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VERIFICACAO DE FLAVOBACTERIUM MENINGOSEPTICUM KING, 1959,
EM SAO PAULO (BRASIL)

Carlos SOLE-VERNIN (1), Cecilia Mattos ULsoN (2) e Milton ZuccoLotTo (3)

RESUMO

Flavobacterium meningosepticum King, 1959, nova espécie associada a me-
ningites infantis, esporadicas ou de surtos epidémicos, foi verificada em Sdo Paulo,

como agente etiolégico de meningite em recém-nascido prematuro.
bacteriolégico é minuciosamente discutido.

O diagnéstico

INTRODUCAO

Numa comunicagio feita & Seccio de Pe-

diatria da Associa¢do Paulista de Medicina,

ZuccoLoTTo & SOLE-VERNIN* tiveram a
oportunidade de discutir aspectos sobretudo
clinicos de um caso de meningite com hidro-
cefalia, em recém-nascido prematuro, produ-
zida pelo “Flavobacterium meningosepticum,
nome proposto por KING* para um novo
agente etiolégico e que, naquela ocasido, era
* identificado pela primeira vez em Sdo Paulo,
Nos Estados Unidos as infecgbes apresenta-
vam dois aspectos. epidemiolégicos (Bropy,
Moore & Kinc?): infeccBes esporadicas e
surtos epidémicos.

Como se trata de uma espécie bacteriana
patogénica de reconhecimento muito recente,
resclvemos, nesta nota, depois do resumo cli-
nico do caso, expor alguns pormenores ati-
nentes ao diagnéstico bacteriolégico, sobre-
tudo no que diz respeito as caracteristicas
fundamentais da nova espécie e ao seu diag-
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néstico diferencial frente a outras com as
quais poderia apreseniar alguma semelhanca.

RESUMO CLINICO

Identificagio — Recém-nascido, feminino,
branco, reg. n® 32.164, internado no Berca-
rio da Clinica Pediatrica do Hospital das
Clinicas (Servico do Prof. P. de Alcéntara).

Histéria pregressa — Segundo filho de
méie com 23 anos. Durante o trabalho de
parto, as condigbes maternas eram boas e
as condigbes fetais regulares. Idade fetal de
28 semanas. Parto normal, a 29-3-1959.
Apresentagio cefalica, chorou mno primeiro
minuto apds o nascimento. N&o houve ma-
nobras de ressuscitagio.

Exame fisico inicial — 30-3-1959. Esta-
do geral regular. Gemente. Moro presen-
te. Preensdo presente. Sucgio esbogada.
Cianose das extremidades. Estatura: 45,5
cm; péso: 1.610 g; perimetro cefélico: 34
cm; biparietal: 7,5 c¢cm; occipito-frontal: 10,5
cm; perimetro tordcico: 28 cm; perimetro
abdominal: 30 cm.

Fvolu¢go — Nos dias subseqilentes a crian-
¢a continuou gemente, prostrada. Apresen-
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septicum King, 1959, em Sio Paulo (Brasil).

Flavobacterium meningo-

tou ictericia, periodos de recusa de alimen-
to, crises de apnéia, hipertonia e tempera-
tura.

Em 10-4-59, foi feito exame de liquor, no
Hospital das Clinicas, com o seguinte resul-
tado:

Pung¢do — SOD

Condigdes — choéro
Aspecto — turvo-xantocrémico
Citologia:
Hemacias — 0
Leucdcitos — 900
Linfécitos — 30%
Mondécitos — 10%
Neutréfilos — 60%
Glicose — 12 mg%
Pandy — -+ -+
Sedimento — Mucopurulento. - Flora bac-

teriana abundante, representada por bacilos
e coco-bacilos Gram-negativos, com morfolo-
gia de Haemophilus. ’

O prematuro recebeu Cloranfenicol, Novo-
biocina, Sulfadiazina e Iloticina. Os exames
de liquor continuaram com o mesmo aspecto
turvo-xantocrémico, grande aumento de cé-
lulas, com predominio de neutréfilos, agiicar
e cloretos baixos e proteinas altas. Em 19-

" 5.59 o perimeiro cefélico passou a 35 cm e
‘a 25-5-59 alcangou 36,5 cm.

