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SILEIRA, DE CLOROPIDEOS (DIPTERA) DOS GENEROS HIPPELATES E LIOHIPPELATES
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RESUMO

O reconhecimento da Febre Purpurica Brasileira (FPB), em 1984, originou uma série de estudos
que revelaram uma corrclagdo desta doenga com conjuntivites causadas por Haemophilus aegyptius.
A associagdo do aumento de conjuntivites em criangas ¢ a maior densidade populacional de
cloropideos do género Hippelates ja havia side verificada desde o século passado. Este fendmeno esta
relacionado ao tropismo que estes insetos apresentam pelos olhos, secregdes e feridas de onde se
alimentam. Embora haja cvidéncias do papel destes cloropidcos na transmissdo mecéanica de
conjuntivites bacterianas, o isolamento de /faemophilus aegyptius a partir dos mesmos, no seu habitat
natural, ainda nfo havia sido verificado. No presente trabalho obtivemos o isolamento de cepas
invasivas de Haemophilus aegyptius, associadas a FPB, de duas cole¢fes de cloropideos, classificados
como Liohippelates peruanus eumaespécienova, fHippelates neoproboscideus, coletadosao redor dos
olhos de criangas com conjuntivite.
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INTRODUGCAO

A Fcbre Purpirica Brasileira (FPB) ¢ uma docnga
infecciosa aguda, rcconhecida pela primeira vez no
Brasil, no ano de 1984. E caracterizada por febre alta,
frequentemente acompanha de dor abdominal, vomito e
evolugio rapida para formacgo de petéquias e/ou pirpu-
ra, colapso vascular e choque descompensado, no inter-
valo de 24 a 72 horas apds o inicio da febre. E causada
por cepas de Haemophilus aegyptius com caracteristicas
invasivas, acometendo criangas cutréficas na faixa
etdria entre dois meses ¢ 14 anos.
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Esta moléstia vem ocorrendo de forma epidémica
¢/ou esporadica, com letalidade superior a 60%. E pre-
cedida, na maioria das vezes, por uma histéria de
conjuntivite purulenta, 7 a 16 dias antes do inicio da
febre 23,10, 11,22

A ctiologia da FPB foi caracterizada somente em
1986, durante a epidemia ocorrida em Serrana, SP, quan-
do isolou-se o microorganismo Haemophilus aegyptius
de liquidos estéreis de criangas cujos sintomas clinicos
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correspondiam a definigdo de caso de FPB, ja
estabelecida 2 e posteriormente revisada '°.

O fato de até o advento da FPB o microorganismo
Haemophilus aegyptius ter sido raramente apontado
como agente bacteriano de enfermidades sistémicas,
levou a uma série de investigagdes epidemiolégicas e
laboratoriais, que resultaram na identificagdo de cepas
de Haemophilus aegyptius com caracteristicas distintas
daquelas associadas & etiologia de conjuntivites. Entre
estas caracteristicas ressalta-se a reatividade positiva ao
anti-soro policlonal anti-H{aemophilus aegyptius (anti-
Hae) !, presenga de um plasmidio de 24 Magadaltons
(MDa), com padrdo eletroforético especifico produzido
pelo tratamento com a endonuclease de restrigio Accl,
denominado 3031 *e ribotipos obtidos pela digestdo com
a endonuclease de restri¢gdo EcoRI, denominados 3 ou 4
12¢ posteriormente modificados para 3A,3B,4A ¢ 4B 1.
As cepas com estas caracteristicas sdo denominadas
cepas invasivas de Haemophilus aegyptius.

