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CONSIDERAÇõES SOBRE A MELIOIDOSE E O SEU AGENTE CAUSAL: 

PSEUDOMONAS PSEUDOMALLEI 

A. F. PESTANA DE CASTRO ( 1), 0. CAMPEDELLI Filho (1), W. GIORGI (1) 

e C. A. SANTA ROSA ( 2 ) 

RESUMO 

Foram examinadas quatrocentas e cinquenta e cinco amostras de água de arrozais 
das regiões de Pindamonhangaba e Campinas (Estado de São Paulo, Brasil), com 
a finalidade de se tentar o isolamento de amostras de Pseudomonas pseudomallei. 
Apesar de nosso clima, no que diz . respeito à temperatura e umidade, · favorecer a 
ocorrência do microrganismo em nosso Estado, tomando-se como base as proprie
dades culturais e bioquímicas, nenhuma das amostras isoladas pôde ser classificada 
como P. pseudomallei. 

INTRODUÇÃO 

A melioidose, doença semelhante ao mormo 
e que acomete o homem e animais, tem sido 
descrita em diversos países, principalmente 
aqueles situados no Sudeste Asiático. Alguns 
casos ocorreram também na Tailândia, Aus
trália, Filipinas, Estados Unidos, Panamá e 
Equador 2 , 7 • 

Tanto no homem como nos animais a mo
léstia é de caráter endêmico e, embora rara, 
é via de regra mortal. Caracteriza-se mormen
te por quadros septicêmicos e nas formas sub
agudas ou crônicas pela formação de absces
sos disseminados 2, 9 • 10• 

O agente causal da melioidose é uma bac
téria Gram negativa denominada Pseudomo
nas pseudomallei que em um exame bacterio
lógico comum pode passar por um contami
nante banal 1 , 

A maioria dos Autores que realizaram estu
dos sistemáticos sobre o germe, descrevem um 
tipo de colônia característico, obtido· quando 
o microrganismo é cultivado em ágar simples 
com 3 % de glicerol: as colônias inicialmente 
pequenas e lisas, em incubação prolongada tor
nam-se maiores (5 a 7 mm) e enrugadas 
(Fig. 1). Entretanto, na ausência de glicerol, 

esta morfologia pode não aparecer, mantendo
se a forma lisa, mesmo após vários repiques. 

Embora existam estudos taxonómicos bas
tante complexos para a classificação de espé
cies do gênero Pseudomonas, admite-se que o 
bacilo de Whitmore, como é também conhe
cido o agente da melioidose, seja um micror
ganismo que cresce em meio de Mac Conkey 
contendo 10 p/ml de penicilina e 100 ,u/ml 
de polimixina, em ágar glicerol (3%) con
tendo cristal violeta na concentração de 
1 :200.000, porém não cresce em meio de SS. 
Não produz indol, urease, nero H2S (T.A.F.), 
liquefaz a gelatina, dá uma reação de oxidase 
positiva, reduz nitratos, não produz acetil
metilcar binol e oxida a glicose, lactose, mal
tose, manitol e sacarose com a produção de 
ácido sem gás 1 • 

Certas amostras de Pseudomonas aerugino
sa não produzem pigmentação característica 
mesmo quando semeadas em meios A e B de 
KING 4 e, portanto, podem se confundir com 
as formas lisas de P. pseudomallei 9 • Para a 
diferenciação, recomenda-se a semeadura em 
meios como o caldo simples contendo 4% de 
cloreto de sódio, e em ágar soja e tripticase 
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F ig. l - Cu n.ura de P . 1>-« '1ulo·muUei. Cu!U\'O ern t;gai·-.so.ngue 
lneuba<lo a 370C du1·artte 5 d ias. Notar eo1t1nia.,,; cnruandos, carac

tcri.sti(•i\s do. espécie. 

com 0.1 ?ó àc <:t:IH-lrinu:til h rometo de amô
nio 1 a lém da ~<-mt•adura em meio dl~ SS,. já 
c i1ado. 

A epidemiologia da mf"Jioidose tal como pu
bl icacla nos livros-textos e a rtigos científicos, 
é extremamente ooníusa l' cont rad itória, com 
vá rios aspecto.:; que merc·cem ser comentado~ 
em dc~1alhes. 

