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Resumo

ALBANO, Ana Paula Neuschrank. Paracoccidioides brasiliensis: utilizagcdo de
animais como sentinelas para presenca do fungo no Rio Grande do Sul, Brasil.
2012. 80f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma das micoses sistémicas mais importantes da
América Latina com destaque no Brasil. Embora o Rio Grande do Sul seja
considerado como area endémica da doencga, existem poucos estudos a respeito da
ecologia do Paracoccidioides brasiliensis no estado. Neste sentido, o estudo
objetivou detectar a infeccdo por P. brasiliensis em animais, utilizando-os como
sentinelas da presenga do agente na regido. Para tal foi realizada sorologia a partir
das técnicas de imunodifusdo radial dupla em gel de Agar (IDGA) e ELISA indireto
utilizando distintos conjugados para deteccdo de anticorpos anti-gp43 do P.
brasiliensis em animais silvestres atendidos pelo Nucleo de Reabilitagado da Fauna
Silvestre da UFPel, e em equinos de distintos haras da regido de Bagé. A sorologia
foi realizada em 128 animais silvestres, e cerca de 20% destes foram soropositivos
no ELISA. A presenca de anticorpos anti-gp43 foi detectada em animais oriundos
das mesorregides do sudeste rio-grandense e metropolitana de Porto Alegre. Nao foi
encontrada diferenga significativa de soropositividade considerando género, idade,
ordem e habito dos animais (p>0,05), no entanto a soropositividade diferiu entre os
conjugados utilizados (p<0,001). O estudo referente aos equinos incluiu 200 animais
provenientes de distintos haras, dos quais 12% apresentavam anticorpos anti-gp43
no teste de ELISA, com taxas variando de 0 a 30% de acordo com o local de origem
(p<0,001). Tanto no estudo com animais silvestres quanto no estudo com equinos
nao foi encontrado nenhum animal positivo pela técnica de imunodifusdo. Os
resultados indicam a presenca do fungo P. brasiliensis em distintas mesorregides do
Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Sorologia. Soroepidemiologia. Paracoccidioidomicose. gp43.
Proteina G-peroxidase. Proteina A-peroxidase.



Abstract

ALBANO, Ana Paula Neuschrank. Paracoccidioides brasiliensis: use of animals
as sentinels for the presence of the fungus in Rio Grande do Sul, Brazil. 2012.
80f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The paracoccidioidomycosis (PCM) is one of the most important systemic mycoses in
Latin America, especially in Brazil. Although the Rio Grande do Sul is considered
endemic area of the disease, there are few studies on the ecology of
Paracoccidioides brasiliensis in the state. In this sense, the study aimed to detect
infection by P. brasiliensis in animals using them as sentinels for detection of the
agent in the region. Serology was performed by the techniques of double radial
immunodiffusion in agar gel (AGID) and ELISA for detection of anti-gp43 of P.
brasiliensis in wild animals served by Nucleo de Reabilitagdo da Fauna Silvestre
UFPel, and horses from different stables in the region of Bagé. Serology was
performed in 128 wild animals, and about 20% of these were positive on ELISA. The
presence of anti-gp43 was detected in animals from the mesoregion of Southeast
Riograndense and Metropolitan of Porto Alegre. There was no significant difference
in seropositivity with respect to gender, age, order and habits of animals (p> 0.05),
however seropositivity differed between the conjugates used (p <0.001). The study
regarding horses included 200 animals from different places, which 12% had anti-
gp43 antibodies in ELISA, with rates ranging from 0 to 30% according to the place of
origin (p <0.001). Neither the wild animals nor equines were positive by
immunodiffusion. The results indicate the presence of the fungus P. brasiliensis in
different mesoregions of Rio Grande do Sul.

Keywords: Serology. Soroepidemiology. Paracoccidioidomycosis. gp43. Protein G-
peroxidase. Protein A-peroxidase.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma das micoses sistémicas
granulomatosas mais importantes da América Latina, sendo cerca de 80% dos
casos descritos em humanos no Brasil. A maioria dos casos da doenga ocorre em
adultos em idade produtiva, o que a torna um problema importante de saude publica
tendo em vista seu alto potencial incapacitante (BRUMMER et al., 1993). Em adigéo,
estudos tém demonstrado que a PCM no Brasil representa a maior taxa de
mortalidade entre as micoses endémicas, com média anual de 1,45 por milhdo de
habitantes (PRADO et al., 2009; PANIAGO et al., 2003; COUTINHO et al., 2002;
MARQUES, 1998). No entanto, a auséncia de notificacdo obrigatoria dificulta
estabelecer a real prevaléncia e incidéncia da doenga nos diferentes estados
brasileiros (COUTINHO et al., 2002).

Apds mais de cem anos da primeira descricdo da PCM pouco se sabe sobre
a eco-epidemiologia do fungo Paracoccidioides brasiliensis, e importantes aspectos
bioldgicos da interagcao patdgeno/hospedeiro. Este fungo termodimérfico habita o
solo, especialmente de areas rurais, no entanto, seu nicho ecologico ainda n&o esta
totalmente definido. Varios fatores contribuem para essa limitagdo, como a
dificuldade do isolamento do fungo do meio ambiente e o periodo de laténcia
prolongado que a doenga pode apresentar (BAGAGLI et al., 2003; RESTREPO et
al., 2000; BAGAGLI et al., 1998).

Regides consideradas reservareas do P. brasiliensis correspondem a locais
de alta pluviosidade (1300 — 2000 mm), temperatura amena (10 — 25 °C), com
proximidade a rios e/ou encostas de morros (LONDERO et al., 1972). Apesar de
existir a descricao destas caracteristicas ambientais propicias ao desenvolvimento
do fungo, pesquisas utilizando animais como sentinelas tém demonstrado que a
infeccado pelo P. brasiliensis parece ser mais comum do que postulado (CORTE et
al., 2009; FORTES et al., 2009; RICHINI-PEREIRA et al., 2008; CORTE et al., 2007;
NEVES et al., 2006; ONO et al., 2001; BAGAGLI et al, 1998; COSTA et al., 1995).

Considerando a presenca do P. brasiliensis no Uruguai (CONTI-DIAZ et al.,

1972), pais com caracteristicas fisiograficas semelhantes ao Rio Grande do Sul, e
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tendo em vista que o estado é uma area considerada endémica para PCM, porém
com poucos dados a respeito da ecologia do agente, tornam-se necessarios 0s
estudos sobre esta infecgcdo fungica em animais residentes em distintas
mesorregides do estado os quais servirdo de sentinela para detecgdo do agente na

regiao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definic&o e Histérico da PCM

A PCM é uma micose sistémica, de natureza granulomatosa e evolugao
crbnica, que acomete primariamente o trato respiratério e geralmente apresenta
sintomatologia mucocutanea importante associada (MARQUES, 2003).

Adolfo Lutz, em 1908, foi o primeiro a descrever a PCM ao relatar a
presenca de fungos dimoérficos distintos do Coccidioiddes immitis, em lesdes bucais
de dois pacientes. Devido as semelhangas morfoldgicas com micoses anteriormente
descritas na Argentina e nos Estados Unidos, incluiu sua descrigdo em um grupo por
ele denominado de hifoblastomicoses americanas (MOREIRA, 2008).

Em 1912, Alfonso Splendore descreveu novos casos de PCM e através do
estudo da morfologia do fungo encontrado, classificou o agente etiolégico da
paracoccidioidomicose como pertencente ao género Zymonema, propondo a
denominac&o de Zymonema brasiliensis (LACAZ, 2002).

A classificagao definitiva do agente da PCM foi realizada por Floriano Paulo
de Almeida, em 1930, que confirmou o achado de Lutz, demonstrando as diferengas
entre o granuloma coccididico nos Estados Unidos e no Brasil, além de criar o
género Paracoccidiodes, revalidando a espécie brasiliensis criada por Splendore
(MOREIRA, 2008; LACAZ, 2002).

Desta forma, a paracoccidioidomicose também é denominada como doenga
de Lutz, blastomicose sul-americana, blastomicose brasileira, moléstia de Lutz-
Splendore-Almeida e micose de Lutz. O termo paracoccidioidomicose foi instituido
em 1971, sendo até hoje a nomenclatura oficial desta micose (LACAZ, 2002;
MOREIRA, 2008).

O primeiro relato da doenga em animias foi no ano de 1977 por JOHNSON &
LANG em uma fémea adulta de mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) na Bolivia
(JOHNSON & LANG, 1977).

2.2 Agente etiolégico
O agente etiolégico da PCM ¢é o fungo termodimérfico atualmente

denominado Paracoccidioides brasiliensis, e taxonomicamente pertencente ao Reino
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Fungi, Filo Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem Onygenales, Familia
Onygenaceae, Género Paracoccidioides, Espécie P. brasiliensis (SAN BLAS et al.,
2002; HERR et al.,, 2001; BIALEK et al., 2000; PETERSON & SIGLER, 1998;
TAYLOR, 1995). Estudos moleculares tém demonstrado que P. brasiliensis pode ser
agrupado em trés espécies filogenéticas distintas o qual inclui P. lutzii (PS2),
encontrado no Brasil e na Venezuela e outras duas espécies, até o momento
denominadas PS3, encontrada na Coldombia e S1 ja descrita no Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela (MATUTE et al., 2006).

P. brasiliensis € um fungo dimérdico que na temperatura de 37°C cresce na
forma de levedura caracterizada macroscopicamente por colénias cremosas e
rugosas, constituidas de blastoconidios medindo de 5 a 25 pm de diametro, com
parede dupla e multiplos brotamentos (BRUMMER et al., 1993). Em temperatura
ambiente este fungo macroscopicamente apresenta colbénias brancas ou
amarronzadas, miceliar, formada por hifas septadas e finas, que dao origem ao curto
micélio aéreo o qual forma estruturas conidiogénicas originando os microconidios,
propagulos fungicos infectantes; artroconidios ou clamidoconidios intercalares
podem também ser visualizados (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; BRUMMER et
al., 1993).

Estudos acerca do nicho ecolégico do P. brasiliensis ainda sao
inconclusivos, sendo a rastreabilidade do fungo no ambiente bastante dificil em
funcao do periodo prolongado da doenga que dificulta associar a fonte de infeccéo,
auséncia de surtos e a pouca repetibilidade nas tentativas de isolamento do fungo
do ambiente (BAGAGLI et al.,, 2008). Ono et al. (2002) salientam que pesticidas
inibem o desenvolvimento fungico e sugerem que o uso destes produtos na
agricultura pode interferir no isolamento do fungo do solo. Entretanto, até o presente
momento, acredita-se que seja um fungo saprébio no solo (SILVA-VERGARA,
1998), encontrado sob condigbes adequadas de clima, temperatura e umidade
(TERCARIOLI et al., 2007), sendo que regides de clima umido, com temperaturas
entre 17 e 27°C, altitute média, solo acido, vegetacdo abundante e alto indice
pluviométrico parecem ser ideais para o seu desenvolvimento (RESTREPO et al.,
2001).
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2.3 Epidemiologia

A PCM configura uma das micoses sistémicas endémicas mais importantes
da América Latina, com distribuicdo geografica limitada entre México e Argentina.
Destaque especial € dado ao Brasil, pais com o0 maior numero de casos
documentados, correspondendo a cerca de 80%, principalmente nos estados de Sao
Paulo, Parana, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro e
Rio Grande do Sul (VERLI et al., 2005; PANIAGO et al., 2003; BISINELLI et al.,
2001; BRUMMER et al., 1993). No entanto, a auséncia de notificagdo obrigatéria
representa um dos fatores que dificulta estabelecer a sua real prevaléncia e
incidéncia nos diferentes estados brasileiros.

Entre os anos de 1980 a 1995, foram registrados 3181 6bitos por PCM no
Brasil, representando em uma média anual de 198,81 mortes e uma taxa de
mortalidade de 1,45/milhdo de habitantes (PANIAGO et al., 2003; COUTINHO et al.,
2002; MARQUES, 1998).

Estudos sobre a PCM no Rio Grande do Sul sdo escassos, no entanto,
somente na cidade de Porto Alegre, 757 casos em humanos foram diagnosticados
em um unico hospital, durante o periodo de 1996 a agosto de 2002, representando
uma meédia de 126 casos / ano (SILVA et al.,, 2003). No extremo sul do estado
embora escassos relatos descrevem a presenga da doenga desde 1963 (DUARTE
et al., 1999; KLOETZEL et al., 1963), estudo recente retrospectivo demonstrou 123
casos de PCM diagnosticados na cidade de Pelotas em um periodo de 43 anos,
representando uma meédia de 2,9 casos / ano, porém salientando o aumento do

numero de casos nas ultimas décadas (SOUZA, 2011).

