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PRIMEIRO ISOLAMENTO DE HISTOPLASMA CAPSULATUM DE SOLO
' EM MINAS GERAIS

Fausto Goncalves de ARrAuJoO (1)

RESUMO

Descreve-se o isolamento de Histoplasma capsulatum de solo de galinheiro
proveniente de ambiente rural do Distrito de Fidalgo, Municipio de Lagba Santa,

Estado de Minas Gerais.

estruturas morfolégicas observadas em culturas.

A identificagdo do fungo baseou-se principalmente em

A 37°C evidenciou-se as formas

em leveduras, ¢ em temperatura ambiente os clamidésporos tuberculados tipicos
de Histoplasma capsulatum foram claramente demonstrados.
A técnica utilizada foi a de inoculagfio de terra, via intraperitoneal, em camun-
dongos e posterior cultivo de bago e figado dos mesmos em meios proprios.
Individuos residentes nas proximidades do local de isolamento mostraram um
percentual de reatividade & histoplasmina de 46,1%.

INTRODUCAO

O estudo do fungo Histoplasma capsulatum
como agente de infecgdo humana, a Histoplas-
mose, inicia-se com DARLING e Rocua Lima
em 1906 e 1912, respectivamente. Seguem-
se os trabalhos de Ritey & Warson, De
MoNBREUM, e, principalmente, os estudos de
Emmons, Ajerro, Furcurow & ScuwARTZ .
A grande maioria dos trabalhos s6bre o His-
toplasma capsulatum é proveniente dos Es-
tados Unidos, onde hd uma prevaléncia bas-
tante alta nos estados do sudeste americano.

Neste pais a Histoplasmose passou de in-
fecgio rara e fatal a infeccio geralmente
benigna e muito comum *°,

No Brasil, segundo Lacaz®, o encontro
de Histoplasma capsulatum, tanto em cortes
histolégicos como em culiivo de solo e teci-
dos infetados, reporta desde 1939 com os
trabalhos de ALmMEIDA & Lacaz, MADUREIRA
PArRA e Paurs e outros. Segundo éste mes-
mo Autor, STLva e PAULA observaram a pre-

senca do fungo em Rattus r. norvegicus, na
Bahia. Posteriormente SiLva *° conseguiu o
isolamento de H. capsulatum do solo, ainda

no Estado da Bahia.

De animais o Histoplasma tem sido iso-
lado com freqiiéncia, principalmente de ra-
tos, cles e morcegos * - & 2, Em Minas Ge-
rais Lamas & col.*® isolaram o fungo do
céo.

Com referéncia ao solo, os isolamentos de
H. capsulatum tém sido numerosos® & 20 21
e geralmente correlacionados com habitats
nos quais sdo observados presenca de excre-
tas de aves e morcegos, em local aberto ou
em cavernas® % 12 39,21

A associaglo bastante acentuada, embora
ndo absoluta, entre Histoplasma capsulatum
e fezes de aves foi assinalada por ZEIDBERG
& col.?!, embora, posteriormente, AJELLO !
relate que as aves sfo refratarias i infecgéo
pela forma miceliana do fungo e nfo o ex-
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cretam através da fezes, em contraposicio a
hipéiese levantada por Furcurow ! de que
as aves possivelmente féssem carreadoras do
histoplasma. Relativamente aos morcegos, tu-
do indica que éstes animais se infetam e
eliminam o fungo através das fezes e agi-

riam, pois, como dispersadores do mes-
mo 12, 19
Nosso trabalho referente ao isolamento

de Histoplasme capsulaium do solo foi ini-
ciado em 1963. Com alguns interregnos e
de modo nfo sistematico tivemos oportuni-
dade de examinar cérca de 43 amostras de
terra provenientes das mais variadas locali-
dades, sempre com resultados negativos. Em
1967 fomos novamente estimulados a reali-
zar pesquisas neste sentido, principalmente
tendo em vista um achado de necropsia em
uma crianga de 18 meses falecida no Hospi-
tal das Clinicas da Faculdade de Medicina
da UFMG. Como houve a principio uma
suspeita de histoplasmose, deliberamos tes-
tar alguns individuos residentes no mesmo
local de onde proviera a crianca, utilizando
para tal a histoplasmina.