Na espécie 1unna11a a primeira verificação 
dú\fC-s<: a STAN"TO.N & F u :TCREH ;1.

3 q ue des
c reveram a do<:nça como uma enfer miàude 
adqui rida de aniilla is de laboratório. Posle
riormcnlc, os nwi-;mos Autores observaranHm 
em cobaios e notaram que a molésti a O(·orria 
em animais manl i(los por cliv<:r$0s meses em 
gaiolas e que a sua lransmi::isão <:xperimc,Hal, 
poderia ser conseguida po r inocula~-.ão da lo,4 

vagem <los vegeta is q ue eram fornecido:; n 
estes animais como alimentação. Sugcrirnm 
então q ue os Vt1gcLais tinham ~ido conlarn.ina
dos por fe-1.es ele roedores silvestres~ p rincipal
mente pelo fa to (lc h·'r<~m oh.scr vado também, 
embora rarament~, a infecção rle$.LC:-:. :mi
mais 1::. Oe$tc modo, E>~ta idéia de que o~ roc 4 

dores silve.~ll"f'~ eram por1.n,lo1·c•s dt" P. pstu
dom(l/Jd pc·rsistiu dm·a11te anos atf 1-cc·cnLe
menk , quando .~:xperiêucia~ rc·a liz-aclas por di-

versos .A utores parecem comprova r que tal as• 
l'H"<"Lo não corresponde à realidade·. 

Assim. CHAMl~OK ;i_ utilizando-se d<! técrli
c:as cspec-iais d~ inoculação em cohnios jov~us 
t~ se-.i:netHh1ra em meio de Mac Conckc)', c<m
~~gaiu dc·rnorlstrar de manei ra inequívoca a 
p rC::;(•nta da haetéria 110 solo e na água. 

Anteriormente. M ILLER & col. 11 • haviam 
demo,,strado qu~ o hamster é o ani1~ial de la
horatúrio mais suscetível à inoculaç.ilO ela P. 
pseudonwU<-i. 

É sabido que a lcptospirose é também uma 
doença p rofo:.sional1 acometendo d iversos tra-
1,alhadores entre o::. quais aqueles que traba• 
lham t•m arrozais ••. u , i:,_ Curiosamente,. l:.:1.u
SON & c:-0I. 11

1 ml. Malásia, estavam l1wando a 
efeito uma p(~uisa pa ra isohm1c•rlto de k·p
tospiras de campos de arroz, quando ela ino# 
culação d t'! harnstt•rs com água colhida nos 
arrozais além ele leptospiras. ob....~rvaram jnl1• 
meros casos ele morlc nos animais. inoculados 
e dos q uais St~ isolava o agente causal da me
lioi<l054:•. F:m <'Orlse<tiiêoc-ia disto. csLcs ú ltimos 
pesqu i~adorcs iniC'iaram uma p~ui~a a fim 
de avnliar a f'Íi<· iên<:ia do$ hamstf'I:"$ J"IO i.$()1u
rnento do mit·rorganisn10 do :-olo e da água. 
De· um tolal c.fo 1. 120 amo~lra~ de água e 
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1. 078 de terra, conseguiram isolar 52 amos
tras de P. pseudomaUei. Via de regra os ani
mais morriam por volta do 4.0 dia após a 
inoculação e. de todos foi possível isolar, na 
maior parte das vezes, em cultura pura, o 
microrganismo. 

STRAUSS & col. 15 admitem que os casos ful
minantes verificados tanto nos animais como 
no homem, representam apenas uma pequena 
parcela das infecções existentes. Inquéritos 
sorológicos realizados na Tailândia e no Viet
nam comprovaram esta hipótese mostrando 
uma prevalência relativamente alta de anti
corpos em grupos selecionados de pessoas nor
mais. Nos animais domésticos também, além 
da ocorrência de reagentes, principalmente 
-entre caprinos e ovinos, extensas lesões de me
Jioidose têm sido encontradas em animais apa
rentemente normais. Todos estes achados in
dicam que a infecção ou doença assintomáti
·ca pode ocorrer. Pesquisa bastante interes
sante e que serviu para elucidar alguns aspec
tos curiosos da bioecologia da melioidose, foi 
realizada também por STRAUSS & col. 15

