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RESUMO

A histoplasmose é uma micose causada pelo fungo dimorfico Histoplasma capsulatum,
esta distribuido em &reas tropicais ou subtropicais e acomete mamiferos, principalmente
0s morcegos. Os propagulos infectantes do fungo sdo encontrados nas excretas dos
quirdpteros e a transmissdo ocorre pela inalagdo dos mesmos, podendo causar infeccéo
primaria assintomética, uma infeccdo pulmonar aguda ou cronica, ou uma forma
disseminada tanto em humanos quanto em animais. O objetivo deste estudo foi detectar
a presenca de Histoplasma capsulatum em amostras pulmonares de espécies de
morcegos provenientes do Estado de Mato Grosso. Foram capturados 75 morcegos
entre  2007-2009 em cavernas, florestas e &reas urbanas do Estado de Mato Grosso
(MT). Os morcegos foram capturados pelo INDEA/MT, érgdo Oficial responsavel pelo
controle da Raiva dos Herbivoros. O H. capsulatum foi detectado pelo nested PCR que
amplificou o gene 100kDA. A amplificacdo dos produtos da PCR foram sequenciados
para confirmagéo da presenga do fungo nos pulmdes dos morcegos. H. capsulatum foi
observado em 16,0% (12) das 75 amostras dos pulmdes de morcegos e com maior
ocorréncia nas espécies Desmodus rotundus (25%), Artibeus lituratus, Molossus
molossus (16,7%) e nas espécies: Artibeus sp., Eumops glaucinus, Glossophaga
soricina, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis 8,3%. O presente estudo
detecta o primeiro estudo sobre H. capsulatum em regides do Estado de Mato Grosso
tanto em &rea urbana como silvestre. Estes resultados revelaram uma positividade alta
de H. capsulatum nos morcegos nesta regido, comparando com a literatura descrita em
amostras também provenientes de areas urbanas do Estado de S&o Paulo, além de
resultados similares aos achados nas espécies Eumops glaucinus e N. macrotis. A maior

ocorréncia nas amostras analisadas no presente estudo podem terem ocorrido devido a



técnica (nested PCR) processada e o 6rgdo utilizado (pulméo). O nested PCR é um
método mais sensivel para avaliar colonizagcdo do agente. Tal coloniza¢do nos permite
inferir ~ que os quirdpteros do Estado de Mato Grosso sdo reservatorios do H.
capsulatum e enfatizam o potencial dos morcegos na transmissao do fungo.

Palavras-chave: Histoplasmose. Histoplasma capsulatum. Morcegos. Gene 100kDA.

Pulmdes. Colonizacao.



ABSTRACT
Histoplasmosis is a mycosis caused by the dimorphic fungus Histoplasma capsulatum,
which is distributed in tropical or subtropical areas affecting mammals especially bats.
The infectious propagules are found in the bat guano and transmission occurs by
inhalation of the same, allowing either an asymptomatic primary infection, acute or
chronic pulmonary infection, or disseminated form in humans or animals. The aim of
the present research was to detect the presence of the Histoplasma capsulatum in lung
samples of bat species from state of Mato Grosso/Brazil. For this purpose, a highly
sensitive nested PCR was used with specific molecular markers for pathogen. Seventy-
five bats were captured between 2007and 2009 in caves, florests, and urban areas of
Mato Grosso (MT), located in the Mid-Western region. The bats were captured by the
official agency responsible for rabies control of herbivores (INDEA / MT) following the
guidelines of rabies control manual, standardized by the Ministry of the Agriculture.
Detection of H. capsulatum DNA was amplified the HCp 100 locus. Amplification
products were sequenced to confirm fungal presence in bat lungs. The amplifications
results for H. capsulatum were positive in 12 (16.0%) samples. The greatest occurrence
of Histoplasma capsulatum was observed in Desmodus rotundus (25%), Artibeus
lituratus, Molossus molossus (16.7%) and in the spicies: Artibeus sp., Eumops
glaucinus, Glossophaga soricina, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis
8,3%. This study detects the first survey of Histoplasma capsulatum in regions of Mato
Grosso in both urban and wild. These results revealed a high positivity of H.
capsulatum in bats in this region, compared with the literature described in samples
also from urban areas of S&o Paulo, and results similar to those found in species
Eumops glaucinus and N. macrotis. The highest occurrence in the samples analyzed in

this study may have occurred due to technical (nested PCR) processed and used organ



(lung). The nested PCR is a more sensitive method for assessing agent colonization.
Such colonization allows us to infer that the bats in the State of Mato Grosso are
reservoirs of H. capsulatum and emphasize the potential of bats in the transmission of
the fungus

Keywords: Histoplasmosis. Histoplasma capsulatum. Bats. Gene 100kDA. Lungs.

Colonization.
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1 INTRODUCAO

Os morcegos sdo hospedeiros de uma rica diversidade de microorganismos.
Alguns trabalhos apontam uma estreita ligacdo entre quiropteros e fungos com potencial
patogénico, principalmente por habitarem ambientes como cavernas, grutas e ocos de
arvores, favoraveis a manutencdo e propagacdo dos fungos (REZENDE; DUARTE;
FILIU, 2003) como: Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans (GROSE
& TAMSITT, 1965; MOK; LUIZAO; SILVA, 1982; TENCATE et al., 2012)
Pneumocystis spp. (AKBAR et al., 2012; CAVALLINI SANCHES et al, 2012;
GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2012; SANCHES et al., 2009) e Histoplasma
capsultatum (GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2014; GONZALEZ-GONZALEZ et
al., 2013; GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2012).

A primeira interacdo entre H. capsultatum, morcegos e populacdo, foi descrita
por Emmons em 1958, apos o isolamento de H. capsulatum, a partir de amostras de solo
contaminado com fezes de morcegos e microepideminas em visitantes de grutas e minas
abandonadas (EMMONS, 1958; OLIVEIRA et al., 2006). Nestes ambientes séo
encontrados materiais de residuos sob condicbes de humidade e temperatura, que
favorecem o desenvolvimento da fase filamentosa, o qual produz os microconidios que
sdo a forma infeccitante do fungo (EISSENBERG, L.G.; GOLDMAN, W. E. 1991;
1994; TAYLOR; GRANADOQOS; TORIELLO, 1996).

O Histoplasma capsulatum é um fungo dimorfico de mamifero e a inalagcdo dos
propagulos fungicos em suspensdo sob a forma de aerossol, tanto em humanos como em
animais, possibilita tanto uma infec¢do priméria assintomatica, uma infeccdo pulmonar

aguda ou crdnica, ou forma disseminada (LACAZ et al., 2002).
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A infeccdo associada a este patdgeno é relevante em areas geogréficas onde a mesma é
endémica ou epidémica, como em Ohio e no Vale do Mississipi (USA) e algumas
regides da América Latina (Central e Sul) com alta frequéncia de surtos epidémicos
(TEWARI.; WHEAT; AJELLO, 1998; TAYLOR et al., 2000).

