PESQUISA

42

* Instituto Oswaldo Cruz
Departamento de Micologia.
Rio de Janeiro — RJ.

Recebido para publicagdo em
04/11/85.

Isolamento do Histoplasma capsulatum
de animais silvestres no municipio
do Rio de Janeiro

Rosely Maria Zancopé-Oliveira™
Bodo Wanke™

Em um estudo realizado em 103 animais silvestres
capturados em Rio da Prata, regido periurbana do
municipio do Rio de Janeiro, Histoplasma capsulatum foi
isolado de figado e bago de um roedor Rattus rattus e de
dois marsupiais Metachirus opossum. Pela primeira vez se
descreve a infecgdo naturalmente adquirida nesta espécie
marsupial, popularmente conhecida como cuica. Os animais
infectados ndo apresentaram sintomas clinicos e alteragoes
histopatologicas.
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INTRODUCAO

O isolamento do Histoplasma capsulatum de animais
silvestres e domésticos naturalmente infectados tem sido
utilizado como método complementar na determinagio
da distribui¢do geogrifica da histoplasmose indicando a
existéncia de fontes comuns de infec¢do aos homens e
animais em determinada regido.

Virias espécies de mamiferos pertencentes ds ordens
dos roedores, canideos, felideos, marsupiais e quirdpteros
sd0 suscetiveis a esta infec¢do fungical’7-8, mas somente
0s quirdpteros parecem participar ativamente no ciclo
epidemioldgico desta micose sistémica, porque sio susce-
tiveis a infec¢do, podendo disseminar o fungo de um lo-
cal a outro'?, além de adubarem os solos com suas fezes.
Hoff & Bigler (1981), em recente revisdo, demonstraram
que, apesar de certas espécies participarem no ciclo do
H. capsulatum como disseminadores ativos deste micro-
organismo no ambiente, ndo significa que todas as espé-
cies de morcegos tenham histoplasmose ou sejam capazes
de atuarem como disseminadores; com isso, a importancia
dos morcegos na dindmica da transmissdo da histoplasmo-
se ainda ndo estd totalmente esclarecida.

No Brasil, a histoplasmose em animais tem sido freqien-
temente verificada através de estudos direcionados, tanto
para a pesquisa do seu agente em animais domésticos e sil-
vestres, como para a pesquisa de agentes de outras parasi-
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toses, como Leishmaniose e doen¢a de Chagas. Além de
espécies jd conhecidas como suscetiveis ao H. capsulatum,
foram encontradas outras nunca descritas na literatura
médica, como o Proechimys dimidiatus'é. Todas as espé-
cies animais que foram encontradas naturalmente infecta-
das estdo descritas em revisGes feitas sobre a histoplasmose
animal no Brasill6-17, Apds estas revisdes, Naiff et aliil ©
demonstraram quatro gambds Didelphis marsupialis e duas
pacas Agouti paca infectados, capturados na regido Amazo-
nica.

Como contribui¢do para a determinagdo da distribui¢do
geogrifica da histoplasmose em nosso meio, os autores rea-
lizaram um estudo em animais silvestres capturados em re-
gido periurbana do municipio do Rio de Janeiro.

METODOLOGIA
Caracteristicas geogrdficas da drea de estudo

A drea escolhida para o estudo € considerada periurbana
por apresentar uma regifo com caracteristicas exclusiva-
mente rurais (Fig. 1) e uma regido urbanizada (Fig. 2), co-
nhecida como Rio da Prata. E considerada distrito periurba-
no do bairro de Campo Grande, XVII Regido Administra-
tiva do municipio do Rio de Janeiro, situando-se no centro
do municipio, a oeste do macigo da Pedra Branca (Fig. 3),
entre os paralelos 22950’ e 23905 ¢ os meridianos 43935’
e 43920,

FIGURA 1 - Vista parcial da serra do Rio da Prata.
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PESQUISA
Captura dos animais

A captura dos animais foi realizada durante 15 meses
(maio de 1982 a outubro de 1983) em varios sitios residen-
ciais da serra do Rio da Prata.

Foram utilizados dois tipos de armadilhas: 50 armadilhas
de arame, com dimensGes de 30cm x 1lcm x 9cm, com is-
ca suspensa, para a captura de roedores de pequeno porte,
e 5 armadilhas de madeira, com dimensdes de 45cm x 30cm

FIGURA 2 - Largo do Rio da Prata.

