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FEBRE PURPURICA BRASILEIRA, VIRULENCIA EM MODELO ANIMAL DO
HAEMOPHILUS AEGYPTIUS (H. INFLUENZAE BIOGRUPO AEGYPTIUS)
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RESUMO

Febre Purpurica Brasileira (FPB) é causada por cepas invasoras de Haemophilus
aegyptius (H. influenzae biogrupo aegyptius, Hae). Estas cepas invasoras foram diferen-
ciadas de cepas de Hae associadas apenas a conjuntivites (cepas nio invasoras) através
de marcadores moleculares especificos. Modelo de ratos recém nascidos depletados
de complemento foi aplicado ao estudo de cepas de Hae, associadas e nio associadas
a FPB, com o objetivo de se caracterizar seus potenciais de viruléncia. Com dose
infectante de 10° células, as cepas invasoras causaram bacteriemia em 80-100% dos
ratos inoculados, e a magnitude da bacteriemia variou de 10549 2 > 10*%° ufc/ml de
sangue. Usando a mesma dose infectante as cepas controles nio causaram bacteriemia
frequente (0 a 50%) e a magnitude variou de 0 a 103603 ufc/ml de sangue. As doses
infectantes capazes de causar bacteriemia em 50% dos ratos inoculados (DB50%) para
as cepas invasoras de Hae variaram de < 10% a 10*2 bactérias, enquanto que para as
cepas nio invasoras, as DB50% variaram de 1052 a > 1072 bactérias. Imunizagio passiva
com antissoros produzidos com cepas invasoras demonstrou que os ratos foram
protegidos das bacteriemias causadas pelas cepas homélogas, mas nio da infecgio
causada pela cepa heteréloga. Comparando a bacteriemia causada pelas cepas de Hae
com a bacteriemia causada pelo H. influenzae b, cepa Eagan (Hib), foi demonstrado o
maior potencial de invasibilidade de Hib. Este modelo animal demonstrou ser itil
para esclarecer o maior potencial de viruléncia das cepas invasoras de Hae.

UNITERMOS: Febre Purptrica Brasileira; Haemophilus aegyptius; Haemophilus; Viru-
1éncia; Modelo animal.

INTRODUCAO

A Febre Purpirica Brasileira (FPB)
vem ocorrendo desde 1984 em diferentes
Estados do Brasil#5615163133,4041 ° mganifes-
tando-se de forma epidémica, ou em casos
esporadicos, sempre com alta letalidade. E
uma doenga pediatrica infecciosa que se
caracteriza clinicamente por inicio sdbito,
febre alta, vomitos e dor abdominal, que

pode evoluir para invasio sistémica e 6bi-
tolS,lG.

O quadro sistémico é precedido por con-
juntivite purulenta, também de ocorréncia ge-
ralmente epidémica, causado por Haemophilus
aegyptius'.

A etiologia da FPB foi estabelecida em 1986,
com o isolamento de H. aegyptius (Hae) de cultu-
ras de sangue e ou liquor, de casos de doenga®®.

Até a descrigio da FPB, Hae sempre foi
causador de conjuntivite purulenta, nunca as-
sociado a doenga sistémica!®14?!,
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Naio se tem relatos da ocorréncia de epi-
demias de FPB em outros paises, apenas a
descri¢ao de dois casos isolados com quadro
clinico compativel com a doenga, ocorridos em
1986, na Austrilia, dos quais foi isolado Hae de
culturas de sangue?®,

Apés o estabelecimento da etiologia da
FPB, estudos laboratoriais utilizando diferentes
métodos de marcagio molecular puderam ca-
racterizar as cepas de Hae associadas a FPB
(cepas invasoras de Hae) diferenciando-as das
cepas causadoras apenas de conjuntivite, (cepas
nio invasoras de Hae)"!%'°,

Em Pradépolis™®?®, Estado de Sao Paulo,
onde ocorreram casos niao confirmados de
FPB, foram isoladas cepas de pacientes com
conjuntivite, que apresentaram apcnas algu-
mas das caracteristicas moleculares que defi-
nem as cepas invasoras de Hae. Estas cepas
foram chamadas de cepas com caracteristicas
intermedidrias entre cepas invasoras e cepas
nio invasoras de Hae.

As duas cepas de Hae isoladas de culturas
de sangue de dois casos esporidicos de FPB
ocorridos na Austrdlia nio possuein as caracteris-
ticas das cepas invasoras isoladas no Brasil19%,

TONDELLA et al.*2, em 1991, isolaram o
Hae de moscas dos géneros Hippelates e Liohip-
pelates, durante a epidemia de conjuntivite e
FPB, no Estado de Mato Grosso. Portanto, é
muito provivel que estes insetos sejam impor-
tantes na transmissao da conjuntivite durante
o curso de infec¢io ativa.

