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RESUMO: Hoemophitus influenzae causam varias doengas invasivas, das quais a menin-
cite é a mais fregiiente, ¢ se constituem em urma grande ameaca 4 satde em todo o mundo.
Nos exames laboratorials do Hguido cefajorraquidiano (LCR) realizados na Secdo de Bacterio-
iogia do Instituto Adoife Luiz, Centro de Referéncia Nacional para meningites, Sfo Paulo,
SP, esta bactéria tem figurado como um dos agentes eticldgicos predominantes das meningites.
Foram estudadas 1.000 cepas de . influenzae isoladas de LCR no periodo de 1977 a 1990.
A caracterizacdo da especie H. influenzae e a definicio dos biotipos foram obtidas através do
estudo de propriedades bioguimicas, e também foram determinados os sorotipos através de rea-
ches de aglufinagdo com antissoros especificos. Dentre os biotipos, o mais fregiiente foi o 1
(70,9%), seguido do 1I{27,5%). Com relacio aos sorotipos o b foi ¢ mais prevalente (99,3%),

mas sorotipos ¢ {0,690} ¢ ¢ (0,1%) também foram encontrados.

DESCRITORES: Haemophilus influenzae; H. influenzae, biotipos e sorotipos; meningi-

tes por H. influenzoe.

INTRODUCAQ

Membros do génere Haemophilus s&0 parasitas
obrigatdrios integrantes da microbiota normal do
trato respiratério, mais propriamente do oro-
faringe, do homem e de alguns animais. A espécie
H. influenzae é responsavel por uma variedade de
doengas em humanos, gue variam de uma simpiles
faringite a doengas graves como a meningite.

Morfologicamente, H. influenzae s3o bacilos
Gram negativos que podem se apresentar como co-
co-bacilos ¢ formas filamentosas caracterizando
pleomorfismo. As coldnias em agar chocolate so
lisas, baixas, convexas, acinzentadas, transhicidas
¢ atingem de 0,5 a 1,0 mm de difmetro. Ndo apre-
sentam hemolise em dgar-sangue. Cepas isoladas
de infeccdes invasivas sdio geralmente encapsula-
das.

O crescimento destes bacilos em meio de cultu-

** Do Instituto Adolfo Lutz,

Ta é caracterizado pela sua dependéneia do chama-
do fator V. Este fator esté proximamente ligado
a0 processo de oxidacfo-reducdo do crescimento
celular, sendo uma das duas co-dehidrogenases,
NAD ou NADP, ou certos precursores indefinidos
das mesmas, Sdc também desprovidos da capaci-
dade enzimdtica de converter o dcido delta-
aminolevulinico & porfirina, exigindo, portanto he-
mina do sangue ou fator X,

A diferenciacio das espécies de Haemophilus,
no entanto, requer cufras provas além da depen-
déncia dos fatores V e X. As reacles de degrada-
¢fo de carboidratos e outras reagdes bioquimicas
sfo dados importantes para a caracterizagio de es-
pécie e de hiotipos, como também ¢ importante a
determinacio dos sorotipos através da pesquisa dos
antigenos capsulares.

Considerando-se a importincia do H. influen-
zere que endre nos tem sido agente frequente de me-

* Realizado na Secdo de Bacieriologia do Instituto Adolfo Lutz, 38c Paulo, SP,
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ningites, foi estudada a caracterizaciio dos bioti-
pos e sorotipos de cepas isoladas de liquido cefa-
lorraguidiano, na regidc de Sdo Paulo, SP, Bra-
sil, no perfodo de 1977 a 1890,

