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Neste trabalho sdo relatadas pesquisas parasitolégicas e epidemioldgicas
realizadas numa provdvel fonte de infeccdo de Histoplasmose da drea rural do
D.F. — Brasilia, onde 14 pessoas contrairam a doenca.

Os estudos clinico, imunologico e radioldgico foram anteriormente descritos.

Os autores conseguiram isolar o H. capsulatum do solo da caverna e das
visceras e do sangue de morcegos (Phyllostomus hastatus hastatus, Pallas 1767)
que nela habitavam.

Resultaram negativas as tentativas de isolamento do fungo de animais sen-
tinelas (cobaios), assim como ndo se obteve neles a viragem dos testes intradér-
micos com histoplasmina.

Em impressées de visceras dos morcegos, constataram-se formas semelhan-
tes as do T. gondii que posteriormente foram isoladas, em camundongos jovens,
por inoculacdo de visceras maceradas e sangue.

Foram encontrados 2 ectoparasitos nos morcegos: Boophilus microplus e um
diptero da familia Streblidae. O dcaro albergava tripomastigotos do tipo cruzi,
ndo sendo porém conseguido seu isolamento.

No tubo digestivo dos quiropteros, foram retirados nematodeos (Histios-
trongylus octacantus) e cestodeos do género Mathevotaenia.

Foram capturados, em torno da entrada da caverna, 2 exemplares de Cerco-
mys cunicularis apereoide ndo sendo examinados sob o ponto de vista parasito-
logico.

Testes intradérmicos realizados em 826 habitantes da drea resultaram posi-
tivos em 184 (2227%).

A gruta, fonte da infeccdo, estd localizada em uma formacdo calcdrea, per-
tencente & série Bambui, acreditando-se, pelos aspectos tectéonicos, ser da idade
siluriana.

No Brasil, o isolamento de H. capsulatum de solo, guanos de morcegos e
visceras de roedores jd tinham sido realizados; contudo, esta foi a primeira vez
que se conseguiu isold-lo do solo de uma caverna, fonte de infec¢do, e das vis-
ceras e sangue de morcegos.

Os resultados obtidos com os testes intradérmicos com histoplasmina de-
monstraram o prevaléncia de histoplasmose na drea rural do DF e, conseqiien-
temente, a possibilidade de ocorrerem outra microepidemia ou aparecimento de
casos isolados de histoplasmose-doenca.
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INTRODUCAO

Na parte I foram relatados os dados
clinicos, imunolégicos e radiolégicos dos 14
pacientes que se infeqtagam na gruta da
PERCAL em julho de 1967 (18).

A viragem da intradermo-reac¢ado com
histoplasmina e a positividade da prova
de precipitacio em placa de Agar-Gel em
8 pacientes cumpriram critérios para o es-
tabelecimento do diagnostico definitivo da
Doenca de Darling nesta microepidemia.

Compreendendo gue as formas do fungo
encontradas nos cortes de escarro de um
dos pacientes (extra-celulares ainda nao
adaptadas aos tecidos) nao sdo as com-
pendiadas e, por este motivo, talvez pu-
dessem suscitar duvidas — visto que, da-
quele material, nao se conseguiu isolar o
Histoplasma capsulatum quer pelos culti-
vos ou inoculagdes — 0s autores resolveram
proceder ao estudo da provavel fonte de
infecgao.

MATERIAL E METODOS

I — Isolamento de Histoplasma capsula-
tum do solo da caverna.

Empregou-se o método de flutuacao dos
esporos (16). Com tal procedimento, de 15
amostras colhidas, semearam-se 15 placas,
inoculando-se 30 camundongos por via in-
traperitoneal e 15 cobaios por via testi-
cular.

