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RESUMO: Haemophilus influenzae isolado de Hquido cefalorraquidiano foi avaliado

quanto ao perfil de sensibifidade a antimicrobianos no teste de difusiio em dgar e concentragdo
inibitéria minima (CIM). A sensibilidade de 98 cepas foi comparada em relagho & ampicilina
no teste de difusio em 4dgar com indculo 108 URC/mE. (tubo 0.5 da escala de MacFartand) e
dilluido 102 o gqual corresponde a wma concentragfio final de aproximedamente 105
UPC/ml... Nos testes de difesfio em dgar no qual o indeulo 108 UPC/mL. foi usado, 56 cepas
foram resistentes ampiciling, 50 passo gue quando o indeulo 106 UFC/mL foi testado, 10
dessas cepas foram resistentes, No teste de concentragfo inibitdria minima somente 10 cepas
apresentaram CIM 2 2mceg/ml, resultados estes que foram compativeis com o halo de
inthigAo no teste de difuso em dgar, em ambas as concentragdes. A correlagdo do indeulo 108
UFC/mL e 10§ UFC/mL no teste de difusfio em dgar usando ampiciling, cefalotina,
cefoxitina, fosfomicina, penicilina e sulfatrim, mostrou que a dilviglo do indeulo ¢ fator
significativo na determinacio da sensibilidade das cepas principakmente quando testadas com
antimicrobianos betalactimicos. Esta observagio conduziu & padronizagio do indeulo 106
UFC/ml. para H. influenzae, visando a obtenciio de resultados reprodutiveis ¢ confidveis.

DESCRITORES: Haemophilus influenzae, meningite bacteriana, teste de sensibilidade

a antimicrobianos, betalactimicos.

INTRODUCAO
Haemophilus influenzae € um dos principais
agentes responsdveis por meningites bacterianas em
todo o mundo a acomete fundamentalmente criangas
na faixa etdria de 0-5 anos de idade’?,

O diagndstico precoce e o tratamento 3 base de
ampicilina &m contribuido marcadamente para ©
controle dessa infeccfio, Nos tltimos anos, com sur-
gimento de cepas resistenies, tem sido necessdria a

utilizagio de tratamentos altemativos, assim como
testes de sensibilidade a antimicrobianos que condu-
zam & uma resposta rdpida e configvel 141519,

O método de difusdio em dgar constitui-se e um
dos principais instrumentos ufilizados para esta {inal-
idade e, segundo alguns autores, mostra-se eficiente
apenas mediante a observagfio de critérios es-
pecificos™® !, Considerando que o indculo utilizado
pode ser critico para um teste de sensibilidade repro-
dutivel e confidvet'*12, avaliamos a padronizagfio do
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mesmoe em cepas de Haemophilus influenzae, através
da utilizagio do meio 4gar Mueller-Hinton suple-
mentado com 5% de sangue de cavalo, devido ao seu
baixo custo, operacionalidade ¢ ampla difusio em
N0SSO pais.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram estudadas, no perfodo de 1989
a 1990, um total de 98 cepas de Haemophilus in-
fluenizae isoladas de liquido cefalorraguidiano na
Seciio de Bacterologia do Instituto Adolfo Lutz. O
crescimento ¢ manutengdo das cepas foi feito em -
bos contendo Agar chocolate a 10% (sangue de cava-
lo e infusiio de cérebro e coragdo (BHI), e incubados
a 37°C a uma atmosfera de 5 a 10% de CO2. Staphy-
lococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli
ATCC 25922 foram usadas como cepas controles.

Meios de cultura, Foram utilizadas placas de 4gar
Mueller-Hinton suplementado com 5% de sangue de
cavalo para os testes de difusfio em dgar ¢ “Tryptic
soy broth” (T.5.B.) suplementado com 2% de fatores
de crescimento, nicotinamida adenina dinuclentideo
(fator V) ¢ hemina (fator X), para os testes de con-
centragdo inibitéria minima (CIM).

Testes de sensibilidade a agentes antinticrobianos.

