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RESUMO 
 
 

Os fungos termodimórficos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii são os agentes 
etiológicos da paracoccidioidomicose, micose sistêmica com alta prevalência no 
Brasil e em outros países da América Latina. A detecção direta ou indireta de 
P.brasiliensis em amostras ambientais e em animais com próxima relação ao solo 
indica este substrato como seu habitat mais provável. No entanto, alguns 
pesquisadores sugeriram o meio aquático como um possível habitat de 
Paracoccidioides sp. Na literatura não há estudos sobre a infecção por P. brasiliensis 
em animais ectotérmicos aquáticos, como peixes. O objetivo deste estudo foi 
detectar a infecção natural por P. brasiliensis em tilápias-do-nilo (Oreochromis 
niloticus) cultivadas na região norte do estado do Paraná, Brasil. O estudo foi 
composto por três etapas distintas: avaliação da resposta imune de peixes 
imunizados com células mortas de P. brasiliensis, detecção da ocorrência da 
infecção natural em peixes de frigorífico e detecção de DNA fúngico em amostras 
obtidas de peixes de tanque rede. Inicialmente um grupo de três tilápias-do-nilo 
foram imunizadas com células mortas de P. brasiliensis, cepa B-339. Amostras de 
soro foram analisadas por ELISA indireto utilizando como antígeno gp43. Todos os 
peixes produziram anticorpos contra o fungo. A infeção natural foi analisada 
utilizando amostras de soro de dois grupos obtidas em frigorífico: soro de peixes de 
tanque escavado (n=105) e peixes de tanque rede (n=109). A soropositividade 
observada foi de 17,43% em peixes de tanque rede e 5,71% em peixes de tanque 
escavado (p<0,05). A partir da diferença observada em que peixes de tanque rede 
apresentaram maior positividade na sorologia contra gp43, amostras de DNA foram 
coletadas de outro grupo de tilápias de tanque rede. As amostras de fígado (n=33), 
encéfalo (n=32) e rim (n=35) foram analisadas por PCR(Pb-ITSR e Pb-ITSE). Três 
amostras (encéfalo, rim e fígado), obtidas de três peixes diferentes, foram 
consideradas positivas no PCR com resultado confirmado por sequenciamento. Os 
resultados demonstram que tilápias podem se infectar e desenvolver anticorpos 
contra P. brasiliensis e sugerem que Paracoccidioides sp. pode habitar o meio 
aquático. Este é o primeiro estudo mostrando evidência sorológica e molecular da 
infecção por P. brasiliensis em uma espécie de peixe e demonstrando a infecção 
natural em animais ectotérmicos. 
 
Palavras-chave: Peixe. Eco-epidemiologia. Paracoccidioidomicose. Sorologia. 

PCR.
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ABSTRACT 
 
 

The thermodymorphic fungi Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii are the 
etiological agents of paracoccidioidomycosis, systemic mycosis with high prevalence 
in Brazil and other Latin American countries. Isolation of P. brasiliensis from soil 
samples and molecular detection as well as the presence of antibodies against its 
specific proteins in animals with close relation to soil indicates this substrate as its 
most probable habitat. However, some researchers have suggested the aquatic 
environment as a possible habitat for Paracoccidioides sp. In the literature there are 
no studies on P. brasiliensis infection in aquatic ectothermic animals, such as fish. 
The objective of this study was to detect the natural infection by P. brasiliensis in Nile 
tilapia (Oreochromis niloticus) farmed in the northern region of the state of Paraná, 
Brazil. The study was composed of three distinct stages; evaluation of the immune 
response of fish immunized with dead cells of P. brasiliensis, detection of the 
occurrence of the natural infection in fish from slaughterhouse and detection of fungal 
DNA in samples obtained from fish raised in cages. Initially a group of three Nile 
tilapia was immunized with dead cells of P. brasiliensis, strain B-339. Serum samples 
were analyzed by indirect ELISA using as gp43 antigen. All fish produced antibodies 
against the fungus. The natural infection was analyzed using serum samples 
obtained in a fish slaughterhouse of two groups, serum of fish raised in ponds (n = 
105) and fish from cages (n = 109). The seropositivity observed was 17.43% in fish 
from cages and 5.71% in fish from ponds (p <0.05). Based on the difference 
observed in which caged fish showed higher positivity in the gp43 serology, DNA 
samples were collected from another group of Nile tilapia from cage culture from the 
northern region of Paraná. Liver samples (n = 33), brain (n = 32) and kidney (n = 35) 
were analyzed by PCR (Pb-ITSR and Pb-ITSE). Three samples (brain, kidney and 
liver) obtained from three different fish were considered positive in the PCR and the 
result was confirmed by sequencing. The results demonstrate that tilapia can get 
infected and develop antibodies against P. brasiliensis and suggests that 
Paracoccidioides sp. can inhabit the aquatic environment. This is the first study 
showing serological and molecular evidence of P. brasiliensis infection in a fish 
species and demonstrating the natural infection in ectothermic animals. 
 
Keywords: Fish. Eco-epidemiology. Paracoccidioidomycosis. Serology. PCR 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

1.1 PARACOCCIDIOIDES SPP. 

   

 Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii são os fungos causadores da 

paracoccidioidomicose. Os fungos do gênero Paracoccidioides são termodimórficos, 

com forma micelial ocorrendo entre 25°-30°C e forma leveduriforme entre 35°-37°C. 

Na fase miceliana, as colônias são irregulares, apresentam poucos micélios aéreos e 

hifas septadas. A coloração varia entre branco e amarelo, podendo apresentar 

pigmentação marrom difusa. As leveduras de P. brasiliensis apresentam dupla 

membrana, a interna rugosa e externa lisa, tamanho entre 4 e 30 µm formando 

colônias de aspecto cerebriforme, e de coloração clara. É observada a forma típica 

de “roda de leme” ou “Mickey mouse” devido aos brotamentos laterais da levedura.  