As placas foram colocadas a tempera-
tura ambiente e examinadas a partir do
segundo dia. Os animais que sobrevive-
ram foram sacrificados entre as 4% e 82
semanas, retirando-se deles fragmentos de
figado, baco, pulmio e testiculos que fo-
ram semeados em tubos de Agar-Sabou-
raud-Antibiético e tubos com BHI - Anti-
biéticos. Em cada tubo, inocularam-se 3
fragmentos de cada Orgao em separado.
Os tubos de Agar-Sabouraud foram deixa-
dos a4 temperatura ambiente e os BHI a
37°C.

Fragmentos dos diversos orgaos retira-
dos foram incluidos em parafina e cora-
dos pela HE, Methenamina de prata e
PAS.

II — Isolamento de Histoplasma capsula-
tum das visceras e do sangue de mor-
cego, capturados dentro da caverna.

A captura dos morcegos foi feita com
uma rede de malhas finas, em cujo arco
se colocaram 2 varas de 3 metros de com-
primento, para alcanca-los no teto da ca-
verna; as capturas foram realizadas entre
15 e 18 horas, durante o més de agosto de
1967.

Os exemplares capturados eram coloca-
dos em uma gaiola de arame= e alimenta-
dcs com frutas até 24 horas antes de se-
rem sacrificados. Imobilizados sobre uma
placa de cortica, desinfectava-se a parede
anterior do torax com mertiolate e pun-
cionava-se o coracdo com agulha 20x8.

Cerca de 5 ml de sangue retirados pela
puncio eram utilizados na semeadura em
BHI, Agar-Sabouraud e na confeccdo de
2 gotas espessas e 4 esfregacos. Os meios
de cultura foram colocados a 37°C (BHI)
e a temperatura ambiente (Sabouraud).
As laminas foram coradas pelo corante de
Giemsa.

Morto o exemplar, abriam-se as cavi-
dades abdominal e toracica e delas se re-
tirava o baco, o figado e os pulmoes, que
eram separados em duas partes: uma co-
locada imediatamente dentro de uma so-
lucao antissética de superficie (Cloramina
a 5%) e a outra, que seria usada para o
estudo de alteragdes histologicas antes de
colocada em solugado de formol 10%, era
também utilizada para a confeccio de im-
pressoes em laminas.

A parte que estava imersa em solucao
de cloramina era levada a cimara assética,
separada em fragmentos menores, coloca-
dos em tubos de cultura de BHI e Sabou-
raud com antibioticos (20 unidades de pe-
nicilina 4+ 40 unidades de estreptomicina
por ml.), conservando-se 0S mesmos em
estufas a 37°C (BHI) ou a temperatura
ambiente (Sabouraud).

Todos os tubos foram examinados a
partir do primeiro dia; os que apresenta-
ram contaminacao eram mantidos em se-
parado, até que todo recipiente fosse to-
mado pelo contaminante. O total de tu-
bos semeados foi de 208, sendo 104 em BHI
e 104 em Sabouraud.
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O material incluido foi corado por He,
P.A.S. e Methenamina de prata. Esta sé-
rie de morcegos recebeu a sigla “M”.

III — Colocacdo de animais sentinelas.

Utilizaram-se 15 cobaios nos quais se
praticaram injecoes intradérmicas com his-
toplasmina diluida a 1% (cepa I1.0.C. 237)
e cujac leituras apds 72 horas e até 30 dias
posteriores nao apresentaram sinais de rea-
cdo. Dividiu-se o total em 3 lotes de 4 e
1 de 30 ccbaios. O primeiro lote foi colo-
cado dentro da caverna durante 24 horas
em gaiolas de arame separadas uma das
outras por uma distancia de 10 passos a
partir .da entrada; o 29 e 39 lotes foram
colocados da mesma maneira com periodo
de 48 e 72 horas respectivamente. Todos
os animais receberam &agua e alimentos
durante a exposicio. A colocacdo das sen-
tinelas foi feita no més de janeiro de 1969.