• Es
tes Autores examinaram 1.592 amostras de so
ros da população da Malásia abrangendo dife
rentes grupos populacionais que tinham dife
rentes características de habitação e ocupação. 
Os exames sorológicos indica'ram que os anti
corpos contra a P. pseudomallei se encontra
vam bastante distribuídos na população. Ve
rificaram ainda que existia uma estreita in-

fluência do tipo de vegetação e a ocorrência na 
população de anticorpos em títulos significan
tes. Assim, a percentagem de títulos hemaglu
tinantes em indivíduos que trabalhavam em 
arrozais variou de 15,4% a 22,9% ao passo 
que para as outras ocupações relacionadas com 
outros tipos de vegetação a média de reagen
tes foi de 3%. 

REDFEARN & col. 12 em estudo pormenori
zado da distribuição da P. pseudomallei veri
ficaram que todos os lugares, onde haviam sido 
descritos casos de melioidose, estavam situa
dos entre 20° de latitude Norte e 20" latitude 
Sul (Fig. 2). Contudo a infecção já foi des
crita fora desta região como, por exemplo, nos 
Estados Unidos 2

• 

LAws & HALL 10 que observaram casos de 
melioidose na Austrália, fizeram também ob
servações relativas às condições climáticas da
quela região, que durante os meses de janeiro 
a março são bastante semelhantes às nossas no 
que diz respeito à temperatura média e índice 
pluviométrico. 

Recentemente, por ocasião da visita ao Bra
sil, do Dr. A. D. Alexander, do "Walter Reed 
Army Medical Center", especialista em lep
tospirose da W. H. O. e também estudioso 
da melioidose tivemos a nossa atenção desper
tada para a possibilidade da ocorrência do 
agente da melioidose entre nós. Aumentou a 
nossa curiosidade a proximidade .de nosso Es
tado dos 20º latitude Sul (Fig. 2), as nossas 

Fig. 2 - Localidades onde ocorreram casos de melioidose. Cada triângulo indica ârea onde 
pelo menos um caso diagnosticado bacteriologicamente tenha sido descrito 12 • 
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condições climáticas, bem como a existência 
no Estado de São Paulo, de plantações de 
arroz submetidas ao processo de irrigação 
artificial. Saliente-se entretanto, que até o 
presente momento, nenhum caso foi descrito 
entre nós, quer na espécie humana, quer entre 
os animais. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Durante os meses de janeiro, fevereiro e 
março de 1972, foram colhidas, de arrozais 
das regiões de Pindamonhangaba e Campinas, 
455 amostras de água e~ diferentes áreas das 
culturas em questão(""·). As amostras foram 
coletadas em tubos estéreis 18 x 18 em quan
tidade aproximada de 30 ml e enviadas ao 
laboratório para exame. 

Preparo de soro hiperimune 

Antígenos (Escala de Mac FarlaU:d, tubo 
n.0 3) mortos pelo calor, preparados com a 
amostra 7919 de P. pseudomallei (·H·), fo. 
ram inoculados por via intravenosa em coe
lhos adultos para a obtenção de soro hiperimu
ne, uma vez que colônias suspeitas da bactéria 
podem ser submetidas a triagem através da 
aglutinação em lâmina 1 • 

2
• Os animais foram 

inoculados em dias alternados com doses cres
centes de 0,5 a 8 ml durante 15 dias e san
grados 6 dias após a última inoculação. O 
soro obtido foi capaz de aglutinar em lâmina 
antígeno padrão concentrado (Escala de Mac 
Farland, tubo n.0 10) até um título de 1 :30 
quando colocados em quantidades idênticas 
soro e antígeno. 