A histoplasmose é uma das mais comuns micoses sisttmica e endémica no Brasil,
apesar da mesma nao estar inserida no sitema oficial de doencas controladas. Devido a
tal fato, a disseminacéo das areas endémicas podem ser maiores do que se encontra
registrado (ZANCOPE OLIVEIRA et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi detectar a ocorréncia do H. capsulatum em pulmdes de

morcegos no Estado de Mato Grosso, pelo método de nested PCR do gene 100kDA



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Histoplasmose

O fungo é um ascomiceto, que em sua forma sexual é chamado Emmonsiella
capsulata. Na forma assexuada, existem trés variedades do fungo H. capsulatum: H.
capsulatum var. capsulatum, responsdvel por causar histoplasmose classica, a
apresentacdo mais comum da enfermidade no homem, H. capsulatum var. duboisii
responsavel pela histoplasmose humana nas regides centrais e oeste da Africa
(LOULERGUE et al., 2007) e H. capsulatum var. farciminosum que acomete 0s
equinos (KAUFFMAN, 2007).

O Histoplasma capsulatum é um fungo sapréfita do solo, que cresce na forma
miceliar a temperatura de 25°C, em associacdo com solos umidos contendo elevados
teores de nitrogénio (ROSSINI & GOULART, 2006).

A histoplasmose é uma micose sistémica, com caracteristicas de doenca
granulomatosa com predilecdo pelo pulmdo e 6rgdos do sistema imunolégico. O
espectro da doenca varia entre assintomatico a doenca disseminada, no entanto, a
maioria das infecgBes sdo subclinicas (AIDE, 2009).

A infeccdo acomete individuos saudaveis e se torna um problema sério em
hospedeiros imunocomprometidos, como nos pacientes imunocomprometidos que
podem desenvolver rapidamente a doenca disseminada e requer rapido diagnostico e
tratamento (WHEAT & KAUFFMAN, 2003).

A infeccdo é causada pela inalacéo de propagulos fungicos da fase micelial (fase
infectante) do H. capsulatum, a qual encontra-se em areas endémicas e um conjunto de
fatores determinam a distribuicdo do Histoplasma capsultatum no meio ambiente
(WHEAT & KAUFFMAN, 2003; LACAZ, 2002; WHEAT et al., 2004). Geralmente

ocorre associagdo de seu isolamento com microambientes fechados, como cavernas,
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grutas, construcdes abandonadas, galinheiros, celeiros, florestas ou qualquer local onde
0 solo encontre-se enriquecido com excretas de aves e/ou morcegos (CANO & HAJJEH
, 2001). Esta disseminacdo pode ocorrer através da propria movimentacdo do solo, o
qual proporciona formacéo de aerosois e consequentemente o transporte dos conidios, e
contribuindo para que o morcego desempenhe um papel potencial na disseminacdo do
Histoplasma capsultatum na natureza (WHEAT & KAUFFMAN, 2003; CANO &
HAJJEH , 2001; KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).

A enfermidade foi descrita em 1906 por Darling em um paciente que trabalhava
na constru¢do do Canal do Panama (TEWARI; WHEAT; AJELLO, 1998). Porém, o
agente etiologico foi isolado até 1934 por De Monbreun (DE MONBREUN, 1934) e
Emmons o isolou pela primeira vez do solo de uma toca de rato em 1949 (EMMONS,
1949).

Em 1952 o mesmo fungo foi relacionado em solos onde habitavam aves
(ZEIDEBERG et al., 1952) . Somente em 1958 o H. capsulatum é identificado em
excretas de morcegos, devido o aparecimento de microepidemias em visitantes de grutas
e minas abandonadas (OLIVEIRA; UNIS; SEVERO, 2006).

A doenca é de incidéncia mundial, sendo que a area de maior prevaléncia é a
regido Centro-Oeste do territério Norte-Americano, correspondente a regido dos vales
dos grandes rios americanos, Ohio, Mississipi e Missouri (GOODWIN & DES PREZ,
1978).

A histoplasmose por longo tempo foi considerada como uma doenga comum
recreacional em cavernas da America do Norte, mas recentemente o aumento de casos
individuais que se dedicam em outras formas de turismo e ecoturismo da América do
Norte para as Américas Central e do Sul, possibilitaram o devesenvolveram de surtos

de histoplasmose entre Norte Americanos (PANACKAL et al., 2002).
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No Brasil é endemica em varias regides sendo que casos de doenca e/ou infec¢do
tém sido relatados nos Estados S&o Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Minas
Gerais, Parana, Santa Catarina, Goias,, Amazonas, Bahia, Par4& e Pernambuco
(PAULA&AIDE, 1985; RODRIGUES, 2004; LACAZ, 2002).

Nos Estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Distrito Federal,
Minas Gerais, Paraiba, Amazonas e Bahia foram detectados 26 microepidemias, com
isolamento no solo em cinco deles (Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Distrito Federal e Paraiba (UNIS; DROESCH; SEVERO, 2004) e no Estado de Santa
Catarrina a primeira microepidemia de histoplasmose pulmonar aguda, com isolamento
do H. capsulatum do foco de infecgdo (OLIVEIRA; UNIS; SEVERO, 2006).

Em 2012, Vicentini et al., enfatizam o potencial das atividades profissionais
praticadas em cavernas no Brasil, possibilitando risco de infeccdo por Histoplasma
capsulatum, apos analiar um grupo de 15 bidlogos que apresentavam anticorpos séricos
anti-Histoplasma capsulatum. Observou-se que deste grupo 87% relataram visitas a
cavernas, 53% utilizaram acampamentos em grutas, 33% realizaram captura de
morcegos e 53% fizeram coleta de amostras de solo. A maioria das cavernas se
situavam no Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (VICENTINI et al., 2012).

Estudo realizado no Norte do Brasil , no Estado do Ceard em instituicGes de
salde de Fortaleza evidenciou que a positividade da infeccdo estava relacionada com
presenca de morcegos em residéncias e presenca de arvore mangueira (SOARES, 2012)
2.1.1 Histoplasmose em animais

Considerando a endemicidade da histoplasmose humana no Brasil (DAHER et
al.,, 2007), acredita-se que esta doenca seja também comum entre 0s animais

(BRILHANTE, 2012).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) lista a histoplasmose como zoonose e aponta
0 homem e diversas espécies de mamiferos domeésticos e silvestres como hospedeiros
acidentais (ACHA & SZYFRES, 1977).

Estudo conduzido em 479 animais registra 28 amostras de Histoplasma
capsulatum obtidas de 8 espécies de mamiferos silvestres nos Estados do Amazonas,
Pard e Rondonia. As infeccOes detectadas nestes animais arboricolas podem ser
explicadas pelo transporte de conidios do fungo dentro de &rvores ocas que tenham uma
abertura ao nivel do solo e outra a nivel proximo das copas (NAIFF et al., 1996).

A histoplasmose em animais é mais comum em cdes, gatos e equinos
envolvendo o sistema respiratério, gastrointestinal, ou linfoide (JUBB; KENNEDY;
PALMER, 1993; McGAVIN & ZACHARY, 2007).

Dentre dos animais domésticos o cdo é o animal que mais frequentemente

apresenta manifestacdes clinicas de Histoplasmose. A afeccdo acomete
preferencialmente animais com menos de cinco anos e de ragas classificadas no grupo
de caca e apreensdo (SHERING, 1999; WOLF, 1998).
N&o somente em cdes de caca, mas também a infeccdo foi diagnosticada em um céo
doméstico no Estado de Mato Grosso, que adquiriu através da racdo contaminada com
fezes de aves na vasilha de racdo e também solo. Salientando assim a possibilidade de o
homem e o animal de companhia adquirirem a infeccdo da mesma fonte, o solo, onde o
fungo vive saprofiticamente (FERNANDES et al., 2003).