Apoés a permanéncia na caverna, os ani-
mais se submeteram a novos testes cuta-
neos assim como 1 do 49 lote que servira
como testemunha, apés 21, 30 e 45 dias.
No 48¢ dia foram sacrificados para o es-
tudo micologico.

IV — Pesquisa de ecto e endoparasitos nos
morcegos capturados.

Constou do exame a fresco, confeccao
de gotas espessas e esfregacos, assim como
da inocula¢ao do sangue do animal em
camundongos. No tubo digestivo, procura-
ram-se helmintos adultos, apdés abertura e
exposicao do seu contetido em placa con-
tendo agua morna. De todas as visceras
fizeram-se impressoes. Todo o material foi
corado pelo Giemsa.

V — Captura de animais em torno da ca-
verna.

Foram colocadas armadilhas com iscas
de carnes e frutas para animais silvestres
de pequeno e médio portes. Programou-se
estudo parasitolégico idéntico ao item an-
terior.

VI — Inquérito de sensibilidade cutdnea a
histoplasmina em moradores da regido.

Empregaram-se 850 doses em habitan-
tes de 11 localidades rurais. As idades das

pessoas testadas variaram de menos de
um ano até mais de 50 anos. Dados pes-
soais, incluindo tempo de residéncia, fo-
ram anotados no momento do teste; nao
houve preoccupacao quanto a atividade de-
senvolvida. A histoplasmina utilizada foi
preparada de cepa I.O.C. 237 e diluida a
1/100. Aplicou-se 0,1 ml em injecdo intra-
dérmica, no terco médio da face anterior
do antebraco esquerdo. Utilizou-se seringa
Microstat Tuberculin, USA, com é&mbolo
de metal e agulhas de meia polegada Uni-
cef n® 26. As leituras foram realizadas 72
hcras depois da aplicacdo do antigeno, com
auxilio de uma régua milimetrada e trans-
parente do SNT, delimitando-se por pal-
pacdo, a zona endurecida e medindo-se
em seu maior diametro. Foram conside-
rados positivos aqueles testes que resulta-
ram numa zona de enduracao igual ou su-
perior a 5 mm.

RESULTADOS

Todos o0s morcegos examinados eram
machos de Phyllostomus hastatus hastatus,
(Pallas, 1767),

1 — Isolamento de Histoplasma capsula-
tum do solo da caverna.

As placas semeadas diretamente com
amostras de solo apresentaram-se conta-
minadas a partir do 29 dia de semeadura
e foram desprezadas apos o 692 dia.

Dos 30 camundongos inoculados, por via
intraperitoneal, 17 morreram dentro da 12
semana; alguns, logo apds a inoculacio.

O estudo histologico nao se mostrou po-

sitive em nenhum dos fragmentos exami-
nados.

. A semeadura de um fragmento de baco
positivou-se a partir do 189 dia em meio
de Agar-Sabouraud.

Dos 15 cobaios inoculados por via tes-
ticular, nenhum demonstrou alteracoes
histologicas ou a presenca de Histoplasma
capsulatum; contudo, um macerado de tes-
ticulos semeado em Agar-Sabouraud, reve-
lou crescimento do Histoplasma capsula-
tum.



110

Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

Vol. VII — N? 2

II — Isolamento de Histoplasma capsula-
tum das visceras e do sangue de mor-
cegos capturados dentro da caverna.

Resultaram positivos 34 tubos (16,34%)

para Histoplasma capsulatum, sendo 18
com culturas levediformes (8,65%) e 16

de culturas filamentosas (7,69%), confor-
me o quadro abaixo:

QUADRO 1

FASES DE CULTURA

MORCEGO N°¢

++

+ 4

++

++
_|._

++

+ +
_|._

+++ o+

Da cultura de M 19 inoculou-se 0,5 ml em testiculos de cobaio

IIT — Colocacdo de animais sentinelas

Do 39 lote, 2 animais foram retirados
mortos sem que pudéssemos identificar a
causa.

