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A esperanca adquire-se. Chega-se a

esperanca através da verdade, pagando o

preco de repetidos esforcos e de uma longa
paciéncia. Para encontrar a esperanca é
necessario ir além do desespero. Quando
chegamos ao fim da noite, encontramos a aurora.

(Georges Bernanos)
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RESUMO

PESQUISA SOROLOGICA DA INFECCAO PELO Histoplasma capsulatum EM
SUINOS PELA TECNICA DE IMUNODIFUSAO RADIAL DUPLA EM GEL DE
AGAR

A Histoplasmose ¢ uma infeccdo micética causada pelo fungo dimérfico Histoplasma
capsulatum var. capsulatum. Apresenta especial afinidade patogénica com o Sistema Reticulo
Endotelial (S.R.E) ¢ ¢ de gravidade variavel. E uma das micoses oportunistas mais
importantes em individuos com comprometimento imunolégico. E endémica em humanos nos
Estados Unidos, principalmente nas regides dos Grandes Lagos e nos vales dos Rios
Mississipi ¢ Ohio, América Latina, parte da Asia e Africa. No Brasil, 26 microepidemias
foram relatadas em oito Estados. O fungo habita solos imidos, ricos em substancias organicas
de pH é&cido, contendo alto teor de nitrogé€nio, especialmente os que contém fezes de
morcegos € aves. O contagio se dd pela inalagdo das células reprodutivas do fungo,
desenvolvendo inicialmente a infecgdo no pulméo. E notavel que o aumento na intensificagio
dos métodos de produgdo na suinocultura levou ao aparecimento de doencas relacionadas com
as novas tecnologias introduzidas, que promoveram condi¢des para que, agentes que antes se
encontravam em equilibrio com o hospedeiro, viessem exercer efeito patogénico. Apds o
aparecimento das doencas virais imunossupressoras nos plantéis suinos de todo o mundo,
como a Sindrome Respiratéria Reprodutiva Suina (SRRS), Sindrome da Dermatite e
Nefropatia (SDN) e a Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), as
doengas fungicas se tornaram mais freqiientes, participando com maior expressao nas perdas
econdmicas do setor. Nesse novo cendrio, fungos passaram a expressar suas potencialidades
patogénicas, pois com a imunidade comprometida, os animais ndo sdo capazes de se proteger
mesmo em baixos niveis de infecgdo. A escassez de pesquisa sobre histoplasmose em suinos
gerou a hipdtese de que a falta de diagnostico desta doencga ndo estd sendo colocada como
possibilidade de casuistica diferencial para outras doencas. Ha necessidade de serem
conduzidos estudos que possam auxiliar em um diagndstico adequado e que possa,
posteriormente, esclarecer possiveis implicagdes do agente sobre o desempenho animal. O
trabalho desenvolvido propds utilizar a técnica sorologica de Imunodifusdo em gel de agar
(IDGA) para detectar a infecgdo por H. capsulatum através da pesquisa de anticorpos em
amostras de sangue de suinos provenientes de diferentes unidades produtoras de leitdes, no
estado do Rio Grande do Sul. A amostragem foi composta por 246 amostras de soro de suinos
e dividida em trés grupos caracterizados de acordo com a taxa de mortalidade apresentada na
creche e um quarto grupo composto por animais de baixo desenvolvimento. A presenca de
reacdes de precipitacdo no teste de IDGA nao foi verificada em nenhuma das 246 amostras
testadas. Entretanto, ndo se exclui a possibilidade de resultados falso negativos na prova de
imunodifusio, pois outra técnica comparativa nio foi utilizada neste estudo. E plausivel a
suposicdo da ocorréncia da infec¢do pelo H. capsulatum em suinos em regides
constantemente expostas ao risco. E uma linha de pesquisa que ainda carece de muitos
estudos principalmente epidemiologicos que auxiliem em um diagndstico adequado e
confiavel.

Palavras-chave: H. capsulatum, infecgdo, imunodifusdo, fungo, suinos.



ABSTRACT

SEROLOGICAL ANALYSIS OF HISTOPLASMOSIS IN SWINE THROUGH THE
IMMUNODIFFUSION AGAR-GEL TECHNIQUE

Histoplasmosis is a fungal infection caused by the dimorphic fungus Histoplasma capsulatum
var. capsulatum. It shows strong pathogenic affinity with the Reticulo Endothelial System
(S.R.E) and has variable severity. It is one of the most important opportunistic mycoses in
individuals with compromised immune system. It is an endemic mycosis in humans in the
United States, mainly in the Great Lakes and in the valleys of the Mississippi and Ohio rivers
regions, Latin America and regions of Asia and Africa. In Brazil, 26 microepidemics were
reported in eight states. The fungus inhabits moist soil, rich in organic substances with acid
pH, containing high content of nitrogen, especially those containing feces of birds and bats.
The infection occurs by inhalation of the reproductive cells of the fungus, initially developing
the infection in the lungs. It is remarkable that growing application of intensive production
methods in the swine industry has facilitated to the arisal of diseases. Some technologies may
promote conditions for agents, which before were in harmony with the host, to become
pathogenic. After the arisal of immunosuppressive viral diseases in swine herds around the
world, such as Porcine Reproductive Respiratory Syndrome (PRRS), Porcine Dermatitis and
Nephropathy Syndrome (PDNS) and Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS),
the fungal diseases have been occuring more frequently, accounting for significative
economic losses for the swine industry. In this new scenario, fungi began to express its
pathogenic potential and animals with compromised immune system are not able to protect
themselves, even under low levels of infection. The shortage of research on swine
histoplasmosis has led to the hypothesis that the lack of diagnosis of this disease is due to the
fact that it is not being considered as an alternative diagnostic for other diseases. There is a
need for studies on more adequate diagnosis methods and also on alternatives that assess the
implications of the agent on the subsequent animal performance. This study proposed the
application of the serological technique - immunodiffusion agar-gel - to detect infection by H.
capsulatum through the search for antibodies in blood samples from pigs from different swine
herds in the Rio Grande do Sul state, Brazil. A total of 246 serum samples from pigs were
harvested. Three groups were characterized according to the weaning mortality rate and the
fourth group of animals was characterized by pigs with low performance. The presence of
immunoprecipitation in the test was not found in any of the 246 samples tested. The possibility
of false negative results may not be excluded, because no other comparative technique was
used in this study. It is plausible to suppose the occurrence of infection by H. capsulatum in
pigs in areas constantly exposed to risk. It is a new line of research that still requires more
epidemiological studies to assist in an appropriate and reliable diagnosis.

Key-words: H.capsulatum, infection, immunodiffusion, fungal, pigs.
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1 INTRODUCAO

A intensificagdo nos métodos de producao na suinocultura levou ao aparecimento de
doencas relacionadas com as novas tecnologias introduzidas nas instalagcdes, no manejo e na
nutricdo, as quais promoveram condigdes para que, agentes que antes se encontravam em
equilibrio com o hospedeiro, viessem a desenvolver seus potenciais de patogenicidade
(BARCELLOS & SOBESTIANSKY, 1998).

Destas doengas, as de maior prevaléncia sdo as respiratorias, as quais causam sérios
problemas em sistemas intensivos de criacdo de suinos, causando grandes prejuizos a
industria suinicola no Brasil e no mundo. Estdo freqiientemente relacionadas a redugdo de
peso, mortalidade, maior predisposicdo a doengas entéricas, gastos com vacinas ¢
medicamentos (SILVA et al., 2002; SEGALES & DOMINGO, 2002).

Além do carater multifatorial das doengas respiratdrias, varios microorganismos
bacterianos, virais e fingicos podem estar envolvidos e atuando como patdgenos oportunistas,
comumente associados com imunossupressido (SEGALES et al., 2003). Apos o aparecimento
das doencas virais imunossupressoras nos plantéis suinos de todo o mundo, como a Sindrome
Respiratoria Reprodutiva Suina (SRRS), Sindrome da Dermatite e Nefropatia (SDN) e a
Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos (SMDS), as duas ultimas presentes no
Brasil, as doengas flingicas se tornaram mais freqiientes e, consequentemente, agravaram as
perdas econdmicas na suinocultura.