Em felinos a histoplasmose é a a segunda doenga mais comum ( BROMEL &
SYKES, 2005; DAHER, ET AL., 2007; BRILHANTE et al., 2012) e no Brasil foi
encontrado o primeiro relato em gatos no Ceard (BRILHANTE et al., 2012). Nos gatos,
a infeccdo por Histoplasma capsulatum é principalmente inaparente ou em muitos casos

apresenta como doenca clinica pulmonar granulomatosa ou doenca disseminada
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envolvendo alguns orgdos , incluindo linfonodos e tegumentos ( BROMEL & SYKES,
2005; DAHER ET AL., 2007). A doenca disseminada também j& foi encontrada em
felinos silvestres como os Leopardos (Uncia Uncia) em zoologico do Meéxico
(ESPINOSA-AVILES et al., 2008).

Em quirdpteros a maioria dos estudos sobre esta infeccdo foram dirigidos a isolar o
fungo a partir de morcegos que habitavam carvernas. A percentagem de infecgédo varia
de 0,1 a 66%, dependendo da topografia da caverna, do tamanho da colonia e das
espécies capaturadas (BRYLES; COZAD; ROBINSON,1969; ZAMORA, 1977;
TAYLOR et al., 1999; McMURRAY & RUSSEL, 1982).

O alto risco da infeccdo natural em morcegos com Histoplasma capsulatum em
ambientes de cavernas tem sido bem documentado no México (TAYLOR et al., 1999;
CHAVEZ-TAPIA et al., 1998) e juntamente com os primeiros achados moleculares de
H.capsulatum isolados de morcegos infectados (CHAVEZ-TAPIA et al., 1998;
TAYLOR et al., 2000; KASUGA et al., 2003; TAYLOR; CHAVEZ-TAPIA; REYES-
MONTES, 2000). Em consequencia, a habilidade para distinguir isolados de fungos em
morcegos infectados, baseados nos padrdes genéticos pode fornecer um marcador
biolégico para melhor definir a distribuicdo do polimorfismo do  Histoplasma
capsulatum em éreas geograficas especificas (TAYLOR et al., 2005).

Em outros paises como Argentina, Guiana Francesa e incluindo também o México,
estudo com 122 morcegos, sendo 5 familias e nove espécies, foram analisadas a
migracdo, distribuicdo e tamanho das colonias foi evidenciado que destes 122
morcegos, 98 amostras de tecido pulmonar foram detectados Histoplasma capsulatum,
utilizando a nested PCR do gene que codifica a proteina 100-kDA (GONZALEZ-

GONZALEZ et al., 2014).
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Outras duas regides da Franca também foram estudados pulmdes de morcegos silvestres
e de cativeiro para determinar se eram portadores potenciais do Histoplasma
capsulatum. Foram avaliados 83 morcegos, sendo 61 amostras provenientes do
Zoologico de La Palmyre e 22 do Museo de Historia Natural de Bourges. Detectou-se
somente um exemplar positivo nos morcegos de Bourges e este era morcego nativo
proveniente de cativeiro utilizando nested PCR (100-kDA) (GONZALEZ-GONZALEZ
etal., 2013).

No Brasil, pesquisa relacionada com morcegos, Histoplasma capsulatum e
gruta, relatando infecgdo nos animais e presenca do fungo nas excretas foi evidenciada
na Gruta do Lago Azul em Bonito/Mato Grosso do Sul. A Gruta do Lago Azul, é uma
gruta turistica mais importante do Estado de Mato Grosso do Sul, que recebe 45.996
visitantes ao ano, possibilitando assim a dismeninagéo deste agente.

Na Argentina ocorreu em area urbana, o primeiro registro mundial de
H.capsulatum isolado de Eumops bonariensis, e na populagdo de morcegos residentes
nesta zona urbana. Esta pesquisa utilizou estudos genéticos que revelaram padrdes
moleculares relacionados entre os isolamentos Histoplasma capsulatum de morcegos e
pacientes da mesma cidade, o que sugere uma fonte comum de infeccdo (CANTEROS
et al., 2005).

As éreas urbanas brasileiras abrigam muitas espécies de morcegos,
especialmente insectivoros, que sdo atraidos por uma grande variedade de comidas e
abrigos. No Brasil na cidade de S& Paulo e cidades visinhas, foi realizado um
levantamento para a deteccdo de histoplasmose em 2427 morcegos ; observou-se 87
amostras positivas (3,6%) em 23 generos e 42 espécies. Os morcegos infectados ou
doentes foram capturados em diversos ambientes como telhados das casas, jardim, area

externa das casas e em arvores. A maioria dos morcegos doentes encontrava-se Nnos
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telhados das casas com uma populagdo humana densa, consequentemente aumentado o
risco de incividuos nessas areas para a histoplasmose (GALVAO DIAS et al., 2011).
2.2 Diagnostico laboratorial

A histoplasmose é principalmente diagnosticada pela cultura e deteccdo de
antigenos ou anticorpos em espécies clinicas. A cultura do Histoplasma capsulatum
requer laboratério de seguranca nivel Ill, e o diagnéstico imunolégico tem sido
utilizado, somente por alguns laboratérios especializados. Atualmente as analises da
PCR sdo empregadas no diagnostico da doenca fungica invasiva devido a sua alta
sensibilidade e a reducdo no tempo de diagnoéstico comparado com a cultura
(MAKIMURA; MURAYAMA; YAMAGUCHI, 1994).

Detec¢do de antigeno em urina e/ou soro € um método Util em pacientes com
histoplasmose disseminada (WHEAT; KOHLER; TEWARI, 1986; WHEAT et al.,
2002) entretanto, este teste ndo é acessivel na maioria das &reas ndo endémicas
(BUITRAGO et al., 2006).

Em situacfes onde a carga fungica é alta, como na histoplasmose pulmonar
difusa aguda, a cultura, histopatologia e deteccdo de antigeno sdo mais Uteis. Em
pacientes com doenca branda, incluindo pulmonar subaguda, reumatoldgica,
pericardites e sindromes mediastinal, estes testes ndo séo frequentemente positivos, e 0s
testes soroldgicos sdo especialmente mais Uteis. Na histoplasmose pulmonar crénica, a
cultura das espécies respiratdrias (lavado bronquico alveolar) sdo usualmente positivas,

mas requer uso da broncoscopia (AIDE, 2002; WANKE; LAZERA; CAPONE, 2002).
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2.2.1 Diagnostico Micoldgico

O Histoplasma capsulatum var. capsulatum é um fungo dimorfico e saprdfita
do solo, que cresce na forma miceliar a temperatura de 25°C, em associa¢cdo com solos
umidos contendo elevados teores de nitrogénio (ROSSINI & GOULART, 2006). Nesta
forma, quando cultivadas em estufa laboratorial as col6nias apresentam crescimento
lento, textura algodonosa e coloracdo de anverso branca a creme, tornando-se
acastanhadas com o passar do tempo, e reverso incolor ou amarelo acastanhado
(GUIMARAES; NOSANCHUK, ZANCOPE-OLIVEIRA, 2006). Microscopicamente
séo observadas hifas hialinas septadas ramificadas, com cerca de 1 a 3 um de diametro;
observa-se macro e microconideos em vérias fases de desenvolvimento. Os
microconidios podem ser piriformes ou esféricos, medindo de 2 a 4 pum de didmetro,
tém parede espessa e inicialmente lisa, apresentando, posteriormente, projecoes
verrucosas ou digitiformes, conhecidas como macroconidios tuberculados
(KAUFFMAN, 2007).