Os dados obtidos nos animaram a tentar
o isolamento do Histoplasma capsulatum e
0 que conseguimos realizar é o motivo do
presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Localizagio — As familias testadas, em
niimero de quatro, residem no Distrito de
Fidalgo, Municipio de Lagba Santa, Estado
de Minas Gerais, zona de solo calcireo e
onde existem numerosas grutas. As residén-
cias sdo de alvenaria, de péssima conserva-
¢do, estdo retiradas cérca de 2.000 metros
do centro do distrito e afastadas uma das
outras por um minimo de 500 metros. As
amostras de solo foram colhidas principal-
mente na residéncia A (Quadro I) onde
conviviam 13 pessoas e onde ocorreu a
doenga na crianga que mencionamos atras.

Testes intradérmicos — Como antigeno uti-
lizamos a histoplasmina “batch” HCK 5 que
nos foi enviada, em 1963, pelo Dr. Michael
L. Furculow, do National Communicable
Disease Center, Atlanta, EUA, juntamente
com as instrugbes para a sua utilizagdo®. O
antigeno diluido a 1/500 em solugfo salina
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estéril e o teste realizado através de ino-
culacio intradérmica de 0,1 ml na face fle-
xora do antebraco. A leitura foi realizada
apbés 48 horas e tdda pépula de didmetro
acima de 5 mm, envolvida ou ndo por eri-
tema, era considerada como resultado posi-
tivo, tanto em adultos como em criangas.

Coleta do solo — Foram coletadas 10 amos-
tras de terra com a seguinte distribuicdo: 2
amostras de galinheiro; 2 amostras de cur-
ral; 1 amostra de pocilga; 3 amostras de
periferia de residéncia e 2 amostras de pe-
riferia de paiol.

Destas 10 amostras, seis foram obtidas na
residéncia A, sendo duas de galinheiro, duas
de periferia de casa e duas de periferia de
paiol. As amostras foram coletadas em sa-
cos de plastico limpos e nunca utilizados.

Colheu-se uma média de 300 g de terra
em cada amostra. FEstas eram identificadas
de acdrdo com o local e levadas ao labora-
tério onde eram mantidas fechadas e em
temperatura ambiente. Entre a coleta e a
inoculagio dos camundongos transcorreram
de 2 a 7 dias.

Técnica de isolamento — Foi utilizada a
técnica de Emmons ®, modificada por AJEL-
Lo, o qual acrescentou antibiéticos ao ma-
terial a ser inoculado em camundongos. Em
resumo, a técnica consta do seguinte: a)
Aproximadamente 20 g de terra é dissolvida
em 30 ml de salina estéril contendo 5.000
unidades de penicilina e 1.000 unidades de
estreptomicina por ml. Agitar vigorosamente
e deixar em repouso durante 60 minutos; b)
Colher 10 ml do sobrenadante e inocular 1
ml em cada camundongo, via intraperitoneal;
c¢) Transcorridas 6 a 8 semanas sacrificar os
animais e semear pequenas por¢des de bago
e figado no seguinte meio de cultura:

Neopeptona .......... lg
Dextrose ............. lg
Agar ... ... oLl 2 g
Cloranfenicol ......... 0,005 g
Agua destilada ....... 100 ml

A éste meio acrescentamos ainda o anti-
bidtico Cicloheximida (Actidione, Upjhon),
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QUADRO I

Teste de histoplasmina em individuos residentes em Fidalgo de acdérdo com a idade,
sex0 e o diametro da pépula

caa s Idade Diametro da
Npo Residéncia Nome (anos) Sexo pépula em mm
1 LMC 37 F 7
2 APC 52 M 11
3 PPC 10 M 11
4 CpPC 9 F 0
5 APC 8 M 12
[ ALPC 2 F (4]
7 A VPC 5 M 0
8 MMPC 14 F 8
9 LPC 7 I 0
10 HPC 13 F 7
11 JPC 17 M 13
12 GPC 11 M 9
13 MC 30 M 10
14 ETL 33 ¥ 0
15 VPT 4 r o
16 vT 6 B 7
17 B vT 2 M 0
18 ET 14 M 9
19 GT 1 M 0
20 JT 8 M (o}
21 CGR 24 ¥ 0
22 c MAR 3 M 0
23 MGR 2 M ¢
24 Jvc 6 M 0
25 D MVC 5 F o
26 MVC 12 F 0

conforme aconselha L.ARsm 16, fiste material
nos foi gentilmente cedido em 1963 pelo
Prof. Carlos da Silva Lacaz, da Faculdade
de Medicina da U.S.P. e nés o utilizamos
na dosagem de 2 mg por ml de meio. O
pH do meio de cultura é ajustado para 7
antes da autoclavagio a 120°C durante 10
minutos.

