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BELITARDO, Donizeti Rodrigues. Utilizacdo de coelhos e suinos como animais
sentinela da paracoccidioidomicose. 2013. 59f. Tese (Doutorado) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina.

RESUMO

A paracoccidioidomicose, causada pelo fungo termodimérfico Paracoccidioides
brasiliensis, € a micose sistémica humana mais prevalente na America Latina. A
paracoccidioidomicose afeta principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino,
causando lesbes granulomatosas em o6rgdos como pulméo, figado e bago. A
participacado de espécies animais na epidemiologia do fungo nao esta esclarecida. O
presente estudo avaliou a infecgdo de coelhos e porcos domésticos pelo P.
brasiliensis. Amostras de soro de 170 coelhos e 106 suinos foram analisadas por
ELISA e imunodifusdo, usando a gp43 e exoantigeno de P. brasiliensis,
respectivamente. Coelhos mantidos livres mostraram significativa positividade alta
de 34.6 a 51.7%, do que animais mantidos presos em gaiolas (11.1%), a
positividade total foi de 27.1%. Entre os suinos analisados a positividade variou de
13.0 a 69.7% entre as propriedades, com 37.7% de positividade total. Nao foi
observada reatividade na imunodifusdo para coelhos e suinos. Coelhos sentinela
expostos a infecgado natural pelo P. brasiliensis foram observados por seis meses
com uma taxa de soroconversdo de 83.3%. De um coelho sentinela foi possivel
detectar P. brasiliensis por histopatologia e PCR. Suinos inicialmente soronegativos
a gp43 expostos a infeccdo natural pelo P. brasiliensis apds trés meses de
exposi¢ao, todos os animais soro converteram. Nao foi possivel detectar P.
brasiliensis em amostras de tecidos (bacgo, pulmao, figado e linfonodos) de suinos
sentinela submetidos a cultura, histopatologia e PCR. Os resultados deste trabalho
sugerem que estas espécies de animais podem ser usadas como sentinelas para a
presenca do P. brasiliensis no ambiente.

Palavras-chave: Epidemiologia. Paracoccidioidomicose. Infeccéo. Micose
sistémica. Coelho. Suino.



BELITARDO, Donizeti Rodrigues. Utilization of rabbits and swine as sentinel
animal of paracoccidioidomycosis. 2013. 59p. PhD Thesis. State University of
Londrina, Londrina.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis, caused by the thermodimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis, is the most prevalent human systemic mycosis in Latin America.
Paracoccidioidomycosis affects mainly male rural workers, causing granulomatous
lesions in organs such as lungs, liver and spleen. The participation of other animal
species in the fungus epidemiology in not well understood. The present study
evaluated the infection of domestic rabbits and pigs by Paracoccidioides brasiliensis.
The serum samples of 170 rabbits and 106 pigs were analyzed by ELISA and
immunodiffusion test, using P. brasiliensis gp43 and exoantigen, respectively. The
free range rabbits showed a significantly higher positivity of 34.6 to 51.7% than
caged animals (11.1%) and the overall positivity was 27.1%. Among the pigs tested
positive ranged from 13.0 to 69.7% between the properties, with 37.7% in the total.
No reactivity was observed in the immunodiffusion test for rabbits and pigs. Sentinel
rabbits exposed to natural infection with P. brasiliensis were followed for six month
and a seroconversion rate of 83.3% was observed. Only a rabbit was detected P.
brasiliensis by histopathological examination and PCR analysis. Pigs seronegative to
gp43 were exposed to natural infection by P. brasiliensis and all animals
seroconverted three months after exposition. P. brasiliensis was not detected in
tissue samples (spleen, lung, liver and lymph nodes) from sentinel pigs submitted to
culture, histopathological examination and PCR analysis. The results this work
suggest that these animals species can be useful sentinel for P. brasiliensis presence
in the environment.

Keywords: Epidemiology. Paracoccidioidomycosis. Infection. Systemic mycosis.
Rabbits. Pigs
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1 INTRODUCAO

1.1 ADOENCA

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica descrita por
Lutz 1908 " endémica na América Latina e considerada uma micose de importacdo
quando diagnosticada em outras partes do mundo. E descrita rara e
esporadicamente em animais domésticos e silvestres. A PCM tem grande
importancia socioecondmica, acomete principalmente trabalhadores rurais do sexo
masculino, na faixa etaria de 30 a 50 anos %3}

A PCM é descrita em humanos nas formas aguda e crénica " A
doenga aguda (tipo juvenil) corresponde a 5-10% dos casos, sem distribuigdo por
género, de evolugédo rapida, com presenga de linfoadenomegalia, manifestagdes
digestivas, hepatoesplenomegalia, envolvimento osteoarticular e lesdes cutaneas. A
doenca crdnica (tipo adulto) responde por 90% dos casos e ocorre entre adultos de
30-60 anos, com predominancia do sexo masculino, de progressao lenta, silenciosa,
com diagnostico tardio. Manifestagdes pulmonares estdo presentes em 90% dos
pacientes, envolvendo geralmente mais de um érgéo, sendo os pulmdes, mucosas e
pele os sitios mais acometidos. Sao frequentes os quadros de tosse com
expectoragédo, lesbes vegetantes em labios e mucosa orofaringea, fraqueza e
linfonodomegalia ' ° A mortalidade relacionada @ PCM de 1985 a 2005 foi de 1950
Obitos sendo 1164 (59,7%) por PCM como causa basica e 786 (40,3%) como causa
associada. O maior numero de Obitos ocorreu entre lavradores adultos com
tendéncia de aumento nos meses de inverno * A PCM pode estar associada a
outras doengas como AIDS e céancer e em menor frequéncia a outro tipo de doencga
infecciosa e/ou metabolica ¥ ©. Deve ser diferenciada de tuberculose e outras
micoses (histoplasmose, criptococose e candidiase) em sua forma pulmonar. No
International Colloquium on Paracoccidioidomycosis realizado em Medellin,
Colémbia, 1986, a PCM foi classificada em PCM-infeccdo e PCM-doenca. A PCM-
infeccdo ocorre entre pessoas que sao reagentes aos antigenos do fungo em teste
soroldgico ou intradérmico, porém sem desenvolvimento da doenca, sendo um

indicativo que fizeram contato com o agente e desenvolveram uma resposta imune
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humoral e celular competente. A PCM-doenca é descrita em sua forma clinica, com

resposta imune detectavel porem incompetente .
1.2 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS E INFECCAO

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) é um fungo termodimérfico 9,
que cresce de forma distinta em temperaturas diferentes. Cresce como levedura a
temperatura de 35°C in vitro ou no tecido de hospedeiro causando doenca. Cresce
como hifa a temperatura ambiente de 4-25°C produzindo formas infectantes ?. Este
fungo apresenta fendétipos variados no crescimento micelial das colénias, producao
de conideos, transigdo micélio-levedura, microscopia do levedo (brotamentos,
tamanho e formato das células), viruléncia e tolerancia térmica e variagbes nas
manifestagdes clinicas, indicam que a doenga pode ser causada por cepas do fungo
com diferentes caracteristicas !'%'2.