A imunossupressao relatada pela presenga do circovirus suino tipo 2 (PCV2), vem
ocasionando grandes perdas na producdo de suinos em todo o mundo. Esta sindrome pode
acometer suinos de varias faixas etarias, mas usualmente atinge animais entre cinco ¢ doze
semanas de vida (animais na fase final de creche e terminagdo) (CIACCI-ZANELLA, 2005)
acarretando um desenvolvimento ndo uniforme facilitando as infec¢des pulmonares ou
septicémicas por bactérias tais como Pasteurella multocida ou Haemophilus parasuis,
comumente associadas a presenca de fungos oportunistas (CARRASCO et al., 2000).

Animais imunodebilitados, tanto por deficiéncia no manejo como pela presenga desta
ou de outras doencas no plantel, sdo as principais fontes de infeccdo e disseminacdo de
agentes patogénicos no rebanho (SEGALES et al., 2003). Nesse novo cenario, os fungos
passaram a expressar suas potencialidades patogénicas, pois com a imunidade comprometida,
os animais sdo incapazes de se proteger mesmo em baixos niveis de infec¢do. Sanches et al.

(2006), registraram a ocorréncia de Pneumocystis spp. em suinos abatidos no Rio Grande do
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Sul e Mato Grosso. Este patogeno esta geralmente associado a problemas respiratorios em
humanos e em suinos pode constituir um sério problema econémico, uma vez que reduz o
ganho de peso e, consequentemente, o lucro da cadeia produtiva.

Entretanto, o Histoplasma capsulatum vem sendo apontado como patdogeno
oportunista, sobretudo em hospedeiros com imunidade celular alterada, principalmente
naqueles com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (SIDRIN & MOREIRA,
1999; SIDRIN & ROCHA, 2004). Nestes pacientes, constitui um sério problema devido ao
quadro agudo e disseminado da doenca (ZANCOPE-OLIVEIRA, TAVARES & MUNIZ,
2005), em funcdo da deficiente imunidade celular na defesa contra este agente.

Vérias doencas fungicas ainda sdo desconhecidas, ou, em grande parte, nao
diagnosticadas na suinocultura brasileira, fazendo com que o papel das micoses seja pouco
conhecido. S3o raros os relatos demonstrando a importancia dos agentes fungicos na
suinocultura. A escassez de pesquisa sobre histoplasmose em suinos gerou a hipdtese de que a
falta de diagnostico desta doenca nao estd sendo colocada como diferencial para outras
doencas. Assim, h4 necessidade de serem conduzidos estudos que possam auxiliar em um
diagnostico adequado e confidvel e que, posteriormente, esclare¢gam possiveis implicagdes do
agente sobre o desempenho animal.

Os métodos tradicionais de diagndstico das diversas micoses sao baseados na cultura
do agente, na identificagdo do mesmo em exames citologicos ou histopatoldgicos e na
detecgdo da resposta sorologica ao agente (DIAL, 2007).

Atualmente, os métodos de detec¢dao de anticorpos sdo as principais ferramentas em
uso para o diagnostico da histoplasmose, devido a sua rapidez. O uso da sorologia no
diagnoéstico das doengas fingicas desafia a habilidade dos clinicos na interpretagdo dos
resultados visando assegurar o tratamento mais adequado para os pacientes (GUIMARAES et
al., 2006). O primeiro passo para a compreensdo ¢ a certeza que a metodologia e as suas
limitagdes sao compreendidas, pois as caracteristicas das técnicas disponiveis devem ser
consideradas, como seu poder de detecgdo (sensibilidade) e sua especificidade. A dificuldade
em determinar a verdadeira sensibilidade e especificidade de um teste para uma doenca
fingica em animais ¢ evidente, devido a auséncia de referéncias em fornecer dados suficientes
com base em estudos epidemiologicos veterinarios (DIAL, 2007).

A falta de pesquisa e relatos de casos de histoplasmose, assim como, da prevaléncia da
doenga em suinos no Brasil torna ainda mais dificil a escolha da melhor técnica para detectar
a infecgdo do agente em questdo. Para tal finalidade, existe a necessidade de adaptacdo de

metodologias de diagnoéstico, atualmente disponiveis para a doenga em humanos.
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Desta forma, o trabalho desenvolvido utilizou a técnica sorologica de Imunodifusao
em gel de agar (IDGA) para detectar a infec¢do por H. capsulatum através da pesquisa de
anticorpos, em amostras de sangue de suinos provenientes de diferentes unidades produtoras

de leitdes, no estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacgédo do agente

O Histoplasma capsulatum var. capsulatum, na sua fase de reprodugdo sexuada, ¢
taxonomicamente classificado como um ascomiceto pertencente a familia Arthrodermataceae.
E o agente etiolégico da Histoplasmose, uma infec¢do micotica que se desenvolve
principalmente nos 6rgdos do Sistema Reticulo Endotelial (S.R.E), afetando os pulmdes,
figado, baco, pele, mucosas, sistema linfatico e sistema nervoso central. E uma das micoses
oportunistas mais importantes em individuos com alteragcdes dos mecanismos de defesa
especificos mediados por células, particularmente naqueles infectados pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (JOHNSON & SAROSI, 1994; HAJJEH et al., 2001).

E um fungo termodimérfico que habita solos umidos, ricos em substincias organicas
de pH é&cido, contendo alto teor de nitrogé€nio, especialmente os que contém fezes de
morcegos e aves. Os nutrientes das fezes juntamente com outras caracteristicas do solo, como
pH apropriado e condi¢des ambientais de temperatura e umidade, constituem o nicho
ecoldgico deste microorganismo, porém, mais trabalhos devem ser realizados para identificar
os principais fatores correlacionados com o crescimento e propagagcdo do microorganismo
(CANO & HAJJEH, 2001).

As cavernas, arvores ocas, constru¢des antigas ou abandonadas, forros ou pordes de
casa, sotdos, locais de pernoites de aves, galinheiros e areas rurais, sdo importantes fontes de
infeccdo. Além disso, a propria movimentagdo do solo proporciona o transporte dos
microconidios pelo ar. Um grama de solo contaminado pode conter até 6.000 propagulos
fungicos infectantes (LONDERO & WANKE, 1988).

Estudos sobre a ecologia do agente, realizados durante a década de 50 por Zeidberg et
al. (1952), mostraram que o fungo ndo estava uniformemente distribuido na natureza. Além
disso, o processo de isolamento do fungo da natureza ¢ laborioso e caro, pois adequadas
amostras de solo devem ser coletadas para que areas contaminadas ndo sejam negligenciadas
(LENHART et al., 1997). Técnicas moleculares podem fornecer um melhor e mais rapido
método para testar amostras do solo e auxiliar no entendimento da ecologia do H. capsulatum
(REID & SCHAFER, 1999).

Em temperaturas inferiores a 35°C, o H. capsulatum adquire uma forma filamentosa
de hifas delicadas, hialinas, septadas, ramificadas e de morfologia tipica representada por

macromicroconidios geralmente esféricos, tuberculados, de parede grossa de 8 a 14 um de
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diametro. Ao microscopio Optico pode-se observar facilmente os micromicroconidios ovais,
com diametros de 2 a 5 um, que representam o indculo infectivo do fungo (TEWARY et al.,
1998). Em cultivo a 37°C e nos tecidos de mamiferos adquire uma forma leveduriforme
esférica ou ovalada, de paredes finas, medindo entre 2 ¢ 4 um de diametro (LACAZ, et al.,
1998; ROSSINI & GOULART, 2006). O crescimento em cultivo é relativamente lento,
exigindo incubacgao por varias semanas (acima de trés semanas).

A parede celular do H. capsulatum ¢é formada principalmente por a-1,3 glucano, p-1,3
glucano e quitina. Em comparag¢do com outros fungos dimorficos, a quantidade de quitina ¢
superior neste fungo. Contudo, existem diferengas na composi¢ao de glucanos nas duas fases:
a-1,3 glucano ¢ o componente principal da fase leveduriforme, enquanto que na micelial ¢ o
B-1,3 glucano (HEARN, 1997). A presenca de altos niveis de a-1,3 glucano estd associada
com a viruléncia do isolado (RIPPON, 1988), embora ja tenha sido sugerido a possibilidade
de um mesmo isolado passar do fendtipo a-1,3 glucano™ para a-1,3 glucano™, o que poderia
explicar a existéncia de formas cronica e latente da histoplasmose. Outro componente
importante, porém encontrado em menor quantidade, ¢ o galactomanano situado na parte
externa da parede celular, o qual ¢ considerado o principal polissacarideo antigénico do H.
capsulatum (HEARN, 1997).