Apesar de muitos estudos estarem sendo
realizados sobre a FPB, pouco ainda se sabe
sobre a patogénese da doenga e as caracteristi-
cas de viruléncia destas cepas invasoras?®. Para
serem assim designadas, essas ccpas especiais
de Hae devem ser dotadas de mecanismos de
viruléncia diferenciados, que juntamente com
as qualidades do hospedeiro, possibilitem as
manifestagoes clinicas da FPB. Nao esta claro
até o momento, se o fenétipo das cepas invaso-
ras de Hae possui estes determinantes de viru-
léncia tnicos, que permitam causar a doenca
invasiva. Assim, o estabelecimento de um mo-
delo animal adequado poderia evidenciar a
maior capacidade invasora de Hae sob a agio
dos fatores do hospedeciro, identilicar outras
cepas invasoras, como também, ajudar a eluci-
dar aspectos relativos a patogenicidade.

Este trabalho procura verificar a possivel
aplicacio do modelo de ratos recém nascidos
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padronizado por SMITH et al.®%, em 1973, no
estudo da viruléncia das diferentes cepas de
IHae avaliada pela determinagio de suas capaci-
dades em produzir bacteriemia.

MATERIAL E METODOS

Cepas Bacterianas. A descrigio prévia das ca-
racteristicas fenotipicas e genotipicas de algu-
mas cepas de Haemophilus sp. foi realizada por
BRENNER et al.”. As cepas utilizadas foram:

-4 cepas de Hae invasoras brasileiras, isoladas
de culturas de sangue ou liquor cefalorraqui-
diano (LCR) de casos de IFPB, ntimeros
218/86 (F-3029), 320/86 (I-3040), 144/89,
677/90,

-1 cepa de Hae invasora brasileira, isolada de
cultura de secre¢io conjuntival de um caso de
conjuntivite, niimero 292/86 (F-3050),

-1 cepa de Hae invasora australiana, isolada de
cultura de sangue de caso de FPB, niimero 349,

-1 cepa de Hae invasora brasileira, isolada de
mosca do género Hippelates ou Liokippelates
coletada dos olhos de crianga com conjuntivi-
te purulenta, durante a epidemia de FPB em
Mato Grosso, em 1990, ndmero 378/89,

-5 cepas de Hae nio invasoras, isoladas de
secrcgoes conjuntivais de casos com conjunti-
vite, ocorridas na mesma época e local das
epidemias de FPB no Estado de Sio Paulo,
ntmeros 1GC (F-2065), 3GC (F-2066), 55/86
(F-3043), 272/86 (I-3117), 434,90,

- 1 cepa de Hae com caracteristicas intermedid-
rias entre cepas invasoras e nao invasoras,
isolada de caso de conjuntivite em Pradépolis,
Sao Paulo, ntimero 21/87 (1'4936),

- 1 cepa padrio ATCC 11116 de Hae, original-
mente isolada da secregio conjuntival de pa-
ciente com conjuntivite,

-1 cepa de H. influenzae tipo b (Hib), cepa
Eagan, originalmente isolada de LCR de pa-
ciente com meningite, nos Estados Unidos da
América.

Antes da realizagio dos ensaios experi-
mentais, todas as cepas bacterianas foram ino-
culadas via intraperitonial (IP) em ratos de 5-6
dias de idade, a [t de exaltar a sua viruléncia®”.
Apods passagem em animal, as cepas foram man-
tidas em sangue des{ibrinado de coelho, e man-

tidas a -70°C.
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Animais. Ratas albinas “outbred”, Sprague-
Dawley, prenhas foram alimentadas “ad libi-
tum”, Os ratos recém nascidos com 3 a 4 dias
de idade, crias procedentes de diferentes
“maies” foram misturados e selecionados pelo
peso (6-7 g), e redistribuidos ao acaso em gru-
pos de 11 animais por “mie”, nio necessaria-
mente as mesmas. Estes animais foram utiliza-
dos nos sucessivos experimentos de bacterie-
mia e prote¢do, apés atingirem 56 dias de
idade (9-10 g).

Doses Bacterianas Infectantes. Culturas das
cepas em caldo BHI suplementado com Dinu-
cleotidio Adenina Nicotinamida (NAD) e FHe-
mina (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) foram
incubadas a 37°C com agitagio a 100 rpm até
a fase exponencial de crescimento. Os caldos
foram centrifugados e o sedimento foi ressus-
penso em 5 ml de tampio fosfato pH 7,2 acres-
cido de 1% de gelatina (Difco). A suspensio
bacteriana foi ajustada para dilui¢des de 108 até
10 células por ml. Um volume de 0,1 ml destas
suspensoes bacterianas foi inoculado em cada
animal, correspondendo as respectivas doses
infectantes de 107, 10°, 10%, 101 e 103 células por
animal. Todo o preparo das suspensdes bacte-
rianas foi realizado em banho de gelo. Como
controle das doses bacterianas infectantes, fo-
ram feitas semeaduras destas em placas de dgar
BHI chocolate 10%. O ntimero de colénias foi
quantificado e calculado o niimero de unidades
formadoras de colénias (ufc) de cada suspensio
bacteriana.