A infec¢do ocorre pela inalagado de propagulos fungicos, seguido da
regulacdo térmica que influencia a transicdo para a forma de levedo na fase
parasitaria !"*! em hospedeiros susceptiveis, causando um foco primario infeccioso
nos pulmdes P com posterior disseminacdo linfatica e/ou hematégena para
diversos orgaos e tecidos como demonstrado experimentalmente em modelo animal
[14]_

Os eventos subsequentes a chegada do fungo nos pulmbes
dependem de variaveis, (l) intrinsecas ao fungo, como viruléncia; (lI) meio ambiente
no qual vive o hospedeiro, o que condiciona a frequéncia da exposi¢cao e volume de
inoculo; (Ill) especificas ao hospedeiro, associadas a sua capacidade genética inata
de resposta aos agentes infecciosos e, (IV) ao possivel papel hormonal, presenca de
receptores para estrogenos na parede do fungo capazes de bloquear a
transformacao de micélio a fase leveduriforme infectante '),

A interacdo agente-hospedeiro pode resultar em: 1) eliminagdo do
agente, 2) complexo pulmonar primario com estabilizagdo e permanéncia de foco
quiescente com fungos viaveis, 3) complexo pulmonar primario com fase transitéria
de disseminagéo linfatica e/ou hematogénica e estabelecimento de foco pulmonar e
metastatico quiescentes com fungos viaveis e 4) evolugédo para doenga progressiva

aguda 4,
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A grande maioria dos individuos que vivem em areas endémicas nao

desenvolve a doencga.

1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico padrao da PCM envolve a detecgdo de elementos
fungicos do Pb em exame a fresco de escarro ou outro espécime clinico (raspado de
lesdo, aspirado de linfonodos) e/ou fragmento de biopsia de érgéos supostamente
acometidos submetidos ao exame microscopico direto ou em técnicas como
Hematoxilina-Eosina (HE) e Grocott. A demonstragdo do fungo nos tecidos por
microscopia, ou por identificacdo molecular (PCR) é considerado diagndstico
definitivo ['°),

A avaliagcédo imunoldgica, se possivel, devera ser realizada em todas
as variedades clinicas as quais poderao trazer informagdes acerca do prognéstico e
da atividade da doencga, pois ambos os tipos agudo e crénico apresentam recidivas

apos o tratamento .

Uma correlacdo positiva entre estado clinico e titulos
sorologicos do paciente foi observada, ocorrendo diminuigdo dos titulos com a
melhora do quadro . Titulos de IgG estdo relacionados & gravidade do quadro
observado, sendo a IgG anti-gp43, considerada o melhor marcador para definicao da
forma clinica aguda ou cronica !"®. Pacientes diagnosticados positivo por bidpsia da
les&o, tiveram diagnostico negativos na imunodifusdo (ID). A baixa reatividade
soroldgica obtida pode ser devida a baixa imunidade encontrada nesses pacientes,
elou a uma possivel ma qualidade do material utilizado para o teste diagnostico ..
A presenca de imunoglobulinas assimétricas no paciente com pcm seria outra
possibilidade do teste sorolégico negativo, consequéncia da nao precipitacdo destas
[17].

Durante os ultimos anos, o teste de imunodifuséo (ID) tem sido o
teste de escolha para o diagndstico inicial de pacientes com suspeita de PCM. O
teste de ID tem elevada especificidade e sua sensibilidade pode variar de 65 a

100%, dependendo do tipo de antigeno utilizado ['®

. Recursos adicionais para o
sorodiagndstico sao encontrados apenas em centros de referéncia e/ou de pesquisa.
O ensaio imunoenzimatico (enzyme linked immuno-sorbent assay — ELISA)

representa um meétodo alternativo para o sorodiagndstico da PCM, mais rapido e
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mais apropriado para exame de grande numero de amostras. E técnica mais
sensivel, porém sua especificidade € menor do que a da imunodifusdo, exigindo
cuidadosa padronizacdo e interpretacdo dos resultados positivos . Diferentes
classes de imunoglobulinas podem ser determinadas pelo ELISA permitindo assim
uma avaliagdo mais precisa da resposta imune humoral. Estes ensaios dao
resultados confiaveis e reprodutiveis sendo extremamente sensiveis %

Os métodos imunolégicos de diagndstico como imunodifusdo, ELISA
e Westen Blot sdo dependentes de antigenos especificos que variam na qualidade
dependendo da fase morfolodgica, meio de cultura, tempo de inoculagéo e da técnica
utilizada ['®!,

Glicoproteinas (gp) do fungo de 16 a 220 kDa foram identificadas
como possiveis antigenos porem a gp de 43kDa (gp43) € o antigeno de eleicdo uma
vez que é reconhecido pela maioria dos soros de pacientes com PCM [18]. A gp43
€ o principal antigeno do fungo e também considerado um fator de viruléncia
supostamente proteolitica para colageno, elastina e caseina [20], com confirmada
propriedade de ades&o a laminina ",

Quando s&o realizados testes com soro e antigeno padrdo de
mesma regiao ha boa sensibilidade, quando cruzados soro e antigeno entre regides,
a sensibilidade é reduzida comparada ao antigeno padrdo da area ®?. Este fato
pode ser explicado frente a diminuicdo ou ndo produgdo a gp43 por alguns

gendtipos do patégeno .
1.4 ANALISE PCR

A andlise molecular € uma ferramenta de grande importancia no
estudo de frequéncia, area de ocorréncia e epidemiologia deste agente, uma vez
que a cada ano, estas técnicas vao sendo aprimoradas e tornam-se cada vez mais
sensiveis e especificas. A amplificacdo do DNA para diagnostico apresenta
vantagens como rapidez, sensibilidade e risco reduzido quando comparado a outras
técnicas *Y. A PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifica regides alvo do DNA
(codificada para glicoproteina, ITS-5.8S, 28S) pelo anelamento de iniciadores
espécie-especificos ?*?"l. O material amplificado na PCR (amplicon) pode ser
também sequenciado para comparacao e identificagdo das espécies. Para a

identificacdo do Pb, a técnica mais indicada é a Nested PCR onde numa primeira
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reacdo sao definidas e amplificadas regides menos especificas, comuns a
praticamente todos os fungos e de maior tamanho e, em uma segunda reacao,
procede-se a amplificacdo de uma regido menor, interna a primeira reagéo de
amplificacdo, especifica da espécie de interesse ?® 1. A partir deste método foram
identificados a presenca de DNA do Pb em amostras de solo e de tecido animal #*
28].

Por Nested PCR, Arantes e cols. 2%

coletaram de particulas
suspensas no ar, na entrada de tocas de tatu conseguiram demonstrar a presenga
de estruturas fungicas em cinco das seis amostras.