A transformagdo da fase filamentosa para a leveduriforme requer, em primeiro lugar, a
troca de temperatura de 25-30°C para 37°C, processo considerado como necessario para a
expressdo dos genes de viruléncia (TAYLOR & REYES-MONTES, 2002). Este processo tem
sido dividido em trés etapas: a primeira delas se inicia imediatamente ap6s a troca de
temperatura com uma rapida diminuicao de adenosina trifosfato (ATP) intracelular. Entre as
24-48 horas, as células entram em um periodo de laténcia (2 etapa), que perdura de quatro a
seis dias, com diminui¢do da concentragdo mitocondrial na célula. A terceira etapa
caracteriza-se pela finalizacdo da transi¢do para a forma leveduriforme (MEDOFF, et al.,

1986; SAN BLAS, 1992).
2.2 Histdria do agente

A histoplasmose foi descoberta por Darling, em 1905, ao efetuar a autdpsia de um
paciente com hepatomegalia na regido do Canal do Panama4, e, no ano seguinte, mais dois
casos semelhantes foram relatados. O agente etiologico, inicialmente designado como um
protozoario foi considerado um fungo por Da Rocha Lima, em 1912, e sua natureza fingica

foi confirmada apds obtengao de cultivos a partir de material clinico por De Monbreum nos
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Estados Unidos, em 1934, que comprovou suas caracteristicas de crescimento. Em 1949,
Emmons conseguiu realizar o isolamento do microorganismo do solo e demonstrou que esta ¢
a fonte de infeccdo mais importante para o homem e os animais e, em 1954, Furcolow,
detectou o organismo em amostras de ar, suspeitando que a doenga fosse adquirida quando os
microconidios da fase filamentosa encontrados no solo eram inalados. Christie e Peterson
(1946) demonstraram a positividade pelo teste intradérmico da histoplasmina em criangas
sauddveis, estabelecendo a existéncia da forma benigna da doenga. Em 1945, Palmer reportou
a distribui¢do geografica da histoplasmose nos Estados Unidos e correlacionou a positividade
do teste intradérmico com as calcificagdes pulmonares em individuos negativos para o teste
da tuberculina, o que correspondia fortemente a histoplasmose. Ajello (1951) e Zeidberg
(1952) reconheceram a associacdo do fungo em ambientes contaminados por excrementos de

péassaros (TORRES-RODRIGUEZ et al., 1993).

2.3 Distribuicéo geogréfica

A histoplasmose ¢ uma micose endémica em humanos nos Estados Unidos,
principalmente nas regides dos Grandes Lagos e nos vales dos Rios Mississipi e Ohio,
América Latina, parte da Asia e Africa (FLOR et al., 2003). Entretanto, essa incidéncia,
inicialmente tdo circunscrita, comegou a ganhar outros continentes no final da década 1960.
Atualmente a Histoplasmose possui distribui¢do mundial, tem sido descrita em mais de 50
paises, com maior prevaléncia nas regides tropicais e temperadas (SIDRIN & MOREIRA,
1999; SIDRIN & ROCHA, 2004). A histoplasmose ¢ a micose endémica mais comum em
pacientes com AIDS nos Estados Unidos, ocorrendo em 2 a 5 % (WHEAT et al., 2000).
Outros paises com regides endémicas na América do Sul s3o Argentina, Venezuela, Colombia
e Peru (SIDRIN & ROCHA, 2004).

No Brasil, ja foram relatadas 26 microepidemias em oito Estados (Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul, Sao Paulo, Distrito Federal, Minas Gerais, Paraiba, Amazonas ¢ Bahia) com
isolamento no solo em cinco deles (Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sao Paulo, Distrito
Federal, Paraiba). Em pacientes com AIDS, no Rio Grande do Sul, o indice de histoplasmose
foi de 0,9%, num total de 21.519 amostras analisadas, englobando o periodo de 1987 a 2002
(SINAN, 2002 apud Unis et al., 2006). Recentemente descreveu-se a primeira microepidemia
de Histoplasmose em Santa Catarina com isolamento do foco de infeccdo (OLIVEIRA et al,

2006).
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No Rio Grande do Sul, um estudo realizado por Zembrzuski et al. (1996) em 352
soldados, das cidades de Cachoeria do Sul e Santo Angelo, determinou a prevaléncia de
histoplasmose através da reacdo cutinea positiva para histoplasmina e verificou positividade
de 48% e 89% na populacdo estudada respectivamente nas regides citadas, caracterizando o
local como foco ambiental do fungo. A histoplasmina ¢ um extrato antigénico de H.
capsulatum usado em testes imunoldgicos para histoplasmose, 1util para avaliar o grau de

endemicidade da micose em diferentes regides (FAVA & FAVA NETO, 1998).

2.4 Histoplasmose em animais

Os morcegos desempenham um duplo papel na disseminacdo do agente na natureza
através de suas excretas e dos seus habitos migratorios (TAMSITT & VALDIVIESO, 1970).
Esses animais podem apresentar o desenvolvimento da infecgdo sistémica e/ou pulmonar,
bem como se tornarem portadores assintomaticos, sendo considerados vetores indiretos
(HAGOOD, 2007).

Péssaros ndo se infectam com histoplasmose, pois sua temperatura corporal ¢ muito
elevada, porém, podem carrear o agente em suas asas, € seus excrementos proporcionam um
substrato muito rico para o crescimento ¢ desenvolvimento do fungo no solo. O H.
capsulatum ndo ¢ encontrado em todos os habitats de morcegos e passaros. Casos de
histoplasmose em humanos foram reportados em algumas &areas sem a associacdo com
passaros e morcegos na regido (CANO & HAJJEH, 2001).

A infecg¢do natural por H. capsulatum ja foi detectada de varias espécies de animais
nos Estados Unidos, dentre eles, quirdpteros, marsupiais, insetivoros, primatas, roedores, caes
e outros carnivoros (LARSH, 1975; TAYLOR et al., 1996). De acordo com Furcolow & Ruhe
(1949) a primeira reagdo positiva a histoplasmina ocorreu em bovinos no Kansas, em 1949.
Apos, Cole (1950) e Prior (1954) relataram a reacdo positiva entre caes em Ohio, utilizando o
mesmo teste. Menges (1951) relatou animais reativos para o teste entre bovinos, eqiiinos,
ovinos, suinos e aves, no Missouri, Estados Unidos. Neste estudo, dentre 129 suinos testados
em uma granja, 2 (1,5%) animais, foram reativos. Em outro estudo, determinou também a
sensibilidade do teste entre caes, bovinos e seres humanos. As evidéncias apresentadas
indicaram que a histoplasmose ¢ uma doenca encontrada entre varias espécies animais.
Embora a reatividade pela histoplasmina tenha sido encontrada associada com casos de

histoplasmose em humanos, a doenga parece nao ser transmitida dos animais para o homem.
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A provavel causa estd relacionada com a presenca do fungo no solo e disseminag¢ao dos
propagulos fungicos pelo ar.

Macola ¢ Font (1977), em Cuba, demonstraram anticorpos anti H. capsulatum
estudando 11.316 amostras de soro suino, bovino, eqiiino e ovino. Foram obtidos resultados
positivos mediante a técnica de imunodifusdo em 135 (2,62%) e 4 (0,07%) amostras de suinos
e bovinos, respectivamente. Em todos os casos se tratavam de animais sadios € ndo pode ser
afirmado que tipo de bandas de precipitacdo apareceram.

Rebanhos suinos situados proximos a cavernas ou lugares que possuem grande

populagdo de morcegos ou aves migratorias sdo mais propensos a contaminagdo por este

agente JUNGERMAN & SCHWARTZMAN, 1972).