Medicada com Novobiocina oral e Eritro-
micina intramuscular, de acérdo com o anti-
biograma, persistiram as alteragBes liquori-
cas, continuandc o aumento do perimetro ce-
falico da crianca que atingiv 40 cm a 30-6-
59. Nessa ocasido, tendo em conta um exa-
me de transiluminagio realizado, suspeitou-se
de anencefalia. Um eletrencefalograma feito
evidenciou atividade elétrica ao nivel de to-
dos os: eletrodos utilizados. Em 17-7-59 a
cultura do liquor resultou negativa. A crian-
ca obteve alta, a 28-8-59, da Clinica de Mo-
léstias Tropicais e Infectuosas, para onde fo-
ra transferida, tendo 5 meses, pesando 2.970
g, o perimetro cefalico medindo- 44 cm, e
apresentando quadro clinico ‘dé rigidez des-
cerebrada. :

DIAGNGSTICO BACTERIOLOGICO

O liquor apresentava-se muito turvo. O
exame microscopico do sedimento do liquor,
corado pelo método de Gram, revelou pié-

citos polimorfonucleares e freqiientes basto-
netes finos Gram-negativos, alguns fagocita-
dos. O aspecto era altamente sugestivo de
Haemophilus, e, esperando encontrar talvez o
Haemophilus influenzae, foi feita cultura em
dgar-infusdo de coragdo com sangue de coe-
lho a 20%. O aspecto da lamina de sedi-
mento do liquor corado pelo Gram corres-
pondia a aspectos habituais, de modo que
nfo ocorreu, naquele momento, a importan-
cia que poderia ter a sua conservagdo como
documento bacteriolégico.

A incubagio da placa deu colénias peque-
nas, nio B-hemoliticas, em cultura pura, de
um germe que ainda poderia ser o Haemo-
philus influenzae, mas, um cultivo que si-
multdneamente tinha sido feito em caldo sim-
ples, deu, também, excelente crescimento.
Afastada a hipétese de Haemophilus inclusive
de Bordetella pertussis, que também exige
hemina e coenzima ao isolamento, na fase I,
pensou-se em alguma enlerobactéria. Foi
entdo feita a série de testes bioquimicos que
habitualmente se emprega para ésse grupo,
e observou-se que, apesar do meio bésico ser
suficiente para promover o crescimento do
germe em questdo, ndo houve a produgdo de
acido em nenhum dos “aclicares” emprega-
dos, apdés 24 horas de incubagfo, mesmo na
dextrose. Afastou-se, por isso, a hipébtese de
Shigella, Salmonella, Escherichia, etc. Po-
deria tratar-se de Alcaligenes, Pseudomonas
ou, entdo, de algum membro daquele grupo
mal estudado de Gram-negativos que inclui
os géneros Herrellea, Mima e Colloides; mas,
entre outras diferencas, tal como Salmonell
(na imensa maioria dos casos), éstes germes
sdo indol-negativos, ‘a0 passo que o germe
em identificagdo era indol-positivo.

Em resumo, segundo Kinc$, Flavobacte-
rium meningosepticum € bastonete fino,
Gram-negativo, imdvel, nitrato negativo, in-
dol positivo (cardter importante e critico),
proteolitico e produz acido, tardiamente, a’
partir de alguns carboidratos, por processo
oxidativo, No quadro I podem verificar-se
alguns subsidios para o diagnéstico diferen-
cial.

Bropy, Moore & KiNG? consignam que
o germe era lento fermentador de alguns
carboidratos, necessitando de 1 a 3 sema-
nas para formagdo de acido. Como a fer-
mentagdo é um processo metabédlico anaerd-
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QUADRO I

Subsidios para o diagnoéstico diferencial, por meio de alguns caracteres genéricos,

entre

Flavobacterium meningosepticum e outras espécies bacterianas

Géneros

Caracteres diferenciais

Salmonella, Shigella, Escherichia, ete.