Com os avangos de técnicas moleculares, Pb foi realocado na
familia Onygenaceae (Onygenales Ordem, Ascomycota), no mesmo grupo de
fungos como Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum e Lacazia loboi. Recentemente, um novo clado na ordem Onygenales foi
proposto como uma nova familia denominada de Ajellomycetaceae (Figura 1) que
constitui um grupo monofilético incluindo os géneros anamorfos Blastomyces,

Emmonsia, Histoplasma, Lacazia e Paracoccidioides 33,

Figura 1 - Relacdes filogenéticas da Familia Ajellomycetaceae *2.

wo Neasartorya fischari
2 [“) Agpergilius fumigatus

18 - Ewratitrm rubrum
Eupeniciliium javanicum

. Owygena eguing

al Ascocalvalia alvecials
Unclnocarpus reasdi

“l—Cosoldinldes fmminis*
Pectinotrichum lfananse

Malbranchea famentosa

{ Euroliales

" dimndphie
pathogon

% l_.‘M.ml.bmnﬂfma dandritica
— Malbramchea surantiaca
Aaibranchea albalrfas
Renispora flavissima
——Aphanoascus mephifals

Ctenomyces serralus
- [~ AMThROGS A fCurvatom
r n Trichophyton rubrum
1 Arthroderma ciferrii

istoplasma capsulaium var. capsuladurn
LA =1 . Histoplasma capsuletum var. dubolsii*

ermatophes
Onygenales

e
N

Pl
¥
7
B
g
I
B¢ B
B
3
=
:
&
=
dimerphic
FAmOgans
Ajellomycetacens

iI:S,nl'.ﬂml'!umﬁ!r'Jt wareLpii
[ Mailbranchea gypsea

0,005 substntions [ nucictda

Capronia
pilosells




18

Novos conceitos relacionados a espécie sao propostos em estudo
filogenético, no qual foi constatado um complexo de espécies cripticas em Pb, que
possuem divergéncias morfolégicas imperceptiveis por identificagdo micoldgica
classica, mas que geneticamente apresentam divergéncias e estédo
reprodutivamente isoladas *%*! demonstrando a existéncia de um grupo parafilético,
denominado S1, e dois monofiléticos PS2 e PS3. Carrero e cols. *®! observaram que
o isolado Pb01 proveniente da Regido Centro-oeste brasileira, ndo se agrupava com
nenhuma das espécies cripticas descritas por Matute e cols. 4. Utilizando entdo um
maior numero de isolados da Regidao Centro-oeste brasileira e um do Equador,
Teixeira e cols. *” determinaram que estes novos isolados n3o pertenciam ao grupo
das espécies S1, PS2 e PS3, mas que constituiam uma nova espécie, denominada
inicialmente como PbO01l-like (Figura 2). Esta espécie € a mais divergente e
atualmente descrita como uma nova espécie de Paracoccidioides, denominada de P.

lutzii, em homenagem ao médico Adolfo Lutz.

Figura 2 - Consenso arvore de maxima verossimilhanga obtido a partir da analise
de 500 repeticdes de bootstrap. Parcimdnia e probabilidade propor¢des
de bootstrap e probabilidades posterior Bayesiana (em%) sdo mostrados
ao lado dos ramos, em a ordem MP / ML / BP B8,

76/100/86 | EPM77like ] PS3
T1Fllike ] S1

65/71/- —~ Pb262
4(51841&13 PS2
96/99/100 | T10B 1like

Pb01

—
0.001

A ocorréncia destas espécies é restrita as areas geograficas %,
sendo a S1 a de maior distribuicdo ocorrendo na Argentina, Brasil, Peru, Paraguai,
Uruguai e Venezuela, a PS2 ocorre no Brasil e na Venezuela, a PS3 ocorre somente
na Colédmbia e o P. lutzii ocorre na Regido Central do Brasil e no Equador (Figura 3).
O mais recente isolado de Pb (TB16B1) de Dasypus novemcinctus apds estudo

filogenético, foi classificado como pertencente ao grupo S1 de espécies cripticas %,
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Figura 3 - Distribuicdo geografica dos diferentes grupos genéticos do complexo de
espécies de Paracoccidioides brasiliensis. Espécies PS2: ocorrem no
Brasil e na Venezuela; espécies PS3: na Coldbmbia; espécie S1: no
Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Peru e Venezuela e Pb 01-Like
ocorre na regido Central do Brasil e no Equador 2.

Leqgeid

31
m P52
m P53
= PhO1-like

a. ISOLAMENTOS

O fungo Pb é de dificil isolamento a partir de amostras ambientais, o
que torna o seu nicho ecolégico desconhecido. Montenegro em 1996 P! conseguiu
apenas cinco isolamentos de termodimorfico de 887 amostras dos mais variados
locais, indo de formigueiro a madeira em decomposigao e isolou 581 espécies de
Aspergillus. Outras 760 amostras de solo foram exaustivamente analisadas por
Silva-Vergara "% resultando em apenas um isolamento. O método de isolamento por
semeadura direta em meio de cultura destes materiais resultara em intenso e rapido
crescimento de fungos sapréfitos, inviabilizando o isolamento do Pb que tem

crescimento lento Y,

O primeiro isolamento a partir de amostras ambientais foi realizado

por Batista *?! em Recife-PE, Brasil a partir de amostras de solo de fazenda de gado,
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3 isolou Pb a partir

porém sem confirmagao e caracterizagdo do isolado. Negroni
de 12 amostras, por cultivo direto e indireto, de uma area rural, este isolado também
nao foi caracterizado micologicamente e nao teve sua viruléncia testada em animais,
nao esta disponivel para estudos. Outros dois isolados foram obtidos por Albornoz
4 na Venezuela que estdo depositados no banco de dados American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA (strains ATCC 24015, 24016, 24017).

Dentre os diversos meétodos existentes, o meétodo indireto
(inoculacdo em animal) € capaz de eliminar fungos ndo patogénicos sendo o mais
eficiente ®*Y. Arantes e cols. ** usaram um método direto por extingdo, no qual as
amostras sao diluidas em grandes volume sao distribuidas em micro placas de
cultivo celular de modo que um menor numero de esporos seja depositado no meio
de cultura seletivo para formar uma colénia tnica *°. Mesmo usando esta técnica,
nao houve sucesso no isolamento a partir de amostras de solo e de aerossois onde
ja havia detectado a presenca do Pb por meio de PCR.

Os tipos e texturas dos solos foram também estudados por Tergarioli
e cols. ¥! os quais concluiram que Pb tem bom crescimento, tanto em solos com
texturas argilosa e/ou arenosa, em condicbes de grande umidade e pouco
crescimento em condigcdes de baixa umidade e é incapaz de crescer em alguns
solos com elevados teores de aluminio trocavel (H+ Al-). Ono e cols. ! analisaram
o efeito de agrotoxicos, fungicidas, herbicidas e inseticidas, em meios de cultura e
solos experimentalmente infectados com Pb e sugeriram que tais produtos usados
em larga escala em diversas culturas podem interferir nos isolamentos a partir de

amostras de solo.
b. HOSPEDEIRO ANIMAL

A participagao animal na historia natural desta micose iniciou-se com

os trabalhos de Pereira e Vianna em 1911 ¥

quando inocularam pus de um
paciente em varias espécies de animais (cao, gato, rato, coelho), observando em
caes, sinais clinicos da PCM e 6bito apds 21 dias. A inoculagdo em animai € uma
opgao no meétodo de diagnostico, hamsters, camundongos, ratos e cobaias, foram

usados nos isolamentos de amostras ambientais de solo e visceras de tatu.