2.5 Patogenia

O contagio se da através da inalacdo de micromicroconidios do fungo, desenvolvendo-
se a primoinfec¢do no pulmdo. A partir dos pulmdes, por via hematdgena, o fungo pode
disseminar-se para outros Orgdos, sendo a infeccdo controlada na medida em que se
desenvolve a resposta imune mediada por células e a hipersensibilidade a elementos
antigénicos do fungo (FLOR, 2001).

Apo6s serem inalados e direcionados aos alvéolos pulmonares, os microconidios sdo
fagocitados por macrofagos pulmonares e células do sistema reticuloendotelial. Com a
temperatura corporal (37°C), ocorre a conversao da morfologia micelial para a leveduriforme,
multiplicando-se dentro dos fagolisossomos, lisando assim, o macréfago. Uma vez dentro do
macrofago, os blastomicroconidios chegam até os linfonodos, onde ganham acesso a
circulagdo sanguinea. A dissemina¢do hematogénica ocorre durante as primeiras duas
semanas de infec¢do, antes da imunidade especifica se desenvolver e ¢ assintomatica. Apos
duas a trés semanas, desenvolve-se a imunidade celular especifica e linfocitos T
sensibilizados ativam macrofagos para fagocitarem e lisarem leveduras intracelulares
(WHEAT, 2003). Além disso, os linfocitos T induzem os macrofagos a secretarem fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) para auxiliarem na destruicao do fungo (FLOR et al., 2003). Os
anticorpos séricos especificos sdo detectaveis a partir de 4 a 6 semanas apds a infecgdo
(WHEAT, 2003). A imunidade humoral formada pode ndo ser suficientemente eficaz para

permitir uma prote¢do adequada, podendo ocorrer reinfecgdes.
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2.6 ManifestacGes clinicas

O quadro clinico da histoplasmose varia em seres humanos, de uma forma de infecg¢do
assintomatica a disseminada. Estas manifestagdes sdo influenciadas principalmente pela
magnitude da exposicdo (nimero de particulas fungicas inaladas), do estado imune do
hospedeiro e potencialmente pela variagdo na viruléncia da particula infectiva, indicando que
fatores genéticos controlam a expressdo da doengca (GOODWIN et al., 1981). Algumas
caracteristicas como dimorfismo regulado pela temperatura, sobrevivéncia em
fagolisossomos, parasitismo intracelular em macrofagos, habilidade de causar infeccao
persistente, modulacao do pH, diferenca na expressao de genes, capacidade de utilizagdao de
ferro e célcio e de formar seu proprio ambiente no hospedeiro sdo fatores que facilitam a
patogénese da histoplasmose (WOODS et al., 2001).

Diversas formas de classificacdo da histoplasmose sdo utilizadas em seres humanos,
definindo o hospedeiro como normal ou anormal, conforme a exposi¢cao: Normal — leve
(assintomatica, sintomatica, ou reinfec¢do assintomatica) e acentuada; Anormal -—
disseminada, histoplasmona, cronica (GOODWIN & DePREZ, 1973).

Na maioria dos casos, em individuos imunocompetentes, a doenga ¢ subclinica ou com
manifestagdes mais brandas (90 a 95%) (FLOR et al.,, 2003) pelo desenvolvimento da
imunidade celular mediada por células (linfocitos T, células CD4 e ativagdo de macrdofagos)
(CANO & HAIJJEH, 2001). Esta forma ¢ de dificil diagnostico por apresentar um simples
quadro respiratorio inespecifico, autolimitado e benigno, que desaparece deixando uma reagao
de hipersensibilidade aos antigenos do fungo (GURNEY & CONCES, 1996).

A reativagdo da infeccao quiescente pode ocorrer durante a imunossupressao, tanto por
cepas virulentas quanto ndo virulentas (DAVIES, et al.,, 1978 & WHEAT et al., 1990).
Algumas evidéncias para este fato, incluem a ocorréncia de histoplasmose em individuos que
nasceram em uma area endémica e ndo retornaram para aquela area, desenvolvendo a doenga
anos depois.

A reinfeccdo também ocorre em individuos que tenham tido histoplasmose
anteriormente (GOODWIN et al., 1981), isto quase sempre ocorre quando um individuo ¢
exposto novamente a uma alta carga infectiva. E menos grave que a infec¢io priméria pelo

residuo de imunidade induzida no episddio inicial (WHEAT, 2003).
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2.7 Diagnostico laboratorial

Os testes utilizados para o diagnodstico da histoplasmose possuem papel especifico, o
qual varia de acordo com o hospedeiro e com as diferentes manifestacdes clinicas em
consideragao.

Os principais métodos diagndsticos sao: (1) cultura, que € o padrdo ouro; (2) coloragdo
do fungo nos tecidos e no sangue, sendo utilizados como corantes o PAS (Periodic Acid
Shiff) e/ou prata metenamina Grocott-Gomori ¢ Giemsa; (3) teste de deteccdo de antigenos
como imunoistoquimica, histologia e imunoenzimdaticos como teste de ELISA; (4) testes
soroldgicos para detectar anticorpos como a reacdo de fixagdo de complemento (FC), teste de
imunodifusdo em gel de dgar (IDGA) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA); e (5) reagdes
cutaneas com histoplasmina.

As técnicas moleculares constituem promissoras ferramentas alternativas que vém
sendo utilizada para melhorar a rapidez no diagnostico da histoplasmose, especialmente para

individuos portadores da AIDS (BUITRAGO et al., 2006).

2.7.1 Exame microscopico, cultivo e identificacédo

A visualizacdo da levedura também pode ser realizada pelo exame direto das amostras
clinicas utilizando técnicas especificas de coloracdo flingica. A sensibilidade do exame
microscopico direto em geral ¢ baixa, mesmo com as coloragdes especificas e estd relacionada
com a forma clinica: 10% na histoplasmose pulmonar aguda, 40% na pulmonar cronica e
<25% na forma disseminada (WHEAT, 2003).

O diagnéstico definitivo, o qual fornece evidéncias da infec¢do pelo fungo, ¢
estabelecido pelo isolamento do agente em meios de cultura especificos, mas possui certas
limitacoes.

As culturas sdo negativas em muitos pacientes com formas brandas de histoplasmose,
limitando sua utilizagdo nestes casos. S3o positivas primeiramente em pacientes com
histoplasmose disseminada e crdonica, porém, mesmo nestes casos a cultura pode ser falso-
negativa em 20% dos casos disseminados (WHEAT et al., 1997) e 50% dos casos cronicos
(WHEAT, 1986). Este procedimento ¢ demorado, requer um tempo minimo de trés semanas
para seu crescimento in Vitro e os cultivos para identificagdo do fungo devem ser manipulados
com extrema precaucdao, devendo cumprir as medidas gerais de seguranca bioldgica

laboratorial nivel trés. Devido ao fato de que alguns fungos desenvolvem microconidios
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similares aos do H. capsulatum, é necessario demonstrar a existéncia de ambas as fases deste

fungo para estabelecer o diagnéstico por cultivo (GUIMARAES et al., 2006).

2.7.2 Diagnostico soroldgico

Dadas as dificuldades citadas pelos métodos de isolamento e identificagdo, sdo de
grande valor as técnicas laboratoriais que contribuem com um diagnéstico mais rapido,
especifico e sensivel. Estas provas soroldgicas sdo positivas em aproximadamente 71% das
formas disseminadas de histoplasmose, em 100% das pulmonares cronicas e em 95% das
pulmonares agudas (ELIAS COSTA et al., 2000 & WHEAT, 2003).

Os testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos apresentam uma positividade maior
que 90% em pacientes imunocompetentes, porém pode haver resultados falso-positivos,
devido a reagdo cruzada, pois muitos agentes flingicos compartilham as mesmas estruturas
antigénicas. Esta reacdo ocorre em mais de 40% dos individuos com paracoccidiodomicose,
blastomicose, aspergilose e, menos freqiientemente com a coccidiodomicose (16%) e
candidose (8%) (WHEAT, 1986)

As metodologias mais empregadas sdo a imunodifusdo em gel de 4gar e a reagdo de
fixacdo do complemento, porém recentemente alguns laboratdrios vém utilizando a técnica de
ELISA indireta, que de um modo geral, ¢ uma técnica mais sensivel, ainda que possam
ocorrer resultados falso-negativos na infec¢do aguda em individuos imunodeprimidos e falso-
positivos devido a reagdes cruzadas conforme mencionado anteriormente (HAMILTON,

1998; NEGRONI, 2001).