Haemophilus ...

Bordetella

Brucella

dlcaligenes

Pseudomonas

(Tribo Mimae)

Herrellea, Mima e Colloides

Glicose fermentada em 24 horas

Exige sempre fatores X e V ..
Nitrato positivo (influenzae, etec.)
Indol negativo (varias espécies)
Gelatina negativa (varias espécies)

Exige fatdres X e V ao isolamento (morfologia cocéide)
N&o proteolitico

Indol negativo

Nao ataca acucares

Citrato e uréia positivos (parapertussis)

Mébvel (bronchiseptica)

Glicose fermentada e uréia positiva

Pigmento negativo
Indol e gelatina negativos

Pigmento positivo (azul-esverdeado)
Indol e gelatina negativos

Indol negativo (Mima, cocdide)

bico, em nossas primeiras experiéncias os
tubos de cultura foram tamponados a para-
fina com o objetivo de apressar o possivel
ataque a ésses substratos (os empregados fo-
ram: dextrose, lactose, sacarose, manita, mal-
tose e xilose). Apesar désse artificio de téc-
nica, mesmo ac fim de 3 semanas de incu-
bacgio (limite méiximo em que alguns resul-
tados deviam positivar-se), os testes conti-
nuavam negativos e assim permaneciam até
a 5% semana de incubagdo. Salvo essa apa-
rente excegio (logo esclarecida, como adian-
te sera exposto), o protocolo das caracteris-
ticas morfolégicas, tintoriais e fisiologicas da
bactéria isolada ficava consistente com-a hi-
potese de tratar-se da nova espécie.

Em resumo: bastonete mais ou menos lon-
go (6 a 12 micra, em média), fino, Gram-
negativo, imével; cresce bem nos meios co-
muns bésicos de cultura, aerdbio, catalase
intensamente positiva; em 24 horas, da co-
lonias pequenissimas em Mac Conkey e Tea-
gue, mas ndo cresce em SS (Difco); cresce
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bem no meio de Surraco-Violeta, sem -alte-
ré-lo; nao fermenta os “agiicares” comumen-
te empregados no diagnéstico de enterobac-
térias; VM e VP, ambos negativos; cresci-
mento em meio de citrato (Simmons), du-
vidoso a negativo; nitrato negativo; indol
positivo fraco; urease negativo; H.S mnega-
tivo em &gar-acetato, mas positivo fraco na
tira de papel impregnado de acetato; inten-
samente proteolitico (gelatina e leite) ; pig-
menta¢io amarelada com o prolongamento da
incubagfio, bem visivel no leite, que é pep-
tonizado; hemdlise esverdeada em agar-in-
fusdo-sangue de coetho, quase adstrita ao
local ocupado pela coldnia.

O antibiograma do germe aqui isolado
também corresponde, em linhas gerais, ao
achado por KiNG: o germe é muito resisten-
te aos antibidticos; resistente a penicilina,
cloromicetina,’ tetraciclina, terramicina, au-
reomicina, nitrofurazone e kanamicina; sen-
sivel 4 iloticina € novobiocina.:
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King 3. féz estudo minucioso da fisiologia
da nova espécie; apresentou relatério preli-
minar de sua classificacio antigénica em,
pelo menos, trés diferentes tipos sorologicos;
e, finalmente, propos-lhe o.nome de Flavo-
bacterium meningosepticum. As observagoes
sobre a fisiologia do microrganismo vieram
revelar um fato de importancia decisiva, a
saber, o metabolismo oxidativo (e nio, fer-
mentativo) na utilizacdo dos carboidratos:
a expressfo processo oxidativo substitui nes-
te segundo trabalho, a de fermentagdo, que
aparecia no primeiro. Por conseguinte, o
tamponamento dos tubos de cultura com pa-
rafina, como haviamos feito inicialmente,
estava contra-indicado, e, nessas' condicdes,
é certo que os carboidratos seriam atacados
com maior dificuldade, mesmo porque o
meio de cultura empregado ainda era semi-
s6lido; de fato, como j4 consignamos, mes-
mo ao fim de 5 semanas, nio verificamos o
menor grau de acidez. Por isso recorremos
a uma nova técnica, agora para comprovar
o processo oxidativo, empregando a dextrose
(que seria positiva) e a sacarose (que seria
negativa) nas concentragdes de 1 e 5%. O
resultado comegou a positivar-se as 48 horas
de incubacéo, sendo francamente positivo as
72 horas. A técnica empregada foi a Hucn
& LEerrson 2, modificada, pelo fato de termos
inclinado os tubos para manter grande su-
perficie liquida em contato com o ar con-
tido nos tubos, Ficou, désse modo, escla-
recida a aparente excegiio nas caracteristicas
do germe aqui encontrado, com relacdo ao
descrito por Bropy, Moore & King ?.