(BRUMMER et al., 1993; CAMPOS 2011). Matute e colaboradores (2006) 

propuseram a classificação de P. brasiliensis em três espécies crípticas diferentes: 

S1, PS2 e PS3, a partir de estudos de biologia molecular, sendo que um isolado com 

maior variabilidade genética foi classificado por Teixeira e colaboradores (2009) 

como uma nova espécie, denominada P. lutzii. Posteriormente, Teixeira e 

colaboradores (2013, 2014) identificaram a espécie PS4 como sendo restrita à 

Venezuela. Apesar da proposta de diferenciação, há discordância entre a 

comunidade científica sobre a diferenciação das espécies crípticas, como por parte 

de Salgado-salazar e colaboradores (2010), que descrevem as diferenças genéticas 

como variantes geográficas da mesma espécie. No entanto, através de análise 

molecular a partir da análise de loci nuclear e mitocondrial, Turissini e colaboradores 

(2017) propuseram a classificação de P. brasiliensis como um complexo composto 

por quatro espécies: P. brasiliensis sensu stricto (S1), P. americana (PS2), P. 

restrepiensis (PS3) e P. venezuelensis (PS4). 

 

1.2 ECO-EPIDEMIOLOGIA  

 

A determinação do habitat do fungo é ainda motivo de estudo, porém há 

evidências de que seja o solo. Corroboram esta hipótese os isolados de P. 

brasiliensis obtidos a partir de amostras de solo por Shome e Batista no Recife 

(1963), por Negroni (1966) na Argentina, por Albornoz (1971) na Venezuela, e por 
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Silva-Vergara e colaboradores (1998) em Minas Gerais. No entanto, novas tentativas 

de isolamento do fungo nos mesmos locais foram infrutíferas.   

Conti-diaz (1989) propôs um papel do meio aquático na eco-epidemiologia de P. 

brasiliensis, em que o ciclo ocorreria com a participação de organismos aquáticos que 

quando predados por mamíferos transmitiriam a estes a infecção. No entanto os 

estudos de isolamento de P. brasiliensis a partir do solo direcionaram a pesquisa 

deste nicho como o provável habitat do fungo. Porém, estudos de Restrepo (1985, 

2001) indicam a ocorrência do fungo em locais com abundância de cursos d’água e 

pluviosidade considerável, (PEDROSA, 1976, RIOS-GONÇALES et al., 1998) 

correlacionando a presença do fungo com a água.  Períodos de chuva poderiam 

auxiliar o desenvolvimento fúngico e a dispersão de conídios (ARANTES et al., 2016). 

Estudo retrospectivo realizado por Barrozo e colaboradores (2010) e por Blota e 

colaboradores (1999) demonstraram uma correlação positiva entre o aumento da 

precipitação e a elevação de casos de PCM através de registros no estado de São 

Paulo. Em um primeiro momento, os pesquisadores descreveram o aumento dos 

casos de PCM causados pelo fenômeno climático El Niño no período de 1982 e 1983, 

o qual elevou os índices pluviométricos, propiciando uma maior umidade no solo e no 

ar, que contribuiria para o desenvolvimento do fungo e a dispersão de conídios.  

          Diversos fatores levam à dificuldade no isolamento do fungo a partir de 

amostras ambientais. Paracoccidioides sp. apresenta crescimento lento e poderia 

ser inibido por microorganismos saprófitas de crescimento rápido (THEODORO et al. 

2005). Em relação aos fatores ambientais que influenciam o desenvolvimento do 

fungo, podemos citar as alterações climáticas, que podem diminuir a esporulação, a 

profundidade do solo no momento das coletas (THEODORO et al., 2005; ARANTES 

et al., 2013), a presença das hifas em áreas com baixa concentração de oxigênio, 

levando a uma baixa viabilidade do fungo (RESTREPO et al., 1981), e a presença 

de agrotóxicos que poderiam interferir no desenvolvimento do P. brasiliensis, como 

observado em testes in vitro (ONO et al., 2002). 

Devido às dificuldades para realizar o isolamento direto de Paracoccidioides sp. 

de amostras ambientais, a maior parte das tentativas de isolamento do fungo tem 

sido realizada de forma indireta, por meio da inoculação das amostras em animais. 

O modelo animal mais frequentemente utilizado é o camundongo (SCORZONI et al., 

2015). As linhagens naturalmente susceptíveis são variadas, porém a 

susceptibilidade pode ser induzida através de protocolos de imunossupressão com 
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radiação ou através da administração de ciclofosfamida (KERR et al., 1982). A 

susceptibilidade também é afetada pela via de inoculação, sendo a via intratraqueal 

a que apresenta a maior letalidade (MACKINNON, 1959). Apesar de utilizado em 

alguns casos, o isolamento indireto em animais experimentais a partir de amostras 

ambientais apresenta baixa sensibilidade como observado no trabalho de Vergara e 

colaboradores (1988), que a partir de mais de 700 amostras de solo, conseguiram 

apenas um único isolado de P. brasiliensis. Estudos recentes indicam a possibilidade 

de utilização de modelos alternativos, como o invertebrado Galleria mellonella, que 

se mostrou susceptível à infecção tanto por P. brasiliensis como por P. lutzii 

(SCORZONI et al.,2015). 

Além de verificar as espécies sensíveis à infecção pelo microrganismo, a 

detecção de anticorpos anti-P. brasiliensis é uma alternativa para mapear a 

presença do fungo por meio de animais sentinela presentes nestas áreas.  