Todas as amostras de água foram examina
das por diferentes técnicas seletivas descri
tas 1

• 
3

• ª• 10
, uma vez que a natureza do ma

terial altamente contaminado dificulta o iso
lamento do microrganismo. As amostras de 
água, não concentradas, eram remetidas ao 
laboratório e semeadas diretamente com uma 
alça de platina em placas contendo ágar nu
triente com penicilina e polimixina 1 • 

Cerca de 15 ml de cada amostra de -água 
era também semeada em 15 ml de meio de 
Mac Conckey duplamente concentrado, con
tendo cristal-violeta na proporção de 1 :100.000 
além de penicilina e polimixina nas concen
trações de 20 .,u/ml e 200 ,u/ml respectiva
mente, de modo que, após a adição da água 
a ser examinada, a concentração de cristal 
violeta passasse a ser 1:200.000 e a de anti
bióticos 10 a 100 µ/ml respectivamente. 

Após 72 horas de incubação a 37ºC o cres
cimento obtido neste meio era semeado em 
ágar-glicerol (3 % ) , com penicilina, polimi
xina e cristal violeta na proporção 1 :200.000 1. 
O propósito da adição de glicerol era o de 
facilitar o aparecimento das colônias rugosas 
características da espécie bacteriana pesquisa
da. As placas eram então incubadas a 37ºC 
durante pelo menos cinco dias. 

Cerca de 1 ml de cada grupo de cinco cul
turas em meio de Mac Conckey líquido eram 
misturadas em um tubo estéril e desta mistura 
1 ml era inoculado por via subcutânea em 
hamsters jovens. Todo animal morto era ne
cropsiado e sangue do coração colhido asseti
camente era semeado em meio de ágar-glice
rol com penicilina, polimixina e cristal vio
leta procedendo-se, em seguida, a incubação 
das placas, por período mais prolongado, con
forme já foi descrito. 

Amostras de água concentradas 

Os restantes 15 ml de cada amostra de 
água eram colocados em um balão estéril até 
totalizar um volume aproximado de 1.000 ml 
sendo em seguida tratados com uma solução 
de alumen de potássio de acordo com o mé
todo recomendado por LAWS & HALL 10• Cer
ca de 50 ml do precipitado era então semeado 
em 50 ml de meio líquido de Mac Conckey 
duplamente concentrado adicionado de cristal 
violeta e antibióticos. 

Foram obtidas 9 alíquotas assim tratadas 
que após incubação foram inoculadas indivi
dualmente em hamsters e semeadas em ágar
glicerol com antibióticos e cristal violeta. 

(*) Amostras gentilmente coletadas pela Dra. Regina E. de Melo Amaral, Chefe da Secção de Mico
logia Fitopatológica do Instituto Biológico de São Paulo 

(**) Amostra enviada pelo Dr. A. D. Alexander do >Nalter Reed Army Medical Center, Washington, 
D.C. - USA 
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Identificação das colônias suspeitas 

Todas as colônias suspeitas eram submeti
das a prova de oxidase ·1 e em seguida se po
sitivas eram repicadas para tubos com ágar 
nutriente para testes sorológicos, de aglutina
ção em lâmina, conforme recomendam vários 
Autores 1, 2 • 

Todas as culturas selecionadas com base 
em ambos os testes eram examinadas bacterios
copicamente e em seguida bioquímicamente 
de acordo com a metodologia preconizada por 
HuGH 8 a saber: teste de OF, utilização do 
citrato de Simmons, redução de nitratos, cres
cimento a 42ºC, crescimento em meio mínimo 
contendo ácido Beta-hidroxibutírico e oxida
ção do gluconato. Além destes foram realiza
dos os seguintes testes recomendados por ALE
XANDER 1 e CowAN & STEEL ·1 : produção de 
indo!, urease e H2S ( em T. A. F. ) , hidrólise 
da gelatina, verificação de crescimento em 
meio de SS e em caldo simples contendo 4% 
de cloreto de sódio, produção de acetil-metil 
carbinol e oxidação da glicose, lactose, malto
se, manitol e sacarose. Foram também utili
zados os meios A e B de King específicos pa
ra facilitar a produção de pigmentos 4 • 

RESULTADOS 

De quase todos os tubos, com meio de Mac 
Conckey duplamente concentrado e adiciona
do de penicilina, polimixina e cristal-violeta 
isolaram-se nos · meios sólidos por material 
examinado em média 2 a 3 tipos diferentes de 
microrganismos. 