MATERIAL E METODOS

Cepas de Haemophilus sp, em um total de 1,000,
foram isoladas de amostras de liquido cefalorra-
quidiano (LCR) no laboratério de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Luiz, Centro de Referéncia Na-
cional para meningites, S0 Paulo, 8P, Recomen-
dou-se a semeadura direta logo apds a puncéo, de
pelo menos 5 gotas do LCR em 4gar chocolate a
5% (sangue de coelho), tendo como meio base o
agar Mueller Hinton. O meio de cultura semeado
foi incubado o mais rapido possivel a 35-37°C em
ambiente de 5-10% de CO2 e umidade’. Haven-
do crescimento, foram realizados esfregacos cora-
dos pelo método de Gram modificado por
Hucker®. A presenca de bacilos Gram negativos,
predominantemente de coco-baciios, e com carac-
teristicas de pleomorfismo, de culturas com colg-
nias pequenas, translicidas, acinzentadas, orien-
tou para a realizacio da prova de satelitismo em
placa de dgar-sangue de carneiro a 5%, base 4gar
comum’, na qual tarbém foi observada a presen-
¢a ou auséncia de hemdlise. O indculo para esta
prova correspondeu a uma diluicdo a 1:100 de uma
suspenséo com turbidés equivalentc a 0,5 da esca-
la de McFariand. Para o estudo das caracteristi-
cas bioguimicas € soroldgicas foram realizadas sub-
culturas em meio agar chocolate a 10% (sangue de
cavalo) base BHI (Brain Heart Infusion). A carac-
terizac&o do género Haemophilus ¢ espécie influen-
zae fol desenvolvida segundo metodologia atuali-
zada empregada no Laboratorio do Prof, Kilian,
em Aarhus, Dinamarca (comunicacfio pessoal). As-
sim, foram realizadas provas de catalase ¢
oxidase!’-** e determinada a habilidade ou ndo
da biosintese de porfirinas a partir do acido delta-
aminclevuiinico (ALA) através do teste da
Porfirina® 3. A degradacio de carboidratos foi
observada em base PRB (Phenol Red Broth), Dif-
¢o, esterilizada por autoclavacio a 121°C durante
15 minutos, a qual foram acrescentados os acuca-
res glicose, sacarose, lactose, xilose e manitol, es-
terilizados por filtragdo, na concentracio final de
1%. A producdo ou ndo de gas resultante da fer-
mentagdo da glicose foi observada com o auxilic
do tubo de Durhan colocado no tubo contendo este
carboidrate'¥. A estas bases foram acrescidos 0s
fatores V e X produzidos no laboratdrio: o V a par-
tir de levedo de péo e 0 X a partir de sangue coa-
gulado, ambos na concentracio final de 1%,
Comparativamente, na observacio da fermentacio

&8

da sacarose, foi empregado NAD {nicotinamide
adenine dinucleotide) comercial Difco ou Sigma
(fator V) em uma conceniracfio final de
10ug/mlib 83004 Ag reagBes de fermentagio,
quando negativas em 24 h de incubaciio, foram ob-
servadas até cerca de § dias. A produ¢do ou nio
de Beta-galactosidase — QONPG — foi deseavolvi-
da segundo Biilow’, como descrita por Lee ¢
colaboradores’. As provas de determinacio das
enzimas triptofanase, urease e ornitina descarbo-
xilase foram realizadas segundo
Kilian®®11.12.43,14.22.24 © Nog  gubstratos para
ornisina'®, urdia ¢ indolV, em guantidades de 0,5
ml em tubos de 12X120, foi emulsionada uma al-
¢a bem cheia do indcule bacteriano de 24 a 48 b
e a leitura realizada apos incubaciio a 37°C por 4
a 24 h. Para a revelacio de indol foi empregado
o reativo de Kovacs!™134*, A identificacio dos so-
rotipos, designados de @ até 1218141921 o) pro-
cessada por soroaglutinacido em 1mina, empregan-
do-se antissoros Difco e os produzides na Secio
de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, segun-
do a metodologia do CDC.

RESULTADOS

As cepas de Haemophilus estudadas se caracte-
rizaram, por apresentarem uma morfologia de ba-
cilos Gram negativos, curtos, porém Hgeiramenie
pleomorficos. As colbnias em Agar chocolate a 5%,
base Mueller-Hinton, eram lisas, baixas, convexas,
acinzentadas, translicidas ¢ pequenas. Nio eram
hemoliticas em dgar-sangue. Apresentaram prova
de satelitismo positiva ¢ prova do ALA negativa
e ndo se desenvolveram em dgar comum. Todas as
cepas foram catalase e oxidase positivas, embora
em algumas a reagio de oxidase tenha sido relati-
vamente tardia. Definindo a espécie H. influenzae,
houve fermentagfo dos carboidratos glicose, sem
producfio de gas, e xilose, com poucas excegdes des-
ta tultima. Confirmando a espécie, ndo houve fer-
mentagio da sacarose com o emprego do NAD co-
mercial, no entanto, com o emprego do fator V
produzido a partir de levedo de pdo, ocorreram rea-
¢Bes positivas falsas.® Foram negativas também as
reacOes de fermentaco da lactose e de manitol
{Quadro 1). A pesquisa das enzimas triptofanase
{indol), urease ¢ ornitina descarboxilase, que defi-
nem a subdivisio em biotipos, revelou que o bio-
tipo I foi 0 mais prevalente nos 14 anos considera-
dos (Tabela I} com a média total de 70,9%. Os so-
rotipos, determinados pelo polissacarideo capsu-
lar, foram predominantemente o sorotipo b
(99,3%), dos guais 99,4% pertenceram ao biotipo
I, com a ocorréncia tambén: dos sorotipos & (0,6%)
¢ ¢ {0,1%). Algumas cepas ndc foram sorotipadas
por auséneia da cdpsula (Tabela ID).
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QUADRO |