Na fase parasitaria, ou quando incubadas a temperatura de 37°C, as col6nias sdo
cremosas, lisas, brilhantes e imidas, e possuem coloracdo branca, tendendo a escurecer
com o tempo. No exame microscopio € possivel observar pequenas células
leveduriformes com cerca de 1 a 5 um de didmetro, ovaladas que, frequentemente,
apresentam gemulacdo Unica (FERREIRA & BORGES, 2009).

2.2.2 Diagnostico Histoldgico

O diagnéstico histopatoldgico é realizado em poucos dias, mas ndo é muito especifico
pois requer um patologista experiente, para o0 reconhecimento das formas fungicas,
devido estes organismos serem similares morfologicamente com outros patdgenos

fangicos (WHEAT, 2006).
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Para a coloracdo do fungo nos tecidos e no sangue, séo utilizados corantes como o PAS
e/ou prata metenamina Grocott-Gomori, e Giemsa (SHAUGHNESSY; SHEA;

WITEBSKY, 2003).

2.2.3 Diagnostico Soroldgico

Para as reacOes soroldgicas, podem ser utilizadas varias técnicas como a Reacdo de
Fixacdo do Complento (RFC), Imunodifusdo dupla (ID) , Radioimunoensaio (RIA)
(ROSSINI & GOULART, 2006) e teste de deteccdo de antigenos pelo método de
ELISA (CASTRO MARTINS et al., 2005). Pela técnica de RFC, pesquisa anticorpos
contra o antigeno extraido da fase leveduriforme do Histoplasma capsulatum. Os
resultados sdo quanto mais grave o paciente, tanto mais alto o titulo da reagéo.

A ID ¢ atécnica mais utilizada para auxiliar no diagndstico das micoses sistémicas e se
baseia na pesquisa de anticorpos que sdo produzidos apds reagirem com precipitinas
especificas (H e M) (CARVALHAES, 1999; SIDRINI & ROCHA, 2004).

O RIA ¢ o teste mais sensivel para deteccdo de antigenos circulante de Histsoplasma
capsulatum , mostrando-se positivo para o antigeno no soro ou na urina em quase todos
0s pacientes com histoplasmose disseminada. Os niveis de antigeno caem apds
tratamento bem sucedido, porém aparecem durante a recidiva (ROSSINI & GOULART,
2006).

O teste pelo método ELISA apresenta grande sensibilidade na deteccdo do antigeno, em
materiais como urina, liquor, soro e lavado boncoalveolar (CASTRO MARTINS et al.,

2005).
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2.2.4 Diagnostico molecular

O DNA ribossomal tem sido frequentemente usado para diagnéstico da PCR devido
possuir varias copias do gene aumentando assim a sensibilidade da anélise. Os genes de
copias simples tem sido desenvolvido, como o que codificam o antigeno M e a proteina
100kDA (BIALEK et al., 2006).

Os ensaios da PCR convencional sdo usados para diagndstico da histoplasmose
disseminada, detectando o Histoplasma capsulatum nas amostras pulmonares, mas ndo
nas amostras sanguineas (RICKERTS et al., 2002). A PCR quantitativa (Real Time
PCR), é utilizado para o diagndstico da histoplasmose invasiva devido a alta
sensibilidade e especificidade comparado com as outras PCRs e em tempo mais curto

do que requer a cultura do organismo (MARTAGON-VILLAMIL et al., 2003).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1) Amostras

As amostras dos quirdpteros foram obtidas em sitios como: areas urbanas, areas
rurais, cavernas e matas, procedentes das areas de abrangéncia do Programa de Controle
da Raiva no Estado do Mato Grosso pelo Instituto de Defesa Agropecuéria do Estado de
Mato Grosso (INDEA/MT) e do Laboratorio de Sanidade Animal (LASA/MT).

Foram utilizados os tecidos pulmonares dos quirdpteros como orgdo alvo e 0s
mesmos foram trituradas para a extracdo do DNA, para tal foi utilizado o Kit Invitrogen
(PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit, Carisbad, CA 92008USA). Apds a extracio o
DNA, o mesmo foi empregado para a amplificacdo do fungo Histoplasma capsulatum
pelo método de nested PCR do gene 100kDA (BIALEK et al., 2002).

3.2) Amplificacdo DNA para Histoplasma capsulatum
Foi amplificado do fragmento do gen 100kDA (accession number AJ005963) do

Histoplasma capsulatum pelo nested PCR utilizando os primers:
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O outer primer Hc | (5 -GCG TTC CGA GCC TTC CAC CTC AAC-3) e Hc II(5_-
ATG TCC CAT CGG GCG CCG TGT AGT-3)).

O inner primers He 111 (5_-GAG ATC TAG TCG CGG CCA GGT TCA-3_) and
Hc IV (5_-AGG AGA GAA CTG TATCGG TGG CTT G-3 ) sao complementares na
posicao 2291 para 2314 e 2500 para 2476, respectivamente. O produto do nested PCR é
de 210 bp. (BIALEK et al., 2002).

A analise na primeira PCR foi realizada com 50ul de reacdo, usando 10 ul
DNA, 10 nM Tris-HCL, pH 8.3, 1,0 mM MgCI2, 0,2mM de cada dNTP (nested 50uM),

100pmol de cada primer e 1.5 U Taq polimerase.

As condigdes de PCR compreenderam: 94°C por 5 minutos, seguidos por 35
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de 65°C e 1 minuto de 72°C, para
desnaturacdo do DNA, anelamento do primer e extensdo respectivamente. Na nested-
PCR ocorreu uma desnaturacéo inicial de 94°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos , e 1 minutos a 72°C; Os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel agarose (1,5%) em tampdo TAE. Os produtos da
amplificacdo da nested PCR foram purificados pelo Kit Invitrogen (PuriLinkTM PCR
Purification
Kit, Cat no.K3100-01), e sequenciados para confirmagdo da presenca do fungo nos
pulmd@es dos morcegos (Setor de Genética Molecular do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre).

4 RESULTADOS

Histoplasma capsulatum (Tabela 1) foi observado em 16,0% (12) das 75
amostras dos pulmdes de morcegos provenientes do Estado de Mato Grosso, através da
nested PCR do gene 100kDA (Figura 1) e os produtos da PCR foram sequenciados e
confirmaram as sequéncias para Histoplasma capsulatum nas amostras (Figura 2).

Foi envidenciada uma maior ocorréncia de Histoplasma capsulatum nas espécies
Desmodus rotundus (25%), Artibeus lituratus, Molossus molossus (16,7%) e nas
especies: Artibeus sp., Eumops glaucinus, Glossophaga soricina, Nyctinomops

laticaudatus, Nyctinomops macrotis 8,3% (Tabela 2).
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Foram analisadas 11 amostras pulmonares de morcegos provenientes de
cavernas monitoradas pelo INDEA/MT, e dentre estas 3 amostras amplificaram o
Histoplasma capsulatum. As amostras provenientes da zona urbana de Cuiaba foram 64
e destas 9 amostras positivas para H. capsulatum. Do total de 75 amostras estudadas,
26 amostras foram de quirdpteros fémea, 32 de machos, 17 sem classificacdo. Destes

foram amplificados o H. capsulatum em 3 fémeas, 6 machos e em 3 sem classificacao.