Por outro lado a inoculação da cultura lí
quida em hamsters permitiria favorecer o iso
lamento da P. pseudomallei, caso a contami
nação resistente aos impedientes acrescenta
dos mascarasse o aparecimento de algumas 
colônias da bactéria procurada. Não se ado
tou exclusivamente este último método por
que se encontram na literatura citações da 
ocorrência de algumas amostras de P. pseu
domallei pouco virulentas 5

• A semeadura di
reta fazia-se ainda necessária devido à possi
bilidade de existência, na cultura em meio de 
Mac Conckey, de outras bactérias mais viru
lentas para os animais de experimentação, 
vindo a matá-los antes do período em que nor-

malmente ocorre a morte de animais inocula
dos com amostras de P. pseudomallei. 

Tanto por semeadura direta como por iso
lamento através da inoculação em hamsters 
foram selecionadas 30 culturas que no exame 
preliminar mostraram-se como suspeitas, isto 
é, eram oxidase positivas e aglutinavam li
geira ou fortemente como o soro hiperimune. 
Quinze destas amostras, apesar de apresenta
rem por vezes odor telúrico citado como carac
terístico da espécie P. pseudomallei, foram 
em seguida eliminadas em virtude de se com
portarem como F na prova de oxidação-fer
mentação e foram classificadas como prova
velmente, pertencentes ao gênero Aeromonas. 
Não foram realizados outros testes para a 
confirmação do gênero e determinação de 
espécie destas amostras. 

Dez outras amostras produziram alcali em 
tubo aberto na prova de OF e foram classifi
cadas como Pseudomonas diminuta por apre
sentarem o seguinte comportamento bioquí
mico: cresceram em citrato de Simmons, re
duziram nitratos, não oxidaram o gluconato de 
potássio nem produziram acetil-metil carbi
nol, cresceram as expensas de ácido B-hidro
xibutírico, em meio de Mac Conckey, SS e 
em caldo simples com 4% de cloreto de sódio. 
Nenhuma das amostras produziu H2S 
(T.A.F.), urease ou liquefez a gelatina. As 
reações de oxidação da glicose, lactose, mal
tose, manitol e sacarose foram negativas após 
quinze dias de observação. Não foi observa
da produção de pigmentos em nenhuma das 
amostras mesmo quando semeadas em meios 
A e B de King. 

As restantes cinco amostras apresentaram 
comportamento bioquímico compatível com a 
espécie Pseudomonas alcaligenes. Diferencia
ram-se da P. diminuta porque não utilizaram 
o citrato de Simmons e por liquefazerem a 
aelatina comportando-se de modo semelhante 
" ' nos demais testes. 

Nenhuma das amostras isoladas apresentou 
resultados que permitissem identificá-las co
mo sendo P. pseudomallei. 

DISCUSSkO 

Os processos utilizados no presente tr~ba
lho para se tentar isolar a P. pseudomallei de 
água de arrozais, em termos de eficiência, po-
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Ovos de Schistosoma mansoni não ficaram 
visualizados em três pesquisas parasitológicas 
executadas com as fezes, mediante utilização 
do método quantitativo de Kato; porém, à 
quarta procura, 20 por grama, viáveis, pude
ram ser contados. Em fragmentos retais, ob
tidos por biopsias, eles também eram percep
tíveis, exibindo condições de viabilidade. 

A cifra de eosinófilos ( 6 % ou 450 por 
mm3 ) ao hemograma afigurou-se a única cons
tatação anormal no que concerne aos resulta
dos de várias apreciações subsidiárias levadas 
a efeito e representadas pelas reações soroló
gicas para o diagnóstico da sífilis, pela análise 
rotineira de urina e pelas dosagens de bilirru
bina, de colesterol, de fosfatase alcalina, de 
mucoproteína, de proteínas e frações e de tran
saminase glutâmico-pirúvica no soro, como 
ainda pela cistocopia; o sedimento urinário 
não continha ovos de helmintos. A eletrofo
rese das proteínas séricas indicou muito dis
creta diminuição da taxa de albumina e, res
pectivamente, aumento pouco sensível e mode
rado dos teores de globulinas alfa-1 e beta, sem 
modificação das cifras do componente gama. A 
transaminasemia glutâmico-oxalacética, de 50 

· uni<lades por 100 ml, suplantou um pouco os va
lores aceitos como compatíveis com normali
dade. À urografia excretora, pequena área de 
calcificação prostática pôde ser notada e, pa
ra o significado e gênese do fato, não encon
tramos explicação satisfatória e definitiva. 