Caracteristicas engimdticas dos Haemophilus influenzas
estudados. IAL. Sdo Paulo. SP

Dependéncia de NAD {satelitismo)
Sintese de porfirinas a partir do dcide
delta-aminolevulinico (ALA)
Hemdolise
Catalase
Oxidase
ONPG (Beta-galactosidase)
Acido de glicose
Gés de glicose

Acido de sacarose

Acide de lactose
Acido de xilose
Acido de manitol

+  100%

- 100%
- 100%
+  100%
+  100%
—  100%
+  100%
—  100%
w 100%
- 100%

99,8%

—  100%

TABELA 1

de LCR no periodo de 1977 o 1990, FAL. Sdc Paulo. SP.

Resultados nidmericos ¢ percentuais dos biotipos de H. influenzae fsolados

Ano 1977 1998 1979 1980 1981 1982 B9B}  1SB4 198BS 1986 98T ISR 188%  I8%0 Tl
Biotipo
I N4 i 24 31 2 43 bE] 57 108 34 65 6% it 3l 9
W o100 886 W6 674 691 LY 8,1 ML I T 64 MR 684 614 Y
it N2 4 10 15 13 % 3 16 i 22 » 24 35 15 275
% 4 294 6 305 BT O3NS A6 1S 02 WS B B/S R 2WE
outros N? 1 | 1 3 4 3 2 16
(LIVY) % 1.4 I 14 2,7 4, 32 17 i6
TOTAL & 4 3§ 34 46 42 73 84 74 42 168 98 56 7 46 106
%o 100 00 106 160 160 i 10 109 100 106 100 160 it 0 0
TABELA I
Fregiiéncia dos sorotipos de H. iafluenzae esfudados
ANG 1977 1878 1979 1880 1981 1982 1983 1984 1985 1986 ISRV 1988 1689 180 Total
Sorotipe
a NP 2 i 2 i &
By 4 0% 2 13 3.6
B N? 4 35 i 46 42 7 34 313 16 g5 91 115 45 983
T 100 160 100 100 180 984 100 108 986 991 9TS WY 100 He 993
¢ N? 1 1
L] 14 3,1
Total de capas 4 35 34 46 42 73 84 (XTI T 97 g2 I3 45 988
encapsuladas
NT NP i H 2 { 4 2 i 2
Total de cepas 4 35 34 46 42 3 84 [C T A 1 98 9 7 46 1000
estudadas

NT = nio tipdvel
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DISCUSSAO E CONCLUSAD

Haemophilus influenzae causa vérias doencas in-
vasivas, das quais a meningite é uma das mais gra-
ves, € se constitue em uma grande ameaca a sav-
de, em tode o mundo. Nos Estados Unidos, Fin-
landia ¢ Suécia, H. influenzae tipo b tem sido ¢
agente causal mals fregliente das meningites
bacterianas®®®, Dentre as amostras de LCR dos
casos suspeitos de meningite bacteriana processa-
das nesta Seclo de Bacteriologia, H. influenzae tem
aparecido como o agente prevalente. Excegfio foi
observada quando da epidemia por Neisseria me-
ningitidis, sorogrupo Ce A, de 1972 a 1978, e mais
recentemente, a partir de 1987, com prevaléncia
maior de N. meningitidis sorogiupo B.