Para a identificação dos potenciais hospedeiros do fungo, inicialmente era 

utilizado o antígeno polissacarídico de P. brasiliensis na realização dos testes 

imunológicos (FAVA-NETTO, 1961; CONTI-DIAS et al., 1972; COSTA et al., 1995). 

Com a busca de formas mais eficientes de diagnóstico, foram implementados testes 

utilizando antígenos glicoprotéicos (exoantígeno) (BRUMMER et al., 1984; PUCCIA 

et al., 1986; CAMARGO et al., 1988; MENDES-GIANNINI et al., 1990; BOTTEON et 

al., 2002; FAGUNDES et al., 2002; PETRONI et al., 2017). Sendo que, atualmente, 

os inquéritos sorológicos da PCM em diferentes espécies animais são realizados por 

meio de ELISA, utilizando como antígeno a proteína gp43, considerada o principal 

antígeno de P. brasiliensis (ONO et al., 2001; CORTE et a., 2007; SILVEIRA et al., 

2008; OLIVEIRA et al., 2011, 2013; BELITARDO et al., 2014, SBEGHEN et al., 

2015).  

A cronicidade da PCM e a migração dos indivíduos dificulta a identificação de 

casos autóctones em humanos (RESTREPO, 1985). No entanto, a geolocalização 

do fungo através da pesquisa de anticorpos em animais sentinela é uma boa 

alternativa tendo em vista o hábito gregário da maioria dessas espécies.   

 

1.3 PARACOCCIDIOIDOMICOSE  

 

P. brasiliensis e P. lutzii são os agentes etiológicos da paracoccidioidomicose 

(PCM). A PCM é classificada como PCM doença e PCM infecção. A PCM doença é 
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caracterizada pela manifestação dos sinais clínicos e achados patológicos 

compatíveis com a doença. A PCM infecção, por outro lado, é caracterizada pelo 

contato do indivíduo com o fungo e desenvolvimento de resposta imune contra o 

microorganismo, não havendo o desenvolvimento da doença. A PCM doença 

configura-se pela manifestação granulomatosa, sistêmica e de evolução crônica, 

com relevância para a saúde pública pelo seu grande potencial incapacitante. 

Acredita-se que a forma de infecção ocorra pela inalação de conídios do fungo 

provenientes do solo (BAGAGLI et al., 2008; BELLÍSSIMO-RODRIGUES et al., 

2011, 2013; ARANTES et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Até a 

puberdade, a doença afeta igualmente indivíduos de ambos os sexos, entretanto, 

em idade adulta, acomete principalmente homens, em sua maioria agricultores, com 

predominância da faixa etária entre 30 e 50 anos de idade. Acredita-se que o 

principal fator relacionado à alta incidência nesta faixa da população é o preparo do 

solo para fins agrícolas.  A menor frequência da doença em mulheres é explicada 

pela a ação do estrógeno, que inibe a transformação da forma infectante (miceliana) 

para a forma patogênica (leveduriforme) (RESTREPO et al., 1984; PINZAN et al., 

2010; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).  

Em animais, a PCM doença foi identificada em cães (Canis familiaris), tatus 

(Dasypus novemcinctus) e em um gato (Felis catus), um macaco-de-cheiro (Saimiri 

sciureus) e um bicho-preguiça (Choloepus didactylus) (RICCI et al.,  2004; DE 

FARIAS et.al., 2011; HEADLEY et al., 2017, NAIFF et al., 1986; BAGAGLI et al., 

1998, 2003, 2006, GONZALEZ et al., 2010, JOHNSON, et al., 1997, TREJO-

CHÁVEZ, et al., 2011). Foram descritos na literatura três casos de PCM doença em 

cães, sendo dois animais provenientes do Paraná e um de São Paulo. Os sinais 

clínicos mais comuns apresentados pelos cães foram a linfoadenopatia generalizada 

podendo estar associada à hepatoesplenomegalia e dermatopatia (RICCI et al.,  

2004; DE FARIAS et.al., 2011; HEADLEY et al., 2017).   Ono e colaboradores (2003) 

realizaram infecção experimental em cães filhotes e observaram alto índice de 

letalidade, uma das justificativas foi a dose utilizada para a infecção e a via de 

aplicação intravenosa, sendo observadas lesões disseminadas em fígado, baço e 

pulmão.  

Os tatus são animais de hábito terrícola com íntimo contato com o solo, onde 

escavam seus abrigos e procuram alimento. Diversos estudos correlacionam o tatu 

com a PCM, sendo frequente o isolamento do fungo a partir de amostras de fígado, 
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baço e linfonodos mesentéricos. Desde os primeiros isolamentos em tatus sem 

evidências clínicas contundentes da PCM sugeriu-se a sua participação no ciclo 

natural do fungo. (PURTILO et al.,1975; NAIFF et al., 1986; BAGAGLI et al., 1998, 

2003, 2006; CORREDOR et al., 1999, 2005; SILVA-VERGARA et al., 2001; 

RESTREPO et al., 2001; PEREIRA et al., 2003; ARANTES et al., 2013).    

O único caso descrito na literatura sobre PCM natural em felinos foi em um gato 

doméstico no Chile que apresentou síndrome neurológica e infecção urinária 

micótica causada por P. brasiliensis. O animal foi diagnosticado através do exame 

direto de células leveduriformes no líquor e urina, vindo a ser eutanasiado devido à 

severa síndrome urêmica e neurológica. (GONZALEZ et al., 2010).  

Uma preguiça-real (Choloepus didactylus) capturada na Guiana francesa e 

enviada ao México como animal de estimação, veio a óbito, e no exame post-

mortem, foram identificados granulomas causados por células leveduriformes 

compatíveis com P. brasiliensis em pulmão, fígado, baço e rim (TREJO-CHÁVEZ, et 

al., 2011). 