21

A técnica mais sensivel para o isolamento do P. brasiliensis foi a
inoculagao de fragmentos de visceras, homogeneizados e tratados com antibidticos
diversos, na cavidade peritoneal e intratesticular de hamsters '/,

O hospedeiro animal oferece ao fungo a temperatura apropriada e
constante para sobrevivéncia e reproducdo. Um experimento realizado por Yarzabal
8 demonstrou que a temperatura ambiente tem significante influéncia na doenca
experimental, que ha diferengcas térmicas em diferentes tecidos em um mesmo
animal que leva a uma demora na distribuicido das lesdes. Pb prospera a 32°C, e
cessa completamente o crescimento a 39°C. Estas observagdes explicariam as
variagdes clinicas da PCM, com base nas diferentes temperaturas dos tecidos de
um mesmo individuo, que podem favorecer ou ndo o desenvolvimento do fungo .
A temperatura minima limitante para o crescimento do fungo encontra-se na mesma
faixa de temperatura corpérea da maioria dos animais de 38,5 a 39,5°C (Tabela 1), e
pode ser o primeiro fator que contribui para o limitado niumero de casos envolvendo

Pb em hospedeiro animal .

Tabela 1 - Temperatura corporal de algumas espécies animais

Animal Género espécie Temp.°C  Referéncia
Tatu galinha Dasypus novemcinctus 30-36 [52]
Pinguim Pygoscelis adeliae 39,5 [53]
Morcego frutivoro  Artibeus literatus 37,5 [54]
Bicho preguica Choloepus didactylus 24-33 [55]
Cachorro Canis familiaris 38,5 [56]
Boi Bos taurus 38,5 [56]
Cavalo Equus caballus 38,5 [56]
Ovelha Ovis aires 39,5 [56]
Gato Felis catus 38,5 [56]
Rato Ratus norvegicus 37,5 [56]

Coelho Oryctolagus cuniculus 39,5 [56]
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Camundongo Mus musculus 37,5 [56]
Cobaia Cavia porcelus 39,5 [56]
Hamster Mesocriteus arautus 39,0 [56]
Galinha Gallus domesticus 39,5 [56]
Porco Sus scrofa 39,0 [56]
Macaco Cebus spp. 39,0 [56]

Animais com temperatura corpdrea inferiores, como D. hovemcinctus
(33- 36°C), tiveram maior frequéncia na identificacdo da doenca, e nos isolamentos
M9 Ha também aspectos relacionados a fisiologia do D. novemcinctus, nao
observado em outras espécies de tatus e em animais com mesmo tipo de vida
subterranea, que indicam capacidade de sobreviver a altas taxas de CO,, com
aumento da frequéncia respiratéria e consequente hipotermia. Esses mecanismos
de adaptacdo ao ambiente subterraneo colocam o tatu em contato intimo com o solo
das tocas e com sua atmosfera de forma condicionada °%. Outra espécie animal, o
bicho preguiga (Choloepus didactylus) apresenta temperatura semelhante (24- 33°C)
e desenvolve a doenca em sua forma clinica fatal "

A maioria dos animais troca calor principalmente pelas vias aéreas,
a principal via de infeccdo 8. Os pulmées tém ambiente ideal para o crescimento,
mesmo em animais em que a temperatura corpdérea encontrada esta na faixa
limitante para o crescimento do fungo, este resiste por mecanismos adaptativos
estabelecendo a infeccéo P’ Conti-Diaz ®® postulou que animais domésticos, como
bovinos, equinos e ovinos, assim como tatus poderiam se infectar durante sua
alimentagao em locais proximos as matas pela inalagao de propagulos.

Em inquéritos soroepidemiologicos, muitos animais, como caes °%

%2 equinos 3 bovinos ¥ ovinos % aves °® e caprinos "' demonstraram que

estas espécies sofrem a infecgcao naturalmente em seu ambiente.
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O primeiro relato do isolamento do Pb em animal naturalmente

infectado foi realizado por Grose e Tamsitt [°®

que isolaram o Pb do trato intestinal de
morcegos (Artibeus literatus) na Colombia. O papel desta espécie de morcego na
ecoepidemiologia do Pb foi questionada por outros autores que demonstraram a
morte rapida do Pb em material fecal, € ndo conseguiram o isolamento a partir de
morcegos . A forma micelial do Pb encontrada no trato intestinal do morcego,
sugeriu a ingestdo do fungo a partir de superficie vegetal (fruto) °®. Pb possui as
principais atividades enzimaticas necessarias para a hidrélise de material vegetal ['%
com preferéncia a material insoluvel, o que contribui com a hipétese que Pb cresce
em substratos, hidrolisando carboidrato vegetal. Esta versatilidade € requerida
desde que existe grande diversidade de substrato animal, vegetal e fontes fungicas
na natureza.

O isolamento de maior impacto no estudo da PCM ocorreu de forma

acidental quando Naiff e cols. "

, a0 pesquisar hospedeiros para Leishmania no
Estado do Par4, isolaram pela primeira vez Pb em tatus (Dasypus novemcinctus) e
observaram reacgao inflamatéria em meio a estruturas parasitarias microscopicas em
orgaos como figado e bago. Desde entdo, outros autores conseguiram também
isolar o fungo desta espécie em outras areas observando também a forma
granulomatosa da doenca nestes animais ["*”"1. Recentemente Arantes e cols.
isolaram o fungo de um D. novemcinctus a partir de fragmentos de tecidos. O
isolado de tatu Cabassous centralis, em Caldas — Coldbmbia indica que outras
espécies de tatus, além do D. novemcinctus, também podem ter uma relagdo com o
patogeno "8l Ha na literatura autores que consideram o tatu como hospedeiro
acidental assim como o ser humano " A definicdo para reservatério animal seria
um organismo vivo capaz de abrigar um agente etioldégico sem manifestacdo da
doenca, e exibir a capacidade da transmissdo para outros hospedeiros de forma
direta ou indireta. Até o momento, este ndo € o caso do D. novemcinctus e Pb, estes
animais e o humano podem ser considerados como sentinelas para o fungo °2.
Recentes estudos obtiveram identificagcdo molecular positiva da
presenca do fungo em amostras de solo proxima a toca de tatus e em aerossois

coletados na entrada das tocas ?°

, 0 que aponta este animal como reservatério
natural do Pb. A presenca de fase parasitaria associada a hospedeiros vertebrados
associada a uma fase saprofitica ambiental em solos, faz parte da ecologia dos

membros da familia Ajellomycethaceae a qual pertence o Pb %,
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A possibilidade da infecgdo ocorrer em ambiente diferente do solo
proposta por Grose e Tramsit °® ao relatar a infecgdo pelo Pb em morcegos
frutivoros é reforcada com os relatos da infecgdo entre outros animais de habitos
ndo terrestres. Um bicho preguica Choloepus didactylus *", e um macaco (Saimiri
sciureus) " tiveram diagnostico positivo do Pb como causa da morte . Macacos
(Cebus sp. e Allouatta Caraya) apresentaram 44,1% e 60%, respectivamente de
soropositividade no teste de ELISA e 2.9 % dos A. caraya no teste de imunodifusao,
sugerindo que a PCM natural possa estar ocorrendo nestas espécies que vivem em
areas endémicas %,

