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1.1 Apresentacéo

Por qué estudar a prevaléncia de Haemophilus influenzae isolados da nasofaringe de

criangas?

As infeccBes, principalmente as infeccBes respiratdrias agudas (IRA) e meningites,
configuram um dos maiores problemas de salude publica em todo mundo. Os nimeros
alarmantes representam aproximadamente dois milhGes e duzentas mil mortes anuais,
sendo que 70% destes casos concentram-se na Africa Sub-Saariana, onde a meningite é
endémica, e no Sudeste asiatico, especialmente no Paquistdo, cuja mortalidade por IRA é
responsavel direta por aproximadamente 30% dos Obitos em criangcas menores de cinco
anos, e nas Filipinas que apresenta uma incidéncia de meningite de 95 casos por 100.000
habitantes ao ano (Limcangcoo et al., 2000; WHO, 2002b; Rudan et al., 2003; Lanata et al.,
2004; Khan et al., 2004).

Os principais agentes etiolégicos bacterianos associados com episddios de IRA sdo
0s Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catharralis e
Staphylococcus aureus. Em virtude da severidade dos problemas decorrentes da IRA,
ressalta-se os esforcos de organizagdes relacionadas a saude, distribuidas em todo mundo,
visando a implementacdo de medidas de prevencdo e controle desse quadro (Doern et
al.,1997; Thornsberry, et al., 1999; Yano et al., 1999; Peltola, 2000; Chambers, 2001;
Debbia et al., 2001; Mclntosh, 2002 Masuda et al., 2002; Willians et al., 2002; Rudan et
al., 2003; Uno, 2003; Lakhanpaul et al., 2004; Lanata et al., 2004; Numazaki et al., 2004).

Ja dentre as meningites bacterianas, em torno de 80% dos casos estdo distribuidos
entre o H. influenzae, S. penumoniae e a Neisseria meningitidtis. O rapido desenvolvimento
da morbidade, muitas vezes com seqlielas neuroldgicas graves, exige um diagnoéstico rapido
e confidvel, implicando em um tratamento imediato e eficiente (Tikhomirov et al., 1997;
Gebremariam, 1998; Rosenstein, 2001).

Entre os agentes etioldgicos relacionados com IRA e meningite, o H. influenzae

destaca-se por sua alta prevaléncia em criangas entre 0 a 5 anos. Dentre os seis tipos



capsulares existentes, o tipo b, é responsavel por aproximadamente 900 mil mortes ao ano
(Shann & Steinhoff, 1999). Uma das medidas profilaticas mais efetivas, aplicada nesse
contexto, é a utilizacdo de vacinas. Entretanto, mesmo com o grande avan¢o nos campos da
vacinologia e epidemiologia, desconhece-se 0s mecanismos intrinsecos e extrinsecos
precisos, que condicionam a reducdo da colonizacdo pelos tipos contidos nas vacinas. As
observacdes a partir da implementacdo da vacina conjugada para o H. influenzae tipo b
(Hib), vem demonstrando a substituicdo desse tipo capsular, o que altera o perfil das
infeccOes por esse agente. Desta forma, ocorre uma supressdo do Hib, anteriormente
predominante, permitindo a proliferacdo de outros tipos, antes minoritarios. Além disso, em
analises moleculares do H. influenzae foram identificadas também cepas tipo b que
apresentavam uma alteracdo na estrutura capsular, o que poderia configurar uma resposta a
presséo seletiva exercida pela vacina (Kroll et al., 1988; Falla et al., 1994; Klein 1995;
Saltola et al., 2003).

Observa-se atualmente, a necessidade crescente de se estabelcer a relagdo entre
bactérias colonizadoras da nasofaringe (NF), como o H. influenzae, e as que causam
morbidades como IRA, pneumonia e meningite. Os dados e resultados de diversos estudos
epidemioldgicos indicam que bactérias invasivas provém da microbiota colonizadora,
aferindo-se que o estado de portador é relevante na cadeia dos eventos para se estabelecer a
infeccdo. Estas analises sdo possiveis devido a utilizacdo das técnicas de tipagem
molecular, que fornecem informac6es valiosas e elucidativas sobre a disseminacdo das
bactérias da NF para outros sitios, como também a transmissdo de pessoa a pessoa,
especialmente em creches, ambulatorios e hospitais (Kauppi et al., 1993; Klein, 1995;
Tenover et al., 1995; Peerbooms et al., 2002; Campos et al., 2003b; Campos et al., 2004).

