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RESUMO: De culturas de sangue foram isoladas e identificadas 267 amostras
bacterianas do gênero Haemophilus, na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz -
São Paulo no período de 1979 a 1991. Hiinfluenrae correspondeu a 91,0% (243 cepas) da
totalidade dos casos com a predominância do biotipo I (65,9%) seguido dos biotipos II
(29,6%), III (2,1%), IV (0,8%) e V (1,6%). Na quase totalidade das cepas o sorotipo b
prevaleceu (93,0%) e apenas uma amostra bacteriana foi caracterizada como sorotipo f.
Hiinfluenzae biogrupo aegyptius ocorreu em 7,5% dos casos, tendo as 20 cepas isoladas
apresentado as características fenotípicas e genotípicas do agente etiológico da Febre
Purpúrica Brasileira. O Hiparainfluenzae foi identificado em 4 amostras, 2 delas pertencendo
ao biotipo I, outras aos biotipos II e V. Considerando o número de amostras de sangue de
cada paciente, pôde-se observar que em 29,5% dos casos o agente etiológico não se
desenvolveu na totalidade das mesmas, indicando a necessidade de amostras múltiplas de
sangue para o diagnóstico de doenças invasivas.

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

INTRODUÇÃO O Haemophilus influenzae, principalmente o sor-
otipo b, tem sido apontado como uma das principais
causas de doença invasiva em crianças com idade in-
ferior a 5 anos". É também o agente etiológico mais
frequente em meningites bacrerianas'", o que conduz
à indicação da cultura de sangue para diagnóstico
etiológico I.

A hemocultura tem grande importância no
diagnóstico laboratorial de doenças bacterianas in-
vasivas como também no controle de infecções em
ambientes hospitalares':', Nas infecções bacterêmicas
simples as enterobactérias tem prevalecido em nosso
meio, seguidas de cocos Gram-positivos, de bacilos
Gram-negativos aeróbios estritos, de Haemophilus e
de diplococos Gram-negativosê,

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

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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doença sistêmica em crianças menores de 10 anos,
denominada Febre Purpúrica Brasileira (FPB), em
várias regiões do País. Este microrganismo foi pos-
teriormente caracterizado como H.injluenzae biogru-
po aegyptius", sendo o sangue a fonte principal para
o seu isolamento e diagnóstico laboratorial". Desta
forma a hemocultura constitui-se, até o momento,
no único método de confirmação do diagnóstico
clínico, assumindo importância particularmente rele-
vante quando se propõe a esclarecer o agente
etiológico da FPB.

Considerando que diferentes espécies do gênero
Haemophilus também podem provocar infecções sis-
têmicas, foi feito um estudo retrospectivo das bactér-
ias deste gênero que puderam ser isoladas de cultura
de amostras de sangue na Seção de Bacteriologia ou
recebidas de hemocultura processadas em outros la-
boratórios, no período de 1979 a 1991.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas 267 cepas de Haemophilus sp
originadas de cultura de sangue de pacientes interna-
dos com a febre a esclarecer em vários hosipitais da
Rede Pública do Estado de São Paulo e outros Esta-
dos. Os frascos de cultura semeados ou as cepas já
isoladas, foram enviadas à Seção de Bacteriologia do
Instituto Adolfo Lutz, São Paulo.

Os meios de cultura empregados para as hemo-
culturas consistiram de caldo triptose soja (TSB)
ou caldo de infusão de cérebro e coração (BHI),
acrescidos de sulfato de polianetol sódico (SPS) a
0,05%2.

Os frascos foram semeados no momento da
punção sanguínea, na proporção de 10% do meio de
cultura, ou seja, 10 ml de sangue para 50 ml do
meio de cultura, e levados à incubação a 35-37°C.
Estes frascos de cultura semeados foram examina-
dos macroscopicamente, diariamente, durante 7 dias
para se evidenciar turvação. Havendo tais alte-
rações, foi recolhida uma alíquota de material, as-
septicamente, através de seringa ou colecut BCB
VENT/SVB UNIT (Difco) e realizado esfregaço co-
rado pelo Gram, modificado por Hucker", Dos fras-
cos que permaneceram inalterados foram feitos sub-
cultivos após 2 e 5 dias de incubação, em tubos
contendo ágar chocolate constituído de base BHI
acrescida de 10% de sangue estéril de cavalo ou co-
elho. Os tubos foram mantidos em estufa a 37°C
em atmosfera de 5 a 10% de C02, durante 24-48 h,
para confirmação de resultados negativos.

