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RESUMO: De culturas de sangue foram isoladas e identificadas 267 amostras
bacterianas do género Haemophilus, na Seclio de Bacteriologia do Iastituio Adolfo Luiz -
S50 Paulo no perfodo de 1979 a 1991, H.influenzae corresponden a 91.0% (243 cepas) da
totalidade dos casos com a predomindacia do biotipo | {65,9%) seguido dos biotipos If
{29,6%), I (2,1%), IV (0,8%) e V (1,6%). Na quase totalidade das cepas o sorotipe b
prevaleceu {93,0%) ¢ apenas uma amostra bacteriana foi caracterizada come sorotipo f.
H.influenzae biogrupo aegyptius ocorreu em 7,.5% dos casos, tendo as 20 cepas isoladas
apresentado as caracteristicas fenoffpicas e genotfpicas do agente etioldgico da Febre
Purpiirica Brasileira. O H.parainfluenzae foi identificado em 4 amostras, 2 delas pertencendo
a0 biotipo I, outras acs biotipos 1 ¢ V. Considerando o ndmerc de amostras de sangue de
cada paciente, pdde-ge observar gue em 29,5% dos casos o agente eticldgice ndo se
desenvolven na totatidade das mesmas, indicando a necessidade de amostras mitiplas de
sangue para 0 diagndstico de doengas invasivas.

DESCRITORES: Haemophilus, H.influenzae, biotipos e sorotipos; H. influenzae
biogrupo acgyptius; H. parainfluenzae; hemocultura,

INTRODUCAO

A hemocultura tem grande importincia no
diagndstico laboratorial de doengas bacterianas in-
vasivas como também no controle de infecgdes em
atobientes hospitalares', Nas infecoBes bacterémicas
simples as enterobactérias fem prevalecido em nosso
meio, seguidas de cocos Gram-positivos, de bacilos
Gram-negativos aerébios estritos, de Haemophilus e
de diplococos Gram-negativos®.

O Haemophilus influenzae, principalmente o sor-
otipo b, tem side apontado como uma das principais
causas de doenca invasiva em criangas com idade in-
ferior a § anos'. E também o agente etioldgico mais
frequente em meningites bacterianas’, o que conduz
& indicaciio da cultura de sangue para diagndstico
eticldgicol,

O H.aegyptius, agente responsdvel por conjunti-
vites purulentas vem, desde 1984, ocasionando uma

* Reatizado na Seclo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, 3o Paulo, SP.
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doenga sistémica em criangas menores de [0 anos,
denominada Febre Purptirica Brasileira (FPB), em
vérias regides do Pafs. Este microrganismo foi pos-
teriormente caracterizado como H.influenzae biogru-
po aegyplius®, sendo o sangue a fonte principal para
o seu isolamento e diagnéstico laboratorial®’. Desta
forma a hemoculfura constitui-se, até o momento,
no Unico méiodo de confirmagiio do diagndstico
clintco, assumindo importancia particularmente rele-
vante quando se propde a esclarecer o agente
etioidgico da FPB.

Considerando gue diferentes espécies do género
Haemophilus também podem provocar infeccBes sis-
témicas, foi feitc um estudo retrospectivo das bactér-
ias deste género que puderam ser isoladas de cultura
de arnostras de sangue na Secfo de Bacreriologia ou
recebidas de hemocuitura processadas cm outros Ia-
boratérios, no perfodo de 1979 a 1991,

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 267 cepas de Haemophilus sp
originadas de cultura de sangue de pacientes interna-
dos com a febre a esclarecer em vérios hosipitais da
Rede Piblica do Estado de S&o Paulo e outros Esta-
dos. Os frascos de cultura semeados ou as cepas ja
isoladas, foram enviadas & Segio de Bacteriologia do
Instituio Adolfo Lutz, S3o Paulo.

Os meios de cultura empregados para as hemo-
culfuras consistiram de caldo triptose soia (TSB)
ou caldo de infusio de cérebro e coraciio (BHI,
acrescidos de sulfato de polianetol sédico (SPS) a
0,05%:.