2.4 Patogenia e formas clinicas em humanos
Inicialmente a PCM foi considerada uma micose mucocutaneo, pois

frequentemente essas lesbes eram o Unico sintoma clinico o que sugeriu a teoria
patogénica traumatica, onde o agente era introduzido na pele, mucosas oral ou anal
pelo trauma com fragmentos vegetais empregados na higiene (LONDERO &
FISCHMAN, 1967; LACAZ, 2002; CONTI-DIAZ, 2008), porém Mackinnon em 1959
obtém PCM generalizada em camundongos infectados por via aerogena,
confirmando a hipétese de que a infeccdo mucocutanea seria secundaria a pulmonar
(MACKINNON, 1959).
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A infecgdo ocorre por inalagcdo dos conidios do fungo P. brasiliensis
encontrados no ambiente, os quais alcangam o epitélio alveolar pulmonar se
diferenciando na forma leveduriforme. Ocorre entdo o foco primario da lesdo com a
multiplicagdo do agente e a resposta inespecifica do hospedeiro. Em seguida ha
drenagem para linfonodos regionais e formagdo do complexo primario pulmonar
semelhante ao da tuberculose. Dependendo da viruléncia da cepa fungica e da
imunidade do hospedeiro a doenga pode ser: assintomatica, com ou sem
microrganismo viavel encapsulado na lesdo inicial; aguda/subaguda, com
disseminagao linfohematogénica e frequente acometimento do trato digestoério e
tecido cutaneo; ou cronica levando a manifestagdes clinicas pulmonares e lesdes
mucocutaneas apds meses ou anos, podendo evoluir para Obito, caso ndo seja
tratada corretamente (VERLI et al., 2005; LONDERO & SEVERO, 1981; SEVERO et
al.,1979 a; SEVERO et al.,1979 b).

A forma aguda é mais grave e rara, acomete principalmente criangas e
adolescentes de ambos os sexos, possui rapida evolugio, principalmente em areas
de colonizagdo mais recentes submetidas a desmatamento e areas hiperendémicas.
Os sitios organicos mais frequentemente atingidos sao linfonodos superficiais (mais
de 90% dos casos, podendo supurar e fistulizar), figado, baco, pele, o0ssos,
articulagdes. Geralmente, surgem massas abdominais decorrentes da fusdo de
linfonodos mesentéricos, podendo levar a quadros diversos, como de oclusao
intestinal (BRUMMER et al., 1993; FRANCO et al., 1987; SEVERO et al.,1979 b).

A forma cronica ocorre frequentemente em trabalhadores rurais do sexo
masculino, com acentuada predominancia entre 30 e 50 anos de idade (WANKE &
LONDERO, 1994). Esta forma cronica pode se apresentar de forma lenta e
localizada, com acometimento predominantemente de pulmbes e tecidos
mucocutaneos, até casos mais graves e disseminados, onde a gravidade dos sinais
depende da competéncia da imunidade celular do individuo. As manifestagées mais
comuns sao sinais e sintomas respiratérios, tosse produtiva com expectoragao
mucopurulenta. Nesses casos, muitas vezes estdo associados sinais e sintomas
extrapulmonares marcantes, como lesbées mucocutaneas, disfagia, rouquidao,
emagrecimento importante, ou até mesmo sindrome de Addison (RAMOS-e-SILVA &
SARAIVA, 2008; ALMEIDA et al., 2003; BRUMMER et al., 1993; FRANCO et al.,
1987).
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Outras formas sado esporadicas e podem ter apresentagdo clinica
extremamente pleomorfica, com lesdes variadas, isoladas ou multiplas. O paciente
pode apresentar manifestacbes resultantes da fibrose cicatricial posterior ao
tratamento ocasionando sequelas, tais como estenose de traquéia, sindrome
disabsortiva, insuficiéncia de supra-renal, entre outras (conhecida como forma
residual). Merecem atencéo as taxas crescentes de comprometimento do sistema
nervoso central, que, por vezes, leva a acometimento das fungdes vitais (PEDROSO
et al., 2009). Artigo recente descreve oito casos de neuroparacoccidioidomicose no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, de outubro de 1976
a agosto de 2008, sendo observado que todos os pacientes apresentaram a forma
parenquimatosa da doenca, diferengcas em relagdo a procedéncia e historia familiar
positivo de paracoccidioidomicose (PEDROSO et al., 2012).

2.5 PCM em animais
Assim como os seres humanos, os animais também podem se infectar pelo

P. brasiliensis e desenvolver a doenca. Casos de paracoccidioidomicose em varios
animais de diferentes origens e habitats como um mico-de-cheiro (Saimiri sciureus),
tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), preguica-real (Choloepus didactylus), cao-
doméstico (Canis familiaris) e gato-domeéstico (Felis catus) ja foram descritos na
literatura (FARIAS et al. 2011; TREJO-CHAVEZ et al., 2011; GONZALEZ et al.,
2010; ONO et al., 2003; BAGAGLI, 1998; NAIFF, 1986; JOHNSON & LANG, 1977).

Em 1977 autores relataram um caso de paracoccidioidomicose em uma
fémea adulta de mico-de-cheiro (Saimiri sciureus) na Bolivia. O animal foi recebido
em dezembro de 1974 para quarentena e em agosto de 1975 foi encontrado apatico
e com sangramento anal, sendo encaminhado para eutanasia devido a anemia
profunda e baixa condi¢cao corporal. Na necropsia foi observada macroscopicamente
ulcera gastrica e lesdo granulomatosa no figado que ao exame histopatoldgico
demonstrou a presenca de P. brasiliensis (JOHNSON & LANG, 1977).

O primeiro isolamento do P. brasiliensis em cultivo micolégico de fragmento
esplénico de um tatu-do-rabo-de-porco (Cabassous centralis) foi descrito em 2005
(CORREDOR et al., 2005), em um animal macho capturado em uma fazenda
produtora de café no municipio de Palestina, Colémbia. O diagndstico foi realizado

por isolamento fungico cujas col6nias com caracteristicas semelhantes ao do
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Paracoccidioides brasiliensis, foram identificadas apds confirmagdo do dimorfismo
do isolado e por estudos moleculares.

Mais recentemente, uma preguica-real ou preguica-de-dois-dedos
(Choloepus didactylus) de cinco anos de idade, importada da Guiana Francesa para
o0 México, um més apds a sua chegada tornou-se progressivamente letargica,
anoréxica e desidratada indo a 6bito. Na necropsia, foram observadas numerosas
lesdes granulomatosas no figado, bago, pulmdes e rins, nas quais verificou-se a
presencga de grandes células leveduriformes com multiplos brotamentos compativeis
com P. brasiliensis ao exame histopatologico (TREJO-CHAVEZ et al., 2011).

Em animais domésticos, ha um relato de caso sugerindo PCM em um gato
persa macho, com oito meses de idade descrito por Gonzalez et al. (2010), mas sem
comprovagado. De acorco com o autor foram detectadas estruturas fungicas de
parasitismo compativeis com P. brasiliensis em liquido cefalorraquidiano e na urina
do animal. Os autores relataram que inicialmente o animal apresentava febre
persistente, anorexia, fraqueza, nistagmo, tremores e neutropenia nao responsiva a
antibioticoterapia e que apds o diagnéstico foi tratado com antifungicos, porém
desenvolveu uma sindrome urémica progressiva e foi eutanasiado, ndo sendo a
necropsia autorizada pelo proprietario.

O primeiro relato de paracoccidioidomicose em caes ocorreu em 2004 por
Ricci et al. (2004), em uma fémea da raga Doberman proveniente do municipio de
Mogi Guagu, S&o Paulo, regido considerada endémica do fungo. O animal
apresentava aumento dos linfonodos cervicais que na histopatologia revelou células
leveduriformes com caracteristicas de P. brasiliensis, sem comprometimento de
outros 6rgédos. O animal foi tratado com cetoconazol até a total regressdo dos
linfonodos, mas apdés 18 meses os mesmos sinais clinicos foram observados e
optou-se pela eutanasia. O diagndstico confirmatério foi realizado através de
imunohistoquimica usando anticorpo anti-gp43 e por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) usando primers especificos.

Farias et al. em 2005 relataram o segundo caso de PCM em outro cado
fémea da raca Doberman, com seis anos de idade, que apresentava
linfadenomegalia generalizada, hepato e esplenomegalia com emagrecimento
progressivo havia cerca de duas semanas. O cdo participava de exposi¢des, nasceu
na Argentina onde permaneceu até completar dois anos, apds veio para o Brasil e

passou por varios estados até estabelecer residéncia permanente na cidade de
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Curitiba, Parana. O diagnéstico foi realizado através de cultura fungica,
imunohistoquimica e histopatologia do linfonodo popliteo. A cura clinica foi obtida

apods dois anos de tratamento com itraconazol.

2.6 Avaliacdo do habitat do P. brasiliensis utilizando animais como sentinelas
A investigacdo do P. brasiliensis em animais silvestres e domésticos vem

representando uma excelente estratégia para estudos sobre a ecologia do agente,
pois a doenga nos animais e o papel que estdo desempenhando como carreadores
ou reservatorios do fungo ainda ndo estdo bem esclarecidos. Estudos utilizando
animais como sentinelas da presenca do fungo tém demonstrado que o agente
possui uma distribuicdo mais ampla do que postulado embora seja descrita sua
localizacdo basicamente no meio rural (RICHINI-PEREIRA et al., 2008; BOUSQUET
et al., 2007).

Para este fim, estudos tém utilizado ensaios sorolégicos como imunodifusao
radial dupla em gel de Agar (IDGA), ensaio imunoenzimatico (ELISA), Western Blot e
o emprego do PCR, com antigenos e primers especificos para o fungo, além de
cultivo micolégico para isolamento fungico em diversas espécies silvestres e
domésticas. A deteccdo da exposicao dos animais ao P. brasiliensis utilizando
antigenos especificos (paracoccidioidina) por testes intradérmicos esta em desuso
por ser uma técnica pouco especifica e especialmente por requerer um periodo de
48 a 72 horas para leitura do resultado (OLIVEIRA et al., 2012; CORTE et al., 2009;
ONO et al., 2001).

Nos animais silvestres, ha registros na literatura de estudos soroldgicos e
moleculares que revelaram a positividade da infeccdo pelo P. brasiliensis em
diversas espécies, tais como: tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), quati (Nasu
nasua), macaco-prego (Cebus apella), sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus),
gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris), tatu-do-rabo-de-porco (Cabassous
centralis), bugio-preto (Alouatta caraya), prea (Cavia aperea), ourigo-cacheiro
(Sphiggurus spinosus), mao-pelada (Procyon cancrivorus) e furdo (Galictis vittata)
(FORTES et al., 2009; RICHINI-PEREIRA et al., 2008; CORTE et al., 2007; NEVES
et al., 2006; COSTA et al., 1995). Estes mesmos estudos também foram realizados
em diversos animais domésticos como caes, frangos, bovinos leiteiros, ovinos e
equinos (OLIVEIRA et al.,2012; OLIVEIRA et al., 2011; FONTANA et al.,2010;
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CANTEROS et al., 2010; CORTE et al., 2009; SILVEIRA et al., 2008; SILVEIRA et
al., 2006; RICCI et al., 2004).

Estudo sorologico com cées domésticos, sem raga definida, foi realizado na
Argentina, em uma area rural denominada Interfluvio Teuco-Bermejito, na Provincia
de Chaco. Foram incluidos 89 animais de sete comunidades distintas, com mais de
um ano de idade, sendo 22 fémeas, 66 machos € um animal que nao teve o sexo
determinado. Todos foram negativos nas técnicas de imunodifusdo radial dupla em
gel de Agar e contraimunoeletroforese, enquanto que por Western Blotting dois
caes, uma fémea e um macho de trés anos, demonstraram soropositividade anti-
gp43 (CANTEROS et al., 2010).

No Brasil, estudo com cades no intuito de avaliar a infecgado natural pelo P.
brasiliensis ja foi desenvolvido em distintos estados. Em Minas Gerais, um estudo
utilizando sorologia e teste intradérmico em 275 caes domésticos, demonstrou que
dos 149 animais da area urbana do municipio de Uberaba 80 apresentaram
sorologia positiva e nove foram positivos para os testes intradermicos, enquanto que
dos 126 da area rural, soropositividade encontrada em 102 (FONTANA et al., 2010).

Estudo realizado no municipio de Monte Negro, Rondénia, Amazénia
Ocidental Brasileira, demonstrou positividade de 54,8% das amostras de soro de
126 caes urbanos analisadas por ELISA indireto utilizando gp43, sem diferenca
estatistica observada na soroprevaléncia em relacdo ao sexo ou a idade (CORTE et
al., 2012).

Ainda utilizando caes, no norte do estado do Parana o soro de 305 animais
foram analisados por ELISA para determinar a presenga do anticorpo anti-gp43. Os
animais foram divididos em trés grupos: 54 caes urbanos (animais com pouco ou
nenhum contato com a éarea rural), 213 caes suburbanos (animais da periferia da
cidade, locais sem calgamento ou asfalto) e 38 caes rurais (animais que viviam
exclusivamento em area rural). Os resultados obtidos demostraram que os caes
urbanos tiveram uma positividade de 14,8%, os suburbanos de 48,8% enquanto que
89,5% dos animais da area rural foi positivo (ONO et al., 2001).