A ocorrência de crescimento bacteriano com pre-
sença de bacilos Gram negativos pleomórficos com
morfologia de colônias semelhantes às apresentadas
pelo genero Haemophilus orientou para a realização
da prova de satelitismo. A comprovação da presença

de Haemophilus levou à caracterização bioquímica e
sorológica da cepa, segundo metodologia previa-
mente descrita3.6.7.11.12.14.

RESULTADOS

Das 267 cepas de Haemophilus sp, isoladas de
sangue no período de 1979 a 1991, 243 (91,0%)
foram caracterizadas como H.injluenzae. Entre as
cepas. de H.injluenzae houve maior ocorrência do
biotipo I (65,9%) e do sorotipo b (93,0%). Um total
de 11 cepas não apresentaram capsula (NT) e em 5
cepas não pôde ser realizada a soroaglutinação (Ta-
bela 1). Nesse mesmo período foram isoladas 20
(7,5%) cepas de H.injluenzae biogrupo aegyptius,
de pacientes com suspeita clínica de FPB. Estas ce-
pas apresentaram resultados de provas bioquímicas
compatíveis com a espécie e demonstraram reação
de soroaglutinação positiva com o antissoro policlo-
na!. Outras 4 (1,5%) cepas foram definidas como
H.parainjluenzae (Tabela 2) que apresentaram a ca-
pacidade de sintetizar a porfirina (ALA), fermentar
a glicose (com produção de gás), e a sacarose po-

TABELA 1

Sorotipos e biotipos de 243 cepas de H. influenzae isoladas
de sangue

Sorotipo Biotipo

II III TotalIV V
N°% N°% N°% N°% N°% N° %

b
f
NT
NR

146
I
8
5

4 2 3 226 93,0
0,4

11 4,5
5 2,1

71

Total 160(65,9) 72(29,6) 5(2,1) 2(0,8) 4(1,6) 243 (100,0)

NT não tipável
NR não realizado

TABELA 2

Provas diferenciais que caracterizaram os biotipos das 4 ce-
pas de H. parainfluenzae isoladas de sangue

Biotipos

II III IV V VI VII VIII

Omitina-D + + + +
Urease + + + +
Triptofanase + + + +

(Indol)

Total 2 O O O O O 4

+ = reação positiva
= reação negativa
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TABELA 3

Distribuição do número de amostras de hemocultura positi-
vas para haemophillus sp de cada paciente, em relação ao

número de amostras de hemocultura enviadas

Amostras
Positivas

Total Pacientes

I ali b

2/2
3/3
1/2
1/3
2/3

42,6%
24,0%
3,9%
13,9%
10,9%
4,7%

a = N° de amostras de hemocultura positivas
b = N° de amostras de hemocultura enviadas

rém não desdobraram a xilose, lactose e manita.

Relacionando o número de amostras de hemo-
culturas positivas com o número de amostras envia-
das de cada caso suspeito, pôde-se observar que em
70,5% dos casos o número de amostras enviadas
correspondeu ao número de culturas positivas, en-
tretanto para 29,5% dos casos clínicos nem todas as
amostras recebidas puderam revelar o agente
etiológico.

DISCUSSÃO

Das 267 cepas do gênero Haemophilus estuda-
das, foram identificadas espécies diferentes e todas
tiveram o teste de satelitismo positivo. Desta for-
ma pôde-se demonstrar que esta prova não contri-
bui para definir a espécie. Este trabalho demon-
strou a importância da caracterização das espécies
do gênero Haemophilus, através de provas bio-
químicas e enzimáticas, que contribuíram para a
verificação de que Il.influenzae foi a espécie pre-
dominante entre as estudadas sendo esse microrga-
nismo um dos agentes mais frequentes de menin-
gites bacterianas.