Quarenta e quatro dias após o primeiro, já 
mencionado, novo espermograma mostrou sê
men leitoso, com os mesmos grãos, compostos 
então de espermatozóides, leucócitos e ovos 
não viáveis de Schistosoma mansoni. 

Para terapêutica específica usamos o "Hy
canthone". A dose escolhida, de 3 mg/kg, foi 
administrada pela via intramuscular e con
duziu à cura parasitológica, determinada por 
seis pesquisas nas fezes, praticadas mensal
mente, através do processo de Kato; ovos tam
bém não eram perceptíveis no esperma um 
semestre depois da injeção do composto ci
tado. 

É preciso deixar patente que a hemosper
mia, macroscopicamente caracterizada, teve a 
duração limitada e transitória de mais ou me
nos vinte dias e essa evolução independeu da 
adoção de qualquer conduta terapêutica. 
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DISCUSSÃO 

Os fatos relatados permitem, acreditamos, 
consignar os comentários a seguir enumera
dos. 

1) A hemospermia não faz parte, comu
mente, do conjunto de sinais e sintomas atri
buíveis à esquistossomíase, pelo menos ao se
rem valorizados os informes- disponíveis. As 
publicações sob a responsabilidade de ARMS
BRUST 2 e de AREÁN 1, que contêm casuísticas 
de elevado porte, atestam, além disso, a rela
tiva raridade de comprometimentos dos seto
res genital e urinário, no decurso da helmin
tíase em questão. 

2) A duração do sinal clínico em foco, que 
conduziu ao diagnóstico da verminose, foi 
pouco pronunciada e não dependeu da insti
tuição de tratamento específico. 

3) Frisamos que, sob o ponto de vista se
miológico, não ficaram percebidas anormali
dades concernentes às esferas genital e uri
nária. Explicação aceitável e satisfatória pa
ra a calcificação prostática notada não nos 
ocorreu. 

4) O processo quantitativo de Kato indi
cou positividade do exame das fezes, com 20 
ovos de Schistosoma mansoni por grama, que 
consubstancia parasitismo não exageradamen
te acentuado, desde que mensurado dessa ma
neira. É necessário destacar também que era 
a intestinal a modalidade clínica da doença. 

5) Devemos admitir, para justificar o su
cedido, a participação de vermes adultos ovi
pondo, a par de localizações nos plexos veno
sos pudendas e migrações por anastomoses com 
o sistema da veia mesentérica inferior. 

6) Ao relatar a observação que realizamos, 
apenas tivemos a intenção de registrar mani
festação não usual no âmbito da esquistosso
míase. Paralelamente, sugerimos a execução 
de estudos apropriados e sistematizados, ten
dentes a estabelecer a freqüência de acordo 
com a qual têm lugar a hemospermia em par
ticular e outros comprometimentos, traduzidos 
por expressões clínicas e ligados aos aparelhos 
genital e urinário em geral, no que diz res
peito a essa verminose. 
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SUMMARY 

Presence o/ blood in sperm due to mansoni 
schistosomiasis: Case report 

The Authors present a case of mansoni 
·schistosomiasis, intestinal form, in which a 
transient presence of blood in sperm has occur
,ed. The diagnosis of the worm infestation was 
•established by the finding of Schistosoma 
. mansoni eggs in the sperm during the exami
nation of this latter for the blood in there. 
The worm disease was not suspected pre
viously. 

Due to the uncommon presence of blood in 
,sperm of patients with schistosomiasis, in the 
Authors' judgement it was worth registering 
.such an occurrence. lt is quite important to 
report the uncommon organic Iocalizations of 
that disease not only to establish the frequency 
with which they do occur but also for prac
tical purposes. 
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