O germe foi isolado em S%o Paulo, por
duas vézes, da mesma paciente: a primeira
a 29 de maio e a segunda, a 3 de julho de
1959. A 17-7-59 uma nova tentativa de iso-

lamento foi negativa.

Enviamos uma amostra désse germe a Miss
King (C.D.C., Chamblee, Georgia) para que
tivesse a gentileza de verificar o nosso diag-
noéstico e, sobretudo, para classificacio an-
tigénica. Obtivemos a confirmacio do diag-
nostico - a informagio de que a amosira
brasileira nfio pertence a nenhum dos trés
tipos sorolégicos americanos, havendo, en-
tretanto, aglutinacio lenta nos trés soros es-
pecificos, interpretada como do tipo “07”.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Féz-se uma investigagio de anticorpos es-
pecificos no sbéro da paciente (colhido a 2
de julho), na forma que a seguir se resume.
Adotaram-se dois tipos de aglutinacio: em
lamina (séro ndo diluido) e em tubos.

A aglutina¢io em limina, com sdro ina-
tivado da paciente, deu 4 cruzes de positi-
vidade (aglutinagio rdpida, grumos gran.
des) ; com sbro ndo inativado, apenas 2 cru-
zes, O sbro inativado da me da paciente
deu 1 cruz; seis outros soros inativados, de
pessoas aparentemente normais, deram: 2,
negativos; 3, 1 cruz e 1, duvidoso.

Com sbro inativado e ndo inativado da
paciente, foram também feitos testes de aglu-
tinagdo em tubos, sendo as diluigBes finais
sempre dobradas, de 1/10 até 1/2.560. Quan-
to aos tipos de incubagfio, foram feitos dois,
um a 48°C (banho-maria), durante 24 ho-
ras; e outro, a 37°C (estufa) por 2 horas
e a seguir a 4°C (geladeira), até o dia se-
guinte, (QQuanto aos tipos de antigenos, tam-
bém dois foram usados: um, suspensfo viva
do germe de cultura recente em Agar-infu-
sfo-sangue, € ouiro, 4 mesma suspensio re-
ferida, morta pelo banho-maria fervente du-
rante’ 10 minutos,

Dessas oito combinagdes, s6 duas deram
resultado positivo: aquelas em que o anti-
geno era vivo e a incubagdo a 48°C, quer
com sbro inativado, quer sem inativar. Os
tubos contréles apresentaram-se em boas con-
digbes.  Verificou-se aglutinagio macroscé-
pica, confirmada ao microscopio, até a di-
luigdo final de 1/320. Na série do sbro nio
inativado, observou-se lise quase completa no
1° tubo. Os resultados positivos dos testes
de aglutinagfo foram interpretados como de-
vendo-se a aglutinagdo do tipo “K” e néo
do tipo “O”.

SUMMARY

Verification of “Flavobacterium meningo-
septicum™ King, 1959, in Sdo Paulo, Brazil.

Flavobacterium  meningosepticum  King,
1959, new species associated with sporadic
or epidemic meningitis in infants, was found
in S8o Paulo (Brazil), as the etiologic agent
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of a premature newborn meningitis. The
bacteriologic diagnosis is fully discussed.
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