Bacteriemia Experimental em Ratos Recém
Nascidos. Os ensaios de bactericmia experi-
mental foram realizados segundo a metodolo-
gia de SMITH et al.38. Os ratos recém nascidos
com 5 a 6 dias de idade foram inoculados 1P
com 0,1 ml (300 unidades por kilograma de
peso corpéreo) de fator veneno, purificado da
cobra Naja Naja (CoVF, DiaMex, Miami, USA),
no maximo 3 horas antes da inoculagio da dose
bacteriana infectante, para deple¢io do com-
plemento!!. A inoculagio da dose infectante foi
feita via IP, sendo aplicado 0,1 ml da suspensio
bacteriana. Para cada suspensio bacteriana, 10
ratos foram inoculados sendo mantido apenas
1 rato como controle da inocuidade do CoVF.
A sangria dos animais foi feita em duplicata
pela veia caudal, 24 horas apés a inoculagio da
dose infectante sendo a cultura realizada em

placa de dgar chocolate. Apds crescimento bac-
teriano, o nimero de colénias das placas de
sangria foi contado e o resultado expresso em
unidades formadoras de colénias (ufc) por ml
de sanguc. Foi considerada bacteriemia a detec-
¢io de qualquer colonia de Haemophilus sp. nas
placas. A intensidade da bacteriemia foi avalia-
da pela média geométrica da ufc por ml. (logo
das ufc por ml de sangue) dos animais inocula-
dos.

Antissoros. ['oram utilizados soros hiperimu-
nes anti-Iae, cepas 218/86 e 349, produzidos
em coclhos, conforme a mctodologia descri-
ta'?. Os soros foram diluidos em tampio fosfa-
to (PBS) e titulados pelo método de aglutinagio
em limina com as cepas homdlogas e heterdlo-
gas determinando-se assim o titulo aglutinante.

Imuniza¢ao Passiva Contra Bacteriemia. So-
ros hiperimunes e soro normal de coelho, em
volume de 0,1 ml, inativados a 56°C por 30
minutos e diluidos em PBS, a 1:10, foram inje-
tados via sub-cutinea (SC), no dorso dos ratos
com 5 dias de idade (89 g), depletados de
complemento, 4 a 6 horas antes da inoculagio
da dose bacteriana infectante. A dose infectan-
te de 10° células foi escolhida por causar bacte-
riemia constante e por ser sub-etal para os
animais. Os animais foram sangrados apés 24
horas da inocula¢io da dose infectante.

Métodos Estatisticos. Para todas as cepas bac-
terianas estudadas foi calculada a dose infectan-
te capaz de causar bacteriemia em 50% dos
ratos inoculados (DB 50%). O cilculo foi reali-
zado pelo método de REED & MUENCH®. As
cepas invasoras e as cepas nio invasoras foram
comparadas através do teste de Mann-Whitney
(comparagio de 2 amostras, teste nio paramé-
trico). A associac¢do entre frequéncia de bacte-
riemia e prote¢ao conferida pelos antissoros foi
avaliada pelo teste X2 para uma tabela de con-
tingéncia 2x2. O nivel de significincia adotado
nos testes foi p <0,05.

RESULTADOS

Doses Bacterianas Infectantes. As doses bacte-
rianas das cepas invasoras de Hae capazes de
infectar ratos depletados de complemento fo-
ram de 102 a 107 células. Com 10? células pou-
cos animais ficaram bacteriémicos e com 108
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células ocorreram mortes. Com as cepas nio
invasoras, a faixa de doses infectantes conside-
rada foi de 10* a 107 células, porém, poucos
animais ficaram bacteriémicos mesmo com a
inoculagio de 107 células. Nao foi possivel ob-
servar bacteriemia em ratos nio depletados de
complemento, mesmo com doses infectantes
de 10° a 107 células.

Bacteriemia Experimental. Nos ensaios de bac-
teriemia experimental comparamos a frequén-
cia de ratos bacteriémicos inoculados com as
diferentes cepas de Haemophilus sp., em varias
doses infectantes, conforme mostra a tabela 1.

O nimero de ratos bacteriémicos inocula-
dos com as cepas invasoras de Hae com as doses
infectantes de 103, 10* e 10° células foi seme-
lhante para as diferentes cepas invasoras.