Semelhantemente ao caso descrito do bicho-preguiça, um macaco-de-cheiro 

(Saimiri sciureus) importado da Bolívia para os EUA apresentou sinais clínicos 

inespecíficos e foi submetido à eutanásia. Nos achados post-mortem foram 

identificados múltiplos granulomas em fígado e intestino grosso, contendo leveduras 

identificadas como P.brasiliensis (JOHNSON, et al., 1997).  

Estudos recentes relacionam o P. brasiliensis a quadros de lacaziose em 

golfinhos. A lacaziose, doença fúngica causada pelo fungo Lacazia loboi, é de 

importância para algumas espécies de cetáceos marinhos. Minakawa e 

calaboradores (2016) identificaram leveduras com brotamentos múltiplos e 

similaridade de 99% com a sequência parcial codificadora da proteína gp43 de 

P.brasiliensis em um golfinho no Japão com lesões compatíveis com lacaziose. 

Vilela e colaboradores (2016) identificaram resultados semelhantes em amostras 

provenientes de 6 golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) na Flórida, EUA. 

Apesar dos achados histopatológicos e moleculares, o fungo causador da doença 

não foi isolado, diferentemente dos casos comuns de PCM, nos quais o fungo é 

facilmente isolado a partir de amostras proveninetes de lesões. Na tentativa de 

explicar a infecção destes animais, Vilela e colaboradores indicam que esta poderia 

ser uma nova espécie de Paracoccidioides, denominada P. ceti (VILELA e 
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MENDOZA, 2018), no entanto, tais considerações necessitam de maior 

investigação, pois os resultaldos ainda são incipientes. 

A infecção por P. brasiliensis foi demonstrada por meio de estudos 

epidemiológicos em diferentes espécies de animais domésticos e silvestres. 

Amostras de 38 mamíferos de pequeno porte, dentre roedores e marsupiais 

silvestres, foram analisadas através de Nested-PCR e ELISA por  Sbeghen e 

colaboradores (2015) em uma reserva de proteção ambiental no norte do Paraná, 

sendo observada uma positividade de 7,3% no ELISA. Neste mesmo estudo, um dos 

roedores foi identificado como positivo através do ensaio de biologia molecular. 

Inquéritos sorológicos realizados em rebanhos de animais domésticos verificaram a 

presença de anticorpos anti-gp43 em equinos; n=100 e positividade de 30% 

(CORTE et. al, 2007), ovinos; n=262 e positividade de 37% (OLIVEIRA et. al, 2012), 

suínos; n=106 e positividade de 37,7% (BELITARDO et al., 2014a), caprinos; n=202 

positividade de 26,2% (FERREIRA et al.,2013) e bovinos; n=400 e positividade de 

17,5%. Outros estudos, utilizando a reação intradérmica de paracoccidiodina, 

verificaram a positividade de 23% em 195 equinos no Uruguai (CONTI-DIAS et al., 

1972) e Gutierrez e colaboradores (1974), também no Uruguai, observaram 2% de 

positividade em bovinos leiteiros. Num estudo semelhante em bovinos realizado em 

São Paulo por Costa e Fava-Netto (1978), foi observado 44% de positividade.   

Estudos comparando animais com acesso restrito ao solo e animais de vida livre 

encontraram diferenças na sorologia utilizando gp43 de P. brasiliensis como 

antígeno. Oliveira e colaboradores (2011) observaram uma positividade de 55% e 

16% em galinhas de vida livre nos estados do Mato grosso do Sul e Paraná, 

respectivamente, enquanto que galinhas criadas em gaiolas sem contato com o solo 

foram negativas no ELISA. Belitardo e colaboradores (2014), em estudo semelhante, 

detectaram que coelhos com contato com solo apresentaram positividade de mais 

de 40%, em comparação aos 11,1% dos mantidos em gaiolas. A diferença da 

positividade observada na sorologia de gatos da região urbana e rural também 

apresentou diferença no ELISA. Oliveira et al. (2013) verificaram que gatos oriundos 

da região rural apresentaram reação de 48,8% à gp43 em comparação com 2% dos 

gatos da área urbana.  

A identificação da PCM doença e infecção em cães também demonstra a 

correlação de animais soropositivos com a exposição ao solo. Em inquérito 

sorológico na região norte do Paraná foram observadas positividades diferentes 
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contra gp43 em cães oriundos de diferentes regiões. Cães da área urbana 

apresentaram 14,8% de positividade em contraste com 48,8% de animais da 

periferia e 89,5% de cães da área rural (ONO et al.,2001). Em estudo semelhante 

realizado no estado de Minas gerais foi observada positividade de 53% em animais 

urbanos de 80% nos mantidos na zona rural (FONTANA et al., 2010). 

Costa e colaboradores (1995) analisaram por meio de reação intradérmica com 

paracoccidioidina, animais silvestres (n=47) mantidos em cativeiro. Os animais de 

hábito terrestre apresentaram positividade maior (82,98%) frente aos primatas de 

hábito semi arborícola (22,45%), sugerindo o solo como possível habitat de P. 

brasiliensis.  Corte e colaboradores (2007), obtiveram 44,5% de positividade na 

sorologia de amostras obtidas de 25 bugios (Alouatta caraya), e 68 macacos-prego 

(Cebus sp), capturados no Estado do Paraná, através de ELISA e gp43 como 

antígeno.  

Outro estudo com animais silvestres também foi realizado no Rio Grande do Sul 

por Albano e colaboradores (2014), que detectaram 20% de positividade em 128 

amostras. Os animais deste estudo foram estratificados por áreas de captura, sendo 

que os animais capturados na área rural apresentaram 57% de positividade, em 

comparação aos 42% observados nos animais capturados em área urbana. No 

mesmo estudo verificaram também uma menor positividade nos animais de hábitos 

arborícolas (11%) quando comparado aos terrestres (50%).  