Os animais domésticos préoximos ao humano, como o cao e o gato,
também s&o descritos como hospedeiros do fungo naturalmente infectados que
desenvolveu a doenca em sua forma clinica. O primeiro relato aconteceu em um cao

] o lesGes

com quadro de linfoadenomegalia cervical causada pelo fungo
granulomatosas caracteristicas com multiplos fungos. Outro cdo com
linfoadenomegalia popliteal e hepatoesplenomegalia apresentou lesdes
caracteristicas, porém sem anormalidades observadas ao exame radiografico 4.
Ambos diagndsticos confirmados foram por imunohistoquimica e amplificagdo do
DNA.

A infeccdo pelo Pb em um gato relatada no Chile, com quadro
encefalico e renal crénico, e recidivas ao tratamento % Os relatos da PCM animal
foram, em sua maioria, casos da doengca aguda (sem alteragcao radiografica,
linfoadenomegalia, disseminagao sistémica). Apenas no caso do gato a doenga
pode ser considerada cronica, pois foi tratada e investigada por anos antes do obito
do animal.

O animal sentinela é definido como o animal que é usado num
meétodo de investigagdo, onde o mesmo € exposto ou observado em um ambiente,
para coleta de informagdes de forma regular e sistematica para analise e
identificacao de riscos a saude de outros animais ou do homem. Pode ser observado
em seu habitat natural (método observacional) ou colocado em um ambiente
(método experimental ou in situ) no qual ha suspeita da contaminagao ®%. Animais
tém sido usados como sentinela na apresentacao de agentes etioldgicos de doenca
infecciosa e contaminantes ambientais no ar, solo, agua e alimento. Podem sofrer a
doenca como resultado da exposi¢cao e fornecem informacées com antecedéncia

dos riscos envolvidos. Os mais utilizados sdo cdes e gatos ”! devido a proximidade
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do convivio, porém outras espécies como coelho, gerbil, hamster e aves em cativeiro
também podem ser usadas. Uma atencdo especial tem sido dada aos animais
sentinelas de riscos bioldgicos relacionados a doengas infecciosas emergentes ou
relacionadas ao bioterrorismo . Smith e cols. ®°! considerou o cdo como sentinela
para a prevaléncia da doenga de Lyme no Reino Unido. Outras espécies como
suinos, patos e equinos foram observados como sentinelas para a encefalite
Japonesa, submetidos a sorologia (ELISA) que revelou a presenga de anticorpos
contra o virus da encefalite japonesa, virus do Oeste do Nilo circulantes entre suinos

%1 Aragdo e cols.P utilizaram cdes e gatos como sentinelas na

no Nepal
soroprevaléncia da Yersinia pestis no Estado do Ceara e roedores como animais
indicadores. A principal indicagcado deste tipo de pesquisa consiste na deteccdo de
anticorpos contra o agente em estudo, uma vez que muitas das doengas s&o
assintomaticas nos animais 2.

A utilizacdo de animais sentinela pode contribuir para a melhor
compreensao da ecologia do fungo P. brasiliensis, bem como para o esclarecimento

do seu habitat.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a utilizagao de coelhos e suinos como animais sentinelas da

paracoccidioidomicose.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar resposta imune apds a infeccdo por P. brasiliensis em
coelhos e suinos por ELISA e imunodifusao.

Avaliar a infecgao por P. brasiliensis em coelhos e suinos através de
analise histopatologica.

Avaliar a infecgao por P. brasiliensis em coelhos e suinos por Nested
PCR.

Avaliar a infeccdo por P. brasiliensis em coelhos e suinos por

isolamento do fungo.
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PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS INFECTION IN DOMESTIC RABBITS
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

Donizeti Rodrigues Belitardo®, Atilio Sersun Calefi®, Ménica Raquel Sbeghen?,
Gabriela Gongalves de Oliveira®, Maria Angelica Ehara Watanabe?®, Zoilo Pires de

Camargo®, Mario Augusto Ono®

3.1 SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the infection of domestic rabbits
by Paracoccidioides brasiliensis. Initially two rabbits were experimentally infected
with P. brasiliensis and the humoral immune response was evaluated by ELISA using
gp43 as antigen. The two animals showed IgG response against gp43 although no
signs of disease were observed. The seroepidemiological study was carried out in
170 rabbits (free range n= 81 and caged n= 89) living in an endemic area for human
paracoccidioidomycosis and a positivity of 27% was observed in the ELISA. The free
range rabbits showed a significantly higher positivity (34.6 to 51.7%) than caged
animals (11.1%). Sentinel rabbits exposed to natural infection with P. brasiliensis
were followed for six month and a seroconversion rate of 83.3% was observed. This
is the first report of paracoccidioidomycosis in rabbits and suggest that this species
can be useful sentinel for P. brasiliensis presence in the environment.

Key words: Epidemiology. Paracoccidioidomycosis. Infection. Systemic mycosis.
Rabbit.

3.2 INTRODUCTION

Although paracoccidioidomycosis (PCM) is the most prevalent
systemic human mycosis in the Latin America ['!, the ecological niche of the etiologic
agent, the thermodimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis remains unknown
@ The fungus grows in yeast form at 37°Cin vitro or in the host tissues, and in

mycelial format 25°C . The infection is probably acquired through by inhaling
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airborne fungus propagules, present in the environment, causing a primary focus in
the lungs .

The disease is diagnosed by detection or isolation of the agent in
tissues and secretions and by immunological techniques ). The serological tests
based often on the gp43 antigen are used to diagnose and follow-up patients .

The infection of domestic and wild animals by P. brasiliensis occurs
frequently as reported in several epidemiological studies with dogs ' horses ¥,
cattle ', sheep 1", chickens "%, goats !'"! coati-mundi, felines, monkeys '®'¥ and
armadillos %, although natural disease was reported only in two dogs " 22, a cat %!
and a Southern two-toed sloth 4.

The first study of experimental paracoccidioidomycosis in domestic
animals was reported by Pereira and Vianna %, The authors inoculated different
animal species such as dogs, cats, goats, rabbits, rats, marmosets and pigeons, with
pus from a patient that died of paracoccidioidomycosis, except the pigeons,
developed the disease. The susceptibility of dogs to PCM was also reported in a
study of experimental infection of puppies with P. brasiliensis ..