Os testes intradérmicos posteriores fo-
ram negativos; as semeaduras dos frag-
mentos de visceras nao deram crescimento
a fungos, apos 30 dias de observacao.

IV — Pesquisa de eclto e endoparasitos nos
morcegos capturados.

a) Em impressoes de visceras verifi-
cou-se a presenca de Toxoplasma gondii
(Nicolle & Manceau 1909); posteriormente,

isolou-se este patdégeno em camundongos
recém-nascidos que foram inoculados com
macerados das visceras. A cepa isolada é
mantida nos laboratorios do IPT e reacdes
de Sabin-Feldman realizadas com ela dio
titulos idénticos aos da cepa oriunda do
Instituto de Medicina Tropical da Univer-
sidade de Sdo Paulo.

b) Formas tripomastigotas foram en-
contradas em esfregacos; contudo, nao fo-
ram isoladas.

¢) Foram encontrados dois ectoparasi-
tos nos morcegos: Boophilus microplus
(Canestrini, 1890) e um diptero da familia
Streblidae. O acaro albergava tripomasti-
gotos do tipo T. cruzi (Chagas, 1909) néo



Fig. 1 — Local onde se situa a gruta de cujo solo foi isolado o H. capsulatum.



Fig. 2 — Aspectos do fungo em tecido e em culiura.
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sendo, entretanto, tentado o isolamento

dessas formas.

d) Foram identificados um nematodeo,
o Histiotrongylus octacantus (Lent & Frei-
tas, 1940) e cestdédeos do género Mathevo-
taenia.

V — Captura de animais em torno da ca-
verna.

Em armadilhas com isca de frutas, fo-
ram capturados 2 exemplares de Cercomys
cunicularis apereoide; sacrificados sem a
nossa presenca, perdeu-se o material para
0os exames programados.

VI — Inquérito de sensibilidade cutdnea a
histoplasmina em wmoradores da regido

Foram conferidos 826 testes (96,47%)
dos quais 184 (22,37%) se mostraram po-
sitivos, sendo 114 (13,80%) para o Ssexo
masculino-e 70 (8,47%) para o feminino.

DISCUSSAO

1) A gruta objeto do presente estudo esta
Iccalizada em uma formagho calcarea per-
tencente & série Bambui.

2) O isolamento de Histoplasma capsula-
tum de solo foi conseguido pela primeira
vez no Brasil por Manuel Eugénio da Silva,
em 1956 (22), trabalhando com amostras
colhidas na cidade de Jacobina, no Estado
da Bahia; o solo utilizado foi do interior
e vizinhancas de um galinheiro. Em 1966,
Fava Neto e col. (10) o isolaram de gua-
nos de morcegos, colhidos em uma casa de
veraneio do litoral norte de Sao Paulo, onde
se infectaram 8 pessoas.

Relacionado com o solo de caverna, este
é o0 primeiro isolamento de Histoplasma
capsulatum relatado no Brasil. De outros
paises, existem numerosos trabalhos cons-
tatando o mesmo fato (3, 8, 14, 16, 17, 20).

3) O fato apresentado pelos autores cita-
dos e por nbés agora comprovado, vem de-
monstrar que o Histoplasma capsulatum
nao se desenvolve somente em solos con-
taminados por fezes de morcegos mas,
também, serve-se deles, da mesma forma
como se serve de outros animais (4, 6, 7,
9, 11, 12, 19), isto é, como reservatorio.

No Brasil, Manuel Eugénio da Silva (21)
isolou o Histoplasma capsulatum de Rattus
norvegicus da cidade de Salvador, Bahia,
em 1956.

4) Os indices de infeccdo levantados no
Brasil, de 1949 a 1967, variam entre 24%
e 434% (13,23). E dificil estabelecer-se
comparacio, quando a procedéncia e a ti-
tulagem dos antigenos, bem ccmo as amos-
tras escolhidas e a regido estudada sdo di-
versas. Contudo, se considerarmos que
quanto mais perto da linha do Equador,
malis altos sfdo os indices de infecgdo (5),
nossos resultados sdo concordantes com os
demais realizadcs, exceto talvez, com os
encontrados em Goiania (2).