 

1.4 TILÁPIA-DO-NILO 

 

A tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é um ciclídeo africano disseminado 

globalmente para controle de plantas aquáticas em reservatórios artificiais, alimento 

para peixes carnívoros e, mais comumente, como fonte proteíca para consumo 

humano. A grande adaptabiliade deste peixe se deve a fatores como sua 

excepcional tolerância a diversos ambientes, diferentes graus de salinidade, hipoxia, 

superpovoamento, a resistência a uma ampla faixa de temperatura e, além disso, 

sua alta prolificidade (COWARD & LITTLE, 2001, HENSON et al., 2018). Por outro 

lado, estas características tornaram a tilápia-do-nilo uma espécie exótica invasora 

em quase todas as nações que foi introduzida (CANONICO et al., 2005). No Brasil, a 

espécie possui grande importância econômica. O desenvolvimento da aquicultura no 
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Brasil aliada à adaptabilidade da tilápia-do-nilo, assim como ao desenvolvimento 

zootécnico de linhagens de corte, tornaram a tilápia uma das espécies mais 

representativas na aquicultura brasiliera, com produção aproximada de 283 mil 

toneladas no ano de 2017 (IBGE 2017). O estado do Paraná é líder nacional na 

criação do peixe, com uma produção estimada em 2017 de mais de 90 mil toneladas 

(IBGE, 2017).  

A tilápia-do-nilo apesar de adaptar-se a uma ampla faixa de temperatura possui 

condições ótimas de desenvolvimento e ganho de peso que se concentram entre 26° 

C e 30°C (EL-SAYED et al.,2008, AZAZA et al., 2008), sendo a morte observada 

quando em temperaturas inferiores a 8°C (HENSON et al., 2018). Tendo em vista a 

capacidade de troca térmica com o ambiente, Stevens e Fry (1970) verificaram que a 

tilapia-mossambica (Oreochromis mossambicus) apresentava temperatura média de 

0,44°C acima da temperatura da água quando a aferição era realizada na 

musculatura e 0,45°C quando realizada no encéfalo. Baixas temperaturas reduzem a 

resposta imune da tilápia e propiciam a infecção por patógenos. Temperaturas 

abaixo de 25°C provocam queda na contagem de linfócitos totais, como 

demonstrado por Atwood e colaboradores (2003). Além disso diversos outros 

componentes do sistema imune inato e adaptativo sofrem a ação da temperatura, 

como: proteínas do sistema complemento, apresentação de antígenos, fagocitose, 

produção de imunoglobulina, entre outros, que são observados em teleósteos de 

forma geral (ABRAM et al., 2017, NDONG et al., 2007). 

As formas de cultivo utilizadas na cultura da tilápia são diversas, no entanto, as 

mais utilizadas no Paraná são o método de cultivo em tanques rede e em tanques 

escavados (HESS, 2015). A utilização de tanques escavados se caracteriza pela 

formação de uma cavidade seguida da preparação do solo para ser preenchida com 

água e receber os peixes. A manutenção deste substrato é realizada por meio da 

desinfecção utilizando a luz solar e a aplicação de cal (CaO) como forma de 

controlar a presença de patógenos e melhorar a qualidade da água (ARAÚJO-SILVA 

etal., 2014). A criação em tanques redes veio como uma forma de tecnologia para 

aumentar a densidade da criação de tilápias e intensificar o manejo dos animais. Os 

tanques rede consistem em gaiolas de plástico ou metal que podem ser mantidas 

suspensas por meio de boias na superfície do corpo d’água (ROJAS e 

WADSWORTH, 2007). As gaiolas contendo os peixes são bastante utilizadas em 

represas artificiais ou corpos d’água naturais e, no caso de espécies marinhas, 
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próxima à costa (ROJAS e WADSWORTH, 2007). Os peixes mantidos em tanque 

rede apresentam uma prediposição maior a interferir no meio onde estão inseridos, 

tanto pela possibilidade de contaminação da fauna nativa por agentes infecciosos e 

parasitários, quanto pela eutrofização local causada pelas excretas e sobras 

alimentares da criação (BEVERIDGE, 1984). Este contato com o ambiente externo 

também favorece a fuga e a inserção da tilápia no meio ambinte quando as gaiolas 

não recebem manutenção adequada, e também por despesca, quando é realizada 

de forma incorreta (AZEVEDO-SANTOS et al., 2011). 

A ampla distribuição da tilápia-do-nilo numa região endêmica para a PCM torna 

esta espécie uma potencial candidata para a detecção indireta do fungo no meio 

aquático. Apesar do isolamento de P.brasiliensis do solo são necessárias maiores 

investigações para a identificação dos possíveis hábitats e interações eco-

epidemiológicas deste microorganismo.  

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Detectar a infeção natural por Paracoccidioides sp. em tilápias-do-nilo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Detectar a pesença de anticorpos para Paracoccidioides sp. em tilápias 

por meio de ELISA utilizando gp43 como antígeno. 

 

• Detectar a infecção por Paracoccidioides sp. em tilápias por meio de PCR.  

 

• Determinar a identidade do material amplificado a partir da região ITS de 

amostras obtidas de rim, fígado e encéfalo de tilápias-do-nilo com 

isolados de Paracoccidioides sp. e fungos filogeneticamente próximos. 
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3 ARTIGO I PARA PUBLICAÇÃO (MEDICAL MYCOLOGY) 
 

O presente manuscrito está formatado segundo as normas do periódico Mycoses. 