Em nosso caso um “pool” de fragmentos
de bago e figado de dois camundongos era
semeado em cada 5 tubos contendo 10 ml
do meio. Assim, para cada amostra eram
semeados 25 tubos os quais eram mantidos
em temperatura ambiente durante até 2 me-
ses € observados somente com a intengio de
se encontrar um crescimento miceliano, bran-

co, cotonoso e de evolucdio lenta. Os cresci-
mentos que ndo apresentassem estas carac-
teristicas bem evidentes eram desprezados.

O meio foi ulilizado durante tdda a fase
de isolamento. Posteriormente, quando ja ha-
viamos obtido a cultura pura, esta passou a
ser mantida em meio de Sabouraud simples.

Para o cultivo da amostra em temperatu-
ra de 37°C, como medida auxiliar para sua
identificacio, utilizamos o meio de Kelly,
cuja formula nos foi fornecida pelo Dr. J.
D. Schneidau, do Departamento de Micro-
biologia da Tulane Medical School, E.U.A.,
em 1964, quando tivemos oportunidade de
estagiar em seu laboratdrio.
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A composicdo € a seguinte:

Neopeptona ........... 10 g
Dextrose ............. 10 g
Cloreto de sédio ....... 5g
Extrato de carne ...... 3g
Agar bacteriolégico .... 15 g
Agua destilada ........ 980 ml

Esterilizar 15 minutos a 15 libras de pres-
sdo. Esfriar a 50°C e adicionar hemoglo-
bina (5 ml de sangue integral em 15 ml de
dgua destilada estéril). Misturar e deixar
em banho-maria com temperatura de 50°-60°C
durante uma noite, Distribuir em tubos es-
téreis e inclinar. Testar a esterilidade e
manter em refrigerador.

RESULTADOS

Através da histoplasmina foram testados

26 individuos conforme nos mostra o Qua-

~dro 1. Considerando como reagio positiva
toda papula acima de 5 mm de difmetro,
obtivemos um percentual de reativos, para
todos os individuos testados, de 46,1%, con-
forme estd no Quadro II.

As inoculagbes em camundongos foram
iniciadas em 21/9/67. A 10/11/67 inicia-
mos o sacrificio dos mesmos e semeadura de
bago e figado no meio descrito. Nas cultu-
ras iniciais alguns tubos mostraram cresci-
mentos vérios, os quais rapidamente se di-
ferenciavam e tornavam-se pigmentados. Em

12/12/67, em tubos semeados com material
de camundongos que haviam sido inoculados
com terra de galinheiro, observamos cultu-
ras de aparéncia cotonosa, brancas e que
evoluiam lentamente.

Tddas estas foram repicadas e notou-se a
persisténcia do mesmo tipo de crescimento,
o qual permaneceu ainda quando o repique
foi realizado em meio de Sabouraud simples.
Para identificagio da cultura obtida procura-
mos visualizar os tipicos clamidésporos tu-
berculados do Histoplasma capsulotum. Es-
tas estruturas somente iniciaram o seu apa-
recimento apés transcorridos 18 meses do
inicio do cultivo em meio de Sabourand, e
em culturas velhas com aproximadamente 60
dias de evolugho. Os clamidésporos tuber-
culados surgiram apés a evidenciacdo de
hifas delicadas e septadas, com ramificacfo
e microconidios arredondados e piriformes,
os quais sugeriam a presenca de H. capsula-
tum mas eram insuficientes para uma iden-
tificagio segura, embora, como relate
LarsH *®, muitos isolamentos do fungo fa-
Jham completamente em formar os clamidés:
poros tuberculados.

Logo que obtivemos as formas acima ini-
ciamos o cultivo em temperatura de 37°C no
meio de Kelly descrito. A reversio da forma
cotonosa para forma levedura foi bem demo-
rada. Somente apés 8 repiques realizados
com intervalos de 15 dias é que conseguimos
obter a fase leveduriforme tipica. Com a
obtencio das formas caracteristicas, mostra-
das na Fig. 1, e com base na morfologia das
mesmas, é que concluimos pela identifica-
¢do do fungo isolado como Histoplasma cap-
sulatum.

