, 08 e 11: Trichophyton mentagrophytes; C-: controle negativo.

Fig.2. Padrdo de bandas observado apés digestdo enzimatica com endonuclease BseBI dos amplicons
obtidos na PCR. M: Marcador molecular (1kb Plus - Fermentas); pocos 0le 06: M. gypseum; 02, 04 e
05: M. canis; 03e 07: T. mentagrophytes; 08: vazio; C-: controle negativo.
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Quadro
Quadro 1. Tamanho dos fragmentos amplificados a partir de colonias de dermatéfitos e padrio

observado para cada espécie analisada no Laboratoério de Doencas Infecciosas dos Animais
Domésticos da UFRPE em 2011 e 2012

Agente etiolégico Fragmento amplificado Padrio enzimatico
g g PCR (pb) PCR-RFLP (pb)
M. canis ~740 ~500,700e 810
M. gypseum ~640 ~ 490,540 e 700
T. mentagrophytes ~680 ~ 490, 590, 680 e 800

Figura 1

1500 pb

75 pb

Figura 2
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estas sejam compreensiveis, (até certo ponto qlitcatkvas , com independéncia do texto) e
serdo apresentadas no final do trabalho.

5. OsQuadros deverao seexplicativos por si mesmoscelocados no final do texto
Cada um tera seu titulo completo e serd caractieripar dois tracos longos, um acima e
outro abaixo do cabecalho das colunas; entre eksestracos podera haver outros mais
curtos, para grupamento de coluniddo ha tracos verticais. Os sinais de chamada &er
alfabéticos, recomecando, se possivel, com’“am cada Quadro;as notas serdo lancadas
logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdaradps por um traco curto a esquerda.
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Comparacao de métodos tradicionais com a técnica (RCR-RFLP na identificacédo de
dermatofitos em caes e gatos
[Comparison of traditional methods with PCR-RFLEritification of dermatophytes in dogs

and cats]

C.A.S. Led’

! Laboratério de Doencas Infecciosas dos Animais Bicws, Departamento de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal Rural de PernamlfUFRPE), Av. Dom Manoel de
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo comparar a técnica daFREIR com métodos tradicionais de
identificacdo de dermatdfitos que acometem cdeatesgForam analisadas 150 amostras
clinicas de animais com dermatopatias. Foram @iz exames diretos, culturas e extracdes
de DNA dos pelos e/ou crostas para identificacé® dermatoéfitos. Oprimers utilizados
foram 0 ITS 1 e 0 ITS 4. A endonucled@sBI foi a escolhida para a obtencdo do padréao de
fragmentos. Para o estudo de concordancia entiestes utilizou-se o coeficiente de Kappa
(K). Observou-se uma excelente concordancia entresofados da cultura e da PCR-RFLP,
87,5% (7/8). Observou-se também que amostras ggegtiveeram nos metodos tradicionais
(exame direto e cultura), mas estavam contamineataso agente, puderam ser identificadas
com a técnica molecular, indicando uma maior sditklde da mesma. A partir da analise de
concordancia entre os resultados obtidos pelos dogttradicionais e técnica molecular,
conclui-se que a PCR-RFLP é mais sensivel e taecd®sm quanto os métodos de rotina, o
que permite que a mesma seja utilizada para aifidagfio mais rapida dMicrosporum
canis Microsporum gypseura Trichophyton mentagrophytesn amostras clinicas de caes e

gatos.

Palavras-chave Dermatofitose, diagnostico, ITS.

Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinagi@ootecnia
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ABSTRACT

The objective of this study was to compare the HRERP with traditional methods of
identification of dermatophytes that affect dogsl @ats. We analyzed 150 clinical samples
from animals with skin diseases. Direct examinatjatultures and DNA extractions of the
material collected were performed for identificatiof dermatophytes. The primers used were
ITS 1 and ITS 4. The BseBIl endonuclease was chimsehtain the pattern of fragments. To
study the correlation between the tests we usedKdqpa coefficient (K). There was a
excellent agreement between the results of cuincePCR-RFLP, 87,5 % (7/8). It was also
observed that samples which were negative in tosdit methods (direct examination and
culture), but were contaminated with the agent,Ictdae identified with the molecular
technique, indicating a higher sensitivity of tlaene. From the analysis of agreement between
results obtained by traditional methods and mokecigchnique, it is concluded that the PCR-
RFLP method is more sensitive and as specific asahtine methods, allowing it to be used
for more rapid identificationMicrosporum canis Trichophyton mentagrophytesnd

Microsporum gypseunm clinical samples from dogs and cats.