2.7.2.1 Deteccdo de anticorpos

2.7.2.1.1 Imunodifusao em gel de agar (IDGA)

O teste de IDGA ¢ baseado na pesquisa de anticorpos anti-H e anti-M que sdo
produzidos apods reagirem com estruturas antigénicas especificas (H e M). O complexo
antigeno-anticorpo ¢ visualizado sob forma de linha ou arco de precipitacao. A velocidade de
difusdo de cada substancia ¢ regida pelas leis da difusdo e depende da concentragdo e do
tamanho da molécula, do tamanho dos poros do gel, da temperatura, da concentragdo do agar
e de sua pureza. Cada linha em um espectro de precipitagdo corresponde a um par de

antigeno-anticorpo (FERREIRA et al., 1996).
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O método de Ouchterlony (1953) permite a comparacdo de varios sistemas
antigénicos, desde que colocados em orificios adjacentes contra um mesmo sistema de
anticorpos, formando varios padrdes que indicam a existéncia, ou ndo, de determinantes
antigénicos comuns. As linhas formadas podem ser completamente coalescentes, no caso de
antigenos com os mesmos determinantes (identidade imunolodgica); podem apresentar um
“esporao”, como no caso de antigenos parcialmente relacionados (identidade parcial); ou
podem formar uma interse¢do, indicando a auséncia de relacdo entre os antigenos (nao-
identidade) (Figura 1). Quando os reagentes estdo em quantidades balanceadas, a linha de
precipitagdo formada tera a curvatura voltada para o orificio que contém a substancia de

maior peso molecular, que se difunde mais lentamente (ROITT et al., 1998).

12 12 2
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2.58oro Controle Positivo
3467 Amostras de Soro

Figura 1 - Disposi¢do do soro e dos antigenos no Modelo de Pogo de Imunodifuséo.

Esta técnica emprega como antigeno, extratos antigénicos (histoplasmina) de cultura
nao purificada, obtidos de meios quimicamente definidos tanto da fase filamentosa quanto da
leveduriforme do H. capsulatum e limita-se a detec¢@o de reagdes antigeno-anticorpo em que
ha formagdo de precipitados (FAVA & FAVA NETO,1998). E a técnica diagndstica mais
utilizada entre laboratdrios para auxiliar no diagndstico das micoses sistémicas em humanos.
Ela tem sido mundialmente aceita como o principal método para detec¢ao de anticorpos na
histoplasmose humana por ser uma técnica sensivel, especifica e de facil e rapida execugdo.
Os resultados apresentam valores que se aproximam de 100% de especificidade e entre 70 a
100% de sensibilidade dependendo da forma clinica (SIDRIN & ROCHA, 2004). A técnica
de FC, metodologia extensivamente utilizada no passado ¢ menos especifica (70 a 80%)
(GUIMARAES et al., 2006)

Os principais componentes da histoplasmina sdo os constituintes antigénicos C, M e

H. O antigeno C ¢ um carboidrato (galactomanano) que ¢ amplamente responsavel pelas
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reagOes cruzadas observadas com outras espécies fungicas (AZUMA et al., 1974). O antigeno
M ¢ uma catalase, glicoproteina de peso molecular 81-kDa , e o antigeno H ¢ uma f-
glucosidase, glicoproteina de 93-kDa, que ativam tanto a resposta humoral quanto a resposta
mediada por células (DEEPE & DUROSE, 1995).

Em geral, a IDGA ¢ util para detectar anticorpos 4-6 semanas depois da infecgdo. O
antigeno M ¢ considerado imunodominante, pois anticorpos contra ele sdo os primeiros a
surgirem na infec¢do aguda e estdo comumente presentes durante todas as fases da infec¢do
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1999). A banda M é mais frequentemente detectada que a
banda H e aparece logo apos a infec¢do e pode indicar infec¢do prévia, doenga ativa ou uma
doenca cronica progressiva. A reagdo de precipitina M pode persistir por mais de 3 trés anos
apos a resolucao da doenca (KAUFMAN, 1992).

A banda H aparece depois da banda M e pode ser encontrada no soro de individuos
durante a fase aguda e/ou na doenca em progressio (WHEAT, 2001). Anticorpos para o
antigeno H podem ser detectados 1 a 2 anos apds a resolu¢do da doenca, porém estes,
usualmente desaparecem mais rapidamente do que anticorpos anti-M (DAVIES, 1986).

A presenca de ambas as precipitinas ¢ considerada conclusiva para o diagnostico de
histoplasmose em humanos, embora a condicdo da doenga exija a avaliagdo clinica do

paciente (GUIMARAES et al., 2006).

2.7.2.1.2 Testes de ensaios imunoenzimaticos

Estes ensaios tém sido muito empregados no diagndstico da histoplasmose, embora de
maneira limitada, e tém mostrado boa sensibilidade, embora menor especificidade que as
provas de imunoprecipitagdo (ELIAS COSTA et al., 2000). Desde 1980, imunoensaios com
variagdes nos parametros de sensibilidade e especificidade, tém sido desenvolvidos para
detecgdo de anticorpos anti-H. capsulatum (BROCK et al., 1983; KUMAR et al., 1985;
MAIGA & MARJOLET, 1985; RAMAN et al., 1990; TORRES et al., 1993; ZIMMERMAN
et al., 1990; GUIMARAES et al., 2006 ). Estas variacdes sdo atribuidas a reagdes cruzadas
geradas pelos epitopos dos carboidratos da histoplasmina (GUIMARAES et al., 2004).

Estes métodos sdo um atributo util aos métodos atuais de diagnostico que podem ser
aplicados até mesmo em situagdes em que os recursos laboratoriais sdo relativamente
limitados (GUIMARAES et al., 2004).

Anticorpos para H. capsulatum podem ser detectados por imunoensaios como Western

Blot ¢ ELISA. Western Blot tem sido mais utilizado para avaliar epidemiologicamente a
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distribuicdo da doenca. Na técnica de ELISA varios protocolos tém sido descritos para
deteccdo de anticorpos utilizando diversas preparagdes antigénicas. Um ELISA indireto foi
avaliado e validado como um método sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos em
individuos com todas as manifestagdes clinicas de histoplasmose (GUIMARAES et al., 2006).
E um teste sorologico que utiliza conjugado especifico anti-IgG e anti-IgM, fornecendo um

resultado definitivo para IgG ou IgM.

2.7.2.2 Deteccéo de antigenos

M¢étodos de deteccdo de antigenos fornecem um diagndstico répido e acurado,
especialmente quando a deteccdo de anticorpos ¢ improvavel. Pode ser particularmente 1til na
infeccdo aguda e especialmente em individuos com AIDS, que frequentemente possuem a
forma disseminada da doenca e falham em montar uma resposta imune (GUIMARAES et al.,
2006).

Na histoplasmose crdnica, a detecgdo do antigeno pode ser negativa devido a baixa
quantidade de fungo, sendo o teste sorologico para anticorpos anti-Histoplasma positivo na
maioria dos casos (WHEAT, 2003).

A interpretacao de todas as provas deve ser feita associando os resultados laboratoriais
com os dados clinico-epidemioldgicos e micoldgicos (BONIFAZ, 2000). Contudo, métodos
para detec¢do de antigenos ndo sdo universalmente disponiveis e ndo substituem as provas

convencionais (exame direto e cultivo) (GUIMARAES et al., 2006).

2.7.2.2.1 Imunoensaios, imunoistoquimica e histologia.

A deteccdo de antigenos fungicos pelos imunoensaios, tal como ELISA, ¢ valiosa em
individuos imunocomprometidos e alcancam valores preditivos positivos que variam de 96 a
98% (GUIMARAES et al., 2006).