Os frascos foram semeados no momento da
pungio sanguinea, na proporeio de 10% do meio de
cultura, ou seja, 10 mi de sangue para 50 mi do
meio de cultura, € levados & incubaglio a 35-37°C.
Estes frascos de cultura semeados foram examina-
dos macroscopicamente, diariamente, durante 7 dias
para se¢ evidenciar turvac@c. Havendo tais alte-
ragles, foi recolhida uma aliguota de maferial, as-
septicamente, através de seringa ou colecut BCB
VENT/SVB UNIT (Difco) ¢ realizado esfregago co-
rado pelo Gram, modificado por Hucker®. Dos fras-
cos que permaneccram inalterados foram feitos sub-
cultivos apds 2 © 5 dias de incubagfo, em tubos
contendo dgar chocolate constitufdo de base BHI
acrescida de 10% de sangue estéril de cavalo ou co-
elko. Os tubos foram mantidos em estufa a 37°C
em atmosfera de 5 a 10% de CO2, durante 24-48 h,
para confirmaclo de resultados negativos.

A ocorréncia de crescimento bacteriano com pre-
senca de bacilos Gram negativos pleomérficos com
morfologia de col6nias semelhantes as apresentadas
pelo genero Haemophilus orientou para a realizagio
da prova de satelitismo. A comprovagiio da presenca

de Haemophilus levou & caracterizagdo bioguimica e
sorolégica da cepa, segundo metodologia previa-
mente descrita®67 1214,

RESULTADOS

Das 267 cepas de Haemophilus sp, isoladas de
sangue no perfodo de 1979 a 1991, 243 (91.0%)
foram caracterizadas come H.influenzae. Entre as
cepas de H.influenzae houve maior ocorréncia do
bictipo I {65,9%) e do sorotipo b {83,0%). Um total
de 11 cepas ndo apresentaram capsula (NTY e em S
cepas ndo pdde ser realizada a soroaglutinagio (Ta-
beia 1). Nesse mesmo perfodo foram iseladas 20
(7.5%) cepas de H.influenzae blogrupo aegyptius,
de pacientes com suspeita clfnica de FPB. Estas ce-
pas apresentaram resultados de provas bioquimicas
compativeis com a espécie ¢ demonstraram reagio
de soroaghitinacfio positiva com o antissoro policio-
nal. Outras 4 {1,5%} cepas foram definidas como
H parainfiuenzae (Tabela 2) que apresentaram z ca-
pacidade de sintetizar a porfirina (ALA), fermentar
a glicose {com produgio de gis), e a sacarose po-

TABELA 1
Sorotipos e biotipos de 243 cepas de H. influenzae isoladas
de sangue
Serotipo Biotipe
1 IT HI v v Total
N% N% N% N% NN %
b 146 71 4 2 3 226 930
H ! - - - - 1 04
NT g 1 1 - i 11 43
NR 5 - - - 5 21

Total  160(63,5) 72(28,6) 3(2,1) 2(0.8) 4(1,6) 243 (100.0)

NT = niotipgvel
NR = afio realizado

TABELA 2

Provas diferencials que caracterizaram os biotipos das 4 ce-
pas de H. parainflucnzae isoladas de sangue

Biotipos

I H H IV V VI VI Vill

Ornitina-D + + - + -+ e .
Urease - R N + -
- Triptofanase - - - -+ o+ o+
{Indol)
Total 2 1 06 0 1 6 9 04
+ reagdo positiva

- = reaglio negativa

89



VIEIRA, MEP; MEZZACAPA NETO, B LANDGRAF, LM, BUSCHINELLI, $.5.0; TONDELLA, ML.C.
BRANDILEONE, M.C.C. & VIEIRA, V.8.D. - Bactérias do género Haemophilus isoladas de sangue, na Secdo de
Bacteriologia, Instituto Adeifo Lutz no perfodo de 1979 a 1991, Rev. Inst. Adolfo Luiz, 54(2): 88-92, 1994,

TABELA3

Distribui¢do do ndrmero de amostras de hemoceltura positi-
vas para haemophillus sp de cada paciente, em relagio ao
néimero de amostras de hemocultura enviadas

Amosiras Total Pacientes
Positivas
b 42.6%
212 24.0%
343 3.9%
172 13.9%
13 10,9%
Iz 4,1%

2= N° de amostras de hemocultura positivas
b = N° de amostras de hemocuitura enviadas

rém ndo desdobraram a xilose, lactose ¢ manila.

Relacionando o nimero de amostras de hemo-
culturas positivas com o nimero de amostras envia-
das de cada caso suspeito, pdde-se observar que om
70.5% dos casos o ndmero de amestras enviadas
correspondeu ao nimero de culturas positivas, en-
tretanto para 29,5% dos casos clinicos nem lodas as
amostras recebidas puderam  revelar o agente
etioldgico.