Keywords: Dermatophytosis, diagnosis, ITS.

INTRODUCAO

Dermatdfitos sdo fungos que possuem a capacidadevddir e multiplicar-se em
estruturas queratinizadas causando dermatofitodeoemns e animais (LIU et al., 2000; LIU
et al.,, 2002; QUINN et al., 2005; COELHO et al.08p Os géneros mais envolvidos nas
infeccbes em animais samlicrosporum e Trichophyton (MULLER e KIRK, 1996;
CAVALCANTE, 2006).

Segundo Costa (2010Microsporum canisMicrosporum gypseune Trichophyton
mentagrophytesao os principais agentes etioldgicos das derit@de$ em caes e gatos, pois
sao dotados de alta infectividade e baixa patogtade e viruléncia.

O diagnéstico da dermatofitose é feito pelo histhdo paciente, avaliacdo das lesdes,
microscopia direta de pelos e crostas, permitingds@alizacdo de estruturas fungicas livres

ou aderidas ao pelo. Também pode ser utilizadeopsiai, cultivo em placas com meios
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especificos, além da lampada de Wood, que oferscealiagndstico rapido, no entanto
passivel de erros, porém mesmo com essa variedadetbdos disponiveis, o diagndstico
laboratorial da dermatofitose ainda representa graade dificuldade na rotina da clinica
veterinaria (CAVALCANTI et al., 2002; CHAVES, 20Q7)

Varias técnicas moleculares tém sido aplicadas paidentificacdo laboratorial de
espécies de dermatoéfitos, sendo consideradas staiess, rapidas e precisas do que aquelas
gue se baseiam nas caracteristicas fenotipicas 8BR et al., 2004; SHEHATA et al.,
2008). Dentre elas esta a PCR, que é uma técmgdes e rapida (SHEHATA et al., 2008).
Porém, no que se refere a diferenciagéo intra-ég@ede agentes deste grupo, os resultados
ndo sao satisfatérios, devido a grande semelhagaiga (GIUDICE, 2008).

O estudo da regido ITS (Espacadores Transcriterniog) pode ser de grande
importancia para a identificacdo de espécies dmatéfitos, no entanto, o uso desta técnica
para biotipagem das espécies ainda é limitado pemgnhuma variacao intra-especifica foi
encontrada (GIUDICE, 2008; COPETO, 2010).

Mirzahoseini et al. (2009) utilizaram a técnica Eolimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo a partir do produto da FEFR(RFLP) e obtiveram resultados que
mostraram a possibilidade da identificacdo de @g@&neraté de espécies de dermatofitos a
partir da amplificacdo da regido ITS.

Segundo Kanbe (2008), varias técnicas baseadad\gxmitocondrial, PCR, RFLP e
sequenciamento ja foram utilizadas para identifioade dermatofitos ao longo dos anos,
demonstrando sensibilidade e especificidade, almagidez no diagndstico.

Objetivou-se neste estudo comparar a técnica dafRIR com métodos tradicionais
de identificacdo de dermatéfitos que acometem edggos.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas no Hospital VeterindaidJniversidade Federal Rural
de Pernambuco e processadas no Laboratorio de &®welmfecciosas dos Animais
Domésticos da UFRPE. O material analisado consagitamostras de pelos e/ou crostas,
obtidas pelo método de avulsdo e/ou raspado cudaedordas das lesées com lamina de
bisturi estéril, sendo acondicionado em papel lirapmviado ao laboratério, conforme Cruz
(2010).
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Foram analisadas 150 amostras clinicas de anicoaisdermatopatias. O exame
direto foi realizado utilizando-se o clarificant@lidxido de potassio (30%), em escamas de
pele e pelos para identificacdo de estruturas daspi@amo como hifas e artroconidios de
acordo com Muller e Kirk (1996). As amostras deopead/ou crostas foram cultivadas em agar
dextrose Sabouraud adicionado de extrato de leagdloranfenicol e ciclo-heximida. As
placas foram incubadas aerobicamente em temperatobdente (25-27°C) e examinadas
diariamente por até cinco semanas de acordo com(20d.0).