A imunoistoquimica se tornou um método de rotina pelos laboratdrios veterindrios
pela quantidade de material submetido para histopatologia. A maior vantagem da
imunoistoquimica sobre a cultura e técnicas moleculares ¢ a identificagao visual do organismo
dentro do contexto da doenca tecidual. A avaliag@o histoldgica pode fornecer neste contexto,

simplesmente uma inflamagao que sugere a possibilidade de infec¢do fungica (DIAL, 2007).
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2.7.2.3 Prova intradérmica de histoplasmina

Esta técnica consiste na inoculag@o por via intradérmica de 0,ImL de histoplasmina e
permite avaliar a resposta de hipersensibilidade tipo IV mediada por células. (FAVA &
FAVA NETO, 1998). Sua positividade ¢ dada pela formac¢do de uma zona de endurecimento
com didmetro maior que Smm (NEGRONI, 1982), indicando contato prévio com o H.
capsulatum. Entretanto, somente pode ser considerado diagnostico de histoplasmose quando
existe a transformacdo da negatividade para positividade, concomitante com um quadro
clinico compativel e antecedentes epidemioldgicos sugestivos (ARIAS, 1988).

A reagdo negativa pode significar auséncia de infec¢do, infecgdo muito recente ou fase
terminal da doenca. A resposta celular ocorre habitualmente de 15 a 40 dias apds o contato,
mantendo-se positiva durante anos. Resultados falso-positivos ocorrem devido as reacgdes
cruzadas com outros fungos (Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e
Paracoccidioides brasiliensis) e falso-negativos em pacientes imunodeprimidos. O teste
cutdneo com histoplasmina, apesar de importante nos estudos epidemioldgicos, ndo ¢
recomendado para fins de diagnostico, devido a uma elevada taxa de positividade entre
pessoas que residem em areas endémicas. Além disso, pode produzir uma falsa elevagdo nos
titulos de anticorpos séricos. Seu valor diagndstico ¢ limitado, ja que nao se pode diferenciar a
infeccdo passada da recente, no entanto, tem sido uma ferramenta importante no
conhecimento da epidemiologia da histoplamose, ja que permite delimitar as areas endémicas

(ZHAO et al., 2001; BULMER & BULMER, 2001).

2.7.2.4 PCR (Reagado em Cadeia da Polimerase)

Com a expansdo do conhecimento na biologia molecular, novas técnicas de deteccao
de DNA e RNA espécie-especifica e seu sequenciamento, estdo apoiando fortemente os
métodos tradicionais, assim como, para melhorar a especificidade do diagndstico. A maioria
das técnicas moleculares ¢ desenvolvida para o diagndstico de doencas bacterianas e virais.
Um numero crescente de estudos sobre a utilizacdo destes testes em organismos mais
complexos como, fungos e protozodrios, estdo sendo descritos na literatura humana e
veterinaria (DIAL, 2007).

Ao contrario do isolamento, a técnica de PCR ¢ segura devido a rapida degradacdo do

patogeno pela extracdo do material genético, o que limita a possibilidade de contaminagdes



26

laboratoriais (RICKERTS et al., 2002) e permite diagnostico precoce antes da cultura se
tornar positiva (BUITRAGO et al., 2006).

A detec¢ao de acidos nucléicos do H. capsulatum ¢ uma excelente opgdo para
assegurar um diagnostico mais acurado e tem sido alvo de muitas pesquisas (BUITRAGO et
al., 2006). A amplificagdo do DNA, utilizando primers especificos, tem mostrado um aumento
de sensibilidade e especificidade no diagndstico da Histoplasmose. A técnica detecta o DNA
do agente em amostras de tecidos e sangue de animais infectados. Considerando que os
produtos detectados através da PCR podem ser provenientes da amplificagdo de DNA ndo
especifica de outros fungos, a confirmacdo da mesma deve ser realizada pelo sequenciamento.
Esta técnica ndo substitui a cultura, mas acrescenta muito ao arsenal diagnostico (RICKERTS

et al., 2002; GUIMARAES et al., 2006).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e data

No periodo de maio a outubro de 2008 foram coletadas amostras de sangue suino
provenientes de diferentes unidades produtoras de leitdes (UPLs), situadas na regido do Vale

do Taquari, no Estado do Rio Grande do Sul.

3.2 Delineamento experimental

A amostragem estudada era composta por 246 soros de suinos selecionados
aleatoriamente nas granjas. Foi dividida em trés grupos caracterizados de acordo com a taxa
de mortalidade apresentada na creche e um quarto grupo composto por animais de baixo
desenvolvimento.

a) Grupo 1: constituido por 68 leitdes saudaveis, com idade média de 55 dias. O
porcentual de mortalidade na creche era de 1,5%, niimero este considerado normal dentre os
indices zootécnicos atuais.

b) Grupo 2: compreendeu 92 leitdes de 45 dias. O porcentual de mortalidade na creche
era de 2%, indice relativamente alto para mortalidade na creche.

¢) Grupo 3: constituido por 48 leitdes de baixo desenvolvimento e idade de 50 dias. A
taxa de mortalidade na creche era elevada (12%), pois eram procedentes de uma granja que

alojava leitdes doentes em baias hospital.
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d) Grupo 4: compreendeu 40 leitdes de varias unidades produtoras de leitdes de uma
agroindustria do estado do Rio Grande do Sul. Estes animais formavam grupos de monitoria
de baixo desenvolvimento da empresa, enviados para necropsia no Setor de Suinos da

Faculdade de Veterinaria do Rio Grande do Sul, com idade variando entre 45-100 dias.

3.3 Obtencéo das amostras

Todas as amostras de sangue foram obtidas do complexo cava-jugular
(aproximadamente 5 mL) dos animais vivos. As amostras foram identificadas, acondicionadas
em tubos de ensaio e deixadas em temperatura ambiente (25°C) por duas horas, visando a
retracdo do coagulo. Apods, foram transportadas em caixa de isopor com gelo até o laboratorio
do Setor de Micologia da UFRGS. No mesmo dia da coleta, as amostras foram centrifugadas
a uma velocidade de 3000 g durante 10 minutos. O sobrenadante (soro) de cada amostra foi'
armazenado em tubo tipo eppendorf estéril e congelado a temperatura de -20°C até a

realizacdo do exame sorologico.

3.4 Processamento laboratorial

As amostras de soro foram processadas no laboratorio do Setor de Micologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O teste soroldgico
de imunoprecipitagdo foi escolhido por ser considerado o mais utilizado entre laboratérios
para detectar anticorpos na histoplasmose humana e por ser mais especifico que outras provas

sorologicas (SIDRIN & ROCHA, 2004).

3.4.1 Tecnica de imunodifusao em gel de agar (IDGA)

A técnica de imunodifusdo utilizada para o diagndstico da histoplasmose em suinos
seguiu a metodologia descrita por Ouchterlony (1953), com modificagdes.

O teste foi realizado apds a preparagdo das laminas de vidro recobrindo-as
previamente com uma fina camada de dgar com solucdo fenolizada, formando uma camada
solida de 2 a 4 mm de espessura. Apos a gelificacdo, foram realizadas perfuragdes circulares

(orificios), com cerca de 5 mm de diametro e 10 mm de espagamento entre eles, utilizando um

' Antigeno comercial purificado Meridien Bioscience® (EUA- 100201) e Anticorpo comercial Meridien
Bioscience” (EUA- 100901).
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sistema radial de perfuragdes com uma cavidade central e seis cavidades dispostas
perifericamente. Na cavidade central foi adicionado 15ul do antigeno produzido pela
Meridien Bioscience™; em quatro cavidades periféricas, 15uL de cada amostra de soro suino a
ser testada e em outras duas cavidades opostas acrescentou-se 15uL do soro controle
Meridien Bioscience®™, anti- H.capsulatum produzido em caprino. A seguir, o material foi
incubado a uma temperatura de 37°C, em camara imida com vedacdo, por 24 horas. A
primeira leitura foi realizada 24 horas apods incubacdo, em uma sala escura e a visualizagdo da
precipitagdo foi realizada com incidéncia de um feixe de luz sob um fundo preto. Logo apos,
foi recoberta com agua destilada e incubada por mais 24 horas. Apos esta etapa, a lamina foi
envolvida com papel filtro e incubada mais uma vez por 24 horas. Por fim, foi umedecida
para retirada do papel filtro e corada com solu¢do corante (Anexo A), por 10 minutos e

utilizada uma solucdo descorante (Anexo A) para lavar rapidamente cada lamina.