Teste de difusfo em dgar: Foram realizados segun-
do BAUER et alii e Normas do “National Commitiee
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for Clinical Laboratory Standars” (NCCLS)(1,8), em-
pregando-se discos de ampicilina 10ug, cefalotina 30
itg, cefoxitina 30 pg, fosfomicina 30 ug, penicilina 16
U, sulfatrim (sulfametoxazol-trimetoprim) 25ug,
{marca CECON). Imediatamente ap6s o isolamento
das cepas, as mesmas foram subcultivadas em Agar
chocolate BHI a 10% e incubada 2 37°C a uma atmos-
fera de 5 a 10% de CO2 durante 18-24h. A seguir,
com ¢ auxflio de alca bacteriolégica, as cepas foram
homogeneizadas em 5 ml de soluglio fisiolégica
0.85%, ajustando-se a turbidez da suspensio de acor-
do com o tubo 0.5 da escala de MacFarland. Padroni-
zado o indculo, foram feitas diluicSes 102, semean-

. do-se por inundagiio estas dilnigbes e também

suspensdes na escala 0.5 de MacFarland em placas de
dgar Mueller Hinton chocolate a 5%. Apds secagem
por 13 minutos, 0s respectivos discos de antimicrobi-
anos foram colocados & superticie do meio ¢ as placas
incubadas a 37°C. A leitura dos halos de inibigio foi
realizada apés 18 2 24 horas de incubagfo,

Determinacfio da concentragio inibitéria minima:
A CIM para ampicilina foi determinada pelo métode
de macrodiluiciio, em caldo TSR, suplementade com
2% de VX. As concentragBes do anfimicrobiano utili-
zadas foram 0.06pg/ml. a 32ug/mid. A concentragio
final do indeulo foi de aproximadamente 10° pg/mL
{unidade formadora de coldnia). A leitura da CIM foi
realizada ap6s 24 horas de incubacio a 37°C. A CIM
foi definida como a menor concentragiio do antimi-
crobiano que impediu a turvagio do meio de cultura
observado macroscopicamente.
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FIGURA 1

Correlagiio entre a concentragao inibitdria minima (CIM) e o difmetro do halo de inibigAo obtidos no teste de difusio em
Agar. (A} inoculo 1:100 (B) indeuto 108 URC/mL.,
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Teste de Beta Lactamase. Todas as cepas foram
testadas para a verificacio da presenga da enzima
beta-lactamase peto método iodométrico’®.

Andlise Estatfstica. Os resultados encontrados
forar submetidos a andlise estatistica, empregando-
se o3 métodos do Teste de qui-quadrado e de re-
gressfio linear conforme descritos por SPIEGEL(12).

RESULTADOS

A relaciio entre 0 CIM e o didmetro do halo de in-
ibigdo para ampicilina & mostrada na Fig.1 (A} e (B).

Dentre as 98 cepas estudadas, 10 produziram a en-
zima beta-lactamase e apresentaram CIM 2z 2ug/mL.
Destas, 3 apresentaram halo de inibigio > 20mm.

A influéncia da concentragio do indculo no
padriio de sensibilidade das cepas analisadas foi ob-
servada em funco da variagfio do difimetro do hale
de inibigdo obtido. Utilizando-se inGeulo dilufdo
1:100, 88 cepas apresentaram halo de inibiggo
=20mm (Fig.1A), e enquanto que, com o indeulo
10¥UFC/mL, 56 cepas apresentaram halo de inibigdo
<19mm. O NCCLS? recomenda difmetro de ini-
biglo para ampicilina £19mm ¢ 220mm  para resis-
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FIGURA 2

Correlagio indenlo 108 UFC/mb. e 105 UFC/mE. no teste de
difusdo em dgar, através de correlagiio linear

AP- ampicilina 10 pg
CF- cefalotina 30 ug
CT- cefoxitina 30 ug

FO- fosfomicina 50 pg
PN- penicilina 10{}

ST- sulfametometoxazol-
trimetoprim 30 pg
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téncia ¢ sensibilidade respectivamente. A partir de
1688 o NCCLS® recomenda outros valorés somente
quando o meio HTM (Haemophilus Test Medium) é
usado para o teste de sensibilidade.

A correlaglio entre o indeule 108 UFC/mL e 106
UFCfmL no teste de difusfio em Agar, observada na
Fig. 2, mostra gue o sulfatsim foi o antimicrobiano
com maior estabilidade frente a mudanga do inéeuto.

DISCUSSAD

A selecio de um método para realizacfio de teste
de sensibilidade de difus3io em 4gar baseia-se em
vérios fatores, 0s quais incluem a preciso do méto-
do para a evidenciagfio da reprodutibilidade do
didmetro do halo de inibigio, a fidedignidade do
teste para distinguir entre microrganismos sensiveis
¢ resistentes ¢ deve possibilitar correlagdo entre o
halo de inibi¢&o ¢ a CIM avaliada pela andlise de re-
gressdo linear 2618

Os meios de cultura normalmente utilizados tem
como base o dgar Mueller-Hinton, o qual para mi-
crorganismos fastidiosos como Haemophilus sp,
deve ser acrescido de sangue (Mueller-Hinton choco-
late 5%) ou NAD e Hemina (HTM).