Nesta mesma regidao do Parana, estudo de Corte et al., (2009) avaliou a
infeccdo por P. brasiliensis em 100 equinos, 53 machos e 47 fémeas, com idades
entre um e dezesseis anos. As amostras séricas foram analisadas por ELISA e por
imunodifusdo radial em gel de Agar, utilizando como antigenos a gp43 e o

exoantigeno de P. brasiliensis. Nao foram observados animais positivos na
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imunodifusdo radial em gel de Agar, enquanto que por ELISA a soropositividade foi
de 30%. Neste mesmo estado, em Guarapuava, estudo soroepidemiologico
demonstrou uma positividade de 37% para gp43 por ELISA a partir de 262 ovinos da
regido (OLIVEIRA et al., 2012).

Bovinos leiteiros também ja foram utilizados como sentinelas da presenga do
P. brasiliensis em um estudo soroepidemiologico realizado no estado do Mato
Grosso do Sul. Foram incluidos 400 animais, 340 fémeas e 60 machos, com idades
entre nove meses a 10 anos, demostrando 17,5% de soropositividade para a gp43
(SILVEIRA et al., 2008).

Semelhante estudo foi realizado em frangos domésticos (Gallus domesticus)
da regidao do Pantanal sul matogrossense e da regido norte do Estado do Parana,
onde amostras de soro foram testadas por ELISA indireto utilizando gp43 como
antigeno. As amostras foram coletadas de 100 animais ndo confinados e 43
confinados no Parana, e de 40 animais ndo confinados no Mato Grosso do Sul.
Inicialmente, dois animais foram imunizados com P. brasiliensis e tiveram sua
resposta humoral avaliada, ambos apresentaram a producdo de anticorpos. Os
animais nado confinados do Mato Grosso do Sul e do Parana apresentaram
positividade de 55% e 16%, respectivamente, enquanto que todos os animais
confinados foram negativos (OLIVEIRA et al., 2011).

Entre os animais silvestres, destaque €& dado ao tatu-galinha (Dasypus
novemcinctus), cuja importancia se da pela sua distribuicdo geografica na natureza,
que se sobrepbéem, em grande parte, as areas em que ocorre a
paracoccidioidomicose doencga, e pelos seus habitos de ndo se afastar de sua toca,
0 que permite a delimitacdo com maior precisdo da possivel reservarea do P.
brasiliensis e, consequentemente, de maior risco para infeccdo humana. Estes
animais, por possuir um intimo contato com o solo, podem ser considerados como
importante sentinela da presenga do fungo na regido seja por detecgdo da sua
exposicao ao agente ou por seu acometimento por PCM, conforme ja descrito por
diversos autores com casos comprovados por isolamento fungico ou por exame
anatomo-patologico de lesdes em figado, bacgo, pulmdes e linfonodos mesentéricos
(BAGAGLI et al., 2003; SILVA-VERGARA et al.,, 2000; SILVA-VERGARA &
MARTINEZ, 1999; CORREDOR et al., 1999; BAGAGLI et al., 1998).

Richini-Pereira et al. (2008) avaliou a presenga do P. brasiliensis por

nested-PCR em amostras de tecido de 19 animais silvestres vitimas de
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atropelamento no estado de Sao Paulo, detectando-o em varios 6rgaos de dois tatus
(Dasypus novemcinctus e Dasypus septemcinctus) e uma prea (Cavia aperea), nos
pulmdes e figado de um ourigo-cacheiro (Sphiggurus Spinosus) e nos pulmdes de
um mao-pelada (Procyon cancrivorus) e um furdo (Gallictis vittata).

No ano seguinte, estes mesmos autores descreveram um estudo com varias
especies de Xenartros, vitimas de atropelamento, mortos em cativeiro, capturados
ou encontrados mortos na natureza, onde, utilizando técnicas moleculares e cultura,
detectaram P. brasiliensis em varios 6rgdos de sete tatus-galinha (Dasypus
novemcinctus) e em dois tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), sendo
que a positividade foi relativamente alta nos animais da natureza ou que morreram
logo apos o inicio do cativeiro enquanto todas as amostras de animais que estavam
um longo periodo em cativeiro foram negativas (RICHINI-PEREIRA et al., 2009).

A soroprevaléncia para P. brasiliensis em primatas do Novo Mundo também
foi avaliada em um estudo utilizando soro de 93 animais, 68 macacos-prego (Cebus
sp.) e 25 bugios-preto (Alouatta caraya), capturados no municipio de Porto Rico,
Parana. As amostras foram analisadas por imunodifusdo e ELISA, sendo observada
positividade de 44,1% nos macacos-prego de 60% nos bugios-preto por ELISA,
enquanto que por imunodifusdo todos bugios-preto foram negativos e somente 2,9%
dos macacos-prego apresentaram positividade (CORTE et al., 2007).

Por outro lado, em um estudo de Silva-Vergara et al. (2001) onde foram
capturados 20 gambas-de-orelha-braca (Didelphis albiventris), no Tridngulo Mineiro,
estado de Minas Gerais, para a cultura direta de figado, baco e pulmdes e posterior
inoculagdo intraperitoneal da suspensdo dos fragmentos destas visceras em
camundongos, ndo houve isolamento fungico durante as 12 semanas de incubacéo
nem desenvolvimento da doenca nos animais inoculados.

Em relacdo aos habitats e comportamentos dos animais silvestres, Costa et
al. em 1995 realizou um trabalho com teste intradermico com paracoccidioidina em
96 mamiferos silvestres: 33 primatas [macacos-prego (Cebus apella), saguis-de-
tufos-branco (Callithrix jacchus)], 37 quatis (Nasua nasua) e 10 felideos (Panthera
onca, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Leopardus tigrinus e Leopardus
geoffroyi), demonstrando que os animais de habito terrestre possuem maior
positividade (82,98%) do que os arboricolas (22,45%).

Semelhante estudo foi publicado no mesmo ano e pelos mesmos autores

utilizando animais domésticos de varios municipios do estado de Sao Paulo e
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animais silvestres provenientes do Zoologico de Sao Paulo ou de doagbes de
particulares. Foram incluidos no estudo 632 bovinos, 234 equinos, 98 ovinos, 16
saguis-de-tufos-branco (Callithrix jacchus), 36 macacos-prego (Cebus apella), 37
quatis (Nasua nasua) e trés oncgas-pintada (Panthera onca), uma jaguatirica
(Leopardus pardalis), um gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), quatro gatos-
maracaja (Leopardus wiedii), e um gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi).
Observou-se positividade de 40,2% nos bovinos, 63,8% nos equinos, 40,8% nos
ovinos, 21,1% nos primatas, 94,6% nos procionideos e 45,4% nos felideos (COSTA
et al.,1995b).

No Rio Grande do Sul ndo sdo descritos estudos utilizando animais
silvestres ou domeésticos como sentinelas da presengca do P. brasiliensis, o que

justifica a realizagdo do presente trabalho.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Pesquisar a infecgdo pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis em animais do

Rio Grande do Sul, Brasil, como forma de auxiliar na compreensao dos aspectos

ecoldgicos do fungo em distintas regides do estado.

3.2 Objetivos especificos
- Avaliar a presenca de anticorpos IgG especificos contra P. brasiliensis no

soro dos mamiferos silvestres recebidos pelo Nucleo de Reabilitacdo da Fauna
Silvestre (NURFS) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel);

- Avaliar a presenga de anticorpos IgG especificos contra P. brasiliensis no
soro de equinos domésticos de distintos haras da cidade de Bageé;

- Comparar os resultados dos testes sorologicos utilizados (IDGA versus
ELISA) para deteccdo de anticorpos anti-gp43 do P. brasiliensis em animais
silvestres e em equinos;

- Comparar distintos conjugados na eficacia da técnica de ELISA para
deteccdo de anticorpos anti-gp43 do P. brasiliensis em diferentes espécies de
animais;

- Delimitar possiveis areas ecolédgicas do P. brasiliensis no Rio Grande do

Sul de acordo com a origem dos animais infectados.
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ABSTRACT

Background: Paracoccidioides brasiliensis is a dimorphic pathogenic fungus that causes the
main systemic mycosis in Brazil. Limited data in the literature is available regarding the
ecology of this fungus in the state of Rio Grande do Sul.

Objectives: to evaluate the fungal infection in wild animals by serologic tests as sentinels of
the P. brasiliensis presence in distinct regions of the most southern state of Brazil.
Patients/Methods: 128 wild animals from three mesoregions of Rio Grande do Sul, Brazil,
were included in the study. Serum samples were evaluated by immunodiffusion and ELISA to
detect antibodies anti-gp43 from P. brasiliensis. For ELISA technique two conjugates were
tested and compared.

Results: although none positive sample was detected by immunodiffusion, 26 animals (20%),
of 13 distinct species, were seropositive by ELISA technique. They were from two
mesoregion of Rio Grande do Sul, Brazil. Results were similar according to gender, age and
family of animals but differed significantly according to the conjugate used (p < 0.001), being
protein A-peroxidase more sensitive than protein G-peroxidase.

Conclusion: wild animals from the state of Rio Grande do Sul are exposed to P. brasiliensis
which shows that the fungus can be found in this region although the frequently rigorous

winters with including frequent frozen.
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INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is the most important systemic mycoses
granulomatous in Latin America, with about 80% of reported cases in Brazil. Most cases of
the disease occur in adults of working age, which makes it a major public health problem in
view of its high incapacitating potential [1]. Studies have shown that PCM in Brazil
represents the highest mortality rate among the endemic mycoses, with an annual average of
1.45 per million [2-5]. However, the absence of notifiable difficult to establish the real
situation of the disease in different Brazilian states [4].

After over one hundred years since the first description of PCM few is known about
the eco-epidemiology of the etiological agent Paracoccidioides brasiliensis. This dimorphic
fungus inhabits the soil, especially in rural areas, however, its ecological niche is not yet fully
defined [6-8]. Regions considered favorable for P. brasiliensis correspond to areas of high
rainfall, mild temperatures, with proximity to rivers and / or slope hill [9].

Although there is a description of these environmental characteristics favorable to
fungal growth, sentinel studies using animals have shown that infection by P. brasiliensis
seems to be more common than postulated [8, 10-15, 16]. In this sense, considering that the
state of Rio Grande do Sul, Brazil, is an endemic area for PCM, but with few data about the
ecology of the agent, the study aimed to investigate the infection by P. brasiliensis in animals

living in different mesoregions of the state.

MATERIAL AND METHODS
Area of Study and animals included

The study included all wild animals treated between January 2010 and July 2012 at
Center for Rehabilitation of Wildlife (NURFS), Federal University of Pelotas (UFPel),

coming from Rio Grande do Sul. Debilitated animals whose need anesthesia to collect blood
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sample could not be accomplished were excluded from the study. The project was developed
in accordance with the standards of animal welfare and was approved by the Ethics and
Animal Experimentation of the Federal University of Pelotas and the Brazilian Institute of
Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA n° 24501-1).

The animals were from three mesoregions of the Rio Grande do Sul state: mesoregion
Metropolitan of Porto Alegre city, Southeast and Southwest mesoregions. As climate
characteristics, such mesoregions present altitudes between four and 450 m, and humid
subtropical climate, with high relative humidity ranging from 70 to 85%, hot summers and
cold winters with frequent frosts. The average temperatures of the warmest months range
from 23 to 25 °C and cold months of 12-14 °C, and rainfall is evenly distributed throughout
the year, with average annual rainfall of 1200-1300 mm [17].

Study Variables and Samples

The variables concerning animals were sex, age (adult / juvenile), order, family, habit
and origin (rural / urban). Regarding the habit animals were categorized into land (animals
with permanent contact with the ground), arboreal (animals whose life is mainly about the
trees and with few contact with the ground), wetlands (animals that live near water bodies and
wetlands) or terrestrial / arboreal (animals with mixed habits).

All animals were anesthetized with protocol established in the literature for the species
and subjected to a single serum sample for serological analysis, by puncture of jugular vein.
After separation of the serum, it was kept stored at -20 °C for serologic tests realization to
detect specific 1gG anti P. brasiliensis by double radial immunodiffusion in agar gel (AGID)
test and enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) using the fungal antigen gp43, a
glycoprotein of 43 kDa.