A tipagem molecular ou genotipagem de isolados de H. influenzae, coletados a
partir da nasofaringe, pode fornecer dados epidemiolégicos importantes para o
direcionamento de medidas profilaticas, e de tratamento especifico para criangas com
morbidades causadas por este agente (Falla et al., 1994, Sunit et al., 2002; LaClaire et al.,
2003; Saltola et al., 2003; Bruun et al., 2004; Ishiwada et al., 2004; Kalmusova et al.,
2004).



No ano de 1999, a vacina conjugada Hib foi introduzida no Programa Nacional de
Imunizacdes, integrando-se a agenda de vacinacao adotada em todo Brasil, para menores de
2 anos. Em Goiania, em 2000, foi instituido um programa de vigilancia para monitorar
casos de meningites e pneumonias causados por H. influenzae e S. pneumoniae, em
criangas com a idade entre 0 a 5 anos, com 0 objetivo de avaliar a efetividade da vacina,

bem como, seu impacto neste cenario (Caetano, 2001).

Este sistema de vigilancia epidemioldgica, € um dos componentes de um projeto
maior de investigacdo, que vem sendo apoiado pela divisdo de imunizagdo e vacinas da Pan
American Health Organization (PAHO) - W.D.C. e pelo Bill and Melinda Gates
Children’s Vaccine Program, em conjunto com a Secretaria de Satde do Estado de Goias e
Secretaria de Salde do Municipio de Goiania. Este sistema agregou 20 hospitais pediatricos
do municipio, correspondendo a cerca de 85,0% das admissdes por pneumonia e meningites
em Goiania (Caetano, 2001).

A genotipagem pela técnica de PCR, padrdo ouro para a tipagem capsular deste
patdgeno, avanga por permitir a observacdo da disseminacdo dos tipos de H. influenzae
pos-introdugdo da vacina Hib. Em diversas partes do mundo, a tipagem capsular de H.
influenzae pela PCR foi implantada garantindo resultados confidveis, os quais sao
necessarios nos levantamentos epidemioldgicos, especialmente no que tange aos tipos
circulantes pés-introducéo da vacina Hib-conjugada. Além disso, visam determinar o perfil
de resisténcia aos antibacterianos, e identificar outros fatores de viruléncia desses tipos, que
certamente interferem no cenario de morbidades e mortalidades (Acar, 1999; Mitsuda et al.,
1999; Molina et al., 2002; Peerboms et al., 2002; Galan et al., 2003; Daines et al., 2004;
Luong et al., 2004).

O levantamento e analise desses dados, poderdo contribuir para a implementacao de
medidas e acGes dentro da cadeia epidemioldgica, permitindo um monitoramento mais
preciso e real, do impacto da introducdo da vacina Hib conjugada em Goiania. Esses dados
fundamentados na tipagem capsular pela técnica de PCR, permitem ainda, uma correlagao

com os resultados obtidos em outras regiées do nosso pais, como também em outros paises.



Este trabalho foi dividido em duas partes. A primeira corresponde a uma
Introducdo na qual aborda-se as caracteristicas do H. influenzae, métodos de tipagem
capsular, impacto das vacinas conjugadas e seus potenciais efeitos na taxa de portador e
Materiais e Métodos empregada para o isolamento e tipagem do H. influenzae. A segunda
parte, sob forma de artigo cientifico, apresenta os Resultados, Discussdo e Concluséo,
relacionada ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e identificacdo dos tipos

circulantes, determinados pela técnica de PCR, prevalentes de isolados da nasofaringe de

criangas.