O DNA das amostras clinicas foi extraido utilizarsg o kit de extracdDNeasy
Blood & Tissue(QIAGEN®, Hilden — Germany) que ndo é o mais indicado pate tipo de
extracdo e ndo possui protocolo estabelecido paeatpo de material, sendo necessarias
algumas adaptacdes ao protocolo de extracdo de d¥N#&cidos em geral, o qual ficou da
seguinte forma: em um tubo tigppendorfcontendo 180 pL de tampao ATL acrescentou-se
os pelos e/ou crostas e homogeneizou-se em vaotek5s; em seguida adicionou-se 20 pL
de proteinase K, homogeneizou-se rapidamente rtexverincubou-se em banho seco com
agitacao a 56°C por 1h e 1500 rpm (primeira adaptéeita: o protocolo sugeria um tempo
maximo de 40 min. para os tecidos mais resisteptagm foi preciso aumentar este tempo
para obtencdo de melhores resultados); acresceat@mpds este periodo, 4 pL de RNase a
suspensao ( segunda adaptacédo: esta etapa nda mxiprotocolo original), homogeneizou-
se e incubou-se em temperatura ambiente por 5 m@vou-se novamente ao vortex e
adicionou-se 200 pL de tampao AL, vortex, adicieeeu200 pL de etanol (96-100%) e
novamente homogeneizou-se no vortex; preparou-8e tle coleta acoplado ao filtro
(embalagens individuais) e transferiu-se 600 pLooque se conseguiu do contetdo do
eppendorfe em seguida centrifugou-se a 8000 rpm/1min.ptrese o tubo de coleta (a parte
de baixo) e adicionou-se 500 pL do tampao AW1 d¢rifegou-se a 8000 rpm/1min.; trocou-
se novamente o tubo de colecdo e adicionou-se bGfbtampdo AW2 e centrifugou-se a
14000 rpm/3min.; trocou-se a parte de baixo por tubo tipo eppendorfdevidamente
identificado, adicionou-se 100 pL do tampao AEc@gea modificacdo: o volume sugerido
pelo fabricante era o dobro e verificamos que rediaza metade concentramos as amostras e
melhoramos os resultados), incubou-se em temparatabiente por 10 min. e centrifugou-se
a 8000 rpm/1lmin.; retirou-se o filtro (coluna) enazenou-se os tubos identificados no

freezer.
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As reacdes de amplificacdo do DNA foram realizgals um volume final de 25
pL, contendo: pL de DNA gendmico; [IL de cadgrimera 1QuM (ITS 1 e ITS 4); 5,pL de
Agua Mili-Q ultrapura e 128 de Top Tag™ Master Mix (QIAGEN Hilden — Germany),
de acordo com instru¢des do fabricante. Foi utlizeomo controle negativo agua ultra pura
e como controles positivos DNA extraido de colénilssM. canis M. gypseume T.
mentagrophytesOs primers utilizados foram: ITS 1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG)3’

e ITS 4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White et .gl990) (Eurofins MWG Operon)
que amplificam as regides ITS I, 5,8S e ITS Il ddAribossomal (rDNA). O protocolo
térmico para a amplificacéo foi o recomendado pozahoseini et al. (2009) que consistiu de
35 ciclos de 93°C por 1 min, 58°C por 1 min e 7@8C 1 min, seguidos de uma etapa de
extensao final de 72°C por 7 min. Apés a amplifica® produto de PCR foi colocado em gel
de agarose 2%, corado cdtue Green Loading Dye(LGC Biotecnologiae posto em cuba
de eletroforese com tamp&o Tris-acetato-EDTA (Bth(escd) para posterior visualizacio
sob a luz ultravioleta e fotodocumentagao.

Os amplicons foram digeridos pela enzima de réstiseBl (Jena Bioscience, Jena-
Germany), que reconhece a sequéncia 5 CC/WGG @§uiseéo o protocolo térmico
recomendado pelo fabricante. As reagOes foram lealas para um volume final de 12,5 uL
(volume bem inferior ao sugerido pelo fabricanté: |j8.) contendo: 2,5 puL (o dobro da
concentracdo sugerida pelo fabricante: 1x; modifioaque melhorou bastante o resultado
final da reacdo) do tampéao da enzima (10x buffér BZ1L (valor que também precisou ser
adaptado, tendo em vista que a sugestéo do fateieam de 1/5 do volume final da reacao)
do produto da PCR (amplicons), 0,2 uL da enZésal e 3,8 pL de HO. ApdGs o periodo de
corte enzimatico as amostras foram colocadas eadregara inativagdo da enzima e posterior
avaliacao por eletroforese em gel de agarose 2%.