FIGURA 3 — Aspectos geograficos do municipio do Rio de Janeiro.
Localiza¢do da drea do Rio da Prata.
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x 25c¢m, também com isca suspensa. Diferentes iscas foram
utilizadas, escolhidas segundo as preferéncias alimentares
dos marsupiais e roedores. Para a captura de marsupiais uti-
lizou-se, principalmente, banana d’dgua, abdbora, aipim e
ovos®, jd para roedores, milho verde e milho de pipoca fo-
ram ags iscas de escolha, além de pdo com manteiga de amen-
doim”.

As armadilhas foram armadas em diferentes ambientes
como furnas, bananais e capinzais, geralmente préximos a
riachos e corredeiras, e peridomiciliarmente em barracdes
que servem de depdsito de alimentos e de instrumentos
utilizados na lavoura, em galinheiros e em pocilgas.

Para facilitar a observagdo e controle das armadilhas,
foram utilizadas bandeirolas vermelhas de pléstico, marca-
das com o respectivo numero da armadilha, presas a supor-
tes de ferro (Fig. 4).

FIGURA 4 — Abrigo de roedores utilizado para a captura dos ani-
mais e instrumento utilizado para o mesmo fim.
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Procedimentos técnicos

Os animais foram levados vivos ao laboratério (Fig. 5) e
necropsiados segundo as normas do Dissection Guides??.
Todos foram submetidos a exames sorolégico, micoldgi-
co e histopatologico.

Estudo sorologico — A obten¢do do sangue se deu atra-
vés das vias cardiaca e intraorbital. O sangue total foi uti-
lizado para a realiza¢do de esfregaco e gota espessa corados
pelo Giemsa para posterior pesquisa de hemozodrios, e o
soro foi utilizado em teste sorolégico especifico para fun-
gos, imunodifusdo dupla em gel!!. Todos os soros foram
testados frente a extratos protéicos soluveis do H. capsula-
tum e Paracoccidioides brasiliensis e antigeno filtrado de
Aspergillus fumigatus, produzidos no Instituto Oswaldo
Cruz®.

Estudo micologico — Apds a obten¢@o do sangue, os
animais foram necropsiados e fragmentos de figado, ba-
¢o, pulmio e intestino foram retirados, semeados em
tubo de ensaio contendo meio de Mycosel e Sabouraud
e deixados a temperatura ambiente (25—30°C) durante 70
dias. Todos os érgdos restantes, excetuando o cérebro e
aparelho génito-urindrio, foram extraidos e fixados em for-
malina tamponada neutra de Lillie.

O estudo das colénias desenvolvidas sobre os fragmentos
de o6rgaos semeados foi realizado através da observagdo dos
aspectos macro e micromorfolégicos do fungo. Apés a

FIGURA 5 — Gaiola utilizada para a captura. Metachirus opossum
aprisionado.

TR

i

Cadernos de Saude Publica, RJ., 2 (1):42-52,jan/mar,1986.




PESQUISA

verificagdo do tipo de colonia (filamentosa ou levedurifor-
me) e observagdo da termotolerdncia, foram realizadas
técnica de montagem em ldmina com lactofenol azul de
algoddo e técnica de cultivo em limina de Ridde!?. Co-
lonias termotolerantes, morfologicamente similares ao H.
capsulatum, foram repicadas para Agar Infusdo-Cérebro-
Coragdo (BHI-Difco), acrescidas de 10 g/1 de glicose e
1 g/l de L—cisteina® em tubos posteriormente selados
com parafina. Além disso, 10® células destas coldnias
foram inoculadas intraperitonealmente em hamsters doura-
dos machos de 115g (Mesocrycetus auratus) para a verifi-
cac¢do da patogenicidade da cepa isolada.

Estudo histopatologico — Os espécimens fixados foram
preparados segundo técnicas rotineiramente utilizadas em
histopatologia. Para a observagdo dos aspectos teciduais,
as secgOes histolégicas foram coradas pela Hematoxilina-
Eosina (HE) e para evidenciagdo dos fungos foi empregada
a coloragdo de Grocott, método de impregnagdo argéntica.
Cortes histologicos dos animais de onde H. capsulatum foi
isolado em cultura também foram corados pela reagdo do
Acido Periodico de Schiff (PAS).