Tabela 1. Histoplasma capsulatum em tecido pulmonar de morcegos detectados pela
nested PCR (gene 100kDA), provenientes do Estado de Mato Grosso.

Histoplasma capsulatum N. (%)

Positivo 12 (16,0)
Negativo 63 (84,0)
Total 75 (100,0)

Tabela 2. Histoplasma capsulatum em espécies de morcegos no Estado de Mato
Grosso .

Espécies Histoplasma capsultum Total

Positivo (%) Negativo (%) N (%)
Artibeus lituratus 2 (16,7) 1(1,6) 3(4,0)
Artibeus sp. 1(8,3) 1(1,3)
Carollia perspcillata 1(1,6) 1(1,3)
Desmodus rotundus 3 (25,0) 14 (22,2) 17 (22,7)
Diaemus yoingu 1(1,6) 1(1,3)
Diphylla eucadata 1(1,6) 1(1,3)
Eumops glaucinus 1(8,3) 6 (9,5) 7(9,3)
Glossophaga soricina 1(8,3) 3(4,8) 4 (5,3)
Molossus molossus 2 (16,7) 8 (12,7) 10 (13,3)
Molossus rufus 1(1,6) 1(1,3)
Nyctinomops laticaudatus 1(8,3) 21 (33,3) 22 (29,3)
Nyctinomops macrotis 1(8,3) 1(1,6) 2 (2,7)
Rhinophylla puimilio 1(1,6) 1(1,3)
Sem classificagao 4 (6,3) 4 (5,3)

12 (16,0) 63(84,0) 75 (100,0)
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600pb

200pb
100pb

Figura 1 — Produtos da PCR de DNA extraidos de pulmdes de morcegos infectados
com Histoplasma capsulatum. O protocolo da nested PCR foi usado para amplificar um
fragmento do gene 100kDA de acordo com BIALEK et al., 2002. Numeros 1e 2 foram
amostras negativas para Histoplasma capsulatum; Ndmeros 3 e 4 amostras com DNA
extraidos de pulmdes positivos para Histoplasma capsulatum. Numero 5 - Controle
negativo (agua); M. marcador (100 bp DNA Ladder-Invitrogen)

Figura 2- Sequéncias de nucleotideos dos produtos da PCR obtidos por amplificacdo
parcial do genel00kDA para Histoplasma capsulatum.
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5 DISCUSSAO

No Estado de Mato Grosso, os estudos visando investigar a diversidade e riqueza
de morcegos ainda sdo escassos (SOUSA; VENERE; FARIA, 2013) e em relacdo a
patologias além da raiva ndo se tem nenhum caso documentado. Nosso estudo detecta o
primeiro levantamento de Histoplasma capsulatum em morcegos em regifes do Estado
de Mato Grosso tanto em area urbana como silvestre.

No presente estudo os indices de 16,0% de Histoplasma capsulatum, foram
superiores aos achados de 3,6% por Galvao Dias et al (2011), através da cultura dos
Orgaos, em morcegos urbanos e foram similares aos achados por eles nas espécies E.
glaucinus e N. Macrotis (GALVAO-DIAS et al., 2011).

O indice de maior positividade em nossas amostras pode ter ocorrido devido a
técnica processada (nested PCR do gene 100kDA) e o orgdo utilizado (pulméo). O
nested PCR € um método mais sensivel para pesquisa epidemiolégica do que a cultura,
apesar desta até 2009 ser considerada padrédo ouro e ser mais utilizada para diagnosticar
a Histoplasmose sistemica (AIDE, 2009). Nosso estudo processou pulmdes, sendo estes
a porta de entrada do fungo visando detectar colonizacdo e Galvdo-Dias et al. (2011)
analisaram os figadoS e bacos evidenciando a infec¢do (doenca).

Estudo prévio feito pela nossa equipe em morcegos com Histoplasma
capsulatum no Estado do Rio Grande do Sul, evidenciou de 29,1% (VELOSO et al.,
2014) e superior os encontramos pela mesma equipe em Mato Grosso. Tal positividade
no Estado do Rio Grande do Sul se deve pelas amostras serem provenientes de animais

pertencentes a grandes coldnias e a maioria de cavernas e que corrobora com o citado
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na literatura (TAYLOR et al., 1999), que a maior transmissdo de H. capsulatum ocorra
entre morcegos em grandes coldnias gregarias.

Demais estudos sobre Histoplasma capsulatum em morcegos em Varios paises,
foram bem documentados em morcegos restritos de cavernas ou de cativeiros por
Taylor et al. (1999; 2005) e Gonzélez et al (2011), tanto na América do Sul como na
América Central os quais evidenciaram 80,3% dos morcegos infectados pelo
Histoplasma capsulatum, através da nested PCR (100kDA) e cultura (TAYLOR et al.,
1999; TAYLOR et al., 2005; GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2011).

Nossos achados com taxas de 25% se assemelham ao estudo acima referido na
espécie D. Rotundus o qual detectou positidade de 20,6%. Importante salientar que a
espécie D. rotundus deste estudo foram capturados em cavernas para o rastreamento da
raiva dos herbivoros e a presenca do fungo nesta espécie deve estar relacionada ao
acumulo das excretas dos quirdpteros nas cavernas que proporcionam a proliferacdo do
fungo e a transmissao através dos aerossois. A inalacdo dos conidios pode reinfectar os
morcegos e infectar outros animais e humanos que adentram aos locais que abrigam as
colénias, como foi devidamente documentado nos trabalhos de Julg et al (2008) e
Taylor et al., (1999) (JULG et al., 2008; TAYLOR et al., 1999).

Os dados aqui apresentados evidenciam a presenca do Histoplasma capsulatum
colonizando pulmdes de quirépteros do Estado de Mato Grosso, o qual até o presente
momento nado tinha sido evidenciado e corroborando com transmissdo e infeccdo da

Histoplasmose neste Estado.
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6 CONCLUSOES

A positividade de Histoplasma capsulatum em tecidos pulmonares de morcegos no
Estado de Mato Grosso foi de 16,0%.Foi envidenciada uma maior ocorréncia de H.
capsulatum nas espécies Desmodus rotundus (25%), Artibeus lituratus, Molossus
molossus (16,7%) e nas espécies: Artibeus sp., Eumops glaucinus, Glossophaga
soricina, Nyctinomops laticaudatus, Nyctinomops macrotis 8,3%.

Os dados apresentados evidenciam a presenca do Histoplasma capsulatum no Estado de
Mato Grosso, o qual até o presente momento nao tinha sido evidenciado e corroborando

com transmisséo e infeccdo da Histoplasmose neste Estado.
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Pneumocystis spp. e Histoplasma capsulatum detectados
em pulmdes de morcegos das regides Sul e Centro-Oeste do Brasil
Preumocystis spp. and Histoplasma capsulatum in Bats Lungs in Southem and Midwestern Regions of Brazil
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ABSTRACT
Background: Hiciopl aptwl and Proamocystis spp. onay cause a host infection th *m. P y airwiry, mainly
affecting the pulmonary timue. These fungal pathogens affect a wide mange of i 3 1 ‘L‘,‘ and bats.