As cepas de Hae nio invasores nio causa-
ram bacteriemia marcante mesmo com as do-
ses infectantes mais elevadas. Com a dose de
107 células, somente a cepa nio invasora
272/86 causou bacteriemia frequente nos ratos
inoculados.

A cepa invasora de Hae, 378/89, isolada
de mosca, e a cepa 21/87, com caracteristicas

intermedidrias, causaram bacteriemia seme-
lhante as outras cepas de Hae invasoras.

A cepa Hib causou bacteriemia em 100%
dos ratos inoculados, mesmo com a menor
dose infectante de 1032 células.

A frequéncia relativa de bacteriemia das
diferentes cepas na dose de 10° células demons-
tra que as cepas de Hae invasoras causaram
bacteriemia em 80 a 100% dos ratos inocula-
dos, em contraste com as cepas nio invasoras
cuja porcentagem de bacteriemia variou de 0 a
50% dos ratos inoculados, sendo esta diferenga
estatisticamente significante (p = 0,0035). A
cepaisolada em Pradépolis, 21/87, causou 86%
de bacteriemia (tabela 1).

Magnitude de Bacteriemia. O nimero de bac-
térias vidveis recuperadas do sangue dos ani-
mais inoculados com a dose infectante de 10°
células, permitiu quantificar 4 niveis de bacte-
riemia distintos, para as diferentes cepas de
Haemophilus sp. (tabela 2):

12) Ratos bacteriémicos cujo nimero de colé-
nias recuperadas do sangue nas placas de

TABELA 1
Relagio entre o n® de ratos bacteriémicos e o n® total de ratos inoculados com diferentes cepas de Haemophilus sp.,
em varias doses infectantes

Dose Infectante (N2 de células)

Cepas
Bacterianas 102 10® 10* 10% (%) 10° 107
Invasoras*
218/86 ND¥** 6/10 8/10 10/10 (100) ND ND
320/86 ND 2/10 5/10 10/10 (100) ND ND
144/89 ND 7/10 8/10 9/ 9(100) 8/10 8/10
349 ND 6/ 6 6/ 8 8/ 8(100) ND ND
677/90 2/10 5/10 6/ 9 10/10 (100) ND ND
378/89 ND 3/10 7/10 8/10( 80) ND ND
Nio Invasoras*
1GC ND ND ND 2/11( 18) 0/10 4/10
3GC ND ND ND 0/10( 0) 1/ 9 0/ 8
55/86 ND ND ND 1/ 9( 11) 0/10 0/10
272/86 ND ND ND 5/10 ( 50) 9/19 9/10
434/90 ND ND 1/ 9 1/ 9( 11) 1/ 8 4/10
ATCC 11116 ND ND ND 0/ 8( 0) 0/ 9 1/ 7
Intermedidria*
21/87 2/10 7/19 8/19 24/28 ( 86) 9/ 9 9/ 9
Hib** (cepa de Eagan) ND 10/10 10/10 10/10(100) ND ND
*  H. aegyptius

** H.influenzae b
*** nio identificado
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TABELA 2
Nivel de bacteriemia dos ratos inoculados com a dose infectante de 10° células causado pelas diferentes cepas de
Huemophilus sp. estudadas

Nivel de Bacteriemia

Cepas N? de ratos N2 de ratos Total de
Bacterianas bacteriémicos nio ratos
bacteriémicos
log mag bact* log mag bact morte
> 4,69 <4,69
Invasoras
218/86 5 5(3,63+1,19)** 0 0 10
320/86 7 2 (3,8210,28) 1 0 10
144/89 6 3 (4,56+0,06) 0 0 9
349 0 6 (3,60+0,45) 2 0 8
677/90 1 9 (3,61+0,70) 0 0 10
378/89 0 8 (2,50+0,49) 0 2 10
Nio Invasoras
1GC 0 2(2,1910,27) 0 9 11
3GC 0 0(0) 0 10 10
55/86 0 1(2,47) 0 8 9
272/86 0 5 (3,6910,53) 0 5 10
434/90 0 0(0) 1 8 9
ATCC 11116 0 0(0) 0 8 . 8
Intermedidria
21/87 2 21 (8,29+0,86) 1 4 28
Hib (cepa Eagan) 1 3 (3,7610,86) 6 0 10

%k %k

Logaritimo da magnitude de bacteriemia calculado pela média geométrica (ufc/ml de sangue)
média geométrica e desvio padrio das médias.

hemocultura foi acima do limite de detec-
¢a0 (500 colénias) resultando em uma mag-
nitude de bacteriemia maior que 10*%° ufc

por ml,

2°) Ratos bacteriémicos cuja magnitude de bac-
teriemia foi menor que 10*% ufc por ml de

sangue,

39) Ratos que morreram,

49) Ratos nio bacteriémicos.