Para o estudo de concordancia entre os métodosiagmodtico utilizou-se o
coeficiente de KappaK] e a interpretacdo dos valorEsadotadas foram: 0,00 - 0,20 =
concordancia fraca; 0,21 - 0,40 = regular; 0,41603 moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81-
1,00 = muito boa, valores negativos séo interpostamo equivalentes a 0,00 (LANDIS &
KOCH, 1977). Para o calculo de concordancia utiige o programa computacional Bioestat
verséo 5.0. Trabalho gerado a partir de Projetovapio pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Rural de Pernaml§G&JA-UFRPE) sob a Licenca n°
017/2013.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se os resultados das amostras clinadasgrvou-se que 5,3% (8/150)
foram positivos na cultura, 4,7% (7/150) no exameta e 6% (9/150) na PCR-RFLP (Tab. 1
e 2).

As analises de concordancia entre os resultadesa@zios nos metodos tradicionais
de identificacdo de dermatofitos estdo apresentaldsib. 1. Na Tab. 2 estdo apresentadas as
analises de concordancia entre os resultados tla@a@ da PCR-RFLP. Na Fig. 1 estdo os
resultados obtidos na PCR-RFLP.

Tabela 1 Analise de concordancia entre métodos convenicioda diagndstico de
dermatofitos isolados de amostras clinicas de e@pdos atendidos no Hospital
Veterinario da UFRPE em 2011 e 2012

Microbioldgico

Exame — . Valor de Kappa Sens. Espec.
Direto Positivo Negativo P pp (%) (%)
FA. FR.(%) FA. F.R.(%)
Positivo 5 71,4 2 28,6
<
Negativo 3 2,1 140 97,9 0,0001 0.649 62,5 98,6

F.A: Frequéncia absolutk;R.: Frequéncia relativ&&ens: SensibilidadeEspec: Especificidade.

Quando comparados os resultados obtidos no exam® diom a cultura (Tab. 1)
percebeu-se que das sete amostras positivas neifariexame, 28,6% (2/7) negativaram na
cultura o que deixa claro as dificuldades encoasgohra o diagnostico por este método.
Segundo Chaves (2007) os artroconidios podem séuratidos com bolhas que se formam
durante o processo de clarificagdo, e mimetizanasesstruturas fungicas induzindo o

laboratorista a erros de interpretacéo.

Tabela 2 Analise de concordancia entre resultados dareu#uda PCR-RFLP para fungos
dermatofitos isolados de amostras clinicas de edgsos atendidos no Hospital
Veterinario da UFRPE em 2011 e 2012

Microbiol6gico

PCR- _ . Valor de K Sens. Espec.
RELP Positivo Negativo P appa (%) (%)
FA. F.R.(%) F.A. F.R.(%)
Positivo 7 77,8 2 22,2
Negativo 1 0,7 140 99,3 <0,0001 0.813 81,5 98,6

F.A: Frequéncia absolut&;R.: Frequéncia relativé&gens: SensibilidadeEspec: Especificidade.
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Quando comparados os resultados obtidos na PCR-R&iPos da cultura (Tab.

2), observou-se um aumento percentual na sensitddidObservou-se também um aumento
na concordancia entre os resultados, quando seatomps valores de Kappa.

Das nove amostras que apresentaram um padrdo dasbaferente a uma das trés
espécies de dermatéfitos pesquisadas, 66,7% (6f@nfidentificadas comdl. canis e
33,3% (3/9) comd. mentagrophytesNa analise molecular, a amostra 01 (Fig. 1) diopli
duas bandas, na PCR, de pesos moleculares diferemguivalentes as espédidscanise
M. gypseumsituacéo similar a encontrada por Copeto (201@) @pservaram duas ou trés
bandas amplificadas na mesma amostra (unhas huyranasificaram posteriormente, por
meio de sequenciamento, que se tratava de espdeiesingos diferentes parasitando
simultaneamente o tecido. No entanto, ap0s o @rzmatico dessa amostra observou-se
apenas um fragmento de peso molecular equivalekiteggpseume que pode ser explicado
pela concentracdo elevada de DNA naquela amostierfdrindo na acdo da enzima de
restrigao.