Antigens
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The exoantigen was obtained as described by Camargo et al. [18], using the P.
brasiliensis isolate B-339. The gp43 antigen was purified from the P. brasiliensis exoantigen
by affinity chromatography according to Puccia and Travassos [19] and the protein
concentration was determined by the Bradford method using BSA as standard [20].
Immunodiffusion test (AGID)

The immunodiffusion test was conducted providing the gp43 antigen on the central
orifice and the samples to be tested in side holes. Serum positive control (Paracoccidioides
ID positive control - Immuno Mycologics, Inc.) was used in the reaction in the top and bottom
holes for reading and final interpretation of the test as described by Camargo et al. [18].
ELISA with gp43 antigen

For the ELISA test, polystyrene microplates of 96 wells (Corning Costar Corporation,
Corning, NY, USA) were sensitized with gp43 (260ng/well) in 100 pL of carbonate /
bicarbonate buffer (pH 9.6) and incubated at 4 °C for 18 hours. The plates were then washed
with phosphate buffered saline with 0.5% Tween 20 (PBS-T) and blocked with PBS-1% milk
(skimmed milk powder diluted in PBS) for 60 minutes at 37 °C. Then the plate was washed
five times with PBS-T and incubated for one hour at 37 °C with the serum to be tested diluted
in 1:100 in PBS. After washing five times with PBS-T, 100 pL conjugate (1:10000) were
added into each well, followed by incubation for one hour at 37 °C. Following the final wash
performed by ten times with PBS-T 100 pL of substrate / chromogen (4mg of OPD dissolved
in 10 mL citrate buffer) were added. After incubation for ten minutes at 37 °C, the reaction
was blocked by the addition of 100 pL of 1N sulfuric acid, and absorbance was determined in
a microplate reader (TECAN Spectra classic) using 450 nm filter. All samples were tested in
triplicate. The same commercially available positive control (Immuno Mycologics, Inc.,

IMMY) was used and serum negative control corresponded to a serum of human umbilical
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cord, all equally diluted 1:100 in PBS. Samples which had absorbance greater than twice the
negative control were considered positive.

All sera were submitted to the technique twice for comparison of distinct conjugates,
protein G-peroxidase (SIGMA ®) and protein A-peroxidase (SIGMA ®) using the same
protocol.

Statistical analysis
The results were analyzed using the chi-square test for categorical variables, and the
Kappa test for the index agreement between conjugates. Data were analyzed using SPSS®

20.0 and P-values lower than 0.05 were considered as statistically significant.

RESULTS

Altogether the study included 128 wild mammals, belonging to 17 species, 11 families
and seven different orders (Table 1). Most of the animals studied came from mesoregion of
Southeast Riograndense 102 (79.7%), 25 (19.5%) were from the Metropolitan of Porto Alegre
city mesoregion, and one animal (0.8%) from the mesoregion of Southwest Riograndense.

All serum samples were negative by AGID test for the detection of anti-gp43 of P,
brasiliensis. Nevertheless, using the ELISA test, with conjugate protein G-peroxidase and / or
protein A-peroxidase, 20.3% of the population was positive, totalizing 26 animals from
thirteen different species. Of these, 20 individuals were from mesoregion of Southeast
Riograndense and six from the mesoregion Metropolitan of Porto Alegre city, being
seronegative the only animal from the mesoregion of Southwest Riograndense (Fig. 1).
Results of the variables analyzed according to the seropositivity by ELISA are described in
Table 2.

ELISA with protein G-peroxidase as conjugate was able to detect nine positive

samples, while using protein A-peroxidase, 23 samples resulted in positive values (p < 0.001).
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Only six serum samples were positive in both conjugate, protein A-peroxidase and G protein-
peroxidase (kappa: 0.305), and these come from a southern long-nosed armadillo (Dasypus
hibridus), two brown capuchin (Cebus apella), two white-eared opossum (Didelphis

albiventris) and a geoffroy’s cat (Leopardus geoffroy) (Table 3).

DISCUSSION

This pioneer study proved the presence of the fungus Paracoccidioides brasiliensis in
the state of Rio Grande do Sul in wild animals and shows the validity of using animals as
sentinels to consolidate the ecological aspects of this important agent of systemic mycosis [8,
12, 14, 15, 21].

In agreement with several other studies [10, 15, 21], none animals were seropositive
using the technique of AGID. In contrast, ELISA detected 20.3% seropositivity. Corte et al.
[13] had also detected low or zero seropositivity in black howler monkey (Alouatta caraya)
and capuchin monkey (Cebus sp.) by AGID, although by ELISA 1gG anti-gp43 was detected
in 60% and 44.1% of animals, respectively.

The discrepancy between these techniques is justified by their distinct sensitivity [15].
The AGID technique, although more accessible, is less sensitive showing positive results only
in serum samples with large concentration of circulating antibodies, a condition found only in
individuals with active disease [22]. On the other hand, ELISA technique allows to
evidenciate including few concentrations of circulating antibodies, making it ideal for
seroepidemiologic study of exposure to the fungus, as the present work.

The seropositivity rate of about 20% in our study is similar to that described in other
states of Brazil [10, 23, 24]. However, in Rio Grande do Sul there are no studies to compare

results in different mesoregions. In Uruguay, a neighboring country and with similar climatic
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characteristics, a seropositivity rate of 23% are described in horses tested [25], a value close
to those described in our results.

As already showed in domestic dogs and primates [10, 13, 15, 26], in our study
seropositivity did not differ in regarding of sex or age, suggesting that all of them are equally
exposed to the infection from the environment. Similarly, the terrestrial wild animals were the
most representative (50%) from our study, similar to that observed by Costa et al. [16] that
found about 80% of seropositive animals with terrestrial habit, and arboreal only 20%,
confirming the theory that the soil is the likely reservoir of P. brasiliensis.

The infection by P. brasiliensis in wide different species of domestic and wild animals
has been proved by serology, molecular techniques and intradermal reaction [10, 12, 13, 16].
In addition, our study describes for the first time the presence of anti-gp43 P. brasiliensis in
species such as six-banded armadillo (Euphractus sexcinctus), white-eared opossum
(Didelphis albiventris), crab-eating raccoon (Procyon cancrivorus), capybara (Hydrochoerus
hydrochaeris), nutria (Myocastor coypus), brown brocket (Mazama guazoubira), lesser grison
(Galictis cuja), crab-eating Fox (Cerdocyon thous), pampas fox (Lycalopex gymnocercus),
margay (Leopardus wiedii) and geoffroy’s cat (Leopardus geoffroy).

Unlike that described in humans [27] and in animals [20, 28] in our results
seropositivity did not differ between animals coming from rural and urban areas, which
suggest that the fungus is not specifically restricted to the rural environment. In fact, Ono et
al. [15] had detected anti-gp43 of P. brasiliensis in dogs strictly urban, also proving the
presence of the fungus in that area. One hypothesis for this data is deforestation and / or
accelerated growth of cities invading the field, or even the possibility that waterfowl may
serve as a dispersing agent in the environment [29].

The P. brasiliensis was proved to be present in the environment of the mesoregion of

Southeast Riograndense and Metropolitan of Porto Alegre mesoregion, where 19.6% and
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24%, respectively, of wild animals had antibodies from anti-gp43 of the fungus. These data
are pioneers and extremely relevant considering that the climatic characteristics of various
municipalities in these regions are distinct from those described as ideal for the fungus [30],
mainly due to the frequent cold winters with freezing temperatures and frost behavior which
does not favor its development.

The inaccessibility or absence of secondary antibodies specific for wild animals is a
limitation to perform serological studies in this population. To bypass it, the use of conjugates
produced from proteins secreted by bacteria, such as protein A-peroxidase and protein G-
peroxidase are stimulated [31-34]. These proteins are normal constituents of the cell wall of
Staphylococcus aureus group C and G streptococci, respectively, and have the ability to bind
the Fc portion of circulating immunoglobulins (1gG) from various mammalian species with
high specificity [31, 33, 34].

The variability in the degree of affinity and variability in the avidity for
immunoglobulin according to the animal species [31, 33, 34] justifies the significant
difference in the seropositivity found in our study between conjugates and the low level of
agreement between them. Confirming that described by St6bel et al. [33] and Pelli et al. [31]
the protein A reactivity is wider when compared to protein G, in relation to the number of
animals species whose immunoglobulin can be detected. This data can justify the significantly
higher seropositivity found in our study when we used protein A-peroxidase versus protein G-
peroxidase (n =23 and n = 9, respectively).

Many wild animals included in our study belonged to the species for which haven’t yet
been described studies to prove or exclude the affinity of these proteins to their
immunoglobulins, as lesser grison (Galictis cuja), capybara (Hydrochoerus hydrochaeris),
nutria (Myocastor coypus), pampas fox (Lycalopex gymnocercus); crab-eating fox

(Cerdocyon thous), crab-eating raccoon (Procyon cancrivorus), geoffroy’s cat (Leopardus
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geoffroy); margay (Leopardus wiedii); southern long-nosed armadillo (Dasypus hibridus);
six-banded armadillo (Euphractus sexcinctus).

The detection of a higher number of specimens of white-eared opossum (Didelphis
albiventris) and the brown brocket (Mazama guazoubira) seropositive by protein A (n =7 and
n = 2, respectively) compared to protein G (n = 3 and n = 1, respectively) differs from that
described by Pelli et al. [31] who observed higher reactivity of the protein G compared with
protein A for detection of immunoglobulins in both of these species.

Among the six wild animals seropositive detected by both conjugates, we highlight
two brown capuchin (Cebus apella), whose description of affinity of both proteins to their
IgG has already been described [13, 31, 33, 34]. Nevertheless, the reactivity found in both
proteins in a specimen of the geoffroy’s cat (Leopardus geoffroy) contrasts with the data that
protein G has no affinity to Cat’s antibodies [31-33], although the other two seropositive cats
in our study were detected only by protein A.

Intra-species affinity / avidity of the protein A and G to immunoglobulins described in
the literature [33, 34] were also found in our study. The mainly occurs in the group of white-
eared opossum (Didelphis albiventris) where we detected a positive animal exclusively using
protein G conjugated, five individuals solely by protein A-peroxidase, and two other
individuals with reactivity to both conjugates. Kelly et al. [34] and Stobel et al. [33] suggest
that intraspecies variability can occur for a variety of reasons, such as differences in the
concentration of antibodies in the sera tested, or in different classes and subclasses of
immunoglobulins, serum presence of inhibitors of the binding of these proteins to
immunoglobulins, or even individual genetic variations that modify the receptor, the binding

sites of the proteins to immunoglobulins.
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CONCLUSION

The ELISA results indicate that protein A conjugate reactivity is wider when
compared to protein G and AGID used for detection of antibody anti-gp43 showed low
sensitivity, in the distinct animals species. Wild animals from the state of Rio Grande do Sul
are exposed to P. brasiliensis which shows that the fungus can be found in this region

although the frequently rigorous winters with including frequent frost.
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Table 1 - Mammals from the state of Rio Grande do Sul, Brazil, included in the serological

study for the detection of 1gG anti-gp43 of P. brasiliensis

ORDER n % FAMILY SPECIES n %
Artiodactyla 08 06 Cervidae Mazama guazoubira 08 6.2
Leopardus geoffroy 09 7.0
Felidae
Leopardus wiedii 03 23
Mustelidae Galictis cuja 02 16
Carnivora 29 23 Lycalopex gymnocercus 09 7.0
Canidae
Cerdocyon thous 03 23
Procyon cancrivorus 02 16
Procyonidae

Nasua nasua 01 038
Marsupialia 51 40 Didelphidae Didelphis albiventris 51 39.8
Cebidae Cebus apella 13 10.2

Primates 30 23
Atelidae Alouatta guariba clamitans 17 13.3
Hydrochaeridae Hydrochoerus hydrochaeris 01 0.8

Rodentia 05 04
Myocastoridae Myocastor coypus 04 31
Euphractus sexcinctus 01 08
Dasypodidae Dasypus novemcinctus 02 16

Xenartra 05 04
Dasypus hibridus 01 08
Myrmecophagidae Tamandua tetradactyla 01 08

TOTAL 128 100 128 100
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Table 2 — Number of seropositive wild mammals in ELISA test for the detection of I1gG anti-

gp43 of P. brasiliensis according with variables analyzed

Variables Animals included Animals o value*
n° (%) seropositives n° (%)
Sex
Male 63 (49.2) 11 (42.3) 0.43
Female 65 (50.8) 15 (57.7)
Age
Adult 92 (71.9) 19 (73.1) 0.88
Juvenile 36 (28.1) 07 (26.9)
Habit
Arboreal 30 (23.4) 03 (11.5)
Terrestrial 42 (32.8) 13 (50) 0.08
Wetlands 05 (3.9) 02 (7.7)
Terrestrial/arboreal 51 (39.8) 08 (30.8)
Order
Artrodactila 08 (6.2) 03 (11.5)
Rodentia 05 (3.9) 02 (7.7)
Xenarta 05 (3.9) 02 (7.7) 0.19
Carnivora 29 (22.7) 08 (30.8)
Marsupialia 51 (39.8) 08 (30.8)
Primata 30 (23.4) 03 (11.5)
Area
Urban 62 (48.4) 12 (42.3) 0.79
Rural 66 (51.6) 14 (57.8)

*Chi-square test resulted in p values > 0.05 for all variables analyzed and described.
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Table 3 — Number of seropositive wild mammals in ELISA test for the detection of I1gG anti-

gp43 of P. brasiliensis, according with conjugate used

Prot. G -
Only with  Only with Total
Species peroxidase and
prot. G - prot. A - seropositive
(total included in the study) prot. A -
peroxidase  peroxidase (%)
peroxidase

Capuchin monkey (n=13)

00 01 02 03 (11.5)
(Cebus apella)
Capybara (n=1)

00 01 00 01 (3.8)
(Hydrochoerus hydrochaeris)
Lesser grison (n=2)

01 00 00 01 (3.8)
(Galictis cuja)
White-eared opossum (n=51)

01 05 02 08 (30,8)
(Didelphis albiventris)
Geoffroy’s cat (n=9)

00 01 01 02 (7.7)
(Leopardus geoffroy)
Margay (n=3)

00 01 00 01 (3.8)
(Leopardus wiedii)
Pampas fox (n=9)

00 01 00 01 (3.8)
(Lycalopex gymnocercus)
Crab-eating fox (n=3)

00 01 00 01 (3.8)
(Cerdocyon thous)
Crab-eating raccoon (n=2)

00 02 00 02 (7.7)
(Procyon cancrivorus)
Nutria (n=4) 00 01 00 01 (3.8)
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(Myocastor coypus)

Southern long-nosed armadillo

(n=1) 00 01 00 01 (3.8)
(Dasypus hibridus)
Six-banded armadillo (n=1)

00 00 01 01 (3.8)
(Euphractus sexcinctus)
Brown brocket (n=8)

01 02 00 03 (11.5)
(Mazama guazoubira)
TOTAL 03 17 06 26
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Figure 1. Number of wild animals tested to 1gG anti-gp43 of P. brasiliensis according to

mesoregion.
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Soroepidemiologia da infeccao por Paracoccidioides brasiliensis em equinos da
mesorregido sudoeste do Rio Grande do Sul, Brasil?!