Mw-wudmwwmmm“m:ﬂdnmm“dhmmwb
detect the peosence of the H. capsuiatem aod Paenmocystiz spp. io luag samples of bat specios from two states of Brazil. For this
puspeso, @ highly somsitive nested PCR was used with specific malecal kers for cach pathop
Maierials, Methods & Reswlts: Two bundred and forty-mine hatx were caprured berween 2007 and 2009 in caves, fosests, and
urban arces of Maw Grosso (MT) and Rio Grande do Sul (RS), Jocated respectivaly in the Mid-Western and Soethem regions. The
bists were capuared following the guidelines of dhe rables costral mansal for herblvoces, sandardized by the Minisuy of the Agri-
cultese. Detection of Presamocysis spp. DNA was based upon nested PUR, winich amplified a p of the hoexdrial small
subumit (mESSU ) of the rRNA gene, whereas the H. capsulanen DNA was amplified cmploying the Hep 100 locas Amplincation
produces were sequenced & conlinm fusgal presence in bat dmgs. The smplifications resules for &, copswlamen and Prenmocysiiy
Spp. were positive in 63 [25 3%, 1095% (20 1%-31 29%)) and 95 [(38.2%. 1095% (32.1%-44 52%)] samples, respectively. The
of Riszopil: psule was observed in Demadier msundus (206%), Tadarida brasiliensis (20.6%),
ﬂmmuou;uuwumm 160), with the detection in the other cpocies being lower than 7.9%, smong
the 24 studied bat species. For Presamacysais spp., the detection was higher in Tadaride beasiliensis (23.15%), Desmodus ronmdus
(18.5), Hietlones velater (14.7%). and Moloroer molotsme (11,6%), being lower than 5.3% in the other spocics. A co-nfection
with both Puaeumacysris spp. and Histoplatma caprulanom was observed in 14 4% of the sumples.
Discussion: Resalts from this stody revealed a Bigh positivity in palmonary Gissue for both stsdicd fungi. Comparning with the
current and recent literature, & higher occurmence was observed for Prewmocystis spp., bemag lower for H. copswlamm ax well as
for e co-infection in the lungs of bats from both Brazilian regioas. The majority of the analyzed ssaumples were froen urban area,
where the of H. copsuik wiss higher than dust observed by the Ceotro de Zoooase do Essado de Sgo Paulo, which
pronerily described H. capsulanen in N. macrotis, E glaecinus and M. Rufus species. In this study, | 5% of the samples in those
same species were positive foe B Capsalamm. Dac iz Larger sample size frome ueban sreas, the species Todarida brasiliensis was

the most ssdied for both fungi. To note, in ooe colony from the kater speci posed of hundreds of bats, 2 large amoant of hat
guano was observed, whach favars the dispersion of fungal propaguls of i capsuli and a swhsequent high fungal colonization
detecied in those animals. However, it ts not possible to infer that the bats were developeng the disease, since others organs hike
Fiver, spleen and intestine were not analyzed, Resuhs from diis smey & with the b anwu—b-
sion of H. capsedarem among bass belonging 1 big colonics, by d: ng » high of His ap

and Pr waris spp., indivadaally or in co-infects nuﬁmmwwm.nuuun

Keywords: Histoplasms capralutum, Prewmocyric spp., bais, lusgs, colosizsiion, co-infection.
Descritores: Histoplasme caprulaion, Prewmocystis spp., morcego, quirdplero, palmio, colonizagdo, cosnfecgdo.
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INTRODUCAO

A Ordem Chiroptera é o segundo grupo de
mamiferos com 1.120 espécies, das quais 167 (e 64
géneros) no Brasil [23]. Os morcegos considersdos
mpontantes vetores de Paracoccidioides brasiliensis,
Cryptococcus neaformans (12,17 ,28), Preumocystis
pp- [1,4,5,11,25] ¢ Histoplasma capsulanen (9,10,11],
contribuem pars manutencio desses patégenos 1o
ambiente ¢, consequentemente, sua transmissio [27].

O H. capselatum é encontrado preferencial-
menic ¢im drcas geograficas de clima tropical ¢ subiro-
pical, abém de alguns paises da Evropa [29).

A histoplasmose € uma micose frequentemente
diagnosticada em hurmanos o Brasil e responsdvel poc
4,3% mortalidade cansada por micoses sistémicas em
uma década (1996-2006) no Brasil, txa que sumenta
pars 10,1 quando associada com a AIDS [21].

Em animais, as caracteristicas da transmissdio
e infeccio por H. capswlatum s3o similares 20 que
acontece em humanos, Purticulanmente em maregos, a
masona ocorre eim fémeas, as quais permanecem maior
tempo nas coldnias com sua prole [8,13].

O Prewemocystis spp. € um fungo oportunisia,
principalmente ransmitido por via aérea e responsdvel
por severa pneamonia em grande ndmero de mamife-
ros [1,22], Nos quirdp tem sado evidenciado sua
presenga em diversos pafses como México, Franga,
Argenting ¢ Brasil [1,4,59].

A coinfecglio do Pneumocystis spp. ¢ His-
toplasma capsulanen foi receatemente evaliada em
algumas espécies de quirdpteros da Argentina, Guiana
F e México [9], possibilitando assim um ponto
de partida pars a investigagio da relagdo entre eles ¢
sua distribuiclo na natureza.

O objetivo do trabalho foi detectar a ocor-
réncia do Histoplasma copswlatum ¢ Prewmocystis
spp. ¢, também, da possivel comfecgiio dos mesmos
em algumas espécies de morcegos obtidas aravés do
programa de controle do vires da raiva desenvolvido
e duas regides do Brasal.

MATERIAIS E METODOS

Animais extwdados

Os morcegos (n = 249) foram capurados
pelo Programa de Controle dz Raiva em dois Estados
brasileiros: Rio Grande do Sul (RS) ¢ Mato Grosso
(MT) cntre 2007 ¢ 2009 em cavernas, oresias ¢ aress

urbanas. As amostras do Estado de Mato Grosso foram
procedentes do Instituio de Defesa Agropecudnia do
Estado de Mato Grosso (INDEA/MT) e do Laboratdeio
de Sanidade Ammal (LASA), enquanto as amostras do
Estado do Rio Grande do Sul foram provenientes do
Instituw de Pesquiss Veterindrias Desidério Finamaor
(IPVDF/RS) ¢ Institato Savver (RS).

0s morcegos foram capturados segundo as

s padromzadas pelo Ministério da Agricelnn
preconizada 0o manval do controle da raiva para herbi-
voros (6] ¢ classificados pelo Instino Sauver (RS) [20]
e transportados pars o Setor de Micologia, Faculdade
de Veterindris/lUFRGS.

Extragdo do DNA dos pulmbes dos morcegos

As amostras dos tecidos pulmonases (230 mg)
foram trituradas ¢ 0 DNA foi extraido utilizando o Kit
Inviwogen (PureLink™ Genomic DNA Kit, Cat no.
K1820-01)".