QUADRO II

Teste da histoplasmina em individuos residentes em Fidalgo. Numero e percentual de

reagentes de acOrdo com O sexo

Sexo N.0 Testados Negativos Positivos % Positivos
Masculino 14 6 8 57,1
Feminino 12 8 4 33,3
Total 26 14 12 46,1
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Flg, 1 — A} Aspecto da cultura em temperalura ambiente (60 ¥ B e E) Clami-

ddsporos tuberculados (200 ®); © e F) Clamiddsporos e mileroconidios piriformes

L2000 % }; Dy Clamiddsporo tuberealado (400 X ); G Aspecto da  cultura o 3TH0,
com formas em levedura (60 X); H) Formas em levedura (200 X )
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DISCUSSAO

A prevaléncia de reatores a histoplasmina
em nosso pais varia de 2,06% até 29,8%,
segundo dados apresentados por Lacaz®.
Fm Minas Gerais, com base em testes reali-
zados em estudantes de Medicina, a incidén-
cia de reatores é da ordem de 10%. Em
outros grupos populacionais representados por
individuos que realizam trabalhos bracais, li-
dam com animais e-freqiientam os mais va-
riados ambientes ¢om finalidades de captura
de insetos e animais silvestres, o percentual
de reatores é ligeiramente maior, cérca de
16% 2. A diferenca entre éstes dados e o
obtido em Fidalgo é que nos chamou a aten-
¢do.

Recentemente OLIVEIRA & col.*” apresen-
taram dados relativos ao teste de histoplas-
mina em soldados da Policia Militar de
Minas Gerais e estudantes de Odontologia.

Encontraram 17,8% e 6,5% de reatores
respectivamente. Descrevem ainda a tenta-
tiva de isolamento do H. capsulatum da gru-
ta da Maquiné em Minas Gerais, e, a seme-
lhanca do que ocorreu na gruta da Lapinha,
também em Minas, e por nés testada® os
resultados foram negativos.

A associacio entre Histoplasma capsula-
tum e excretas de aves foi observado em nos-
so trabalho, desde que, de t6das as amostras
testadas, somente uma coletada em terra de
galinheiro mostrou-se positiva. Conforme sa-
lienta AJELLO?, as aves sfo refratarias a
infeccdo e nfo eliminam o Histoplasma pe-
las fezes. Entretanto, com referéncia aos mor-
cegos, tal ndo ocorre 1°,

Nas residéncias por nés testadas os habi-
tantes ndo relataram a presenca déstes ani-
mais como existentes nas mesmas. Porém,
em se tratando de zona rural onde existe
um grande ntimero de cavernas e grutas nas
quais morcegos sdo assinalados com freqiién-
cia, é possivel que os mesmos, esporadica-
mente, tenham acesso s residéncias e a abri-
gos de animais. O galinheiro de onde foi
isolado o H. capsulatum ndo seria ideal para
a instalagdo de uma coldnia de morcegos,
todavia, oferece plenas condi¢Bes de um
abrigo temporario para éstes animais.

Infelizmente ndo tivemos dados seguros que
nos permitissem culpar o Histoplasma pelo
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falecimento da crianga que mencionamos. Os
dados do teste intradérmico, entretanto, fize-
ram com que supuséssemos da existéncia do
mesmo no local, o que foi posteriormente

‘comprovado pelo seu isolamento. Ainda ndo

dispomos de informagbes que nos permitam
avaliar a importincia déste achado com re-

" lacfc a Histoplasmose como doenga humana

em nosso meio. Esperamos que o presente
trabalho chame atencio para o problema em
nosso Estado, de maneira que no futuro no-
vos dados possam ser coletados a respeito.

SUMMARY

First isolation of Histoplasma capsulatum from
soil of Minas Gerais (Brasil)

Histoplasma capsulatum was isolated from
soil collected in a chicken yard which was
located in the rural area of the District of
Fidalgo, Lagoa Santa County, Minas Gerais
State, Brazil.

The identification of the fungus was based
on its morphology in cultures. Yeast forms
were obtained at 37°C, and the typical tu-
berculated chlamydospores were clearly de-
monstrated at room temperature.

The technic of intraperitoneal inoculation
of soil in mice and posterior cultivation of
their spleen and liver in specific culture
media was used.

People living around the point of isolation
of the fungus were tested through the histo-
plamin intradermal test, and 46.1 per cent
showed a positive reaction.
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