Ana Paula Neuschrank Albano?, Gabriel Baracy Klafke3, Tchana Martinez Brandolt3, Vanusa Pousada da
Hora3, Carlos Eduardo Wayne Nogueira?, Zoilo Pires de Camargo*, Melissa Orzechowski Xavier3, Mario
Carlos Araujo Meireles?

ABSTRACT.- Albano A.P.N,, Klafke G.B., Brandolt T.M., da Hora V.P., Nogueira C.E.W., Camargo Z.P., Xavier
M.O. & Meireles M.C.A. 2012. [Seroepidemiology of Paracoccidioides brasiliensis infection in horses
from southwest mesoregion of Rio Grande do Sul, Brazil.] Soroepidemiologia da infeccdo por
Paracoccidioides brasiliensis em equinos da mesorregido sudoeste do Rio Grande do Sul, Brasil. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Micologia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio Grande, Rua Prof. Carlos Henrique Nogueira, 268. Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. CEP:
96020-560. E-mail: melissaxavier@ig.com.br

The fungus thermally dimorphic Paracoccidioides brasiliensis is the etiological agent of the main
systemic mycosis in Brazil, the paracoccidioidomycosis. Although the Rio Grande do Sul is considered
endemic area of the disease, there are few studies on the ecology of P. brasiliensis in the state. In this
sense, the study aimed to highlight the presence of P. brasiliensis in horses from the mesoregion of
Southwest Riograndense using them as sentries. Serological techniques as double immunodiffusion in
agar gel (AGID) and indirect ELISA using with protein G-peroxidase as conjugate were performed to detect
anti-gp43 P. brasiliensis in horses from five different farms in the region of Bagé. Serology was performed
in 200 horses breed Pure Blood English, with up to two years old, born and raised exclusively in farms, of
which 12% had anti-gp43 antibodies in ELISA, with rates ranging from 0 to 30% according to place of
origin (p <0.001), however there was no significant difference in seropositivity considering the sex of the
animals (p = 0589). In immunodiffusion all equine serum samples were negative. The results indicate the
presence of the fungus P. brasiliensis in the middle region of the southwestern state of Rio Grande do Sul,
Brazil.

INDEX TERMS: seroepidemiology, ELISA, Paracoccidioides brasiliensis, gp-43, protein G-peroxidase,
horses.

RESUMO.- O fungo termodimérfico Paracoccidiodes brasiliensis é o agente etiologico da principal micose
sistémica do Brasil, a paracoccidioidomicose. Embora o Rio Grande do Sul seja considerado como &rea
endémica da doenca, existem poucos estudos a respeito da ecologia do Paracoccidioides brasiliensis no
Estado. Neste sentido, o estudo objetivou evidenciar a presenca do P. brasiliensis em equinos da
mesorregido Sudoeste Rio-Grandense utilizando-os como sentinelas. Para tal foi realizada sorologia a
partir das técnicas de imunodifusdo radial dupla em gel de Agar (IDGA) e ELISA indireto utilizando a
proteina G-peroxidase como conjugado para detec¢do de anticorpos anti-gp43 do P. brasiliensis em
equinos de cinco distintos haras da regido de Bagé. A sorologia foi realizada em 200 equinos da ra¢a Pura
Sangue Inglés, com até dois anos de idade, nascidos e criados exclusivamente nos haras, dos quais 12%
apresentavam anticorpos anti-gp43 no teste de ELISA, com taxas variando de 0 a 30% de acordo com o
local de origem (p <0,001), no entanto ndo foi encontrada diferenga significativa de soropositividade
considerando o sexo dos animais (p = 0.589). Na técnica de imunodifusido todas as amostras séricas dos
equinos foram negativas. Os resultados indicam a presenca do fungo P. brasiliensis na mesorregiao
sudoeste do estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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TERMOS DE INDEXACAO: seroepidemiologia, ELISA, Paracoccidioides brasiliensis, gp-43, proteina G-
peroxidase, equinos.

INTRODUCAO

0 fungo termodimorfico Paracoccidiodes brasiliensis é o agente etiolégico da principal micose sistémica do
Brasil, a paracoccidioidomicose. Este microrganismo apresenta distribuicdo geografica limitada, sendo
encontrado do norte da Argentina até o sul do México, com exce¢do da Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Chile e Nicaragua (Brummer et al. 1993, Bartholo et al. 2000, Marques 2003).

A infeccdo dos individuos suscetiveis ocorre por inalagdo dos propagulos fungicos da fase
filamentosa, os quais sdo encontrados no ambiente. Embora existam outras hipo6teses (Conti-Diaz 2007), o
solo imido é considerado como principal habitat do P. brasiliensis. No entanto, estudos acerca do nicho
ecolégico do P. brasiliensis ainda sdo inconclusivos, sendo a rastreabilidade do fungo no ambiente bastante
dificil em fung¢ao do periodo prolongado da doenga que dificulta associar a fonte de infecg¢ao, auséncia de
surtos e a pouca repetibilidade nas tentativas de isolamento do fungo do ambiente (Bagagli et al. 2008).

Neste sentido, estudos utilizando animais como sentinelas tém sido importantes para comprovar
a presenca do fungo em determinadas regides. Considerando que a paracoccidioidomicose é endémica no
Rio Grande do Sul, este estudo buscou evidenciar a presenca do P. brasiliensis na mesorregido Sudoeste
Rio-Grandense do estado a partir da soroepidemiologia de equinos de distintos haras. Esta regido se
caracteriza pelo bioma pampa, o qual é totalmente distinto do restante do pais, sendo encontrado somente
na metade sul do estado do Rio Grande do Sul do Brasil, Uruguai e na Argentina.

MATERIAL E METODOS

0 local do estudo foi o municipio de Bagé, o qual se situa na regido do pampa gaicho ou microrregido da
Campanha Meridional, pertencente a mesorregiao do Sudoeste Rio-Grandense, Rio Grande do Sul, Brasil
(Fig.1). Apresenta uma altitude média de 212 m e um clima que tanto pode ser enquadrado no tipo
subtropical ou temperado, com verdes tépidos (com altas temperaturas durante o dia e temperaturas
amenas a noite), invernos relativamente frios e com geadas. A temperatura média anual é de 18 °C, e as
temperaturas médias mensais variam de 12 °C no inverno a 24 °C no verao. As precipitacdes costumam
ser regularmente distribuidas durante o ano, e o volume médio anual é de 1.472 mm, com médias mensais
variando de 104 mm a 142 mm (FEE, 2012).

Foram incluidos no estudo 200 equinos da raca Puro Sangue Inglés, com até dois anos de idade,
nascidos e criados exclusivamente em haras (n = 05) do municipio de Bagé. Os animais foram
randomizados, sendo excluidos aqueles que tiveram acesso a outros locais (transporte, participacdo em
provas, leilGes, etc.).

De cada animal incluido foi preenchida uma ficha padrdo contendo informagdes sobre género do
individuo, dados do haras de origem, incluindo localizacio geografica. Todos os animais foram submetidos
a colheita Unica de amostra sérica para andlise soroldgica, através de puncdo da veia jugular, e apds
separacdo do soro, o mesmo foi mantido armazenado a - 20 2C para posterior sorologia. Para detec¢ao de
IgG especifica contra P. brasiliensis a partir das técnicas de imunodifusio radial dupla em gel de agar
(IDGA) e o teste de ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando o antigeno flingico gp43.

0 exoantigeno foi obtida como descrito por Camargo et al. (1988), utilizando o isolado B-339 do P.
brasiliensis. O antigénio gp43 foi purificado a partir do P. brasiliensis exoantigeno por cromatografia de
afinidade de acordo com Puccia e Travassos (1991) e a concentra¢do de proteina foi determinada pelo
método de Bradford utilizando BSA como padrao.

Para a técnica de ELISA, microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Corning Costar
Corporation, Corning, NY, USA) foram sensibilizadas com 100 pL de gp43 em tampao
carbonato/bicarbonato (pH 9.6) e incubadas a 4 °C durante 18 horas. As placas foram posteriormente
lavadas com tampao fosfato salina com 0.5% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com PBS-leite 1% (leite
desnatado em pé diluido em PBS) por 60 minutos a 37 2C. A seguir a placa foi lavada cinco vezes com PBS-
T e incubada durante uma hora a 37 2C com os soros a serem testados diluidos em 1:100 em PBS. Apds
lavagem por cinco vezes com PBS-T foram adicionados em cada po¢o 100 pL de conjugado (proteina G-
peroxidase, SIGMA®), seguido de incubacdo por uma hora a 37 2C. Na sequéncia, a tltima lavagem da placa
foi realizada por dez vezes com PBS-T, e em seguida foram adicionados 100 pL substrato/cromégeno
(OPD diluido em tampao citrato). Apds incubac¢do por dez minutos a 37 2C, a reacdo foi bloqueada pela
adicdo de 100 pL de acido sulftrico 1N, e a absorvancia determinada em leitora de microplaca utilizando
filtro de 450 nm. Todas as amostras foram testadas em triplicata. Como soro controle positivo foi utilizado
um soro comercialmente disponivel (Paracoccidioides 1D positive control IMMY®), e o soro controle
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negativo correspondeu a um “pool” de soros negativos de cavalos, previamente testados, que
apresentavam absorvancias em torno de 0.07 a 0.10 (CORTE, 2009), todos igualmente diluidos em 1:100
em PBS. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram absorvancia duas vezes maior do
que a do controle negativo.

Os testes IDGA foram realizados conforme descrito previamente por Camargo et al. (1988) com a
utilizacdo do exoantigeno de P.brasiliensis como reagente.

0 trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas de bem-estar animal, tendo sido aprovado
pelo Comité de Etica e Experimentagio Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA n° 7123).

Os resultados foram analisados pelo teste do qui-quadrado para variaveis categdricas, com SPSS ®
20.0, e os valores de p menores que 0.05 foram considerados como estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Dos 200 equinos estudados, 102 fémeas e 98 machos, o teste de ELISA demonstrou soropositividade em
24 individuos, representando 12% da populagdo estudada. Destes, onze animais eram fémeas e treze
machos, ndo apresentando diferenca significativa (p = 0.589).

Considerando a soropositividade dos animais em relagdo ao haras de origem foi encontrada
diferenca significativa (p < 0.001), sendo que duas propriedades apresentaram 30% de positividade e em
um haras nao foi encontrado nenhum animal positivo (Tabela 1).

DISCUSSAO

Este estudo avaliou a soropositividade de equinos demonstrando, com pioneirismo a presenca do fungo
Paracoccidioides brasiliensis na mesorregido do Sudoeste Rio-grandense do estado do Rio Grande do Sul,
Brasil.

Em concordancia com diversos outros estudos (Canteros et al. 2010, Corte et al. 2009,; Ono et al.
2001), nenhum animal testado foi soropositivo pela técnica de imunodifusao radial dupla, no entanto, a
partir da técnica de ELISA foi possivel detectar 12% de soropositividade nos equinos estudados. Corte et
al. (2007) também detectaram baixa ou nula soropositividade em bugios-pretos (4. caraya) e em macacos-
prego (Cebus sp.) pela IDGA, embora pela técnica de ELISA IgG anti-gp43 tenha sido detectada em 60% e
44.1% dos animais, respectivamente.