Os resultados obtidos estão descritos no artigo intitulado “First report of Infection by 

Paracoccidioides brasiliensis in Fish”. 
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The thermo-dimorphic fungus P. brasiliensis is the etiological agent of 

paracoccidioidomycosis (PCM), a deep mycosis endemic in Latin American countries 

that affects mainly male rural workers. Infection by P. brasiliensis has also been 

reported in several species of terrestrial animals, however, the capacity of the fungus 

to infect aquatic organisms is poorly known. Therefore, the objective of this study was 

to evaluate infection by P. brasiliensis in a fish species. Nile tilapia (Oreochromis 

niloticus) was the species chosen for this study because it is the most farmed and 

widely distributed fish in endemic areas for human PCM. As a first step, the humoral 

immune response against the fungus was evaluated. A group of three fish were 

imunized with inactivaded P. brasiliensis yeast cells and all the fish produced 

antibodies against the fungus. Serum samples of Nile tilapia collected from a fish 

slaughterhouse were evaluated by ELISA using gp43 as antigen for detection of 

antibodies against P. brasiliensis. Nile tilapia raised in cages (n=109) and in ponds 

(n=105) showed 17.4 and 5.7% positivity, respectively. Due to the higher 

seropositivity observed in caged fish, 100 tissue samples (encephalon, liver and 

kidney), from another group of tilapia raised in cages, were analyzed by PCR (Pb-

ITSR and Pb-ITSE). Three samples (liver n=1, kidney n=1 and enchepahlon n=1) 

from three different fish were positive. This is the first report to show serological and 

molecular evidence of P. brasiliensis infection in a fish species. 

Key words: Paracoccidioidomycosis, fish, Nile tilapia, infection, eco-epidemiology  

 

 

Introduction  

 

P. brasiliensis is a thermally dimorphic fungal pathogen that causes 
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paracoccidioidomycosis (PCM), the most prevalent human systemic mycosis in Latin 

American countries, mainly in Brazil.1 

Infection by P. brasiliensis has been described in a wide variety of warm-

blooded species such as dogs2, cats3, rabbits4, chickens5, livestock6,7,8,9,10, wild small 

mammals11, monkeys12, and armadillos13. Although the soil has been suggested as 

the fungus habitat based on the few reports of P. brasiliensis isolation from this 

source in Brazil14,15, Argentina16 and Venezuela17, an aquatic habitat was suggested 

by Restrepo18 and Conti-Diaz19. 

Epidemiological studies indicate the presence of P. brasiliensis in very humid 

areas such as close to water courses and regions with significant rainfall20. In 

addition, the optimal in vitro growth in high humid conditions suggests a very humid 

microniche for P. brasiliensis20.  In this way, the study of aquatic species and their 

possible role in the P. brasiliensis eco-epidemiology could contribute to the 

clarification of the fungus habitat. 

Nile tilapia (O. niloticus), an African species, is the most farmed fish in Paraná, 

Brazil21. The wide spread of this cichlid in an endemic area for 

paracoccidioidomycosis, such as the state of Paraná, could make the tilapia a good 

indicator for the presence of P. brasiliensis in the aquatic environment.  

Cage and pond farming are the main systems used for tilapia culture in Paraná 

state. Earthen ponds are still widely used for tilapia farming, although cage culture is 

expanding under intensive systems22.  Fish cages are placed in  water  bodies such 

as rivers, lakes and ponds to raise and harvest fish in a small area. Therefore, the 

objective of this study was to detect  infection by P. brasiliensis in Nile tilapia (O. 

niloticus) raised in ponds and cages from the northern region of Paraná state, Brazil. 
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Materials and methods  

 

Serum Samples 

Serum samples were collected from apparently healthy adult  Nile tilapia 

(n=214) by gill section after ice desensitization in a commercial fish slaughterhouse. 

The fish came from fish farms, ponds (n=105) and cages (n=108), from the northern 

region of Paraná state. The blood was collected and centrifuged and the serum 

stored at -20º C.This study was approved by the Animal Ethics Committee of the 

State University of Londrina (CEUA N° 31899.2013.48). 

 

Fish Immunization  

Three female tilapia (O. niloticus), weighing 120 to 200g, were kept in a 400 L 

plastic tank and fed daily to satiation with commercial tilapia feed. The fish were 

anesthetized with eugenol 75 mg L-1 by immersion and inoculated  by intraperitoneal  

route with P. brasiliensis B-339 (1x107 inactivated yeast cells) in Incomplete Freund 

Adjuvant (Sigma, St Louis, USA) on days 0, 7 and 14. Blood samples were collected 

by caudal vein punction on days 0, 7, 14 and 21. The statistical analysis was 

performed with IBM SPSS Statistics 20 program and the data were analyzed by the 

Student’s t-test. The values of P ≤ 0.05 were considered statistically significant. 

 

Indirect ELISA with gp43  

Polystyrene flat-bottom microtiter plates (Costar Corporation, NY, USA) were 

coated with Immunoaffinity purified gp43 in 0.1 M carbonate buffer, pH 9.6 (250 ng 

well-1) at 4 ºC overnight. The plates were washed with phosphate-buffered saline 

(PBS) containing 0.1 % Tween (PBS-T) and blocked with PBS-T 5 % skim milk (PBS-

T-M). After washing with PBS-T, the serum samples were diluted 1:100 in PBS 1 % 
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skim milk (PBS-T-M) and incubated at 25 °C for 1 h. The plates were washed and 

incubated at 25 °C for 1 h with rabbit IgG anti-tilapia antibody,  then washed again 

and incubated at 25 ºC for 1 hour with anti-rabbit IgG peroxidase conjugate (Sigma-

Aldrich, St Louis, USA). After washing with PBS-T, a solution of substrate/chromogen 

(H2O2/tetramethylbenzidine) was added. The reaction was stopped with 4 NH2SO4 

and absorbance was measured at 450 nm. The serum samples were considered 

positive with two and half times the absorbance of the well without serum. The 

positive control used in the study was the serum from a tilapia immunized with P. 

brasiliensis. The statistical analysis was performed with IBM SPSS Statistics 20 

program and the data were analyzed by the Pearson chi-square test. The values of P 

≤ 0.05 were considered statistically significant.  