RESULTADOS

Foram estudados 103 animais, incluindo 77 roedores,
dos quais 12 ratos da cana Akodon arviculoides, 01 porco-
espinho Coendou prehensilis, 18 ratos do milho Oryzomis
eliurus, 02 ratazanas Rattus norvegicus e 44 ratos-pretos
Rattus rattus; 24 marsupiais, dos quais 06 gambds Didelphis
marsupialis e 18 cuicas Metachirus opossum. H. capsulatum
foi isolado de 01 Rattus rattus e de 02 Metachirus opossum,
identificados como cepas RP44, RP74 e RP93 (Tabela 1).

TABELA 1

HISTOPLASMA CAPSULATUM EM ANIMAIS SILVESTRES CAPTURADOS EM RIO DA
PRATA, RJ. MAIO/ 1982 a OUTUBRO/1983.

H. capsulatum

ESPECIE NO N© %
Akodon arviculoides 12 - -
Artibeus lituratus 02 - —
Coendou prehensilis 01 - -
Didelphis marsupialis 06 - —
Metachirus opossum 18 02 11,1
Orynomis eliurus 18 - —
Rattus norvegicus 02 - —
Rattus rattus 44 01 2,8
TOTAL 103 03 2,9
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Todas as trés cepas isoladas iniciaram seu crescimento
entre 7 e 15 dias sobre fragmentos de figado e bago, apre-
sentando-se sob forma de colénia filamentosa (Fig. 6), sem
elementos que caracterizassem a espécie. Apds 2 a 3 dias
do crescimento inicial, verificou-se, além de hifas septadas,
macroconidios tuberculados e microconidios de paredes li-
sas (Fig. 7).

A observagdo da conversdo da fase filamentosa a fase le-
veduriforme, que levaria ao diagndstico final do H. capsu-
latum, nido foi obtida em nenhuma das cepas, e a identifi-
cacdo final foi realizada por gentileza do Dr. Libero Ajello,
na Division of Mycotic Diseases, Center for Disease Control,
Atlanta, USA, através da técnica dos exoantigenos.

Todos os animais capturados apresentavam aspecto sau-
ddvel, sem lesGes macroscdpicas que chamassem atengdo.
Nio foram visualizados elementos fungicos caracteristicos

FIGURA 6 - Histoplasma capsulatum. Aspecto macroscopico de
cultivo a temperatura ambiente (coldnia finamentosa).
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em nenhum dos animais, inclusive naqueles de onde A.
capsulatum foi isolado.

O estudo histopatologico dos hamsters experimentalmen-
te infectados com as cepas isoladas evidenciou leses que
freqlientemente sdo observadas na histoplasmose humana.
O figado apresentou-se com granulomas epitelidides com-
postos por linfocitos, macr6fagos, neutréfilos e raramente
células gigantes do tipo de Langhans, sendo visualizadas,
também, nas prepara¢Ges com impregnacdo argéntica, vd-
rias células flngicas de aspecto leveduriforme, sem brota-
mento, de tamanho uniforme.

FIGURA 7 - Histoplasma capsulatum com 7 dias de crescimento.
Cultivo em ldmina com hifas, macroconidios e micro-
conidios. Lactofenol aul de algoddo (400x).

Dos 103 animais, 61 (59,2%) foram estudados sorologi-
camente e ndo foram identificadas linhas de identidade
em nenhum dos soros quando testados frente aos antigenos
fangicos (Tabela 2), sugerindo ndo haver doenga em ativida-
de na época de estudo destes animais.
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TABELA 2

RESULTADO DO TESTE SOROLOGICO FRENTE A ANTIGENOS DE H. CAPSULATUM, P.
BRASILIENSIS ¢ A. FUMIGATUS NOS ANIMAIS CAPTURADOS, RIO DA PRATA,

RJ, 1982-1983.