Essa discrepancia de resultados encontrada entre as técnicas utilizadas estd associada a
sensibilidade das mesmas (Ono et al. 2001). A técnica de IDGA embora mais acessivel, por ter menor custo
e ser menos trabalhosa, é pouco sensivel. A IDGA se baseia em uma reacdo de precipitacdo que se torna
visivel a olho nu demonstrando resultado positivo somente em amostras séricas com grande quantidade
de anticorpos circulantes, o que geralmente é encontrado somente em individuos com doenga ativa
(Moreira 2008). Por este motivo, é uma técnica indicada para diagnostico de paracoccidioidomicose,
sendo inclusive considerada padrdo-ouro para esta doenga (Ramos e Silva & Saraiva 2008, Palmeiro et al.
2005), no entanto ndo é capaz de detectar somente a exposicdo do individuo ao fungo. Por outro lado, para
detectar esta infeccdo assintomatica a técnica de ELISA é eficaz, permitindo evidenciar mesmo pequenas
concentracdes de anticorpos circulantes, sendo ideal para estudos relacionados a inquéritos
soroepidemiologicos como o presente trabalho.

A taxa de soropositividade de cerca de 12% encontrada nos animais utilizados como sentinelas da
presenca do P. brasiliensis neste estudo é similar ao descrito em outros estados do Brasil, como Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, e Parang, onde autores descrevem taxas de soropositividade de 17.5 % em
estudo com bovinos leiteiros (Silveira et al. 2008), de 30 % em estudo com equinos (Corte et al. 2009) e de
37 % em estudo com ovinos (Oliveira et al. 2012). Por outro lado, no estado de S3o Paulo, zona
considerada hiperendémica da PCM, autores descrevem taxas ainda maiores, de 63.8 % e 40.8 % de
reatividade de animais ao antigeno do P. brasiliensis utilizando teste intradérmico (Costa et al. 1995),
assim como estudo com 126 cdes urbanos da Amazdnia que descreve 54.8 % de soropositividade (Corte et
al. 2012). No Rio Grande do Sul ndo sdo descritos outros estudos similares que permitam a comparagao
dos resultados obtidos nas distintas mesorregides do estado, porém, estudo sorolégico realizado no
Uruguai, pais com caracteristicas climaticas semelhantes as encontradas no estado do RS demonstrou taxa
de soropositividade de 23 % nos equinos testados (Conti-Diaz et al. 1972), valor préximo aos descritos em
nossos resultados.

Assim como descrito em outros estudos sorolégicos com caes domésticos e primatas (Corte et al.
2009; Corte et al. 2007; Silveira et al. 2006; Ono et al. 2001), a soropositividade nao diferiu em relagio ao
sexo dos animais estudados, sugerindo que ambos sdo igualmente expostos a infec¢do pelos propagulos
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infectantes do P. brasiliensis no ambiente, provavelmente devido ao fato dos animais ja permanecer em
contato direto com o solo, provavel habitat natural do fungo, desde seu nascimento.

A diferenca significativa encontrada na soropositividade de equinos em relacdo ao haras de
procedéncia pode indicar que fatores ambientais especificos de cada propriedade estio interferindo na
sobrevivéncia do fungo. Considerando que nenhuma das propriedades utiliza agrotoxicos e/ou pesticidas
e que todas tem praticamente o mesmo tipo de vegetacdo (pastagem, campo nativo melhorado), as
caracteriticas do solo, como pH, umidade e concentracdo de matéria organica e de fons de aluminio
(Tercarioli et al. 2007), bem como de proximidade de cursos de dgua (Conti-Diaz 2007, Restrepo et al.
2001) devem ser avaliadas na tentativa de justificar a presenca/auséncia do P. brasiliensis. Isto porque
segundo Tercarioli et al. (2007) o P. brasiliensis cresce em solo argiloso ou arenoso e com alta umidade,
sendo inibido em solos com elevada concentracdo de aluminio trocavel (H + Al). Em adi¢do, Conti-Diaz
(2007) defende a hipdtese de que haja outro nicho ecolégico para o P. brasiliensis, que lhe confere uma
estratégia ecoldgica altamente eficiente ao utilizar animais heterotérmicos que vivem em fontes naturais
de agua doce durante um periodo provisério, sendo, portanto, o solo somente seu habitat transitério,
assim sendo, mais estudos tornam-se necessarios para elucidar a ecoepidemiologia do P. brasiliensis no sul
do Brasil.

CONCLUSAO

Anticorpos IgG especificos contra Paracoccidioides brasiliensis foram detectados no estudo sorologico dos
equinos procedentes da regido de Bagé, com diferenca significativa de soropositividade de acordo com o
haras de procedéncia.
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Legenda da Figura
Fig.1. Mapa mostrando o municipio de Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil.

Tabela
Quadro 1 - Resultado do teste de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-gp43 do P. brasiliensis em
equinos de acordo com seu local de origem

Haras Total de animais estudados Soropositivos
n (%)
1 30 9 (30)A
2 103 3(2.9)B
3 30 9 (30)A
4 12 0(0)B
5 25 3(12) 28
Total 200 24 (12)

Letras maidsculas correspondem a resultado da andlise estatistica utilizando teste de qui-quadrado, onde
letras iguais significam p > 0.05 e letras diferentes p < 0.05.
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4 CONCLUSAO GERAL

- Diversas espécies de animais silvestres procedentes das mesorregides do
Sudeste Rio-grandense e Metropolitana de Porto Alegre apresentaram IgG
especifica contra Paracoccidioides brasiliensis, comprovando sua exposicdo ao
fungo e infeccdo assintomatica;

- Anticorpos 1gG especificos contra Paracoccidioides brasiliensis foram
detectados no estudo sorolégico dos equinos procedentes da regidao de Bagé, com
diferenca significativa de soropositividade de acordo com o haras de procedéncia;

- A técnica de imunodifusdo radial dupla em gel de Agar (IDGA) ndo é eficaz
para deteccdo de infecgbes assintomaticas, sendo o teste de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) mais indicado para estudos soroepidemioldgicos que
utilizam animais como sentinelas para a presengca do P. brasiliensis em uma
determinada regiao;

- Taxas maiores de soropositividade para IgG anti-gp43 do P. brasiliensis em
animais silvestres sao detectadas utilizando o conjugado proteina A—peroxidase. Por
outro lado, este conjugado nao reconhece IgG equina, sendo necessaria a proteina
G-peroxidase para estudos envolvendo esta espécie animal;

- A partir da procedéncia dos animais soropositivos encontrados no estudo
pdde-se concluir que o fungo P. brasiliensis esta presente em duas mesorregides do

estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Aims & Scope

Asan official publication of the International Society for Human and Anmmal Mycology
(ISHAM), Medical Mycology, is an international journal, which focuses on original and
innovative studies of all aspects of medical, veterinary and environmental mycology. The
topics include, but are not imited to, myveological, biochemical and maolecular investigations
of etiological agents of mycoses; aspects of pathogenesis, immunology, and epidemiology of
mveoses: laboratory approaches to the identification of fungal pathopens: antifungal
susceptibility, therapy and prophylaxis; mode of antifungal action; pharmacekinetics and
assessments of new antifungal agents; and mvestigations of the myvcological aspects of the
indoor environment, with a focus on human and animal health. The aim of the journal is to
presant the preeminent scientific reports on these aspects of mveology to provide a
comprehensive reference base for medical mycoelegists, micrebiologists, clinicians, and
environmental specialists,

Types of Papers Considered for Publication
I. Tvpes of Papeis

L1 Original Papers Manuscripts must have: (a) a Cover-Page that includes the full title and
a short title, name(s) and affiliation{s) of all author(s), the name, telephone’ fax muonbers and
email address of the designated corresponding author, and a list of up to five kevwords: (b) a
separate page for a Summary or Abstract of up o 250 words prepared withowt sub headers;
() text consisting of Introduction, Maternials and methods, Results, Discussion and
References; (d) Relferences must be numbered sequentially in the order in which they
first appear in the text, the mumbers cited i the text within non-supe rscri pl, square
brackets, g [1] and incloded in the same numerical order in the Relerence section; (2)
each Table should be submitied as a separate page and should have footnoted descriptions of
all abbreviations containad in the Table (see section below on Tables for more detailed
information); () each Figure should be submitted as a separate file (page), with appropriate
figure legends allowing a reader to understand their contents without reference to the text (see
section below on Figures Tor more detailed information). Manuscripts MUST be in
English, double-spaced, in no less than size 12 point, without line numbering and up to
approximately 30 manuseript pages (10-12 print pages) including cover-page, abstract,
text, reflerences, and tables/igures.,

1.2 Reviews, Authors must first electromically submit an outlineg of their proposad article for
evaluation by the journal. The cutling should be no more than two, double-spaced pages in 12
point, in which the authors describe the objectives and contents of the report. The outline
must be submittad to the Reviews Editor, Wiley Schell: wilev schellizduke.adu. Onee the
proposal has been evaluated, the authors will be informed of the results of the Review
Editor®s initial consideration of their proposal, Reviews are NOT restricted by the
formatting oF length ¢ eguifements of Original Papers,

1.3 Case Reports. Such articles should be submitted to Medical Myvealogy Case Reports via
woww ees el sevier com'mmer from which all information pertaining to this on-line, open
access ISHAM journal mav be obtamad.
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L4 Short Communications. These manuscripts are to provide an opportunity for the
presentation of prelminary or brief observations that do not warrant an origmal paper, The
manuscript should be preparved as an original paper, except they mav be no more than
1215 manuscript pages (approximately 5-7 print pages) including cover-page,
abstract, text, referenees, amd tables/ Tigures.

1.5 Letters to the Editor. Letters are to allow readers the opportunity to discuss issues
related to previously published original articles, short communications, and reviews in
Medical Mvealogy, Letters are NOT to be used for the presentation of the authors’
preliminary data from their own investigations. Letters should be no more than 5 doulble-
spaced manuseript pages including references (approximately 2 print pages), in no less
than size 12 point,

1. Submission of Manuscripts

Al submissions MUST be uploaded as Word fles to the Medical Mycofogy ScholarOne
site at me.manuseriptee ntr al.com) tmmy. Users who have not previously submitted work
through this site must create an account from the link on the login page. Assistance with this
aid all other areas of the site is available in the User Guide, which is accessed via the “Get
Help Mow” button at the top right corner of all ScholarOne Manuscript web papes.

Manuseript Structure
. Preparation of Manuscripts

Manuscripts MUST be in English, double-spaced, in no less than size 12 point,
organized as appropriate for the manusceipt tvpe and have one fnch margins all
around. Statistics and measurements should be given in numerals when Tollowed by a
unit, e, mg, mhoete, In contrast, numerals emploved in other circumstance, ¢.2, two
patients, should be spelled out i1 less than ten (10). ALL abbreviations, even those
commonly used in medical myveology, e, Sabouraud glucose agar (SGA) must be
defimed when frst used in the abstract and text, Please NOTE that the inability of
authors to clearly present the contents of their submissions in English mav const tute
giotnds Tor the immediate vejection of the papers oF thelr return to atuthors so that they
can correct their English usage prior to assignment to an associate editor,

For anthors who require professional assistance with English usape, there are companies that
will provide assistance for a fee. A list of these companies and contact information may be
obtained from the Editor-in-Chief.

2. References

In preparing vour citations please note that software programs available to format references
MAY OF MAY NOT contain a format stvle option for Medioa! Myvoology or for the use of
the Vancouver svstem, Consequently, such programs should be used cautiously and should be
carefullv reviewed by the authors to ensure that citations meet the stvle/format requirements

]
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of the journal. References must be numberad sequentially in the order in which they first
appear in the text, the numbers cited in the text within square brackets, i.e., [1], at the end of
the sentencas in which thev appear, before the punctuation. Thev should be included in the
same numerical order in the Reference section. Citation numbers MUST NOT be indicated
in superscript. Articles with six or more authors are to be cited by the names of the first
thrae authors, with the remaining anthors replaced by er af. Journal names must be
abbreviated, without the use of periods, in italic font. The volume number must be in bold
font, issue numbers are not to be included and all page numbers must appear for each citation
{e.g. 105-107, NOT 105-7),

21 Jourmal article

Author AB, Author CD, Author EF, e af, [if six or more | Title of paper. J Title Abbrev 1995,
01: 000000, I the title is in a language other than English, the authors should provide the
English translation. The name of the original language should be included within a bracket,
e.p., [in Spanish], after pagination at the end of the citation.

2.2 Book chapier

Author AB, Author CD, Author BEF, er al. [if six or more | Chapter title, In: Editor AB, Editor
CD, eds. Book Title Witk Initial Uppercase Letters (a5 indicated here and in italic font), 5th
adn, Place: Publisher, 1995: 000—000,

2.3 Book
Author AB, Author CD (eds). Book Title With Initial Uppercase Letters (a8 indicated here
and in italic font), Sth edn. Place: Publisher, 1995,

24 Thesis
Author AB. Paper title with lowercase initials to all words, except the first word. PhD thesis,
University of X, 1995,

2.5 Conjference proceedings' Supple ments
Author AB. Paper title. In: Editor AB, ed. Proceaedings Title, place, date. Place: publisher,
1995 D000,

26 Meeting abstracts

Acbstracts of works presentad at scientific meetings should be cited in brackets within the text
of the manuscripts rather than in the Reference sections, The citations should be formatted as:
Author AB. Abstract title. Name of meeting, its location, the date and abstract number.