A associagfo entre o aumento de decterminadas
oftalminas (tracoma e conjuntivite) € a maior densidade
de moscas, denominadas na América do Norte de “eye
gnats” e popularmente conhecidas no Brasil como “lam-
be-olhos”, tem sido reportada desdc o século passado. A
importancia destes diptcros na transmissio de doengas
varia de acordo com o clima e a localidade. A espécie
Liohippelates pusio (Loew) - (Diptcra: Chloropidac),
anteriormente denominada Hippelates, foi primcira-
mente citada na literatura entomoldgica como possivel
vetor de conjuntivites em 1884 por SCHWARZ, na
Flérida, EUA 2. (Para atualizagdo da nomenclatura so-
bre o género Hippelates s. 1., vidle SABROSKY, 1980 ¢
SABROSKY & PAGANELLI, 1984)

Estes insetos apresentam um tropismo por se-
cregdes dos olhos e ouvido de homens e animais, das
quais se alimentam. Sdo também atraidos por feridas
¢ outras partes do corpo onde substancias odoriferas
estdo presentes. Em 1927, SCHNEIDER * citou a es-
pécie Hippelates flavipes Loew, atualmente
Liohippelates, e a Musca domestica como principais
transmissores de conjuntivitc aguda endémica na
Califérnia. Em 1933, BENGTSON ¢ registrou que a
ocorréncia de conjuntivite aguda causada pelo bacilo
de “Koch-Weeks”, antiga dcnominagio do
Haemophilus aegyptius, teria sido amplamente trans-
mitida pela mosca Liohippelates pusio.

DAVIS & PITTMAN #relataram a possivel trans-
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missdo mecénica de Haemophilus sp pela espécie
Liohippelates pusio, uma vez que a incidéncia de
conjuntivite parecia coincidir com a distribuigdo geogra-
fica e variagdo sazonal da densidade destes insetos.
DAWSON ? demonstrou a concomitancia entre a varia-
¢do sazonal de surtos de conjuntivite causados pelo
bacilo de “Koch-Weeks” e a densidade de moscas da
espécie Liohippelates collusor. BUEIILER et al. "igual-
mente consideraram o papel das moscas Liohippelates
pusio como vetores mecanicos de conjuntivite epidé-
mica aguda, posto que residentes locais confirmaram a
predominéncia destes insetos durante o pico da epi-
demia.

Apos a notificagio de casos de FPB no Estado de
Mato Grosso 4, tentamos estudar o papel destes
cloropideos na transmissdo de conjuntivite causada por
cepas de [luemophilus aegyptius associadas a FPB, uma
vez quc a densidade destes insetos era bastante elevada,
durante os surtos de conjuntivites de ocorréncia conco-
mitante a FPB.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de cloropideos dos géneros Hippelates e
Liohippelates.

Foram estudadas 41 amostras (6 a 10 cloropideos
cada), coletadas dos olhos ou regides proximas aos
olhos de 18 criangas com conjuntivite aguda. Estas
criangas foram selecionadas por residirem nas cidades
de Alto Taquari e Cuiabd, MT, onde haviam sido
notificados casos de FPB e na cidade de Nova Mutum,
MT, onde ocorria surto de conjuntivite sem registro de
FPB.

Coleta e transporte dos cloropideos para isolamento
de bactérias do género Haemophilus.

Scis a dez cloropideos foram coletados de cada
crianga, preferencialmente aqueles que se encontravam
préximos aos olhos, ou mesmo dentro deles, através de
um aspirador bucal. As amostras foram imediatamente
colocadas em 0,5Sml de salina fisioldgica esterilizada,
adicionada dc solugdo estéril de bacitracina (BYK
Procienx Quimica Farmacéutica LTDA, SP), a uma
concentragdo final de 300 pg/ml. Este antimicrobiano é
regularmente utilizado no isolamento seletivo de
Haemophilus sp *.

Parte de algumas amostras de cloropideos foi reser-
vada para identificagio sistemaética, e para tal conserva-
da em etanol a 70%.
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Semeadura do macerado de cloropideos para o
estudo da flora bacteriana interna e externa.