Imunodifusdo dupla

SO

ESPECIE u

Nt N$ % AGHC  AgPb AgAF
Artibeus lituratus 02 - - - - -
Akodon arviculoides 12 04 33 - - -
Coendou prehensilis 01 01 100 - -
Didelphis marsupialis 06 05 83 - - -
Metachirus opossum 18 13 72 - - -
Oryzomis eliurus 18 05 28 - - -
Rattus norvegicus 02 02 100 - - -
Rattus rattus 44 31 70 - - -
TOTAL 103 61 59
Nt — N© total de animais estudados
NS — NO de animais testados sorologicamente
Ach — Antigeno de H. capsulatum
Ang — Antigeno de P. brasiliensis
AgAf — Antigeno de A. fumigatus

DISCUSSAO

A estreita relagdo existente entre o H. capsulatum e um
determinado ambiente ecoldgico, tem sido demonstrada por
diversos trabalhos apresentados na literatura mundial.
Este fungo, como todo organismo vivo, é afetado direta-
mente por fatores fisico-quimicos e biologicos do meio
ambiente, fendmeno condicionante, na maioria das ve-
zes, de habitats proprios e muito restritos ds diferentes
espécies de seres vivos. Nesta situacdo, observa-se que o
H. capsulatum ¢ afetado por animais, plantas e microorga-
nismos com os quais se relaciona com seu habitat natural,
o solo, além de também estar condicionado a certos fatores
inanimades como a umidade, temperatura, tipo de solo e
substratos nutritivos disponiveis. Devido a essa estreita rela-
¢do entre 0 ambiente e o parasita, a presenga deste em uma
determinada drea geografica pode ser averiguada através de
seu isolamento do solo, ar ou dgua ou pela busca de pessoas
ou animais infectados, indicando um contato prévio ou
atual com o agente infectante.

A demonstragdo de trés espécimes animais naturalmente
infectados capturados na serra do Rio da Prata indicou-nos
a existéncia de focos de solo contaminado no local, os
quais foram posteriormente demonstrados através da pes-
quisa do H. capsulatum em seu ambiente natural'”. Este

Cadernos de Saude Publica, R.J., 2 (1):42-52,jan/mar,1986.



resultado confirma o papel dos animais como marcadores
geograficos da histoplasmose, permitindo, antes da realiza-
¢d0 de estudos das fontes de infec¢do e da populagdo, a su-
gestdo de que dreas que apresentam animais infectados se-
jam endémicas de histoplasmose.

O isolamento do H. capsulatum de um roedor e dois mar-
supiais deve-se principalmente aos hédbitos destes animais vi-
verem em locais abrigados, como tocas e/ou ocos de 4rvo-
res. O maior nimero de isolamento ocorrido nos marsupi-
ais deve-se possivelmente ao fato destes animais ndo restrin-
girem suas atividades a uma drea particular, percorrendo
grandes distancias®, estando sujeitos, portanto, a maior
contato com as fontes infectantes. Os roedores, por outro
lado, tém seu habitat restrito normalmente as dreas perido-
miciliares.

A andlise conjunta dos resultados verificados através dos
exames histopatolégico e soroldgico leva-nos a acreditar
que a histoplasmose em animais silvestres desenvolve-se
como uma infec¢do subclinica, mas sugere que testes diag-
nésticos mais sensiveis devam ser aplicados a estes estudos.

A reversibilidade da fase filamentosa a fase levedurifor-
me do H. capsulatum nas cepas isoladas foi dificil e labo-
riosa, corroborando dados da literatura mundial, indican-
do a necessidade de estudos mais aprofundados sobre os
fatores participantes nesta reversgo.

A presenca de H. capsulatum em marsupiais tem sido
freqlentemente demonstrada, principalmente em Didel-
phis marsupialis?- 1° e Philander opossum'®, mas ainda
ndo foi descrita em marsupiais do género Metachirus. A
demonstra¢gdo de dois Metachirus opossum naturalmente
infectados registra uma nova espécie suscetivel ao H. cap-
sulatum.
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In a survey of 103 sylvatic animals captured from Rio da
Prata a rural area situated near the city of Rio de Janeiro,
Histoplasma capsulatum was isolated from liver and spleen
of one rat Rattus rattus and two marsupials Metachirus
opossum, commonly known as cuica. The infected animals
did not show any clinical symptoms or histopathological
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alterations. The fungus has not preiously been reported in
the marsupial’s specie.
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