2.7 Personal communications, Unpublished resulis efc.

References to personal commumications, unpublished results and papers submitted for
jrublication (but not vet accepted) should only appear in brackets in the text, and in the
following form: [A. B, Author, unpublished results] or [C. D, Author, personal
commumcation .

2.8 Joumal ariicle on the Internet
Abood 5, Quality improvement mitiative in nursing homes: the ANA acts i an advisory role,
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Am J Murs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aupg 12]:102(6): [about3 p.].
Available from: <httpewww, nursingworld org/ ATN/2002/ una/ Wawatch htms=

2.9 Monograph on the Interner

Folev KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph on the
Intzrnet]. Washington: National Academy Press; 20010 [cited 2002 Jul 9], Available from:
<http: Afwoww napeduwbooks 0309072029 html=

200 Homepage'Web site

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer Online
Resources, Ine.: ¢2000-01 [site updatad 2002 May 16; citad 2002 Jul 9]. Available from:
hittped wawow cancer-pain. org

211 Part of a homepage Web site

Avmerican Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The Association;
19952002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of Group Practice
Liaison; [about 2 screens |, Available from: <htip:/www ama-assn.org/ama’ publcategory!
1736, himI=

2.12 Database on the Intemer

Chpren database:

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board of Medical
Specialists, c2000-[cited 2001 Mar 8]. Available from:

<httpefwwwabms. org/newsearch.asp_fwww abms org/newsearch. aspe

Closed databae:

Jablonski 5. Online Multiple Congential Anomalv/Mental Retardation (MCAME)
Svidromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US).
c1999 [updated 2001 Nowv 20; cited 2002 Aug 12]. Available from:

<http:/fwowow nlmonih. govimeshdgablonskisyndrome _title html=

213 Part of a database on the Tnternet

MeSH Browser [database on the Intarnet]. Bethesda (MD): National Library of Medicine
(US) 2002-[cited 2003 Jun 10]. Meta-analvsis; unique 1D: DO15201; [about 3 p.]. Available
from: <htip:/ s nlmenih.govi/mesh/ MBrowser Seowwowww nlm.nih.govi/mesh/M Browser=
Filzs updated weskly.

3. Tables

Tables should present only essential data, must be numbered sequentially in the order in
which they are first referenced in the text, and all MUST be referred to in the text. Each table
should be supplied as a separate file (page) and not imbedded within the body of the text. The
table header should be briel and sell explanatory, If' it contains generic and species names,
these must be spelled out in full, e.g., Candida albicans, not C albicans, Column headings
should be brief and include units in parentheses where applicable. Only horizontal rule lines
should be used and then only for headers and footzrs, Tables should be considered as “stand
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along” decuments through which data are summarized for presentation to readers. As such,
all abbreviations emploved in the tables MUST be defined by footnotes included directly
below the tables.

4. Figures/lmages

Images should be submitted as TIF, EPS, PDF or JPG (preferved) files, Scanned images
should be of a sufficient resolution, e, 300 dpi for halftones/'color, SO0 dpi for combination
hal flones and 1000-1200 dpi for line art. Hlustrations should be submited as individual files,
separate from the manuscrpt text file. The journal has a himited number of free color pages
within its annual page allvwance provided by the publisher. Therefore, authors may be
required to pay USD 1150 for color reproduc ion in the print version of the journal.
However, any fipure submitted as a color original may appear in color in the journal's on-line
edition, without any charges being assessed to the anthors, WO part of any image may be
enhanced, removed, relocated, ntroduced or manipulated in anv mannet after the capture of
the original imapge unless the authors provide the editor with a clear and accurate description
of the nature of the image manipulation.

Figures, like Tables, should be considerad as “stand alone” components of the manuscript.
Assuch, authors should provide legends at the end of the text, following the Reference
section, which clearly describe the significant features of the illustrated objects. In addition,
authors may emplov, as warranted, arrows or similar indicators in the figures to assist
readears,

5. Supplementary Files

Supplementary information, including extensive data sets, large figures, andio and
DVDyvideo material, can be made available as part of the on-ling version of vour manuscript.
Please do not include supplementary information within the main manuscript file, but upload
the material as separate file(s), labelled as *Supplemental Digital Content”. Please include a
sequential mimber (51, 52 etc) for each file and a brief description of the content at the
appropriate position in the text and a list of the files at the end of the discussion. Please note
that supplementary files are not copy-edited and will be presented as submitted.

6. Nomenclature

Proposals of new fungal taxa MUST conforin to the requireiments outlined in the
Intzrnational Code of Nomenclature for Algae, Fungi, and Plants. Some of the provisions are
effective as of January 1, 2012, while others will subsequently become effective. The
proposad taxon must be supported by deposition of culiures and/or the unique nucleotide
and/or aming acid sequences m appropriate collections or databases, along with the new
binomial. The identifier assigned to the taxon by these recopnized repositories, e.g.,
Mveobank, must be included in the text, tables and figures. In addition, binomials should
apprear i italics, must be spelled out i full when fiest used in the absteact, text, fipures/tables.
Thereafter, a peneric name may be abbreviated to the first initial only, e.g., Candida albicans
when first cited and C. afficany in the remainder of the abstract and text, except at the
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beginning of a sentence where the penus should be spelled out in entirety. Species names
may NEVER be used without the generic full name or abbreviation combined with the full
naine of the species. For example, it must be Candlde albicans or O allileans, but never
albicans, or O peoformans var, grubil but never var. grubii. The use of abbreviations of
peneric and species names, e.g., (Ca) for O afbicans, in the text is NOT permitted.

7. Mucleotide and/or Amino Acid Sequence Data

Nucleotde andior amine acid sequence data must be deposited in a freely accessible
database, The GenBank/EMBL/DDB] accession nuimbers should be included in the Materials

and Methods Section of the manuscript. However, in a figure of a phylogenetic tree, the
numbers should be shown along with species names (2.g., Malassezia globosa ABDSSER0)
(Mo descriptions are needed in the Materials and Methods Section in this case).

Required Statements
I. Humans in Researceh

When reporting investigations involving human subjects, anthors must indicate in the
manuscript if the procedures followed were in accordance with the ethical standards of the
tesponsible committee on human experimentation within their mstitutions and’or with the
Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983,

2. Animals in Research

Manuscripts containing information related to the experimental use of animals must clearly
state that the studies complied with relevant professional and institutional animal welfare
policies. Specifically, that procedures imvolving animals conformed to the ILAR Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (2011 or later editions) of the Instite of Laboratory
Animal Research, Commuission on Life Sciences, National Research Council

(www . nap.edu’catalog! 5140 himl ).

X Authorship Contributions

Flease note that in submitting this manuscript vou and vour co-anthors are confirming that all
authors have, in accord with the Committez on Publication Ethics guidelines, (a) made a
substantial contribution to the conception and design, acquisition of data, and/or analvsis and
interpretation of data, (b} participated in the drafting of the article or revising it critically for
important intellectual content, (c) have read and approved the final manuscript, AND (d) that
the manuscript is not, either in whole or in part, current by under consideration by any other
scientific journal and has not been previously published in either hard copy or electronic
format. Except for those submitting the manuscript, members of Study Groups should not be
individual Iy cited as authors.

Submissions with ten or more authors will ONLY be considered if the corresponding
authors provide, in their cover letters, descriptions of each of the author’s contributions.
Manuscripts drafted or written, in whole or part, by individuals other than those indicated as
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authors will NOT be considered for publication unless the contributions of these individuals
are clearly and accurately presented in the Acknowledgment section of the paper.

4. Acknowledgments

The work of other individuals who assisted in the studies or in the preparation of the
submission must be specifically indicated in the Acknowledgment section of the paper.

5. Disclosures of Potential Conflicts of Interest

Aldthough there is no standard definition of Conflict of Interest, the United States National
Institutes of Health has published the following statement:

It is the sole responsibility of authors to disclose any affiliation with any organization
with a financial interest, divect or indirect, in the subject matter or mate rials discussed
in the manusceript (such as consultancies, employment, expert testimony, honor aria,
speakers bureaus, retainers, stock options or ownership) that may be pereeived as
potentially affecting the conduct or veporting of the work submitted. All sources of
lunding are to be explicitly stated. IF uncertain as to what might be considered a
potential conflict of interest, authors should err on the side of Tull disclosure (e, when
in doubt, provide full disclosure).

In addition, a conflict of interest may be perceived to exist in such simations as when authors
are affiliated with or emploved by a private enterprise whose product or competitor’s produoct,
e, drog, device or diagnostic kit, is the focal point of the paper.

Information about potential conflict of interest must be clearly stated at the point of
submission. This may be made available to reviewers and may be published with the
manuscript at the discration of the Editors and Publisher. The journal recommends that you
and vour co-authors include the sub header, *Conflict of Interast’, in the Acknowledgment
section at the end of your manuscript. If no such conflict exists, simply respond “None™, If
vou or your co-authors have received funding that meets the criteria described in the
paragraph above, the source(s) of the funds must be declared (NOTE = vou are NOT required
1o disclose the amounts of funding that vou or your co-authors have received). Furthermore,
authors must indicate their employment if describing their or other companies’ products.

The intznt of this policy is not to prevent anthors with these relationships from publishing
work, but rather to adopt transparency such that readers can make objective judgments on
conclusions drawn.

Post Acceptance Information

1. Electronic Prools

]
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When proofs are ready, corresponding authors will receive g-mail noti fication with a
password and Web address from which to download a PDF, Hard copies of proofs will NOT
be mailed. To avoid delavs in publication, corvections to prools must be veturned, within
48 hours of receipt.

1, Oifprints

Corresponding authors will receive an email with information on how to, at no expense,
download a PDF of the final published version of the paper. Additionallv, asuthors are also
able o order fifty complimentary offprints.

X Copvright

It is a condition of publication that authors assign copyright or license the publication rights
of their articles, including abstracts, to ISHAM. However, special provisions are made for
eovernment emplovess who are not allowed to assign copvright for work conducted as part of
their official functions. The second page of the copyvright release form clearly describes these
provisions. In all other instances, the release of copvright to the society allows it to ensure

full copvright protection and to disseminate the article, and the journal, to the widest possible
readership in print and electronic formats as appropriate. Authors mav, of course, use the
article elsewhere after publication without prior permission from Informa UK Lid., provided
that acknowladpment is given to the journal as the original source of publication, and that
Informa Healthcare is notified so that records show that its use was properly authorized.
Authors retain a number of other rights under the Informa UK Lud. rights policies documents,

4. NIH Public Access Policy

In considemtion of the National Institutes of Health (INIH) and Wellcome Trust Public
Access Policies, Informa Healthcare acknowledges that the broad and open dissemination of
NWIH Wellcome-funded research benefits future scientific endeavour, Because we value the
contribution our journals make o the body of scientific knowledge, our policies
accominodate authors who wish to submit to PubbMed Centra /UK PubMed Central .

1. Informa Healthcare will deposit fundad work to PubMed Central/ UK PubMed Central
for public access posting 12 months (NIH) or & months (W ellcome Trust) after final
publication in electronic form.

2. ‘Funded work” shall be defined as the final peer-reviewed manuscript, which was
acoepted for publication and that reflects any author-agreed changes made in response
to the pear review.

1. Thisembarpo period beging upon final publication of the article in print or electronic
form (whichever is sooner).

File name = med myveo/instructions for anthors - Informa

]
[MSTRUCTIONS FOR AUTHORS-MARCH, 2012 age
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INSTRUGOES ADS AUTORES

0z frabalhas para Jubmis=ia0 devem 37 enviados por vis eletrimica, straves o
2wl < |urpes dabereineribarrs com b , Com 0% arquives 48 texXto na verzin
mait recente oo Ward. Eavends neces2idate (por causa de fiqurss “pezadaz”),
podem zer enviado: em CO pelo Corress, com UME ¥13 Impre2es, 3o Or Jargen
Dabereiner, Rewizts PESOUNSA VETERINARLA BRASILEIRA, Caina Poetal 74551,
Sequpédica, RJ 23890-000. Devem constiuir-se de resuliados de pesquisa ainda
N publcados & ndl COTSieraies para pubicacdn em oulra revisia.

Fara abreviar 2us iramitsgdo e aceitagis, 02 rabaios Tempre devem zer
suITetdos conlorme as NOrTEs 0F apresentagdo oarevsla
&0 madelo ém Ward (FOF no sile).
aprezent S2780 Devnlodos 303 BUTHIEE ara a Oevide sdequa

AQESAr OE N30 SEr 20ERaS COTUNCaches (Shorf sommonssabons) 500 Toma
e “Notzs Clentfeas”, ndo hi Imite minmo 9 nomers d& pagings oo frabaiha
Erwiata, que deve, ponem, conter pormisnores suficientes sobre of experimentos
ou 2 mesodologla empregada no estude. Tiabahos sobre Snesiesologis & Cinurgis

Embora se[am de responsaiiidade dos auinres as apinides & conceRos emiboos
nos fratahos, o Conselho Sdfonal com 2 assistincia da Assessora Clenthca, resena-
-5t 0 direho g6 Sugenr o solcRar modicaghes aconseihdvess ou nectssanas. Os
trataihos SutmeI0os S0 acehos Araves 02 aprovanio poios Pares (pesr revisw).