 

DNA Samples 

DNA samples (n=100) were extracted from tissues (liver n=33, encephalon 

n=32, kidney=35) of Tilapia raised in cages from the Paranapanema river basin, 

Paraná, Brazil (371 m mean altitude, 22°C mean annual temperature and 1263 mm 

mean annual rainfall).The samples were processed according to Corredor et al.23 

with modifications, using phenol and proteinase K (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).  

 

PCR analysis 

PCR was performed according to Theodoro et al.24  with the primers Pb-ITSR 

(5’-AAGGGTGTCGATCGAGAGAG-3’) and Pb-ITSE (5’-

GAGCTTTGACGTCTGAGACC-3’) under the annealing temperature of 62º C. The 

set of primers were designed to amplify a 387-bp region of the P. brasiliensis DNA. 

The reaction was performed with GoTaq (Promega, Madison, USA), using the isolate 
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B-339 as a positive control and as negative control the reaction was performed 

without adding DNA. Electrophoresis was performed in polyacrylamide with 100 bp 

ladder (Invitrogen, Carlsbad, USA) and visualized by silver nitrate staining. The 

products of positive samples were purified with ammonium acetate and sequenced 

by the Sanger method using Big Dye Terminator Sequencing Kits (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, USA). The sequencing analysis was performed using the 

BioEdit program, and the sequence of nucleotides obtained was compared with the 

NationalCenter database for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) 

searched through BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).  

 

Phylogenetic grouping 

For the phylogenetic analysis, were used the sequences of  amplicons obtained 

in this study (n=3),  P. brasiliensis (n=13), P. lutzii (n=4), and fungi belonging to the 

Paracoccidioides family (Ajellomycetaceae) (n=6): Histoplasma capsulatum, 

Blastomyces dermatidis, Emmonsia crescens and also Lacazia loboi (n=2). DNA 

sequences (n= 25) of the ITS 1 and 2 regions were obtained on GenBank and used 

to generate the phylogenetic tree. Cryptococcus neoformans was used as outgroup 

to root the tree. The sequences were aligned using MegaX and the phylogenetic tree 

was automatically constructed by the Jukes-Cantor model and analyzed by the 

maximum likelihood method. The percentage of the branch similarity from each 

cluster was supported through the distances of 1000 bootstrapped datasets. 
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Results 

 

All of three tilapias inoculated with inactivated cells of P. brasiliensis showed a 

significant increase in antibody response against gp43, (p<0.05) (Fig 1). 

The analysis of 204 Tilapia serum samples by indirect ELISA showed a 

positivity of 11.7% to P. brasiliensis. The difference in positivity between fish cultured 

in ponds (5.7%) and cages (17.4%) was statistically significant (p<0.05) (Table 1). 

The analysis of 100 tissue samples from tilapia farmed in cages (liver, 

encephalon and kidney) by PCR, showed three positive results each one from a 

different fish, (Fig. 2). These sequence data have been submitted to the GenBank 

databases (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) under accession number MN025351, 

MN025352, and MN025353: liver, encephalon, and kidney,  respectively.  All the 

positive samples showed 100% similarity  with P.brasiliensis isolates (access: 

KP636451.1 ; KJ540974.1; KJ540973.1; KJ540971.1; JQ675762.1), after  analyzing 

the sequencing results on BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).  

The sequences derived from this study were placed with P. brasiliensis in the 

same cluster in the phylogenetic tree generated from the comparison of the ITS 1 

and 2 regions (Fig. 3). 

 

Discussion  

 

Taking into account that gp43 is the main antigen used for serological detection 

of P. brasiliensis infection, as a first step, the antibody response of Nile Tilapia 

inoculated with P. brasiliensis was evaluated. A significant response was observed in 

all of the fish from day 0 to 21st. One of three tilapia showed a higher response to the 

immunization compared to the others. (Fig. 1). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/834856606?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4EK03JS6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634224238?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4EK03JS6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634224237?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4EK03JS6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634224235?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=4EK03JS6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/386276209?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=4EK03JS6014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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The caged fish showed higher percentage of positivity against gp43 than those 

raised in ponds (see Table1), probably because fish cultured in cages are often 

under stress due to high stocking density that is related to immunessupression 25. In 

addition, fish kept in ponds could be less exposed to the fungus infection. One 

explanation for that is spreading quicklime (CaO) and sun exposure to the bottom of 

the tank as a routine procedure for building ponds and maintaining nurseries prior to 

the introduction of a new batch of fish.26,27 Quicklime and sunlight act as disinfectant 

and they could affect any viability of soil microbiota. The competition among the 

aquatic microorganisms and P. brasiliensis could be more intense because of the 

lower water renewal rates in the ponds when compared to rivers, this could be 

another explanation for the lower infection observed in tilapia raised in ponds. 

The detection of antibodies against gp43 and P. brasiliensis DNA in O. niloticus 

reinforces the hypothesis that the fungus can infect heterothermal aquatic organisms, 

as proposed by Conti-Diaz et al.19,28 The infection could occur through contact with P. 

brasiliensis propagules carried by surface runoff from the soil that surrounds water 

bodies.  De Bedout et al.29 showed that P. brasiliensis can develop in distilled water 

and therefore viable fungus propagules could be present in waters of rivers and 

lakes. 