M 01 0203 04 05 06 07 08 0RO 11 12 13 14 15 16 17 18

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 11 12 13 14 15 16 17 18

Figural. Gel de agarose 2% com os resultados obtidos nicééda PCR-RFLP. PCR (parte
superior do gel) e PCR-RFLP (parte inferior do .gl) marcador molecular 50pb
(Fermentas); Amostras: OM. canise gypseum02- Malassezia sp.; 03,05, 07, 10
e 11- M. canis 04- M. gypseum 06- Bacillus sp.; 08- Aspergillus sp.; 09-
mentagrophytesl2 el7- controles positivdd. gypseum13, 15 e 16- controles
positivosM. canis 14 e 18- controles positivoe. mentagrophytesC-: controle
negativo. Amostras identificadas conforme resultaloido na cultura.
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Desta mesma amostra, inicialmente analisada poo mheicultura, isolou-sé/.
canis agente também identificado molecularmente; apéatamento do animal foi solicitada
uma nova avaliacdo por meio da coleta de nova amastndo isolado nesta ocasio
gypseum Resultados em momentos diferentes que confirmaraltaa sensibilidade e
especificidade da técnica utilizada, levando aditzreque existia uma infeccdo simultanea,
mas que o segundo agente isolado estava, inicitémem quantidade nao suficiente para ser
detectado na cultura e apés o tratamento o agaitesensivel foi eliminado, predispondo ao
desenvolvimento do mais resistente. Desta segundatea da qual se isoldd. gypseunmao
se conseguiu amplificar o DNA do agente em queéhdioostra 04, Fig. 1), talvez pela
guantidade insuficiente de material restante dastiao

Na amostra 09 (Fig. 1) ocorreu o contrario, nanpiia colheita identificou-se o
agente tanto pelos métodos classicos quanto pedecuotares; na segunda colheita apés o
tratamento, ndo se isolou mais o agente na culbugue sugere uma eliminacdo ou
inviabilizagcdo do patdgeno, porém, foi possivelntdear o DNA do agente na amostra
(amostra 06, Fig. 2), o que indica que o agentdaafica presente nos tecidos tratados,
mesmo apos a cura clinica, por isto € que em idéscdungicas se prescreve manter o

tratamento por uma a duas semanas apés o desaparerdas lesdes.

M 01 02 03 04 05 0607-08 09 10 11 12 13 14 C

700pb
500pb

Figura 2. Gel de agarose 2% com amostras negativas na culuraarcador
Molecular (1kb Plus, Fermentas). Controles pos#tivi? M. cani9, 13
(M. gypseume 14 . mentagrophytg@sC-: controle negativo; amostras
06 e 09 apresentando padrdes similarésraentagrophytes
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Uma terceira amostra (amostra 09, Fig. 2) quedgativa nos exames de rotina, no
exame molecular demonstrou um padrédo de bandadhserteeaT. mentagrophyteso que
remonta a mesma situacdo acima citada, mas tamkeémondtra a alta sensibilidade da
técnica, tendo em vista que o material analisado foesmo para todos os exames e que 0
animal apresentava lesdes sugestivas de dermaofito

Copeto (2010) pela analise do sequenciamento destemoamplificadas com os
primers ITS 1 e ITS 4 comprovou a especificidade destesm gango, fato também
evidenciado neste estudo na amostra 06 (Fig. 19, ma cultura apresentou somente
crescimento bacteriano e ndo apresentou nenhumiifieagdo na anélise molecular o que
além de reforcar a constatacdo desse autor, canfijue o DNA amplificado pertence aos
fungos dermatofitos e ndo a outro material contantin

A PCR-RFLP, uma variacdo da PCR, permite a obtede&ama série de fragmentos
de DNA de tamanhos diferentes que dédo origem a adndp de bandas, e baseia-se na
presenca de sitios de restricdo na regido ampldickeo DNA-alvo que pode ser determinada
por intermédio do processamento do produto da ROR, uma ou mais endonucleases de
restricdo (GARCIA, 1995; VERGARA et al., 2006).