Ampliftcagdo do DNA pura Hisioplasma capsulanim

O DNA foi amplificado do fragmento do gen
100-KDA (accession number AJOOS963) através da
nested PCR utilizando os primers: outer primer He |
(5-GCGTTC CGA GCCTTC CACCTC AAC-3) e He
H(S-ATG TCC CAT CGG GCG CCG TGT AGT-3).
O mner primers He B (5-GAG ATC TAG TCG CGG
CCAGGTTCA-3)e HelV (5-AGG AGA GAACTG
TATCGG TGG CTT G-3) sio complementares na
posicio 2291 a 2314 ¢ 2500 a 2476 respectivamente,
O produto da nested PCR € de 210 bp [2].

A andlise da paameira PCR foi realizads com 50
L de rezgdo, usando 10 pl. DNA, 10 0M Tris-HCL, pH
83,25 mM MgC12, 0.2 mM de cada ANTP (100 pM),
20 pmol de cada primer ¢ 1.5 U de Tag polymerase.
A mistura (Mix) da nested PCR foi igual a primeira
PCR, exceto com 1 pl. do produto da primeira PCR.

As condigbes da PCR compreenderam: 94°C
por 5 min, 35 ciclos de 94°C por 30 5, 65°C por 30 s,
72°C for 1| min; ¢ 72°C for $ min. Para a nested PCR:
94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 30 5, 72°C
pot | min, ¢ 72°C for 5 min [2].

Amplificagio do DNA para Pocumocystis spp.

O DNA foi amplificado pela nested PCR, uni-
lizando os seguintes primers: pAZI02 10F (5-GGG-
-AAT-TCT-AGA-CGG-TCACAG- AGA-TCA-G-3)
e pAZ102 10R (5 -GGGAAT- TCG-AAC-GAT-TAC-
TAG CAA-TCC-C-3") na primeira PCR ¢ pAZ102
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13-RI(5" GGG-AAT TCG AAGCAT GTT-GTT-TAA- Qs peodutes da ampliticagio da nesied PCR de

TTCG-3") epAZI214-RI (5" -GGG-AAT-TCT-TCA-
-AAG-AAT-CGA-GTTTCA-3') nanested PCR [4,5,25)

Para os primers 10F e 10R, as condigdes de
PCR compreenderam: 94°C por 5 min, seguido de 40
cichos de 94°C por | min 30 5, 55°C por | min ¢ 30
5. ¢ T2°C por 2 min. Nz nested PCR (primers 13R ¢
14R) as condigdes foram: 94°C por 5 man, seguido
par 10 ciclos de 94°C por | min 30 s, 52°C por | min
30 s, ¢ 72°C for 2 min, seguidos por mais 30 ciclos
de 94°C for | min 30 5, 63°C por | min 30 s¢ 72°C
por 2 min,

Prewmocystis spp. ¢ Histoplasma copssclann foram pori-
ficados palo Kit Tnvisrogen (PuriLink™ PCR Puritication
Kit Cat n0. K3100-01)', ¢ sequenciados para contimmacio
da presenga do fungo nos palmdes dos morcegos,
Andlise estatistion

Os resultados dos testes diagndsticos fornm
analisados primeimmente através de estatistica descri-
tivis € posteriommente, para andlise da associaglio eatre a
coinfecgiio par Histaplasma caprudanen ¢ Prewmocystis
spp. foi utilizado o teste de Qui-quadrado. O nivel de sig-
nificdncia consideradn na andlise estatfstica fod de S%.

Tabola 1. Hisropds ap P if 409, 440 WCAlos P obtdon de diverias sapbtaes de mondagon captesadon catre D17 = 2000,
008 ouados 4o Rio Gesnde @0 Sl (RS) ¢ Mano Girosss (MT), Beasi.
_ Hisioplasma capsulatim Prewmocysiis spp.
Eapicia Positive Negastivo Positivo Negativo e
Artibeus foabriatus S(7.9%) 21.1%) 5(5.3%) 2(1.3%) 7
Arttheys lhinratus 23.2%) 1{0.5%) 3(1.9%) 3
Artibews sp. 1(1.6%) 1(0.6%) 1
Carollia perspeiliata 2(1.1%) 1(1.0%) 1(0.6%) 2
Desmodus romendus 13(20.6%) 37(19.9%) 18(18.9%) 32(20.6%) 50
Diaemus yoingu 1(0.5%) 1{0.6%) 1
Diphylla eucodota 1(0.5%) H0.6%) |
Eumpaos glaucims 1(1.6%) 643.2%) 1(1.0%) 6(3.9%) 7
Eptesicus furinalis 1(0.5%) 1(1.0%) 1
Glossophaga soricing 1(1.6%) 8(4.3%) 33.1%) 6(3.9%) 9
Histiotus velatns 12(19 %) 24(12.9%) 1414.7%) 22(14.2%) 36
Lasiurus blosssevillit 1(1.6%) H21%) 33.1%) Z(1.3%) ]
Lasiurus cineress 1(0.3%) 1(1.0%) 1
Malossus correntien 1{0.5%) 1(1.0%) 1
Molossus molossus 7(11.1%) 23(12 4%) 11(11.6%) 19%(12.3%) 30
Molossus rufus 23 2%) 3(1.6%) 3(3.1%) 2(13%) 5
Myotis levis 1(1.6%) 5(2.7%) 2A2.1%) 4(2.6%) 6
Myotis nigricans 1(1.6%) 1(0.5%) 1(1.0%) 1(0.6%) 2
Nctinomops laticaudatus 1(1.6%) 21(11.3%) 5(5.3%) 17(10.0%) 22
Nyctinomops macrotis 1(1.6%) 1(0.5%) 1(1.0%) 1{0.6%) 2
Promops nasutus 1(1 6%) 5(2.7%) 1(1.0%) 5(32%) 6
Rhinophyila puimilio 1(0.5%) 11 0%) 1
Tadarida brasiliensis 13(20.6%) 32(17.2%) 22(23.1%) 23(14.9%) 45
Sturnira liluwim 1{0.5%) 1 (0.6%) 1
Sem classificagdo #2.1%) 4(26%) 4
63 (25 3%) 186 (74 7%) 95 (38.2%) 155 (6).8%) 249
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Histoplasma capsularem for observado em
25.3% (63) e Prewmocystis spp. em 38,2% (95) das
249 amostrss dos pulmdes de morcegos provenientas
do MT e RS.

Foi evidenciada uma maior ocongacia de His-
toplasma capsulanen nas espécies Desmodus mtundus,
Tadarida brasiliensis (20,6% ), Histiotus veloses (19.0%)
€ Molassus molossus (11,1%), enguanto que nas demais
espécies 3 oconéncia foi inferior 2 7.9% (Tabela 1),

Histoplasma capsularum estava presente em
15.9% dos morcegos (espécies Desmodus rotundus
& Histiotus velatus) procedentes de Cogapava do Sul
(RS). J6 em relagdo s demais Jocalidades estodadas
(RS e MT), o fungo foi detectado em apenas 1 6% a
6.3% dentre um total de 24 espécies de morcegos

Preumocystis spp.. foi mais detectado em
Tadarida brasiliensis (23,1%), Desmodus rotundus
(18,9%), Histiotus velarus (14.7%) ¢ Molossus mo-
lossus (11,6%), enquanto que nas demais espécies,
a porcentagem foi inferior a 5,3%. A colonizagio
simultinea por Preamocystis spp. ¢ H. capsulatum
foi observada em 14,4% dos morcegos capturados ¢
considerada coma estansticamente significativa (P <
0.001) [Tebela 2}.