MOTE: Em complementsgio 302 recurziz para edigdo os revizla (mpresza
8 oniee) & dIZIrISuiG A0 via corresy @ cabrans taxs oe publicagio épufll sharge)
no valor 42 RS [Far pagina eoiorads e Impreszs, 54 ocaia0 do envio 2
prova final, 8o sutar pars coreszandenci.

1. O trabaloz devem zer organizados, sempre que poesivel, em THulo,
ABSTAALT, AESUSD, INTRODUCAD, MATEAIAL E METODDS, RESULTADOS,
DISCUSSAD, CONCLUSDES jou combinagas desies dois 0himos ), Agradecimestoz
& REFEAENCIAS:

a} o Tiulg oo &rtgo deve sor concisa & ndicar o conte0d0 0o trabalho; porme-
nores de identteagdo clentica cevem ser coiorados em MATERIAL £ METODIS.

Ir) Ofs) Aulorer) dewe(m) SSiraEbicamenie encuriar os nomes, fanto f@aE

3, cOmo para 35 cRagtes hclograticas. Em mutes
£E505 5t signMica manker o pAMSNG nome & o oitimo sobrenome & abredar os
demals 5aorenomes:

Fauwin Femando de Vangas Pelento escreve Paulo V. Petenio ou Feixobo BV

Franiin Rlet-Comea Amaral sscreve Frankin Aiet-Cormea o Riet-Conea F

Sivana Mariz Medeins de Sousa Siha podena usar Sivana MMLS. Siva

Imiersn Siva EMUM.S. ou Siana MM, Sous3-Sive, Imerso, Souse-Gilva

SN ou mals curbo, Sihvara ML Medeiros-5iha, & Inversa, Medeinos-Sia

S pana Taciliiar incluswe, 3 moderma Indexagdn, necomenda-se que os

trabiaihos tenham o madmo g & autores:

¢} o ABSTRACT ceverd sor apresenado com os sementos consthuntes do
RESUMT em portugués, podenda ser mals splieaivgs para esiengeines. Amtos
devem ser seguidns de “INDEX TERMS® ou “TERMOS [E INDEXAGAD", respee-
tvamente:

) 0 RESUMD deve apresentar, de forma dire@ & no passado, o que fol fzfio
& estudato, indicando @ meldeingia & dando os maks imporEnkes resufados &
conclusties. Mos trabahas em ingles, o Thilo em poriugues deve consiar am negrio
& oritre colchetss, kogo 2p0s 2 paiara RESUMD;

&) 2 INTRODUGAD dewe ser breve. com ciEgan bidllogranca especha sem
fus & MESMa A55UMa IMpartancia principal, @ tnalizar com @ ndicagdn oo objetvg
o il

f] £m MATERIAL E METOIDOS devem serrewnides o5 dados que penmikam 2
repetcdo do Tanalno por cutros pasguisadores. Na experimentagac com animais,
deve constar a aprovagc do projste pela Comisslo e Elica keak

) em RESULTADDS deve ser feitz 3 apresentagio concisa dos dados oirboos.
Quairos devem sef prenzrados sem dades suptrfluos, presenizndo, sempre gue
Incicado, médas de varas repshgles. £ convenionin. &5 WeIts, EXPITSSE 02C0s
EOMpis%as por rANCOs (Figuras), 20 nves 0t apresenta-os 6m QUadnos sdensos;

hj na DISCUSSAD dewem ser dscubidos os resukados danie da ierahura. Nao
COMVEm MEncionar irzbahos om desenvslvimento oo pancs fuuns, de modo &
E¥fiar uma obrigagdn 0o autne & 3 revisa de pubiicd-ios;

1} &5 CORCLUSODES devem basear-se sOmemte nos resukados aprasentcos
no trataln,

[ Bgradecimenboz devem ser SUCIMos & idn devem aparecer no edo o em
notas e rodand;

Kl alsi 1 REFERERCIAS, que 50 Incluird 2 blogria cieda no tetaho &
2 que tznha servidg como fonte para censuRz indreta, deverd ser ordenaca ara-
becaments peio sobnename 00 prmero 2utne registrando-5 05 nomes dt bodns
05 AURES, B CElA #tE £ bala (Coocandn 25 reliréncias em wdem crnokdgica
fquando houver mais g 0ms autores), o Mo de cadz publeagao & aveviado ou

o EeiEnsD (St ver divida), o nome da revista ou obra, usando 3 Instughes do
Syl Manual far Bilogical Joumals™ [Amencan Insthute Tor Biological Soisnces),

o “Biblographic Guide for Edfbors and Authors™ (Amencan Chemical Scoiety, Wa-
shingion, DC) & exempios e Tascicuins @ publicados (wew, [reb Gom br).

Pesg. Vet Bras. 31(7], julbo 2011

2. Ka elaborago oo %2xio deveriss ser abendidss 33 SeQUINTES NONTES:

) 0% trabaifos dzvem Ser SUDMEtoos I20UINGD 0 Exemplo 4 aprezent
0 lazciculis recentes 0a revizla @ do madeld constasbz do 2iie 200 “Instnghes
02 Aires” A gigitEizagao deve serna fonte Cambria, enmao
10, extrelinha simples; 2 paging ceve serna farmato A4, com 2em o2 margen:
[s enor inferor, esquenda e dnefiz), o texin deve ser comido & ndo deve ser for-

do em duas colunas, com 35 :;un:i!s das figuras ¢ os Quadros no final {logo
!.pﬂs- 25 REFERENCIAS]. A5 Rigures (Inclusive Qraficos) devem {27 SEuS amunas
farnzcicos separans oo o, GUando Incuidos no i o trzbaho, devem ser
nirduzices dTavés da ferramenta “insenr do Word; pols imagens copladas &

H H resutandn,
SEMEre, 6mMima qualidads;

o) @ redagan dos trabanos dEve Ser concisa, Lo @ linguagem, terh quants
possivel no passado & mpess0al; no teedn, 05 snals de chamada parz nofas de
mdzpé serdo nOmeros ardhicos colncados em sohresemo apds a palave ou frase
que motvou 2 nola. ; &5 RiotEs
seran langadas ao pé da pdgna em que esiwer o respecive snal de chamada.
Todos o5 Quadros & odas &5 Aguras serdo menconados no iexo. Estas emissies
serdn feitas peios respeCings nOMETDs £, SEMPRE que possel, ra crdem crescente
desies. ABSTRACT = RESUMD serin BSoTios CoMmdaments em um 54 pardgreto e
rdn deverdn conter clagles bivlogrincas.

<) 2 rodape da pnmeirs paging devers conztar enderego profiszions com-
pieta de todos of subores e o e-mail do 3ubr para coreszandencia, bem coma
e-mailz dez oemais autores (para evenlualigsdes @ confirmacda de esder

d) sigias £ abreviaghes dos nomes de NsHiGAes, a0 apanecerem pela primeira
wez i iratalhn, serdo colocadas enire pantmeses & precedicas do ROME por Bdens;

t) citzghes Mblogralcas sordp fefias pelo sisttma “autor © anc”; frabalhos
de @it nfs aubonts Serdo cRados polos nOmes oS tis. & com mas o mes,
peka mome g0 primedn, sepuido de “etal”. mals o anc; st 0o trabaihos ndo se
dsfinguinem por cs5es clzmentos, @ dfenencacdo serd el aravds do areseime
de [ef2s mindsculas 20 0o, em ambos. Trabainos ndo conzullades & inegra
pelogr) sutses), devem zer dileranciates, colocasdo-2e nd inal 62 rezpeciiva
referéncia, “{Aezuma)” ou “(Azud Fulano g 0 380.)7; & refetdncis oo rabaiko
que serviu de fante, sera inchuida na lists uma 20 vez. A mengdo de comunicasio
pessoal & ce dados nao pubicados & foitz no 200 somente com clagdo de Nome
£ Ami, colocando-se na liska das Aeferéncias dados adicionals, como A Instiuigio
de onigem dofs) autonies). Mas ckagdes de frabaihos colocados enire parinieses,
neda 28 uzard visquls entre @ nome do aulor & 0 &5, REM gonto-2-vitqula api:
tada ang; 2 5eRCI e rabalhos, nesst c2s0, 5¢ 1202 2peras por virgulas,
sEmemple (Chnstian & Tryphonas 1971, Pricster & Haves 1974, Lemes ot &,
2004, Kramstter-Froetcher ek al 2007);

1) 2 Lista das AEFEREMCIAS deverd ser spresentsca i2ents oo w0 de calm
&RE COM 05 NoMmEs pEnifs emitdico E|i|'rl:|'| B 2BMmpre Bm comormedade com
0 padrin soatado nos ooz tezciculos O revezts, Inciusve Juants & ordenagio
de seus vanos clemenics.

3. Bz Figuraz [graficos, desenhos, magas ou fotografizs) ediginak: dewem
1er preferenciabmenite enviadss par wia eletrdnica. Suanco 25 fiorem ab-
Tz aravds de cimeras digrals (com extensdo "|pgT), o5 arquivas deverdn ser

Mimml&m&iﬂi Duanco chbcas em paped
o oulro Supre, Cewera0 ser anexadas 3o Tabalin, mesmo se escanesadas peio

autnr Nesse caig, cada Figura sord dentficada ra marge o o Verso, 2 g
Wt 06 [0S, PEI0 MESPECTND ROMETD & 0 Mome 4o autor; favendo possbildace de
diwvida, deve ser indicada algim Imznior da figura pela palawa “pe™. O grahcos
devem Sor produzioos em 20, com colunas £ WEnCo, CINZA © e, Sem fundo
= cam Anfas. A chawe das corwenghes adoladas serd mchuida prefereniemente,
ra Area da Figers; eefiare-se-3 o Uso O2 thuin 30 2R d1 fgwa Fotogranas deverdo
ser apresentadas peeferentements em pretn @ branco, em papel bThante, ou em
daposfimwas (“sides™). Para eviter danos por grampos, desenhios ¢ folografizs
deverdo ser colocadns em envelope.

Na wersdo onlne, fokns € graficos poderdo ser pubicatns em COES; nd ersdo
Mpressa. somEntE quando 2 cor or elemento primordal 3 IMpressdo das fgures
poderd 567 6T COres.

4, s legendss explicsiivag 32 Fguras conierdn mfonmaghes suiicientes
pdra qu eSS SEEM Compresnsivels, (3¢ certo pomo aulediicatias | com
NdspencAnziz do feD) & 2erke aprezemiadss no final oo frabalho

5. 105 Gueadros deverdo ser Sl c2Tvos por sl mesmas ¢ caocados no fnal do
femtiy. Cada wm terd seu i compietn © 5678 caractenzada por dois fragos longos,
U a2ima & ouine 2haw 0o cabegalng 035 colunas; entne esses dms ragos poderd
maver oUitres mals curhos, para ﬁrummu'b: ot colunzs. HEo ha iragos wertcsi.
0z 2inziz oe chamada terdo altabéticos, recomegante. o2 pozzfiel, com "2~
em cada Quadre; 25 notes serdo lanjadas logo ahatm So Quadns respectio, do
qual 5Erdn SEfEratas por um fago curk 2 esquerda.
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De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Ppresidente da C omissdo de Etica em Expe

Para: Professor Mario Carjos Arafijo Mei

Faculdade de Velerinaria

A CEEA analispu © projeto

avaliagio micologica € sorologica em

processo n°23110.00712

considerando ser © assunto pertinente

éticos em expcrimentacéo anima
Solicitamos, apd
Salientamos tan
Departamento de Pesq
(codigo para cadastro n

Sendo o que tin|

5/2012-71, sendo de parece

§ tomar ciéncia do parecer,

nbém a necessidade deste

Ghit

Prof. Dr. Eve

Pelotas. 18 de outubro de 2012

rimemégéa Animal (CEEA)

reles

genhor Professor:

“Paracoccidioides brasiliensis:

intitulado:
Brasil”,

animais silvestres na regido sul do

T FAVOR;\VEL asua e

gia compativel com 05 P

xecu¢do,
e a metodolo rincipios

| ¢ com 0S objetivos propostos.

reenviar 0 processo a CEEA.
projeto  set cadastrado junto 40
para posterior registro no COCEPE

Jisa e Iniciagdo Cientifica

» CEEA 7123).
hamos para © momento, sub

screvemo—nos,

!

e,

Atencjdsamente,

n Fagonde da Silva
Jiente da CEEA
Ciente em: Of | £ /2012

Responsavel:

Assinatura do Professor
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