Neste estudo observou-se concordancia entre olsackssi (positivos e negativos) da
cultura e da PCR-RFLP em 98% (147/150) das amoatralisadas, o que é equivalente ao
obtido por Machouart-Dubach et al. (2001) que olmam que 74 das 75 amostras
analisadas foram concordantes nos resultados erasaasbtécnicas, considerando a técnica
molecular adequada para o diagnostico rapido denatefitose em amostras clinicas
humanas. Também se assemelha ao resultado obtiddVjsselink et al. (2011) que
utilizaram a PCR em tempo real para identificacGaddrmatofitos em pacientes humanos,
comparando-a com a cultura e observaram 97,41%uleodancia entre os resultados em
nivel de género.

Vergara et al. (2006) padronizaram uma técnica @R Para o diagnostico de
dermatdfitos e observaram uma concordancia de 98r8%é os resultados obtidos na PCR e
0s obtidos com os meétodos tradicionais de diag@stquando analisaram 30 cepas
pertencentes a esse grupo de fungos, no entaraodguanalisaram 30 amostras clinicas
positivas e negativas de pacientes humanos contc#ide ativa, observaram 100% de
concordancia entre os resultados obtidos, o querisugue a PCR é uma técnica que oferece

grandes vantagens na identificacdo dos fungos défitos.
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Outras variagbes da PCR vém sendo utilizadas mmdakséico da dermatofitose em
humanos e animais com resultados significativositgua identificacdo de géneros e espécies
a partir de amostras cultivadas, o que indica siptisade da identificacdo desses agentes
diretamente da amostra colhida do paciente sentessilade da realizacdo de uma cultura,
reduzindo em muito o tempo de espera pelo resudaglperda do cultivo por contaminantes
(GRASER et al., 1998; LIU et al., 2000; FAGGI et, &001; GUTZMER et al., 2004;
SHEHATA et al., 2008).

A partir da comparacdo entre os métodos tradicsorde identificacdo dos
dermatofitos e técnicas moleculares, observa-agantq estas ultimas podem contribuir, ndo
sé na questdo tempo, reduzindo para 24 horas ootgrapa obtencdo do resultado. A
identificacdo mais rapida e eficaz das dermatagqgsermite o seu controle e o estudo da
epidemiologia desta doenca pelo conhecimento decespendémicas geograficamente, além
de contribuir para reducdo de casos de resistéramifingicos e para o desenvolvimento de
novas drogas com concentragdes inibitorias esgsgieeifica (Lemsaddek 2008).

CONCLUSAO

Conclui-se que a PCR-RFLP é mais sensivel e tadec#gm quanto os métodos de
rotina, 0 que permite que a mesma seja utilizada paidentificacdo mais rapida de
Microsporum canis Microsporum gypseune Trichophyton mentagrophytesm amostras

clinicas de caes e gatos.
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Resumo e Abstract:Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro cons@d®®00 digitos
incluindo os espacos, em um sO paragrafo. Nao irepetitulo e incluir os principais
resultados numéricos, citando-os sem explica-loando for o caso. Cada frase deve conter

uma informag&o. Atencao especial as conclusodes.
Palavras-chave e KeywordsNo maximo cinco.
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Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvalaescricdo dos

meétodos usados ou referenciar corretamente os ogfjadoublicados. Nao usar subtitulos.
Nos trabalhos que envolvam animais e organismo®tigamente modificados devera
constar, obrigatoriamente, o nimero do protocolaptevacédo do Comité de Bioética e/ou de

Biosseguranca, quando for o caso.
Resultados:Apresentar clara e objetivamente os resultadosngrazios.

Tabela: Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em dirdhaolunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e nadfint@bela. A legenda recebe inicialmente a
palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem earisigo arabico e é referida no texto
como Tab., mesmo quando se referir a varias tabletade ser apresentada em espagamento

simples e fonte de tamanho menor que 12 (menomtaonaceito é 8).
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Figura: Qualquer ilustracdo que apresente linhas e podsenho, fotografia, gréfico,

fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inieialena palavra Figura, seguida do nimero
de ordem em algarismo arabico e é referida no teotoo Fig., mesmo se referir a mais de
uma figura. As fotografias e desenhos com altaidgead em formato jpg, devem ser também

enviadas, em um arquivo zipado, no campo préprisutéenissao.