Os cloropideos foram retirados da solugfo fisiold-
gica contendo bacitracina e macerados, utilizando-se
laminas de vidro estéreis. O macerado foi semeado em
placa de agar chocolate, base infusdo de cérebro e cora-
¢do de boi (BHI, Difco, Detroit) adicionado de 10% de
sangue desfibrinado e estéril de cavalo, 300 pg/ml de
bacitracina € 3,6% de agar. Esta concentragio de agar foi
utilizada para minimizar o fenémeno de formagdo de
“bafo” por Proteus sp. As placas foram incubadas por 48
horas em estufa a 37°C, com atmosfera de 5 a 10% de
Co,.
Isolamento de espécies do género Hacmophilus de
cloropideos

Todas as coldnias com caracteristicas morfolégicas
semelhantes as apresentadas pelas espécies do género
Haemophilus foram semeadas em tubos de agar choco-
late inclinado. O nidmero de coldnias semeadas variou de
5 a 20 por placa. O crescimento bacteriano de todos os
tubos foi submetido ao exame microscépico dos esfre-
gagos, corados pelo GRAM, e aqueles com bacilos su-
gestivos de hemdfilos foram separados para triagem
sorolégica com o anti-soro policlonal anti-Hae, utilizado
como teste para identificag@o rapida das cepas invasivas
de Haemophilus aegyptius .

As cepas foram bioquimicamente identificadas
segundo o método proposto por KILLIAN &
BIBERSTEIN " e aquelas correspondentes a espécie
Haemophilus aegyptius foram tipadas através dos pa-
drdes de restrigdo de plasmidios de 24 MDa e
ribotipagem * 2.

Fig. 1 - Presenga de moscas ao redor dos olhos de crianga com conjuntivite
aguda, residente na cidade de Cuiab4, Estado de Mato Grosso.

RESULTADOS

Foram realizadas 41 culturas para isolamento de
bactérias do género Haemophilus provenientes das cole-
¢Oes de moscas obtidas das 18 criangas que apresenta-
vam conjuntivite aguda (Fig. 1). Destas culturas foram
isoladas 13 cepas de Haemophilus sp sendo as 28 cultu-
ras restantes negativas para bactéria deste género, em-
bora tivessem apresentado um crescimento denso de
bactérias pertencentes, principalmente, a familia
Enterobacteriaceae (Fig. 2).

As 13 cepas isoladas foram identificadas ao nivel
de espécie, tendo 9 (69,2%) apresentado o perfil
bioquimico de Haemophilus aegyptius, 3 (23,1%) de
Haemophilus segnis ¢ 1 (7,7%) o de Haemophilus
parainfluenzae biotipo 111. Das cepas de Haemophilus
aegyptius isoladas, 8 foram caracterizadas segundo a
reatividade ao soro anti-Hae, padrdes de restrigio de
plasmidio de 24 MDa e ribotipagem. Destas, 4 cepas
aglutinaram em presenga do soro anti-Hae e apresen-
taram os marcadores epidemioldgicos representados
pelo plasmidio 3031 e ribotipo 3B, resultando na con-
firmagdo da presenga de cepas invasivas de
Haemophilus aegyptius em 4 cole¢des de moscas,
obtidas de 3 criangas. Duas destas colegdes de
cloropideos haviam sido simultineamente separadas
para identificagio sistemdtica, tendo os resultados
sido demonstrados na Tabela 1.

Fig. 2 - Crescimento bacteriano em placa de dgar chocolate obtido apds
semeadura de macerado de moscas. Observar a presenga de colonias
pequenas de Haemophilus sp ¢ o crescimento abundante de outros micror-
ganismos, principalmente enterobactérias.
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TABELA 1

Caraclerizagdo das cepas de Hlaemophilus aegyptius isoladas de 4 amostras de diptera (3 espécies diferentes) colhidas da proximidade
dos olhos de 3 criangas de Mato Grosso com conjuntivite.