Studies in dolphins showed the presence of P. brasiliensis yeast-like cells in 

granulomatous skin lesions diagnosed as lacaziosis. Minakawa et al.30 identified 

yeast cells morphologically similar to P. brasiliensis in a white-sided dolphin 

(Lagenorhynchus obliquidens) in Japan. Vilela et al.31 also identified yeast-like cells 

of P. brasiliensis in tissue samples  from six bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) 

in the USA. The molecular analysis of the isolate from the Japanese dolphin showed 
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99% homology with a partial sequence of P. brasiliensis gp43 while Vilela et al. 

observed 100% identity of the fungus with P. brasiliensis. 

The DNA detected by the PCR from the fish tissues showed 100% similarity 

with P. brasiliensis isolates belonging to the S1 cryptic species, such as Pb 18 and 

T16BI (access: KJ540973.1, JQ675762.1).32 The sequences obtained from tilapia, 

strongly supported by the bootstrap, were grouped  in the same P. brasiliensis cluster 

showing high similarity among the group (Fig. 3).This result suggests that there is not  

high variability among  these different P. brasiliensis sequences obtained in GenBank 

and those obtained in this study. The result suggests a lack of differentiation among 

P. brasiliensis obtained from different origins such as environmental, human patients 

and animals, using the sequences amplified by this set of primers. As shown in this 

analysis the ITS region was able to differentiate the P. brasiliensis from other 

members of the Ajellomycetaceae family such as Histoplasma, Emmonsia and 

Blastomyces. 

 Low body temperature apparently is not a barrier to infection by P. brasiliensis. 

Even in mammal species different temperature range does not appear to impair the 

fungus infection as described in several studies of PCM in armadillos13,23,33 

(Fernandes 2004, Corredor 1999, Bagagli 2003) whose body temperature ranges 

from 32°C to 34°C.34  

Stevens and Fry35 studied the rate of thermal exchange in mozambique tilapia 

(Oreochromis mossambicus) and observed a body temperature of 0.4°C above the 

tank temperature. Nile tilapia grows better at 26 to 30°C, 36,37 therefore its body 

temperature probably would not reach the internal temperature of either mammals 

and birds. In addition, the fish immune response38,39,40 is affected by temperature 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/634224237?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4EK03JS6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/386276209?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=4EK03JS6014
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changes below or above the optimal, which could increase susceptibility to 

pathogens.  

Infection by P. brasiliensis by intestinal route after ingestion of infected fish is 

unlikely .A study showed that mice experimentally infected by oral route with P. 

brasiliensis propagules did not develop disease even when associated with intestinal 

lesions caused by Trichinella spiralis. 41 Greer and Bolaños42 cultivated the stomach, 

upper intestine, lower intestine and rectum of frugivorous bats, Artibeus lituratus, that 

ingested viable yeast cells of P. brasiliensis and observed that the fungus was unable 

to survive more than 8h in the digestive tract.  

In brief, we can conclude that tilapia is infected by P. brasiliensis. The results 

indicate the presence of the fungus in the aquatic environment and its capacity to 

infect fish. 
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  Figure 1 – Antibody response in three Nile tilapia inoculated with 

inactivated P. brasiliensis cells, evaluated by indirect ELISA using gp43 as antigen. 

The arrows indicate the days of inoculation. Statistically significant (t-test; p=0.0026) 

differences were calculated from the comparisons between day 0 (control group) and 

day 21st after prior immunization. 
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Table 1 – Reactivity of the serum samples from fish to P. brasiliensis gp43 antigen 

evaluated by indirect ELISA according to source farm. 

 

 Fish farm   Positive Negative Total  

  n % n % n 

Pond 6 5.7 99 94.3 105 

Cage 19 17.4 90 82.6 109 

Total 25 11.7 189 88.3 214 

P value = 0.008      
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         Figure 2 - Positive 

samples after PCR in SDS-PAGE with silver nitrate staining. Lane: [1] 100 bp ladder, 

[2] Liver, [3] kidney, [4] Encephalon, [5] Negative control, [6] Positive control (P. 

brasiliensis B-339). The arrow indicates a region of amplification of 387-bp. 
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             Figure 3. Phylogenetic tree of ITS regions 1 and 2 of several sequences 

obtained from GenBank (accession numbers are given) and the 3 sequences derived 

from this study (black dots).  The sequence of C. neoformans was used to outgroup. 

The tree was generated by the Jukes Cantor method and analyzed by the maximum 

likelihood method. The bootstrap values from 1,000 resamplings are indicated along 

the branches. Scale bar indicates nucleotide substitutions per site. The three 

sequences derived from this study were grouped with P. brasiliensis. 
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CONCLUSÃO 

 

Tilápias-do-nilo imunizadas com células de P.brasiliensis foram capazes de 

desenvolver resposta imune com a produção de anticorpos contra gp43. 

 

Os resultados obtidos através da sorologia, utilizando como antígeno gp43, indicam 

a infecção por P. brasiliensis em peixes, sendo aqueles criados em tanques rede 

apresentaram maior positividade, observada no ELISA, quando em comparação aos 

peixes de tanque escavado. 

 

 A amplificação do DNA fúngico a partir de amostras de encéfalo, fígado e rim de 

tilápias-do-nilo demonstram indiretamente a presença do fungo no meio aquático e 

ainda a sua capacidade de infectar de forma natural uma espécie ectotérmica. Este 

estudo conseguiu identificar a ocorrência da infecção natural por Paracoccidioides 

brasiliensis em tilápias-do-nilo oriundas da região norte do Paraná.  

 

Utilizando-se a região ITS, foi possível agrupar as sequências de DNA obtidas neste 

estudo no mesmo cluster de diferentes sequências obtidas à partir de amostras 

ambientais, animais e humanas de P. brasiliensis, sendo possível a sua 

diferenciação de outros fungos filogeneticamente próximos. 
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