As cepas invasoras de Hae causaram bac-

teriemia em 55 dos 57 ratos inoculados (tabela
2). Em 19 ratos bacteriémicos, a magnitude de
bacteriemia foi maior que 10*% ufc por ml de
sangue; em 33 ratos, a magnitude de bacterie-
mia foi possivel de ser calculada variando entre
10252049 @ 104562096 yufc por ml de sangue; 3 ratos
morreram (cepas 349 e 320/86); apenas 2 ratos
nio apresentaram bacteriemia (cepa 378/89).

Por outro lado, as cepas nio invasoras de
Hae causaram bacteriemia em apenas 9 dos 57

ratos inoculados (tabela 2). Em 8 ratos bacterié-
micos, a magnitude de bacteriemia variou entre
10219:0.27 ¢ 10369:0.53 yyfc por ml de sangue; 1 rato
morreu (cepa 434/90); 48 ratos nao apresenta-
ram bacteriemia.

A andlise estatistica demonstrou haver
uma diferenca significante entre as magnitudes
de bacteriemia causada pelas cepas invasoras e
as nao invasoras (p = 0,034). Entretanto, ndo
houve diferenga'signilicante quanto ao niimero
de mortes (p = 0,0).

Na tabela 2, podemos observar que a cepa
21/87, com caracteristicas intermediarias entre
cepas invasoras e nao invasoras, causou bacte-
riemia em 24 dos 28 ratos inoculados, sendo
que em 21 deles, o nlimero de ufc por ml de
sangue foi de 10%2°:%8; em 2 ratos, a magnitude
de bacteriemia foi maior que 10*% ufc por ml
de sangue; 1 rato morreu; apenas 4 ratos nio
apresentaram bacteriemia.

A magnitude de bacteriemia causada pelo
Hib foi possivel de ser calculada em apenas 3
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TABELA 3
Dose infectante das varias cepas de H. aegyptius ¢ 11, influenzae b de difcrentes procedéncias capaz de causar
bacteriemia em 50% dos ratos inoculados (DB 50%*)

Cepas Material Biolégico - Procedéncia log DB 50%
Bacterianas

Invasoras**

218/86 Sangue - Ribeirdo Preto, SP, BR 3,2
320/86 Sangue - Serrana, SP, BR 3,9
144/89 Sangue - Alto Taguari, MT, BR 3,4
349 Sangue - AUS <3
677/90 Liquor - Valparaiso, SP, BR 3,7
378/89 Mosca - MT, BR 4,2
Nio Invasora**

1GC Conjuntiva - Garga, SP, BR >7,2
3GC Conjuntiva - Gar¢a, SP, BR >7
55/86 Conjuntiva - Guariba, SP, BR >73
272/86 Conjuntiva - Ribeirio Preto, SP, BR 6,2
434/90 Conjuntiva - Nova Mutum, MT, BR 7
ATCC 11116 Conjuntiva - Texas, USA >7
Intermediaria**

21/87 Conjuntiva - Pradépolis, SP, BR 4,2
Hib*** (cepa Eagan) Liquor - USA <3

* DB 50% calculada pelo método de REED & MUENCH
** H. aegyptius
*** H. influenzae b

ratos dos 10 bacteriémicos, sendo de 10376:0.86
ufc por ml. Em 1 rato, a magnitude de bacterie-
mia foi maior que 10*%° ufc por ml; 6 ratos
morreram (tabela 2).

Dose Infectante Bacteriémica 50% (DB 50%).
As DB 50%, vide tabela 3, para as cepas invaso-
ras variaram de < 10® a 10*? células enquanto
que, para as cepas nio invasoras, as DB 50%
variaram de 10%2 a > 107 células; para a cepa
21/87 isolada em Pradépolis a DB 50% foi 102
células e para o Hib foi < 10? células. Segundo
as DB 50%, as cepas invasoras e nio invasoras
demonstraram ser significantemente diferen-

tes (p = 0,005).

Protegao Contra Bacteriemia pela Imunizagio
Passiva. Os titulos do soro hiperimune de Hae
produzido com a cepa 218/86 ¢ testado pela
técnica de soroaglutinagio em limina com as
cepas homélogas 218/86 ¢ 144/89 (cepas inva-
soras brasileiras) e a cepa heteréloga 349 (cepa
invasora australiana) foram de 1:512, 1:256 e
negativo respectivamente; o titulo do antissoro
produzido com a cepa 349 e testado com a cepa
homéloga 349 foi de 1:256 e com as cepas
heterélogas 218/86 e 144/89 foram negativos.
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A protegio conferida pelos soros hiperi-
munes coitra a invasio bacteriana foi avaliada
pela frequéncia de bacteriemia e estd ilustrada
na tabcela 4.