Amostra de Diptera

Cepas de H. aegyptius

Nimero de exemplares dos Diptera

Aglutinagio* Ribotipo** Plasmidio**
948/BSP Positiva 3B 3031 L. peruanus (10 exs)
950/JPO Positiva 3B 3031 H. neoproboscideus (2exs)
L. peruanus (5 exs)
970/APC Positiva 3B 3031 NR**##
971/APC Positiva 3B 3031 NR

*  Teste de aglutinagdo em ldmina com o soro anti-Hae

»

LAz

s#+¢+  Nio realizado

DISCUSSAO

Apesar da implicagio desses dipteros na transmis-
sdo dc conjuntivites e outras oftalmias ter sido rclatada
desde o século passado, pouco tem sido comprovado
pelo isolamento dos agentes etioldgicos relacionados a
estas infecgdes, a partir destes insctos. DAWSON ® ndo
obtcve o isolamento do bacilo de “Kock-Wecks” de
moscas do género Hippelates colctadas da face de cri-
anga com conjunlivite, embora ndio considerasse tais
resultados uma evidéncia negativa da atuagdo destas
moscas como vetores mecanicos.

McGUIRE & DURAN " estudaram a flora
bacteriana de duas espécies de moscas domésticas
(Musca domestica vicina ¢ Musca sorbens) coletadas da
face de criangas. O nlmero de bactérias do género
Haemophilus encontrado nestas moscas foi significan-
temente menor quando comparado a outros microor-
ganismos, o que permitiu a conclusio de que a maioria
das oftalmias bacterianas, associadas & infestagdo por
estas espécies de moscas, seria causada por outras bac-
térias. Ja o trabalho realizado por PAYNE et al. " em
modelo animal, comprovou a transmissdo de conjun-
tivite por Haemophilus aegyptius através de moscas da
espécie Liohippelates pusio. Os resultados indicaram
que as moscas poderiam, efetivamente, atuar como
vetores mecanicos de Haemophilus aegyptius, uma vez
que os mesmos permaneciam vidveis nestes dipteros por
um periodo de até 10 horas.

O isolamento de cepas dec Haemophilus aegyptius
com os marcadores epidemiolégicos caracteristicos de
cepas responsaveis pela FPB, em 4 colegdes de mos-
cas, sugere a implicagiio destes cloropideos na trans-
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*  Perfil de restrigdo do gene rDNA (EcoRID)
Tipo de restrigdo do plasmidio de 24 MDa (4ccl)

missdo da FPB, embora estudos complementares ainda
sejam necessarios para determinagdo do tempo de vi-
abilidade deste microorganismo nestes insetos. Nossos
resultados confirmaram a presenga de Flaemophilus
aegyptius, associados & FPB, em cloropideos das espé-
cies Liohippelates peruanus (Becker) e Hippelates
neoproboscideus Paganelli & Sabrosky, recentemente
descrita 'S, sugerindo o possivel papel destas moscas
na transmissio da FPB.

SUMMARY

Isolation of Haemophilus aegyptius associated to
Brazilian purpuric fever from Hippelates and
Liohippelates flies (Diptera: Chloropidae).

The recognition of the Brazilian purpuric fever
(BPF) in 1984 led to a number of studies which showed
arclation between this disease and conjunctivitis caused
by Iaemophilus aegyptius. The increase in cases of
conjunctivitis in children associated with higher popu-
lation density of eye gnats (Chloropidae: Hippelates) has
been reported since last century. This phenomenon is
related to the attraction that those flies show for the eyes,
secrctions and wounds, from where they feed on. Al-
though there are evidences on the role of these flies in
the mechanical transmission of seasonal bacterial con-
Jjunctivitis, the isolation of Haemophilus aegyptius from
them in their natural habitat had not been demonstrated
yet. In this study Haemophilus aegyptius associated to
BPF was isolated from two pools of chloropids collected
around the eyces of children with conjuntivitis which
were identified as Liohippelates peruanus (Becker) and
a new specics Hippelates neoproboscideus.
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