The fungus was isolated several times only from armadillos in Brazil
27291 and Colombia P and sporadically from bats and dogs ?**". The studies in
endemic areas suggest that the fungus lives in soil as a saprobe and this is the
primary source of infection for humans and other animal species *2.

Domestic and wild animals may be used as sentinels to investigate
the circulation of a specific pathogen in an area to evaluate environmental health
hazards. Recently, dogs were used to estimate Lyme disease risk in the United
Kingdom B3 Serological tests were used to evaluate plague bacteria in rodents,
dogs and cats in Brazil ¥ and dogs were used as sentinel of toxoplasmosis to
monitor public health actions for the control of this zoonosis 1*°.

The objective of the present study was to evaluate the natural
infection of domestic rabbits by P. brasiliensis in an endemic area for

paracoccidioidomycosis.
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3.3 MATERIALS AND METHODS

3.3.1 Area of Study

Londrina municipality, Northern Parana State, Southern Brazil is
located between Latitudes 23°08°'47” and 23°55'46” South and between longitudes
50°52°23"and 51°19'11”. The highest point of the municipality has an altitude of 820
to 844 m. The average temperature of the warmest month is usually higher than 25.5
° C and the coldest month, less than 16.4°C. Londrina, located on a ridge, has hot
summers and mild winters; with rates of relative humidity around 76% in summer and
72% in winter, and the average relative humidity of the year situated around 69%.
The average annual rainfall is 1566 mm, and in January, July and December, the
rainiest months and in June, August and September the driest months.

The seroepidemioloic study was carried out in four Districts of
Londrina municipality (Figure 4). Districts of Ireré (latitude 23° 30°01" S, longitude
51°07°02" W, altitude 566 m), Central District (latitude 23° 20°56 S, longitude, 51 © 4’
36"'W altitude 543 m), Districts of Lerroville (latitude 23° 41 "03"S, longitude, 51°
0524 altitude 810 m), Districts of Warta (latitude 23° 11°50°S, longitude 51°
12°04"W, altitude 621 m).

3.3.2 Animals

One hundred seventy rabbits (81 free range and 89 caged) were

used from the four districts.



38

Figure 4 - Map showing the Districts of Warta, Londrina Central, Ireré, and
Lerroville in the municipality of Londrina, Parana, Brazil.
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3.3.3 P. Brasiliensis Antigens

The exoantigen was obtained from culture of P. brasiliensis as
described by Camargo et al. ®® and gp43 was purified by immunoaffinity

chromatography as described by Puccia and Travassos 7.

3.3.4 Experimental Infection of Rabbits with P. brasiliensis

Two male white new zeland rabbits with 2.0kg body weight
maintained in individual cages with water and commercial feed ad libitum were

inoculated in the ear marginal vein with P. brasiliensis B-339 strain (1x10° yeast cells
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in 100 pl sterile saline). These rabbits were observed weekly and blood samples

were collected for eight weeks.

3.3.5 Seroepidemiological Study

Blood samples for the seroepidemiological study were collected from
the marginal ear vein of domestic free range (n=81) and caged rabbits (n=89) in the
rural areas of the municipality of Londrina (Warta, Londrina Central district, Ireré,

Lerroville). The samples were stored at -20°C until analysis.

3.3.6 Use of Rabbits as Sentinel Animals

Twelve rabbits seronegatives in the seroepidemiologic study, (6 free-
range and 6 caged) were monitored (antibody against gp43) monthly in its habitat.
Group | consisted of six free-range crossbred rabbits, one male and five females
(Ireré District). Group Il consisted of six male crossbred rabbits, housed in individual
cages without direct contact with the soil(Warta District). All animals were fed ad
libitum with crops and commercial feed. At the end of six months they were
slaughtered and tissue samples of lung, liver, spleen and lymphonodes were

collected for histopathological examination and PCR analysis.

3.3.7 Indirect ELISA with gp43 as Antigen

The serum samples collected were analyzed by indirect ELISA using
gp43 as antigen. Polystyrene microtiter plates (Costar Corporation, Corning, NY,
USA) were coated with gp43 (250 ng/well). After washing with PBS-T (PBS with
0.05% Tween20) the wells were blocked with 5% skim milk in PBS for 1 hour. After
washing with PBS-T, serum samples diluted 1:100 in PBS 1% skim milk were
incubated for 1 hour. The plates were washed with PBS-T and anti-rabbit 1gG-
peroxidase conjugate (Sigma, St Louis, MO, USA) was added followed by incubation
for 1 hour. After washing with PBS-T, 100 uyl chromogen/substrate solution
(H2O2/TMB) was added. The reaction was stopped with 4N H,SOs and the
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absorbance at 450 nm was analyzed in a Microplate Reader (Bio Rad, Hercules, CA,
USA). All samples were analyzed twice. Positive and negative controls were a serum
sample from a rabbit immunized with P. brasiliensis and a pool of sera from young
rabbits, respectively. Serum samples with two-fold or more the absorbance of the

negative control were considered positive.

3.3.8 Immunodiffusion Test

The immunodiffusion test was performed as described previously by

[36]

Camargo et al. using P. brasiliensis exoantigen as reagent.

3.3.9 Detection of P. brasiliensis in Sentinel Rabbit Tissue Samples

The tissue samples of all the sentinel animals (lung, spleen, liver and
lymph nodes) were divided into three portions. One portion was cultured in Mycosel
and Sabouraud Dextrose Agar and incubated at 35°C for eight weeks and the other
two portions were submitted to histopathological examination (hematoxylin-eosin and

Grocott stain) and Nested PCR analysis according to Richini-Pereira et al. 1*?

3.4 DATA ANALYSIS

The statistical analysis was performed with the program, BioStat
2009 Professional Package Analyst Soft and data were analyzed by the Pearson chi-
square test and Tukey test. The values of p<0.05 were considered statistically

significant.

3.5 RESULTS

3.5.1 Humoral Immune Response of Rabbits Experimentally Infected with P.

brasiliensis
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The two rabbits experimentally infected with P. brasiliensis produced
IgG antibodies to gp43 (Figure. 5) although no signs of disease were observed in

these animals and no lesions were detected in the lungs, liver and spleen.

Figure 5- Humoral immune response (IgG) against gp43evaluated by ELISA in two
rabbits experimentally infected with P. brasiliensis. (indices were obtained
by dividing the observed absorbances by the initial absorbance for each rabbit.)
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3.5.2 Seroepidemiology of Paracoccidioidomycosis in Rabbits

This study showed that natural infection with P. brasiliensis in the
rabbits occurred in the four regions studied. The ELISA using gp43 as antigen
showed an overall positivity rate of 27.1% (n=170) and no significant difference
between genders was observed (Table 2). A significantly higher positivity in ELISA
was observed in free range (34.6 to 51.7) than in caged animals (11.1%) (Table 2).