Embora Hiinfluenzae biotipo I e o soro tipo b se-
jam os biotipos e sorotipos mais frequentemente iso-
lados de cepas invasivas de Hiinfluenzae, neste estu-
do foi também identificada uma cepa de
Hiinfluenzae do sorotipo f. Este sorotipo já tem sido
isolado do sangue por outros autores como McGow-
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an et alii 16 que identificaram duas cepas do sorotipo
f, Kamme'? que relatou a ocorrência de uma cepa e
Wallace-? de 3 cepas provenientes do sangue de três
pacientes com pneumonia.

lrino e col", estudando 15 casos de FPB, dos quais
materiais biológicos como sangue, líquido ce-
falorraquidiano, secreção de conjuntiva e orofaringe
foram examinados, observaram que a cultura de
sangue foi positiva em 80% dos casos, o que elege esse
exame para o diagnóstico laboratorial dessa infecção.

A ocorrência de cepas de H.parainfluenzae nas
culturas de sangue, como também já relatado por
Brunn et alíí", comprova a importância de se comple-
mentar, com provas bioquímicas e enzimáticas, a ob-
servação de um satelitismo positivo para a definição
da espécie do genêro Haemophilus.

Segundo Bone1, "A frequência com que sítios
múltiplos de infecção piogênica estão associados à
meningite por Haemophilus em crianças com menos
de 2 meses de idade comprova que cultura de sangue
não é apenas útil, mas também uma investigação adi-
cional necessária".

Este estudo, embora direcionado para caracteri-
zação das espécies do gênero Haemophilus, demon-
strou a importância da cultura de sangue, em vista da
ocorrência de positividade desses exames laboratori-
ais em 5 pacientes que tiveram também o LCR ex-
aminado, mas com resultados negativos (dados não
demonstrados). De outros 62 pacientes com culturas
positivas de sangue e de LCR, os resultados nos dois
exames foram compatíveis para o mesmo biotipo e
sorotipo de Hiinfluenzae.

Segundo Koneman!', a obtenção de uma amos-
tra de sangue para cultura, imediatamente antes de
um pico febril, é ideal porque este é o período de
maior concentração de microrganismos circulantes.
No entanto como este pico não pode ser previsto,
recomenda-se, geralmente, que as hemoculturas de
rotina sejam obtidas de diferentes locais de punção
venosa com, no mínimo, uma hora de diferença.
Neste trabalho foi comprovada a importância dessa
recomendação, pois em cerca de 29,5% dos acasos
a positividade da cultura não ocorreu em todas as
amostras enviadas. Esta observação reforça a im-
portância da recomendação de serem enviadas
várias amostras de sangue de cada paciente, princi-
palmente nas bacteriemias com febres intermitentes,
possibilitando assim a maior probabilidade de ob-
tenção de cultura positiva.
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ABSTRACT: From blood cultures, 267 strains of the Haemophilus genus were isolated
and identified in the Seção de Bacteriologia of the Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, in the
period 1979 to 1991 H'lrfluenzae accounted for 91,0% (243 strains) of the total cases, with
biotype I (65,9%) predominating, followed by biotypes 11(29,6%), III (2,1%), IV (0,8%),
and V (1,6%). In most cases serotype b was predominant (93,0%), and only one strain was
characterized as serotype f. H influenzae biovar aegyptius ocorred in 7,5% of thee cases,
having ali the 20 isolated strains shown the phenotype and genotype characteristics of the
etiologic agent of the Brazilian Purpuric Fever. Il.parainjluenzae was identified in 4 of the
strains, being two of biovar I, and one each of biovar 11and V. Conceming the number of
blood samples of every patient, it was noteworthy that in 29,5% of the cases, the etiologic
agent did not develop in ali of the samples, showing the meaning of multiple blood samples
for the diagnosis of invasive diseases.

DESCRIPTORS: Haemophilus; Hinfluenzae, biotypes and serotypes; H'influenzae
biovar aegyptius; Hparainfluenzae; blood culture.
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