Em estudos realizados para avaliagio dos meios
de cultura em teste de sensibilidade a antimicrobia-
nos, para Haemophilus sp MENDELMAN et alii(7),
demostraram que 45% destas cepas resistentes 4 am-
picilina, produtoras ¢ nZo produtoras de beta-
lactamase, ndo cresceram no meio HTM, e observa-
ram tarabém neste meio HTM, resultados contra-

ditérios quanto & sensibilidade das cepas estudads.

Esta constatacfo vem corroborar a nossa opgfio
de escolha do dgar Mueller-Hinton chocolate a 5%
para avaliaciio das cepas em nosso estudo.

Além da interferéncia do meio de cultura na reali-
zagho dos testes de sensibilidade, FERNANDES et
atit*, observaram que a padronizagiio do indeuto con-
stitui um fator fundamental na obtengio de halo de
inibicAo compativel com a CIM,

Em nosso estudo, utilizando indcuie 105 URC/
mL, 88 cepas apresentaram-se sensfveis & ampicili-
na, com a CIM <lpg/ml e halo de inibig3o entre 20
a 32 mm. Ao analisarmos, ro entanto, o perfil de
sensibilidade das cepas inoculadas a uma concen-
tragfio 108 UFRC/mL, verificamos um aumento de ce-
pas com halo de inibigho $19mm e CIMS2ug/mi
mas com auséneia de produgfio da enzima betalacta-
mase. Diante deste fato, alguns autores recomendain
a realizacHo do teste da betalactamase, para aumentar
a margem de seguranca do perfil de resisténcia a ser
constderado®. Dentre as cepas resistentes (fig.1A ¢
B). 3 cepas apresentaram halo 220mm e seriam refa-
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tadas como sensfveis, porém apresentaram befalacta-
mase, sendo portanto resistentes. Segundo DOERN
et alii? 2 formag3o de halo de inibigio seria devido 2
baixa producgio de beta-lactamase por essas cepas.

A influéncia da concentrac@o do indculo no resui-
tado da sensibilidade das cepas & ampicilina fol
constatado também por ROBERTS et alii!!, compa-
rando diferentes concentragfes do inSeulo para Hae-
mophilus influenzae, © qual obteve diferentes
padroes de sensibilidade em vérios métodos, com re-
sultados mais eficientes nos testes de difusfo em
dgar com indeulo 1:70. O mesmo efeito da concen-
tracio do indculo pdde ser observado em cepas de
Proteus mirabilis por FURTADO et alit® que, 20 uti-
lizarem inéculo 1:160, obtiveram maior nimero de
cepas sensiveis, as quais, no entanto, foram incluidas
na categoria de intermedidrias quando o indculo
compativel com o mabo 0.5 da escada de MacFarland
fot utilizado.

Pela andlise da Fig.2, ao compararmos as concen-
tracBes dos indculos de Haemophilus influenzae no

teste de difusfo em &gar para os antimicrobianos
testados, observamos um maior impacto da concen-
tracio do indculo em relagiio & sensibilidade a am-
picilina ¢ & cefalotina do que sulfatrim. Este fato evi-
dencia nitidamente a influéncia da concentragdo do
indculo no teste de difusdio em dgar com agentes an-
timicrobianos betalactimicos.

De acordo com o observado, acreditamos ser ne-
cessfiria wma rigorosa observagdo da concentracio
do inbculo ao se realizar o teste de difus@io em égar,
visando melhores resultados nos laboratérios
clinicos, assim como uma utilizaglio mais eficaz dos
antimicrobianos na terapgutica infecciosa.
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SUMMARY: This study analyzes the effect of the inocuium concemtration of
Haemophilus influenzae strains to defermine the antimicrobial susceptibility. A total 98
strains isolated from cerebrospinal fluid (CSF) was studied through the disk diffusion method
and the minimal inhibitory concentration (MIC). The results showed that with the inoculum
10% UFC/mL, 56 strains were resistant to ampicillin, but with this inocufum diluted to 108
URClmL, 10 cepas of the strains were resistant to this antiobiotic in the disk diffusion method
The correlation of the inoculum 108 UFC/ml and 108 UFC/ml in the disk diffesion method
wsing disks containing ampicillin, cephalotin, cephoxitin, fosfomyein, penicillin and
sulfamethoxazole/irimethoprim showed that the inoculum concentration is 2 significante
factor in the strain susceptibility, mainly when testing betalactamic antibiotics. This
observation led to a standardization of inoculum size at 10° UFC/ml. when testing H.

influenzae, in order to abtain dependable and reproducible results,

KEY WORDS: Haemophilus
susceptibility test, betalactamics.

influenzae,

bacterial meningites, antimicrobial
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