O género Haemophilus se caracterizoun por apre-
sentar morfologia de bacilos Gram negativos, geral-
mente pleomorficos, e por produzir prova de sate-
litismo positiva, ndo se desenvolvendo em meios de
cultura simples, como o dgar comum. A prova de
satelitismo €, no entanto, presuntiva e qnando ndo
étecnicamente bem realizada pode levar a falsas in-
terpretactes. Isso ocorre guando o indeulo € muito
carregado e hd crescimento em toda a 4rea semea-
da. Nos casos duvidosos, a prova foi repetida com
indculo diluido, Observamos que o melhor resulta-
do é obtido com um indcuio correspondente a uma
dituiclo & 1:100 partindo de uma suspensdo com tur-
bidés equivalente a 0,5 da escala de McFarland, ¢
aplicada sempre em 4gar-sangue de carneiro'2

A habilidade ou nfo de sintetizar porfirinas a
partir do dcido delta-aminolevulinico (ALA) & um
dado de grande importancia, O emprego do ALA
na determinaciio da dependéncia do fator X vem
esclarecer a divida que surge quande o Heemo-
philus influenzae cresce em presenga somente do
fator V em meio base PRB. Demonstra-se assim
a notoria dificuldade de se produzir um meio de
cultura livre de tracos do fator X ou porgdo férri-
ca do sangue, e também que, mesmo exercendo-se
¢ preparo do indeulo com cuidados extremos, o fa-
tor X é freglientemente carregado do dgar choco-
late. Além da impureza dos meios de cultura, a con-
digdo parcial de anaerobiose que se forma em meio
Hquido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator.

liguido como o PRB faz com que esta bactéria se
torne menos exigente ou independente deste fator,

A importéncia de realizar provas bioquimicas pa-
ra a caracterizac@o das espécies do género Haemo-
philus foi salientada por Kilian!!, quando cita Ha-
ble, Logan & Washington (1971), que, trabalhando
com lquido cefalorraquidiano, reportam o H. pa-
rainfluenzae como causa de meningite, porém seus
resuitados foram baseados somente na dependéncia
dos fatores V e X. Estas provas sio consideradas in-
suficientes para definir as espécies deste género,

A correlacdo entre biotipo e sorotipo foi discu-
tida por Zinnemann® e Kilian'é, tendo o primei-
ro relatado ndo haver associa¢do, porém com ba-
se em um pequeno nimero de cepas dos biotipos
111 e IV nfdo encapsuladas. O segundo refere-se a
uma refaciio entre biotipo de H. influenzae, fonte
de isolamento e sorotipo capsular.

Neste trabalho a maioria das cepas pertenceram
ao biotipo 1 (70,9%) ¢ ao sorotipo & (99,3%), con-
cordando com diferentes autores'»#*, Das cepas
do biotipe 1, 99,4% apresentararm um anfigeno
capsular do sorotipe b 0,2% do sorotipo ¢ ¢ 6,4%
nio eram encapsuladas), verificacdic esta que pa-
rece indicar uma relacfo entre biotipos e sorotipos,
conforme citado por Kilian'%, Das cepas ndo tipd-
veis, 8 perfenceram aos biotipos 11, I e IV (70%)
e 4 80 biotipo 1 (30%) (Tabelas I ¢ IT). Estas cepas
ndo encapsuladas foram isoladas, na sua maioria
(58,3%) de amostras de Hquido cefalorraguidiano
de pacientes na faixa etdria acima de 8 anos. Com
reldo 4 cepa do sorotipo ¢, foi isolada de LCR de
um paciente com 17 anos de idade, ¢ quanto &s ce-
pas do sorotipo g, estas foram isoladas de pacien-
tes com idades que variaram de 2 meses a 12 anos.
No entanto, nossos dados s&o insuficientes para re-
lacionar os achados desses sorotipos menos fre-
qientes 4 idade do paciente,
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ABSTRACT: Haemophilus influenzoe are causal agents of human diseases, chiefly menin-
gitis, all over the world, In the examinations of CSF in the laboratory of Bacteriology, Institu-
te Adolfo Lutz, S8o Paulo, SP, this bacterium was the one most frequently isolated, together
with Neisseria meningitidis and Streptococcus preumonige, For the characterization of H. in-
Jiuenzae species and biotypes definition, biochemical tesis were performed, as well as serotyp-
ing of the capsulated strains. From 1977 to 1990, 1.000 strains of H. influenzae isolated from
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CSF were studied. Among biotypes, the most frequent was I (76,9%) and the next one was
I (27,5%). Concerning serotypes, b was the most prevalent {99,3%), but type @ (0,6%) and

¢ {0,1%) were also found.

DESCRIPTORS: Heemophilus influenzae; H. influenzae, biotypes and serotypes; H. in-

Sluenzae meningitis.
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