No reactivity was observed in the immunodiffusion test .
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Table 2 - Reactivity to P. brasiliensis gp43 antigen evaluated by indirect ELISA in
170 serum samples of rabbits from four Districts of Londrina municipality,
Parana State.

ELISA

Regions Positive Negative Total

n (%) n (%) n (%)

Free-range
Lerroville 9 (34.6) 17 (65.4) 26 (100)
Londrina 13 (38.2) 21 (61.7) 34 (100)
Ireré 15 (51.7) 14 (48.3) 29 (100)
Caged

Warta 9 (11.1)* 72 (88.9) 81 (100)
Total 46 (27.1) 124 (72.9) 170 (100)

*p value 0,0002
3.5.3 Seroconversion of Sentinel Rabbits

A seroconversion total rate of 83.3% was observed in caged animals
and free-living rabbits followed for six months to natural infection with P. brasiliensis
(Figure. 6).
3.5.4 Histopathological Examination and PCR Analysis

One spleen sample from a sentinel free range rabbit showed

characteristic multiple budding P. brasiliensis yeast cell in histopathological

examination (Figure 7) and the same sample was positive in the Nested PCR.
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Figure 6 - Humoral immune response (IgG) against gp43 evaluated by ELISA in
sentinel caged rabbits (A) and free range rabbits (B) exposed to natural
infection with P. brasiliensis.
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Figure 7 - Spleen from a sentinel free range rabbit with a characteristic P.
brasiliensis multiple budding yeast cell (arrow) stained with Grocott
(100x).
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3.5.5 P. brasiliensis Isolation from Rabbit Tissue Samples

It was not possible to isolate P. brasiliensis from tissue samples

(lungs, liver and spleen) of the all sentinel rabbits (n=12).
3.6 DISCUSSION

The rabbits experimentally infected with P. brasiliensis produced
antibodies against gp43, suggesting that this antigen can be useful for
epidemiological studies of paracoccidioidomycosis in this species. Other domestic
animals such as dogs, cows, sheep, chickens, and goats ! ¥ also showed
humoral immune response against gp43 antigen after immunization with P.
brasiliensis cells.

In the seroepidemiological study the free range rabbits showed a
higher positivity to P. brasiliensis than caged animals reinforcing that contact with soil
is an important risk factor for infection as reported in a study of
paracoccidioidomycosis in sheep, chickens and goats !">""!,

The rabbits used as sentinels for paracoccidioidomycosis showed
that infection occurs frequently in endemic areas and reinforces that domestic

animals can be useful epidemiological markers. The sentinel rabbits were infected by
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P. brasiliensis in a short period of time, suggesting that contact with the fungus
occurs frequently in the environment. The infection by P. brasiliensis was confirmed
in one sentinel rabbit by histopathological examination and PCR analysis.The failure
in isolate P. brasiliensis from experimentally infected rabbits and seropositive sentinel
rabbits suggests that the animals presented only paracoccidioidomycosis infection
and probably are resistant to disease development. On the other hand, the detection
of P. brasiliensis in the spleen from a sentinel rabbit confirms the infection and it
cannot be ruled out that disease would occur in a longer observation time.

It was reported that experimental infection of dogs with P. brasiliensis
showed that adult animals were resistant and puppies were susceptible to
paracoccidioidomycosis development ?® *!. |n a study of experimental infection of
rabbits with P. brasiliensis, Pereira and Vianna ! reported that the animals
developed paracoccidioidomycosis. This disagreement is probably due to differences

in virulence of P. brasiliensis isolates, and genetic background of animals.
3.7 CONCLUSION

This study reports for the first time infection of rabbits by P.
brasiliensis and the wuse of this animal species as sentinels for
paracoccidioidomycosis.
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4 ARTIGO I

DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS IN
FREE RANGE DOMESTIC PIGS (SUS SCROFA)

Donizeti Rodrigues Belitardo®, Atilio Sersun Calefi®, Isabele Kazahaya Borges?,
Gabriela Gongalves de Oliveira®, Monica Raquel Sbeghen?, Eiko Nakagawa Itano?,

Zoilo Pires de Camargo®, Mario Augusto Ono®

4.1 SUMMARY

Paracoccidioidomycosis, caused by the thermodimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis, is the most prevalent human systemic mycosis in Latin America.
Paracoccidioidomycosis affects mainly male rural workers, causing granulomatous
lesions in organs such as lungs, liver and spleen. The participation of other animal
species in the fungus epidemiology in not well understood. The objective of this study
was to evaluate the infection of free range domestic pigs by P. brasiliensis. The
serum samples of 106 pigs were analyzed by ELISA and immunodiffusion test using
gp43 and exoantigen respectively. The overall positivity to gp43 in ELISA was
37.7%, although no reactivity was observed in the immunodiffusion test as well as P.
brasiliensis was not detected in tissue samples (spleen, lung, liver and lymph nodes)
from slaughtered animals submitted to culture, histopathological examination and
PCR analysis. Five pigs seronegative to gp43 were exposed to natural infection by P.
brasiliensis and all animals seroconverted three months after exposition. The results
suggest that free range pigs are frequently infected with P. brasiliensis but are
resistant to disease development. This is the first report of paracoccidioidomycosis in

pigs.

key words: Paracoccidioides brasiliensis. Swine. Epidemiology. Susceptibility.
Diagnosis.
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4.2 INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis described for the first
time in 1908 in Brazil ". The disease is endemic in most Latin American countries
and affects mainly rural workers.

The etiologic agent is the thermodimorphic fungus, Paracoccidioides
brasiliensis ! and the infection occurs by inhalation of fungus propagules and lungs
are primarily affected followed by dissemination to other tissues such as liver, spleen,

lymph nodes and skin B4

Paracoccidioidomycosis can be classified as
paracoccidioidomycosis-infection, that occurs in asymptomatic individuals with
positive reaction to P. brasiliensis antigens or paracoccidioidomycosis-disease, when
lesions occurs in one or more organs * %,

Despite the advances in the biology and diagnosis of
paracoccidioidomycosis the fungus habitat remains unknown. The isolation of P.
brasiliensis from soil samples and armadillos that live in close contact with soil
suggests that the fungus lives as a saprobe in soil such as other pathogenic fungi
14].