O soro hiperimune anti-218/86 protegeu
os ratos inoculados com as cepas homdlogas
218/86 ¢ 144/89 (100% de protegio contra as
duas cepas); porém, nio protegeu totalmente
os animais inoculados contra a infec¢ao causa-
da pela cepa 349 (22% de protecio).

O soro hiperimune anti-349 protegeu os
animais contra a infecgio produzida pela cepa
homéloga (90% de protegio), nio ocorrendo o
mesmo com as cepas, 218/86 e 144/89 (10% e
28% de protegio, respectivamente).

Em nenhum dos ensaios em que se utili-
zou o soro normal de coelho ocorreu protegao
elicaz contra bacteriemia pelas diferentes cepas
estudadas.

A anilise dos dados demonstrou que os
perfis de protegao dos ratos, conferidos pelos
soros hiperimunes 218/86 e 349 contra as bac-
teriemias causadas pelas cepas 218/86 e
144/89, foram similares, estatisticamente nao
significante (p =0,71). No entanto, os perfis de
protecio conferidos por estes mesmos soros
contra as bacteriemias causadas pelas cepas
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TABELA 4
Protegio adquirida pelos ratos através da imunizagio passiva contra bacteriemia causada pelo H. aggyptius invasor

Soros Cepa Infectante

de 218/86* 144/89* 349**
Coelhos Ne/T*** (%) N¢/T (%) Ne/T (%)
Normal 1/10 ( 10) 4/ 9( 44,3) 1/10 (40)
Hiperimune contra:

218/86 10/10 (100) 10/10 (100 ) 2/ 9(22,2)
349 1/10 ( 10) 2/ 7( 28,6) 9/10 (90 )

*  Cepa invasora brasileira

** Cepa invasora australiana

*** N2 de ratos nio bacteriémicos pelo ntimero total de ratos inoculados

218/86 e 349 foram diferentes, estatisticamen-
te significante (p = 0,003).

DISCUSSAO

O quadro bacteriémico causado pelas ce-
pas capsuladas e nio capsuladas de Hi'2 e a
caracteristica sistémica da FPB orientaram a
escolha do modelo de ratos recém nascidos
para o estudo do Hae. Utilizando-se o modelo
padronizado para o Hi®2:2036 3 viruléncia das
diferentes cepas de Hae foi avaliada pela deter-
minagio de suas capacidades em produzir bac-
teriemia.

Em experimentos iniciais, nos quais nio
tratamos os ratos com o CoVF, nio foi obser-
vada bacteriemia, devido a eliminagiio rdpida
da bactéria da corrente circulatéria ou a ocor-
réncia de uma bacteriemia de baixa intensida-
de, mesmo com a inoculac¢io das doses infec-
tantes mais elevadas. Ratos depletados de com-
plemento pelo CoVF, apés 3 h da inoculagio,
sao marcadamente deficientes em Cs e mode-
radamente em Cs, por 4 a 5 dias'!, tornando os
animais mais susceptiveis a disseminagio bacte-
riana pela via hematogénica.

Pela anilise dos resultados foi demonstra-
do que as cepas invasoras de Hae possuem uma
viruléncia maior do que as outras cepas, nio
invasoras. Entretanto, o quadro bacterié¢mico
causado pelas cepas invasoras nio se associou
a qualquer sinal clinico semelhante a FPB. Ra-
ros casos fatais ocorreram nas primeiras 24 h,
apés a inoculagio das doses infectantes mais
elevadas, devido provavelmente, a endotoxina
liberada®. Apés este periodo, os animais se
recuperaram prontamente, caracterizando
uma bacteriemia tempordria, o que contrasta
com a alta letalidade observada na FPB em
criancgas.

Com relagio as doses infectantes e as fre-
quéncias de bacteriemia, observamos que as
concentragdes bacterianas entre 10% e 107 célu-
las sio um referencial importante das cepas
invasoras de Hae. Doses infectantes das cepas
invasoras maiores que 10° bactérias provavel-
mente resultariam em morte dos animais. O
mesmo ndo ocorreu com as cepas controles,
que exigiam uma dose infectante maior para
produzir bacteriemia. Com a inoculagio de 10°
células das cepas controles, a porcentagem de
bacteriemia foi baixa; a inoculagio de algumas
cepas nio invasoras niao provocou bacteriemia,
o que nos levou a crer que doses infectantes das
cepas nido invasoras menores que 10° células
resultaria em uma frequéncia de bacteriemia
muito baixa.

Frente a estes resultados, observamos que
a dose infectante de 10° células foi critica para
este estudo, pois possibilitou a comparagio das
frequéncias de bacteriemia causadas pelas ce-
pas invasoras e nao invasoras do Hae, o que
revelou ser estatisticamente significante.