DISCUSSAO

Das 267 cepas do género Haemophilus estuda-
das, foram identificadas espécies diferentes e todas
tveram o teste de satelitistno positivo, Desta for-
ma pdde-se demonstrar que esta prova ndoc contri-
bui para definir a espécie. Este trabalho demon-
strou a importincia da caracterizaglio das espécies
do género Haemophilus, através de provas bio-
quimicas e enziméticas, gue contribufram para a
verificagdo de que H.influenzae fol a espécie pre-
dominante entre as estudadas sendo esse microrga-
nismo um dos agentes mais frequentes de menin-
gites bacterianas.

Embora H.influgnzae biotipo T ¢ o sorotipo b se-
jam os biotipos e sorotipos mais frequentemente iso-
lados de cepas invasivas de H.influenzae, neste estu-
do foi também identificada uma cepa de
H.influenzae do sorotipoe f. Este sorotipo j4 tem sido
isolado do sangue por outros autores como McGow-

G0

an et alii’® gue identificaram duas cepas do sorotipo
£, Kamme' que relatou a ocorréncia de uma cepa e
Wallace!” de 3 cepas provenientes do sangue de trés
pacientes com pneurnonia.

Irino e col®, estudando 15 casos de FPB, dos guais
materiais biolégicos como sangue, lquido ce-
falorraquidiano, secrecio de conjuntiva e orofaringe
foram examinados, observaram que s cultura de
sangue fol positiva em 80% dos casos, 0 que elege esse
exame pata o diagndstico laboratorial dessa infec¢io.

A ocorréncia de cepas de H.parainfluenzae nas
culturas de sangue, como também 4 relatado por
Brunn et alii®, comprova a importineia de s¢ comple-
mentar, com provas bioguimicas e enzimdticas, a ob-
servagio de um satelitismo positivo para 2 definigio
da espécic do genéro Haemophilus.

Segundo Bone!, “A frequéncia com gue sitios
miltipios de infecglo piogénica estdio associados &
meningite por Haemophifus em criangas Com Imenos
de 2 meses de idade comprova que cultura de sangue
ndo ¢ apenas 1til, mas tambén uma investigacio adi-
cional necesséria”,

Este estudo, embora direcionado para caracteri-
zagio das espécies do género Huemophilus, demon-
strou a importincia da cultura de sangue, em vista da
ocorréncia de positividade desses exames laboratori-
ais em 5 pacientes que tiveram também o LCR ex-
aminado, mas com resuitados negativos {dados nfo
demonstrados). De outros 62 pacientes com culturas
positivas de sangue e de LCR, os resultados nos dois
exames foram compativeis para o mesmo biotipo e
sorotipo de H.influenzae.

Segundo Koneman', a obtengio de uma amos-
tra de sangue para cultura, imediatamente antes de
um pico febril, £ ideal porgue este € o perfode de
mator concentracio de microrganismos circulantes.
No entanto como este pico ndo pode ser previsto,
recomenda-se, geralmente, que as hemoculturas de
rotina sejam obtidas de diferentes locais de puncio
venosa com, no minimo, uma hora de diferenca.
Neste trabatho fol comprovada a imporifincia dessa
recomendagiio, pois em cerca de 29,5% dos acasos
a positividade da cultura nfo ocorreu ¢m todas as
amostras enviadas. Fsta observacfio reforga a im-
portiincia da recomendagBo de serem enviadas
vdrias amostras de sangue de cada paciente, princi-
palmente nas bacteriemias com febres intermitentes,
possibiliiando assim a malor probabilidade de ob-
tenclio de cultura positiva,
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ABSTRACT: From blood cultures, 267 strains of the Haemophilus genus were isolated
and identified in the Secfio de Bacteriologia of the Instituto Adolfo Lutz, S¥o Paslo, in the
peried 1979 to 1991 H.inflnenzae accounted for 81,0% (243 straing} of the total cases, with
bictype I {65,9%) predorminating, followed by biotypes 1} (29,6%), HI (2,1%), IV {0.8%),
and V {1,6%). In most cases serotype b was predominant (93,0%), and only one strain was
chaencterized as serotype f. H. influenzae biovar segyptins ocorred in 7,5% of thee cases,
having all the 20 isolated strains shown the phenotype and genotype characteristics of the
cticlogic agent of the Brazilian Purpuric Fover, H parainfluenzae was identified in 4 of the
strains, being two of biovar [, and one each of Movar 1 and V. Concerning the number of
biood samples of every patient, it was noteworthy that in 29,5% of the cases, the etiologic
agent did not develop in all of the samples, showing the meaning of multiple bloed samples
for the diagnosis of invasive diseases,

DESCRIPTORS: Haemophilus, H.influenzae, biotypes and serotypes; H.influenzoe
biovar aggyptius; H.parainfiuenzae; blood culture.
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