Infection by P. brasiliensis have been reported in epidemiological
studies with domestic and wild animals such as dogs "*"9, cat % cattle *" horses

[22] 24 goats ® monkey ! and sloth *?.. Reproducible

, chickens & sheep
isolations of the fungus were obtained until now only from armadillos in Brazil and
Colombia, reinforcing that close contact with soil is an important risk factor for
infection [,

Taking into account that free range pigs live in close contact with soil.
The objective of this study was to evaluate their infection by P. brasiliensis in an

endemic area for human paracoccidioidomycosis.
4.3 MATERIALS AND METHODS
4.3.1 Area of Study
The study was carried out in farms located in the municipalities of

Londrina (latitude 23° 51’ 10” S, longitude 51° 14’ 35" W, altitude 551 m) and Cambé
(latitude 23° 16’ 33” S, longitude 51° 16’ 42”, altitude 650 m), Northern Parana State.
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The average temperature of the warmest month is usually higher than 25.5 °C and
the coldest month, less than 16.4°C and the average relative humidity of the year is
69%. The average annual rainfall is 1566 mm, and January, July and December are

the rainiest months and June, August and September are the driest months.
4.3.2 Animals

The blood samples were collected from 106 free range pigs (55
males and 51 females, 2-6 months of age, crossbred) from five farms in
municipalities of Londrina and Cambé. After slaughtering, tissue samples were
collected (liver, spleen, lymph nodes and lungs) and divided into three portions. One
portion was cultured in Mycosel and Sabouraud Dextrose Agar and incubated at
35°C for eight weeks and the other two portions were submitted to histopathological
examination (hematoxylin-eosin and Grocott staining) and Nested PCR analysis as

previously described by Richini-Pereira et al. %°.
4.3.3 Use of Pigs as Sentinel Animals of Paracoccidioidomycosis

Five pigs (1 male, 4 females, crossbred), fed ad libitum with corn and
seronegative were followed for four months to evaluate seroconversion in the ELISA
using gp43 as antigen. At the end of four months the animals were slaughtered and
tissue samples of lung, liver, spleen and lymph nodes were collected for

histopathological examination and PCR analysis.
4.3.4 P. brasiliensis Exoantigen and Gp43

The exoantigen was obtained from culture of P. brasiliensisB-339 as
previously described B% and gp43 antigen was purified from exoantigen by affinity
chromatography as described by Puccia and Travassos °"The concentration of

protein was determined by Bradford method %



52

4.3.5 ELISA with gp43

The serum samples were analyzed by indirect ELISA using gp43 as
antigen. Microtiter plates of polystyrene (Costar Corporation, Corning, NY, USA)
were coated with 100 pl gp43 (250 ng/well) and after washing with PBS-T (PBS with
0.05% Tween20) the wells were blocked with 5% skim milk in PBS for 1 hour. After
washing with PBS-T, pig serum samples diluted 1:100 in PBS 1% skin milk were
incubated for 1 hour. The plates were washed with PBS-T, and anti-pig 1gG-
peroxidase conjugate (Sigma, St Louis, MO, USA) was added followed by incubation
for 1 hour. After washing with PBS-T chromogen/substrate solution (H,O,/TMB) was
added. The reaction was stopped with 4 N H,SO,4 and the absorbance at 450 nm was
analyzed in a Microplate Reader (Bio Rad, Hercules, CA, USA). All samples were
analyzed twice. Positive and negative controls were a serum sample from a pig
immunized with P. brasiliensis and a pool of sera from young pigs, respectively.
Serum samples with two-fold or more the absorbance of the negative control were

considered positive.

4 .3.6 Immunodiffusion Test

The immunodiffusion test was performed according to Camargo et al.

B33 ysing P. brasiliensis exoantigen as reagent.

4.3.7 Statistical Analysis

The statistical analysis was performed with the program, BioStat
2009 Professional Package Analyst Soft. Data were analyzed by the Pearson chi-
square test and Tukey test. The values of P<0.05 were considered statistically

significant.
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4.4 RESULTS

4.4.1 Seroepidemiological Study

The analysis of serum samples from 106 free range pigs by ELISA
using gp43 as antigen showed a positivity of 37.7% and no significant difference was
observed between males (30.2%) and females (32.0%). No reactivity was observed
in the immunodiffusion test (Table 3).The reactivity of pigs to P. brasiliensis from one
of the farms (69.6%) was significantly higher than the two other farms (13 and 28%)
(Table 3).

4.4.2 Culture, Histopathological and PCR Analysis of Tissue Samples

The fungus P. brasiliensis was not detected in samples of spleen,
lungs, liver, lymphonodes from slaughtered pigs (n=40) by culture, histopathological

and PCR analysis.

4.4.3 Use of Pigs as Sentinel Animals of Paracoccidioidomycosis

A seroconversion of 80% was observed in pigs in the first month after
exposition to natural infection with P. brasiliensis and all animals were positive to
gp43 in the third month (Figure 8).
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Figure 8 - Levels of IgG anti-gp43 evaluated by ELISA in serum samples from
sentinel pigs exposed to natural infection with P. brasiliensis.
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Table 3 - Reactivity of 106 serum samples from free range pigs to P. brasiliensis
evaluated by ELISA (gp43) and immunodiffusion (exoantigen) according to

sex and farms.

ELISA

Positive Negative
Sex n (%) n (%)
Male 23 (21.7) 32 (30.2)
Female 17 (16.0) 34 (32.0)
Farms
A (Londrina) 23 (69.7)* 10 (30.3)
B (Cambé) 14 (28.0) 36(72.0)
C (Ireré District) 3(13.0) 20 (87.0)
Total 40 (37.7) 66 (62.3)

*P= 0,001
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4.5 DISCUSSION

The ELISA with gp43, due to high sensitivity, has been used in the

[33]

immunodiagnostic of paracoccidioidomycosis in  humans and also in

seroepidemiological studies to evaluate P. brasiliensis infection in domestic #'**! and
wild animals 7,

Despite of the high frequency of infection by P. brasiliensis in
domestic and wild animals, the development of disease was reported only in
armadillos ", two dogs in Brazil "> " a cat in Chile ¥ and a Southern two-toed
sloth in Mexico .

In this study the free range pigs showed an overall positivity of 37.7%
to P. brasiliensis infection and one of the farms showed a significantly higher
frequency of positivity (69.7%). A high frequency of infection (89.5%) was also
observed by our group in the dogs from the same region, probably due to their habits
of sniffing and digging the soil ".The lower positivity observed in pigs may be
associated also with the age of animals (2-6 months) taking into account that age
was considered a risk factor for P. brasiliensis infection in dogs and cattle "', Dogs
under 1-year-old and cattle under 2-year-old showed a significantly lower positivity
than older animals ['®2"!

The free range pigs exposed to natural infection with P. brasiliensis
showed a seroconversion of 80 and 100% in the first and fourth month, respectively,
although without detection of the fungus by histopathological and PCR analysis in
tissue samples. These results indicate that despite of the high frequency of infection,
the free range pigs are resistant to development of disease. A seroconversion rate of
83.3% was observed in free range rabbits exposed six months to natural infection
with P. brasiliensis and one animal was positive in histopathology and PCR B!

The failure in detection of P. brasiliensis in tissues from free range
pigs suggest that, after infection, the fungus is cleared from tissues by the animals’
immune response. Although in this study the animals apparently showed only
infection, it is not possible to rule out the development of disease if the animals were
followed for a longer period of time.

This is the first study reporting paracoccidioidomycosis in pigs.
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5.6 CONCLUSION

Sentinel animals may be useful as indicators of hot spots for P.
brasiliensis presence in the environment and consequently contributing for clarifying
the fungus habitat.

The veterinarians from paracoccidioidomycosis endemic areas must

be alert for the possibility of development of this mycosis in production animals.
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