3.4.2 Interpretacdo do exame de IDGA

A leitura da linha de precipitacdo dos soros testados ¢ considerada positiva quando
obtém identidade com a linha formada pelo antigeno, podendo unir-se e formar uma linha
curva continua. A auséncia do antigeno ou do anticorpo ¢ indicada pela auséncia da linha
(FERREIRA et al., 1996). A banda M tem localizacdo bem préxima ao pogo do antigeno,
enquanto que a banda H aparece proxima ao pogo do anticorpo (LACAZ et al., 1998).

4 RESULTADOS

A presenca de reagdes de precipitagdo na prova de imunodifusdo em gel de dgar ndo
foi verificada em nenhuma das 246 amostras de soro suino testadas para o H. capsulatum.

A Figura 2 representa o adequado funcionamento da técnica de imunodifusao em gel
de agar, validado pela presenca das reagdes de precipitagdo do soro controle positivo inserido

no teste.
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Figura 2 — Presenga das reacdes de precipitacdo do soro controle positivo no gel de agar pela
prova de imunodifusdo (Segue a mesma disposicao dos pogos demonstrada na Figura 1).

5 DISCUSSAO

A mudanga na forma de produgdo de suinos, de fluxo continuo para produgcdo em
diferentes sitios de acordo com a idade dos animais, tem ajudado a reduzir o impacto causado
pelas doengas cronicas. Ao mesmo tempo, algumas alteragdes no sistema de produg¢do podem
ter favorecido a ocorréncia de novas doengas e reemergéncia de outras, assim como, a
amplificagdo de doengas causadas por patdgenos comuns, reduzindo a produtividade através
de mortalidade, baixo desempenho, ndo uniformidade dos lotes, ma conversdo alimentar,
condenacdo de carcaca e gastos com medicacgao.

Fatores de risco causadores de estresse como densidade elevada, baixa qualidade do
ar, agua e racdo, mistura de lotes com procedéncia e idades diferentes e presenga de
enfermidades concomitantes como a circovirose, SRRS, influenza suina, doencas
respiratorias, dentre outras, podem favorecer o desenvolvimento de outras doengas ou mesmo
exacerbar as manifestacdes clinicas das ja existentes (ROSE et al., 2003; ALLAN et al.,
2004).

Com estas alteracdes no sistema de producdo de suinos juntamente com os fatores de
risco e o aumento consideravel de doengas nos plantéis atualmente, ¢ de suma importancia o
estabelecimento de novas linhas de pesquisa em suinos, posto que gradativamente, as mesmas

tém seu registro aumentado na literatura veterinaria em geral nos ltimos anos.
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Na medicina humana, segundo Colombo (2007), pacientes portadores de diferentes
modalidades de imunodepressao e que evoluem para micoses oportunisticas representam um
grande desafio para o diagndstico. A histoplasmose ¢ uma doenca reconhecidamente
endémica no Rio Grande do Sul (UNIS et al., 2005). Devido ao acréscimo da populagdo com
imunidade celular deprimida, o nimero de casos da forma disseminada da micose sobrepujou
as outras formas clinicas (WHEAT et al., 1990). A reducdo da resposta inflamatdria do
hospedeiro faz com que sinais clinicos da infec¢do, assim como suas alteracdes laboratoriais,
sejam muito discretos ao longo da evolugdo do quadro infeccioso dificultando sobremaneira a
suspeita diagnostica (COLOMBO, 2007).

No que concerne especificamente ao rebanho no Brasil, apoés a introducdo da
circovirose, em 2000, as populagdes suinas ficaram mais suscetiveis a doengas secunddrias.
Atualmente, ¢ considerada uma doenca endémica devido a elevacdo do numero de casos
clinicos com confirmagao laboratorial identificados em véarios rebanhos suinos brasileiros. No
Brasil e em todo mundo, estudos sobre a soroprevaléncia indicaram que anticorpos para
PCV2 estao presentes na maioria dos rebanhos suinos. Embora ndo esteja ainda comprovado
cientificamente que o PCV2 causa imunossupressdo nos suinos infectados, todavia sabe-se
que uma falha no sistema imune por morte celular de linfocitos ou falha no estimulo desta
defesa por erros de sintese ou inativacdo de substancias responsaveis por esse estimulo
ocorrem. Nao apenas o PCV2 como outros fatores ndo-infecciosos, podem servir como
facilitadores da infecg¢do por agentes oportunistas, complicando ainda mais o estado clinico do
animal.

No presente estudo, as amostras testadas eram compostas tanto por animais que nao
apresentavam aparentemente sinais clinicos de nenhuma doenca (grupo de animais
sauddveis), quanto por animais que apresentavam sinais clinicos de alteragdo respiratoria e
que poderiam estar com seu sistema imunoldgico comprometido.

A amostragem abrangeu uma ampla faixa etaria entre os animais (45 — 100 dias) para
verificar possiveis diferengas na resposta imune dos animais, em relagdo a presenca da reacao
de precipitagdo no teste de imunodifusdo. Segundo Wheat (2003), a intensidade da resposta
sorologica esta relacionada principalmente com a magnitude da exposi¢do e da gravidade da
infec¢do em individuos saudaveis.

A exposicdo de populacdes suinas em locais possivelmente contaminados ou
constantemente expostas ao risco (por coabitarem com grande populacdo de morcegos e
passaros ou na margem de rios) podem representar um grupo com chances maiores de

positividade no teste de imunoprecipitagao.
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Algumas explicagdes podem ser apresentadas como justificativas para o resultado
negativo encontrado em todas as amostras de soro suino testadas na prova de imunodifusao.
Animais naturalmente infectados, com baixos titulos de anticorpos podem nao apresentar
reagdes de precipitagdo, pois ndo tiveram tempo suficiente para formar anticorpos. Outro fator
para explicar tal resultado ¢ o fato do animal realmente ndo ter a doenga ou de ser resistente a
mesma.

A escolha do teste de IDGA ¢ mais um fator que pode explicar a negatividade das
amostras. De acordo com Corbellini (2007), os testes diagndsticos sdo imperfeitos, ou seja,
podem classificar erroneamente um animal ndo infectado (falso positivos) ou infectado (falso
negativos) e ainda possuem suas peculiaridades (diferentes respostas) em relagdo a espécie
testada. O teste escolhido ¢ bastante especifico, porém menos sensivel que outras provas
como a fixagdo do complemento, por exemplo, o que poderia explicar a ndo detec¢do da
presenga de anticorpos.

O isolamento do H. capsulatum em cultivo é o padrio ouro para o diagnostico
micoldgico. Segundo Colombo (2007), a sensibilidade das culturas ¢ baixa (muitas vezes <
50%) para muitos dos agentes causadores de infecgdes oportunisticas, além da curva de
crescimento ser bastante lenta, aspecto que retarda o resultado do diagndstico.
Consequentemente, no diagndstico das micoses, principalmente as invasivas, os métodos
convencionais baseados na pesquisa direta de elementos fingicos a microscopia de material
biologico suspeito, cultura e exame anatomopatologico de amostras de tecido, tém limitada
aplicabilidade, sensibilidade e especificidade em muitas das micoses oportunisticas. Por outro
lado, as provas sorologicas servem de bom suporte ao clinico para detec¢dao da infecgao pelo
H. capsulatum, sempre que possivel acompanhada de outras ferramentas diagnoésticas.

Nao se exclui neste experimento, a possibilidade de ter ocorrido resultados falso-
negativos na prova de imunodifusdo, ja que outra técnica comparativa nao foi utilizada neste
estudo. Por este motivo, antes da concretizacdo do presente trabalho, despertou-se o interesse
em realizar outra prova soroldgica para deteccdo de anticorpos, o teste de ELISA, uma vez
que os avangos nesta técnica ampliaram a sua utilizagdo como ferramenta de implementagao
no diagnoéstico de muitas doengas (BARROW, 2000).