As ocoméncias de H. capsulatum ¢ Prewmonys-
tis spp., por estado, foram respectivamente da ordem
de 29,1% ¢ 480% no Rio Grande do Sul e de 162%
£ 14,9% no Mato Grosso (Tabela 3).

Os produtos de amplificagdo dos dois fungos
foram sequenciados ¢ houve concordincia com as
sequencias compardas.

Tubels L Combecglo de M & Prewmocysis spp. om toodos obtidos de op dos anke
207 ¢ 209, nmau&.&am:m.ua—n(unnm
; Histoplasma capsulatum
Preumocystis spp. Positivo Negativo Total
Positivo 36 (14.4%) 59(31.7%) 95(38.2%)
Negativo 27(10.8%) 127(51 (%) 154(61.8%)
Total 63(25.3%) 186(74.7%) 249
0 VLAY, (F < 0,007}, Ockds Racko: 387 [1.99-5 1]
Tabela 3, Fresenga de Histoyds i 3. €1 tocidos p abtidon & moscep don catre 2000
emmeﬂutlhmuﬂﬂﬂeu&wthl
H. capsulatum Preumocystis spp.
Setnde Positivo  Negativo  Positvo  Negativo o
RS 51(29.1%) 124(70.8%) B84 (48%) 91(52%) 175(70.3%)
MT 12(16.2%) 62(83.8%) 11(14.9%) 63(85.1%) 74(29.7%)
Total 63(25.3%) 186(74.7%) 95(38.1%) 154(61.8%) 249(100%)

DISCUSSAO

No presente estudo foi detectada a presencs
25,3% de Histoplasma capsulatum em 249 quirdpteros,
hem menor que 2 porcentagem observada por Gonzdlez
et al. [9) que encontraram 80,3% em 122 quirdpieros
provenientes de trés pafses da América do Sul e Cen-
wral. E muito provivel que a menor positividade do
Histoplasma capsulamm em nosso estado seja devida
2 maior quantidade de amostras caproradas em Sreas
urbanas, difercntemenic dos dados referenciados acima
que foram exlusivamente de animais capturados em
cavernas, onde = concentrac¥o de colonias é seperior
s de dress urbanas.

Pesquisa similar realizada pelo Centro de
Zoonose do Estado de S30 Paalo com uma expressiva
amostragem (2427) detectou apenas 87 (3,6%) mor-
cegos positivos. O mesmo estudo também descreven
casos pioneiros de H. capsulatum nas espéeies N.
macrotis, E. glaucinus ¢ M. Rufus [8) Nas mesmas

pécics, o p trabalho d o fungo em
1,6% das amostras, evidenciando assim, a presenga do
agente & suy dissemninaglio eatre morcegos de outrus
regides do Brasil.

A espécie Tadarida brosiliensis por ser mi-
gratdeia, pode estar oo em CHVErnas Como em zonas
urbanas, forma coldnias que pode atingir mithares de
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individuos & maior produclio de excretas. Este scdmulo
de excretas proporciona elevada exposigio de propdgu-
los Histoplasma capsulatien, sumentando assim o risco
de infeccdo filngica em seus abnigos e dispersdo para
outros ambientes [27]. como foi relatado no México
e Argentina com positividade de 81,6% em morcegos
de cavernas [11).

No presente estudo, a espécie Tadarida bra-
siliensis foi 3 mais colonizada pelos dow fungos nas
&rcas urbanas. Notadamente em unta colbais de T
brasiliensis, composta poc centenas de morcegos, foi
observada uma grande formacllo de excretss, fator que
favorecen a disperso dos propégulos fingicos de H.
capsulatum e consequente alta colonizagio detectada
nos individuos desse nicho, proveniente de uma resi-
déncin nas cidude de Cagapava do Sul (RS). Entretanto,
nilo € possivel infenr que os mesmos estavam desen-
volvendo a doenga pots outros drgios, como figado,
hago ¢ intesting, ndo foram analisados. Estes resultados
diferem daqueles descritos por Teyloe ef al. [27], que
detectaram o desenvolvimento da histoplasmose em
18.2% dos 208 quirdpteros analisados apas cultvo do
fungo de amastras de figado, bago e pulmiao.

Hisioplasma capsulanon foi detectado em
20,6% da espécie Dy du dus provenientes
des duas regides brasileiras, enguanto gue na Argen-
ting, Guisna Francesa ¢ México nlio foi evidenciada &
presenga do mesmo [9.11]

Em relagio ao Preumocystix spp., os resulta-
dos encontrados na presente pesquisa (38.2%) foram
similares sos encontrados por Gonzdlez -Gonzdlez ef
al. (41,8%) [9]. Estes sutores também descreverun
coabitagilo de Histoplasma capsulatum e Preumocystis
spp. em 35,2% das amostras, enquanto que o presente
estudo encontrou apenas 14 4% casos de coinfecgio,

Pesquisadores relatam que as condighes fisicas
dos shrigos (aglomeragio) dos morcegos, comporta-
mentais (migragio) podem representar um fator de
rsco tunto para humanos como para morcegos [ 14.27].
Especificamenic cm relagdo 3 espécic Tadarida brasi-
liensis, alguns fatores ambientais 34 foram anahisados:
em localidades situadas abaixo de 800 m de altitode, o
total de morcegos portadores de DNA de Pneumocysiis
encontrado foi 5 vezes maior em comparacio com
morcegos provenientes de localidades situadas acima
de B0 m. Os mesmo autores concluiram que o chima
(calor © umidade) parcec mio influcnciar a taxa de
individuos poctdores de DNA de Prewnocystis [1].

As localidades dos dois estados brasilearos onde foram
capturadas as amostras, estfo situados @ uma altimde
Inferior 2 300 m, e os resultados obtidos sio similares
a0 estudo supra citado,

E importante salientar que na amostragem
obtida de morcegos capturados no Estado de Mato
Grosso, os indices de positividade foram menores em
compareciio os do RS, tanio de Hissoplasma capsulo-
tum como de Preumocystis spp., devido as amostras
terem sido sleatSrias, animais capturados separada-
mente ol por busca passiva ¢, consequentementc, cies
S0 pertenciam & mesma coldaia, corrobarando com
o citado da Ieeraturs [27), que a maior transoussio
de H. capsulatum ocorm eotre morcegos em grandes
coldnizs gregénias.

Os dudos aqui apresentados evidenciam a pre-
senca destes dois pardgenos e a coabitago dos mesmos
em quirdpieros no Brasil situacio que, até o momento,
ndo tinha sido comprovada no pais. Além disso, os
resultados encoatrados % dados prev
obtidos de morcegos no continente earopeu (Franga)
em alguns paises das Américas do Norte e do Sul, os
quais destucam o papel deste hospedeiro como reser-
vatdrio e dispersador destes fungos {7,9,10).

CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados mostram oma alta
beorréncia tanto de H. capsulatum quanto de Preu-
mocystis spp. A comprovagho de coabitagfio desses
fungos em morcegos provenientes de dois estados
brasileiros distantes (RS ¢ MT), destaca 3 importincis
dos mesmos na cadeia epidemioldgica ¢ alerta parz o
alto risco de infecgdo entre 08 morcegos © dispersio
de propégulos fiingicos no ambiente.
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