Diferengas significantes quanto a virulén-
cia das cepas estudadas também foram obser-
vadas analisando-se a magnitude de bacterie-
mia.

Em nossa metodologia de trabalho, o limi-
te maximo de contagem do crescimento bacte-
riano foi de 500 colonias correspondente a
10*% ufc/ml de sangue, o que corresponde ao
crescimento bacteriano confluente, em meio
de cultura sélido. Por outro lado, o nivel mini-
mo de bacteriemia possivel de ser quantificado
pela metodologia utilizada foi de 102 ufc/ml de
sangue, o que corresponde a 1 colonia na placa
de cultura. Portanto, animais cujas magnitudes
de bacteriemia foram menores que 100 bacté-
rias por ml de sangue, ou seja, 102 ufc/ml,
foram considerados nao bacteriémicos.
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As cepas invasoras desenvolveram bacte-
riemia com alta contagem bacteriana sendo
que com algumas cepas a magnitude foi maior

10%¢° ufi I d Entr
que ulc/ml de sangue. LKntretanto, as
cepas nio invasoras de Hae, na sua maioria, nio
apresentaram bacteriemia.

As DB 50% das cepas invasoras foram, em
geral, 1000 vezes menores do que as DB 50%
das cepas nido invasoras de Hae, significando
que seriam necessdrias 1000 vezes mais bacté-
rias das cepas controles para causar bacterie-
mia em 50% dos ratos inoculados.

RUBIN et al.*3 estudando cepas de Hae
no modelo de ratos recém nascidos, tambéin
verificaram a maior viruléncia das cepas invaso-
ras de Hae. A semelhanca dos resultados encon-
trados em nosso estudo e os achados pelos
autores demonstra a reprodutibilidade dos en-
saios de bacteriemia, confirmando a utilidade
deste modelo experimental para o estudo das
cepas de Hae.

A cepainvasora australiana, 349, apesar de
nio possuir as caracteristicas genotipicas e fe-
notipicas das cepas invasoras brasileiras, de-
monstrou o mesmo potencial de viruléncia da-
quelas cepas, no modelo experimental. Assim
sendo, as caracteristicas que definem as cepas
invasoras brasileiras de Hae podem nio estar
necessariamente relacionados com os seus de-
terminantes de viruléncia. Entretanto, sabe-se
que as cepas de Hae tem origens polifiléticas®,
o que poderia justificar a ocorréncia de cepa
invasora de Hae em outro continente, com
caracteristicas genotipicas e fenotipicas dife-
rentes das cepas invasoras brasileiras.

O resultado do nosso estudo com a cepa
isolada de mosca, 144/90, sugere que os fatores
genotipicos e fenotipicos responsaveis pela vi-
ruléncia da bactéria nio se alteram durante a
sua transmissio por vetores mecinicos.

Neste estudo, a cepa 21/87, com caracte-
risticas intermedidrias, apresentou comporta-
mento semelhante as cepas invasoras de Hae
quanto a DB 50%, a frequéncia e a magnitude
de bacteriemia. Entretanto, esta observagio
estd relacionada com o estudo de 1 cepa apenas
com estas caracteristicas, enquanto 6 cepas in-
vasoras e 6 cepas controles de Hae foram estu-
dadas.

O perfil de viruléncia da cepa 21/87 mos-
tra a importancia das caracteristicas encontra-
das nesta cepa que siio comuns as cepas invaso-
ras™'9, tais como, o mesmo tipo de restri¢io do
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gene rDNA, o mesmo tipo isoenzimdtico, e o
mesmo perfil protéico em SDS-PAGE, o que
questiona a interferéncia do plasmidio de 24
Md e da proteina de 25 Kd, ausentes nesta cepa,
para aviruléncia das cepas invasoras brasileiras.

A cepa com caracteristicas intermedidrias
foi isolada de um caso de conjuntivite, na cida-
de de Pradépolis em 1987, onde ocorreram
casos suspeitos de FPB. Posteriormente, em
1990, outras cepas com as mesmas caracteristi-
cas foram isoladas de sangue ou liquor hemor-
ragico de 3 casos de FPB, na cidade de Valpa-
raiso, regifio de Aracatuba®’, também Estado de
Sio Paulo. Atualmente, estas cepas com carac-
teristicas intermedidrias sio consideradas inva-
soras, o que mostra a validade deste modelo
animal para estudo do potencial de viruléncia
das cepas de Hae.

O modclo de ratos recém nascidos foi
adequado para o estudo dos efeitos protetores
de anticorpos através da imunizagio passiva
com soros hiperimunes, podendo auxiliar a
definir antigenos que induzem anticorpos pro-
tetores.