Acreditamos que entre os reatores posi-
tivos por nos detectados, existem casos
também de infeccdo por P. brasiliensis,
pois é possivel haver reac¢ao cruzada entre
pacientes de blastomicose sulamericana e
histoplasmose (1); porém nao se pode afas-
tar a possibilidade de serem esses indivi-
duos portadores das duas infecgoes.

Os resultados obtidos demonstraram a
prevaléncia da forma de histoplasmose-
infeccdo, na regido do DF e, conseqiiente-
mente, a possibilidade de ocorrerem cutras
microepidemias, como a de 1957 ou apare-
cimento de casos isolados de histoplasmose-
doenca.

5) Muitas teorias tentam explicar a maior
prevaléncia da Histoplasmose em areas bem
delimitadas assim como a disseminacao do
seu agente etiolégico para outras Aareas
onde, em determinadas épocas, surgem sur-
tos epidémicos. Todos particularizam co-
mo mais importante, um ou mais fatores.
Compreendemos que um biétopo é um
complexo de fatores ecologicos que sao
verdadeiramente essenciais. Deste modo,
nao podemos analisa-los separadamente.
Contudo, referindo-se a disseminac¢do do
agente etiologico, alguns fatores nao esta-
ticos, como os ventos e cursos dagua po-
dem ser considerados separadamente.

O Histoplasma capsulatum cresce no
solo saprofiticamente em natureza; seus
esporos livres sdo introduzidos no orga-
nismo por inalacdo ou ingestdo. Desde
que flutuam, podem, evidentemente, ser le-
vados a grandes distancias passivamente e,
se nas areas onde foram depositados hou-
ver acomodacoes favoriveis entre eles e o
substrato, novos focos surgirao.
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Pelo fato de quirépteros se infectarem
e, além disso, ser a composicdo quimica do
seu conteudo intestinal rica em substan-
cia que favorece o crescimento do Histo-
plasma capsulatum no solo, sua importan-
cia epidemioldgica deve ser enfatizada na
detectacao das fontes de infeccéo.
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SUMMARY

Parasitological and epidemiological studies were done in a rural area on
histoplasmosis, in Brasilia, D.F. where 14 persons had the disease.
The clinical, imunological and radiologic studies were reported in a previous

paper.

The isolation of H. capsulatum from soil of cave, viscera and blood from

bats (Phyllostomus hastatus hastatus) were performed. The isolation of fungi
from sentinel animals was negative as well the turn-over of intradermic tests

of hystoplasmin carried out previously.

Similar forms of T. gondii were obszrved in “printers” of viscera and subse-
quent isolation was made by inoculation of viscera macerate and bdblood, in

young mice.

Two ectoparasites were found in bats: Boophilus microplus and one diptera
from the family Streblidae. In the acaro were found trypomastigotes; however

this forms was not isolated.

Nematodes (Histiostrongylus octacantus) and Cestodes from the Mathevo-
taenia genus were found in the digestive tract of Chyroptera.

Two specimens from Cercomys cunicularis apereoide were captured near of
cave but no parasitological studies were done.

Intradermic test made in 826 peoples in the area gave 184 positives results

(22,27%) .

The cave where the infection accurred is a calcareous formation Bambui
type that seems to be from Silurian period based in tectonics aspects.
The isolation of H. capsulatum from soil of Bragzil, guanos, bats and viscera

of rodents was done before.

However this is the first time that the isolation of

H. capsulatum was made from a cave-source of infection from viscera and from

blood of bats.

The intradermic tests with hystoplasmin shows the prevalence of hysto-
plasmosis infection in rural area of Federal District and we point out the pos-
sibility of the occurrence of another micro-epidemy and isolated case of hysto-

plasmosis disease.
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