Para a histoplasmose, a técnica de ELISA ainda ndo constitui uma ferramenta
diagnoéstica de rotina utilizada dos laboratérios. A detec¢do de anticorpos por esta técnica,
representa uma alternativa mais rapida em comparagdo aos diagndsticos microbioldgicos.
Atualmente ndo existem “kits” comerciais do teste disponiveis para realizar o diagnéstico da

histoplasmose em humanos, o que limita de certa forma a sua utilizagdo e ainda mais, sua
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utilizacao em outra espécie (suina) e devido a falta dos soros espécie-especificos de referéncia
(positivos e negativos).

Contudo, devido ao resultado negativo de todas as amostras testadas na técnica de
imunodifusdo, deu-se continuidade ao trabalho testando as mesmas amostras pela técnica de
ELISA, uma vez que ¢ uma metodologia que apresenta uma boa sensibilidade. Entre muitas
dificuldades encontradas durante a realiza¢ao do teste, uma delas e talvez a mais importante,
foi o estabelecimento do ponto de corte. A determinagdo do ponto de corte ¢ sempre um
momento critico da padronizagdo de um teste, uma vez que depende de algumas condigdes e
principalmente dos soros de referéncia, que sdo essenciais para definicdo das populacdes
negativas e positivas.

Embora, o interesse maior na realizacdo desta técnica fosse apenas utiliza-la como
uma ferramenta diagndstica comparativa com a técnica de IDGA, sem o intuito de padroniza-
la para o agente em questdo, ndo foi possivel obter resultados conclusivos, justamente pela
nao possibilidade de determinacao do ponto de corte. Esta nova metodologia utilizada para a
pesquisa da infecgdo pelo H. capsulatum em suinos, esta passando por varias modificagdes até

que possa, posteriormente, gerar resultados conclusivos e auxiliar no diagnostico da mesma.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, sob as condi¢des utilizadas, ndo foi detectada a presenga de
imunoprecipitados anti-Histoplasma capsulatum no teste de imunodifusdo em gel de agar na
populacio testada. E plausivel a suposi¢io de possivel ocorréncia da infecgdo pelo fungo em
suinos que habitam regides constantemente expostas ao risco.

O resultado obtido ndo exclui a possibilidade de existéncia da infec¢do pelo H.
capsulatum em suinos, ja que foi utilizada inicialmente somente uma técnica diagnostica bem
como ¢ uma linha de pesquisa que ainda carece de muitos estudos principalmente

epidemiologicos que auxiliem em um diagndstico adequado e confiavel.
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ANEXO A — Formulagao das solugdes utilizadas para a técnica de IDGA (Oliveira —

Comunicac¢ao Pessoal)

e Meio Fenolizado — Composi¢ao:

NaCL.....ooiiiiieieeeeeeeee e 0,90 g
Citrato de sOdio........ccceeeeveeeereeenneen. 0,40 g
Fenol™ .....coooeiiiieeeeeeeeeee, 88%
GlCINA.....vieieeiieeeeee e 7,50 g
YN USSR 1,70 g
Agua destilada............cocoooveeerenn. 100 mL

Modo de Preparo: Dissolver os reativos em banho—Maria ou microonda. Conservar em
temperatura ambiente em frasco bem fechado.

* Dissolvido em dgua destilada

e Solugao Corante — Composi¢ao:

Amido Schwarz...........ccccevvevieennennen. 0,10g
Acido acético glacial.............ccc.o......... 20 mL
Agua destilada............cocooveeeeienn. 1000 mL

Modo de Preparo: Dissolver todos os reativos em um frasco. Conservar em

temperatura ambiente em frasco bem fechado.

e Solucdo Descorante — Composigao:

Alcool etilico 96° GL........ccovveueunnn. 400 mL
Acido acético glacial.............cc............ 100 mL
Agua destilada...........coccooovvvverrrennnn. 1000 mL

Modo de Preparo: Dissolver todos os reativos em um frasco. Conservar em

temperatura ambiente em frasco bem fechado.
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ANEXO B - Metodologia utilizada para realizacao do teste de ELISA

A técnica de ELISA utilizada para o diagnodstico da infec¢do por H. capsulatum em
suinos, seguiu a metodologia previamente descrita por (Koutiala & Koutiala, 1981), com

modificagdes.

1. Condigdes do teste: as concentra¢des preliminares dos componentes do teste foram
estabelecidas através da avaliacdo das densidades 6ticas (DOs) obtidas para um soro controle
positivo de humanos (Meridien Bioscience®, EUA- 100901) e um soro controle negativo
proveniente de um sistema de producdo Specific Pathogen Free (SPF), gentilmente cedido
pelo pesquisador Nelson Mores, EMBRAPA-Suinos e Aves. Os componentes foram testados
nas seguintes dilui¢des: soro (1:50 até 1:200); antigeno (1:100 até 1:400) e conjugado (1:2000
até 1:8000). Os resultados que permitiram mais discriminagdo entre 0s SOros positivo e

negativo foram escolhidos para testar as amostras de soro suino.

2. Protocolo do teste de ELISA: placas de (Falcon 3912 — Microtest III"™ Flexible
Assay Plate) foram impregnadas com 100 pL, por cavidade, do antigeno diluido (1:100) em
tampao carbonato de sodio (0,2M e pH 9,2), permanecendo durante a noite a 4° C. Nesta
etapa, as placas podem ser congeladas a -80° C, para posterior utilizagdo. O bloqueio foi
realizado com 200 puL de soro albumina bovina (BSA 1% em 100 mL de PBS) por pogo,
durante duas horas. As amostras de soro a serem testadas foram adicionadas (100 uL/pogo),
em duplicata na placa, na diluicdo de 1:100 em PBS e incubadas por 2 horas, a 37° C. As
placas foram incubadas com 100 pL do soro contra IgG de suino conjugado com peroxidase
(A 5670 Sigma Aldrich) na dilui¢do de 1:5000 em PBS nas amostras testadas e com 100 pL
do soro contra IgG de humanos, produzido em caprinos, conjugado com peroxidase (A 5670
Sigma Aldrich) na diluicdo de 1:5000 em PBS, por 30 minutos, a 37° C. Em seguida, foi
adicionado 150 pL de solugdo reveladora (Liquid Substrate System — TMB-8665 Sigma-
Aldrich). Apds 15 min de incubagdo em temperatura ambiente, a intensificacdo da cor foi
bloqueada com o acréscimo de 50 pL de acido sulfurico (2 M) por cavidade. A DO foi lida
em espectrofotdmetro com filtro de 450 nm.

Entre cada uma das etapas, as placas foram lavadas trés vezes com solug@o de lavagem
(solugao PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,6) (Anexo C), bem como todas as incubag¢des foram

realizadas em camara tmida.



42

3. Ponto de Corte: Nao pode ser estabelecido pela falta de soros suinos sabidamente
positivos e negativos. No presente estudo, utilizou-se o soro controle positivo de humanos

(Meridien Bioscience”™, EUA- 100901) e soro SPF de suinos, como controle negativo.
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ANEXO C - Formulagdes das solugcdes utilizadas na técnica de ELISA (Castro —

Comunicagao Pessoal)

e Solugdo Tampao Carbonato de Sédio 0,2 M pH 9,2

Composigao:
Solucao A: 0,2 M Carbonato de sodio anidro........... 21,20 g/L
Solucao B: 0,2 M Bicarbonato de Sodio................... 16,80 g/ L

Modo de Preparo: Preparar as solugdes separadamente. Conservar na geladeira em

frasco bem fechado.

e Solugao PBS (1 Litro)

Composigao:
Fosfato de sodio dibasico anidro............cccccevvennnneee. 1,48¢g
Fosfato de s6dio monobasico..........ccceeeveeerveeennneennns 0,43¢g
Cloreto SOAI0. ... .evueeiiriiieeieriiciectceece e 7,20g
Agua destilada..............ooveeveeeeeeeeeeeeeeeee e 1L

Modo de Preparo: Misturar todos os componentes em 1 L de agua destilada.

Conservar na geladeira em frasco bem fechado.

e Solugdo de Lavagem

Composigao:
PBS e 1L
Tween 20 (PH 7,6).cc.ceeeieiiiiiiieeieeeeee e 0,1%

Modo de Preparo: Misturar todos os componentes.

Conservar na geladeira.