Nota:

Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicddae conter, abaixo da legenda,
informacé&o sobre a fonte (autor, autorizacdo de dsta) e a correspondente referéncia deve

figurar nas Referéncias;

As tabelas e figuras devem preferencialmente,rse&ridas no texto no paragrafo seguinte a

sua primeira citacao.

Discussdao:Discutir somente os resultados obtidos no trabdlBbs.: As secdes Resultados e
Discusséao poderao ser apresentadas em conjurimalju autor, sem prejudicar qualquer das

partes).
Conclusbes:As conclusfes devem apoiar-se nos resultadossdmiga executada.
Agradecimentos:Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressado

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordeabéita. Evitar referenciar
livros e teses. Dar preferéncia a artigos publisaglm revistas nacionais e internacionais,
indexadas. S&o adotadas as normas ABNT/NBR-60232@(2, adaptadas conforme

exemplos:

strong>Como referenciar:
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1. Citagdes no texto

Citacdes no texto deverdo ser feitas de acordoABNIT/NBR 10520 de 2002. A indicacao
da fonte entre parénteses sucede a citacdo pdea auerrupcdo na sequéncia do texto,

conforme exemplos:

autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anoa., 1987/88) ou Anuario...

(1987/88)

« dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes eehtw(1974)

« mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) oguBen et al. (1979)

« mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva ()9®Herguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1988)npre em ordem cronoldgica
ascendente e alfabética de autores para artigogesgmo ano.

Citacdo de citacdo:Todo esforco deve ser empreendido para se consultitocumento

original. Em situacBes excepcionais pode-se remipduinformacdo ja citada por outros
autores. No texto, citar o sobrenome do autor dwmmento ndo consultado com o ano de
publicacédo, seguido da expressao citado por e meisoime do autor e ano do documento

consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apgf@aste consultada.

Comunicacgéo pessoaNao fazem parte das Referéncias. Na citacdo cslaasobrenome

do autor, a data da comunicagédo, nome da Instit@iggual o autor € vinculado.
2. Periddicos(até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autottes 8iautorest al):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies iommunity to alphaviruses in
foals.Am. J. Vet. Resv.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. &stesia general del canino.
Not. Med. Vet.n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsdaté 4 autores, citar todos. Acima de 4 autortes 8iautoregt al):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. MéxicOBHA, 1967. 981p.
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LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriol6gicasostras, mariscos e mexilhdes.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 4, 1974, S&o Paulo.
Anais.. Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNH.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washingtoatibhal Academy of Sciences, 1968.
69p.

SOUZA, C.F.A.Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaghke e&arne em bovinos
de corte.1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina \fedeia) — Escola de Veterinaria,

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horigont

4. Documentos eletrbnicogaté 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores 8i autore®t
al.):

QUALITY food from animals for a global market. Wastton: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel enirro! A referéncia de hiperlink ndo é

valida.>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cawbabrganized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: &ttp://www.summit.fiu.edu/%20MiamiHerld-Summit-RetdArticless.
Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

« Artigos que néo estejam rigorosamente dentro dasasacima nao serao aceitos
para avaliacao.

« O Sistema reconhece, automaticamente, como "Desigt&o Autor" artigos em
diligéncia ou "Aguardando diligéncia do autor", qu&o tenha sido respondido no

prazo dado pelo Sistema.
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Taxas de submissao e de publicagéo

- Taxa de submissdoA taxa de submissdo de R$30,00 devera ser pagmeiorde
boleto bancario emitido pelo sistema eletréniceulamisséo de artigos. Ao solicitar o
boleto bancario, o autor informara os dados parssfim da nota fiscal. Somente
artigos com taxa paga de submissao serao avaliados.
Caso a taxa néo seja quitada em até 30 dias ses&ddemdo como desisténcia do
autor.

- Taxa de publicacdo:A taxa de publicagdo de R$70,00, por pagina ingaresn preto
e R$220,00 por pagina impressa em cores serd @ladautor indicado para
correspondéncia, por ocasido da prova final dg@ri taxa de publicacédo devera ser
paga por meio de boleto bancéario emitido pelo siateletronico de submissao de
artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autdiormara os dados para emissédo da

nota fiscal.
Recursos e diligéncias

+ No caso de o autor encaminhar resposta a diligérsolcitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, 0 mesmo devera constar cgh@rameira(s) pagina(s) do
texto do artigo somente na versao em Word.

« No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgatinegite encaminhar recurso, o

mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@ abongDr