Estes soros, produzidos com cepas invaso-
ras de Hae, demonstraram possuir anticorpos
protetores direcionados contra antigenos de
superficie comuns, presentes nas cepas homé-
logas®3,

Em nosso estudo, a dilui¢io do soroa 1:10,
provocou grande redug¢io no nivel de bacterie-
mia. Algum efcito protetor, também, foi obser-
vado nos ratos tratados com soro normal de
coclho, diluido também a 1:10. Certamente, o
soro normal de coelho contém pequena quan-
tidade de anticorpos contra antigenos de Hae
ou, pode prover algum fator adicional inespe-
cifico, mesmo apés o aquecimento para inativa-
¢iao do complemento.

Como comparagio do potencial de viru-
léncia das cepas de Haemophilus, utilizamos
uma cepa de Hib, cepa Eagan, com caracteris-
ticas de patogenicidade conhecida?26384,

A primazia de Hib como cepa virulenta
pode ser demonstrada nas diferentes etapas de
nosso estudo. Com a inocula¢ao de menor dose
infectante estudada, ou seja, 1000 bactérias,
todos os animais inoculados ficaram bacterié-
micos. Os nossos achados estio concordantes
com os encontrados por outros autores?#,
utilizando as mesmas condig¢oes experimentais.

O maior potencial de viruléncia do Hib
deve-se provavelmente a sua capacidade de eva-
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sao dos mecanismos de defesa do hospedeiro,
devido a presenga da cipsula polissacaridica,
conseqiientemente, aumentando o seu ndimero
na corrente circulatdria.

Pela técnica de multilocus enzimadtico tem
sido demonstrado que a estrutura populacional
de Hib é clonal*®, o que poderia conferir
propriedades de viruléncia definidas para as
diferentes cepas deste sorotipo. Da mesma for-
ma que Hib, as cepas invasoras brasileiras de
Hae, muito semelhantes geneticamente, apre-
sentaram um mesmo perfil de bactericmia no
modelo de ratos recém nascidos, evidenciando
a excepcionalidade de sua viruléncia.

Até o momento, os fatores de viruléncia
das cepas de Hae invasoras nio foram identifi-
cados, o que torna os modelos experimentais
fundamentais para o esclarecimento da infecti-
vidade destas cepas invasoras.

CONCLUSOES
O modelo de ratos recém nascidos:

1. demonstrou ser susceptivel a infec¢io por
Hae.

2. permitiu diferenciar cepas invasoras e cepas
controles de Hae quanto aos seus potenciais
de viruléncia.

3. permitiu identificar o potencial de invasibili-
dade da cepa com caracteristicas intermedid-
rias entre cepas invasoras e cepas niao invaso-
ras de Hae, definindo-a como cepa invasora.

4. demonstrou que a viruléncia da cepa inva-
sora de Hae se mantém durante sua trans-
missio por vetores mecinicos.

5. permitiu observar a agio de anticorpos pro-
tetores contra a infec¢do, pela imunizagio
passiva.

6. demonstrou que o potencial de invasibilida-
de das cepas invasoras de Hae é inferior ao

do Hib (cepa Eagan).
SUMMARY

BRAZILIAN PURPURIC FEVER,
VIRULENCE IN ANIMAL MODEL OF
HAEMOPHILUS AEGYPTIUS (H.
INFLUENZAE BIOGROUP AEGYPTIUS)

Brazilian purpuric fever (BPF) is caused by
invasive strains of Haemophilus aegyptius (H.

influenzae biogroup aegyptius, Hae). These
strains were differentiated from Hae strains
associated only with conjunctivitis (non-invasi-
ve Hae strains) through specific molecular mar-
kers. Complement-depleted infant rat model
was uscd to study the invasive and non-invasive
Hae strains to compare their virulence poten-
tial. Inoculating 10° bacteria in the rats, the
invasive strains caused 80 to 100% bacteremia
and the intensity of bacteremia was 1025949 to
> 1049 ¢fu/ml of blood. Using the same infec-
tious dose, the non-invasive strains did not
cause frequent bacteremia (0 to 50%) and the
intensity was 0 to 106995 cfu/ml of blood. The
infectious doses able to cause 50% of bactere-
mia in the rats (BD 50%) varied from < 10® to
10%2 bacteria for the invasive strains, whereas
the BD 50% were 10%2 to > 1072 bacteria for
non-invasive strains. Passive immunization
using antisera to invasive strains protected rats
against bacteremia caused by homologous
strains, but not by heterologous strain. By com-
paring the bacteremia caused by Hae and bac-
teremia caused by F. influenzaeb (Eagan strain,
Hib), it was demonstrated that Hib had higher
virulence potential. This animal m'odel was use-
ful to clarify the virulence potential of invasive
Hae strains.
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