Resumo

Antecedentes: A microbiota da nasofaringe (NF) de criangas € o principal reservatorio
ecologico do Haemophilus influenzae, que em seu estado portador, configura um
importante papel na disseminacdo da bactéria. Em Goiania apos a introducdo da vacina
Hib-conjugada, em julho de 1999, a incidéncia de casos de meningites, passou de 10,8x10°,
para 2,3x10° habitantes, em 2001. Objetivos: Determinar a prevaléncia de H. influenzae,
em amostras de NF de criangas menores de cinco anos; avaliar o perfil de suscetibilidade
dos isolados de H. influenzae a dois antimicrobianos; e caracterizar os isolados de H.
influenzae pela tipagem molecular da PCR. Material e Métodos: De maio de 2000 a
agosto de 2001, foram coletados swabs da nasofaringe de 648 criangas menores de 5 anos,
onde, 269 estavam com IRA, incluindo-se pneumonia, 77 com meningites e 302 criangas
saudaveis. Realizou-se o cultivo das amostras em agar chocolate e posteriormente 0s
isolados foram identificados de acordo com os procedimentos recomendados, e o perfil de
resisténcia foi determinado para trimetoprim-sulfametaxazol (TMP-SMX), e ampicilina
(AMP). A tipagem capsular foi realizada pela técnica de PCR. Resultados: A prevaléncia
de H. influenzae foi de 18,2% (118 isolados) na NF de criancas. O resultado da tipagem
pela PCR caracterizou 3 Hib (2,5%), 1 Hia (0,8%), 2 Hif (1,7%) e 112 NC (94,9%). Os Hib
foram isolados de uma crianga com IRA, outra com pneumonia e a Gltima com meningite.
O Hia foi isolado de crianca com IRA. Os tipos Hif foram isolados de uma criangca com
IRA e outra com pneumonia. Das criancas as quais se isolaram os tipos NC, 11 (9,8%)
apresentavam-se saudaveis, 81 (72%) apresentavam algum quadro de IRA, 3 (2,7%)
apresentavam meningite e 17 (15,2%) pneumonia. Dos 112 tipos NC, 35 (31,3%), e todos
Hia e Hif mostraram-se resistente apenas ao TMP-SMX, mas sensiveis a AMP, e 8 (7,1%)
NC foram resistentes a AMP. Todos Hib, foram sensiveis AMP e ao TMP-SMX.
Conclusao: Observou-se uma diminuicao na taxa de prevaléncia do Hib, na nasofaringe de
criangas menores de cinco anos, assim como uma emergéncia dos tipos NC, pés-introducéo
da vacina Hib-conjugada, fato que deve ser monitorado por programas de vigilancia

epidemioldgica.



ABSTRAC

Background: Haemophilus influenzae, especially type b (Hib), that in his state carriage
configures an important reservoir, acting in the dissemination of the bacterium. In Goiania
after the introduction of the vaccine Hib-conjugated, in July of 1999, the incidence of cases
of meningites, passed from 10.8x10° to 2.3x10° inhabitants, in 2001. Objective: To
determine the prevalence of H. influenzae, PCR capsular type and profile of susceptibility,
in samples from nasopharyngeal of healthy infants or with some acute respiratory infection
(ARI), or meningitis, post-introduction of the vaccine Hib-Conjugated, in the town of
Goiania. Materials and Methods: From May of 2000 to August of 2001, were collected
swabs of the nasopharyngeal of 648 infants less than 5 years, where, 269 were with ARI,
including itself pneumonia, 77 with meningitis and 302 healthy infants. It carried out
cultivated of the samples in chocolate agar supplemented with bacitracina and subsequently
the isolated were identified agreement with the procedures recommended, and the profile of
susceptibility was determined for trimethoprim-sulfametaxazole (STX) and ampicillin
(AMP). The molecular typing capsular was carried out by the technical of the PCR.
Results: The prevalence of H. influenzae was of 18,2% (118) in the nasopharygeal.
Agreement with to typing capsule by PCR. Three(2,5%) isolates of the H. influenzae were
identified like Hib, one isolate was characterized like Hia (0,8%), two (1,7%) were
identified like Hif, and 112 (94,9%) were characterized like H. influenzae nonecapsulados
(NC). Regarding the clinical status of the infants, the Hib b were isolated from cases of
meningite (n=1), ARI (n=1) and pneumonia (n=1), the Hia from case of ARI, the Hif from
case of IRA, and the NC, 11 (9.8%) from healthy children; 81 (72.3%) from cases of IRA;
3 (2,7%) from cases of meningits and 17 (12.2%) from case of pneumonia. Of the 112 NC,
35 (31,3%), and the kinds capsulates to and f showed itself resistant barely to the (STX)
and sensible to AMP. Eight (7,1%) H. influenzae NC presented resistance to ampicillin.
The Hib, were sensible ampicilina and STX. Conclusion: It was verified a reduction in the
prevalence of the H. influenzae type b, in the nasopharyngeal of infants less than five years,
with an emergency of the types NC, post-introduction of the vaccine Hib-conjugated, fact
that should be monitored by programs of epidemiological surveillance.



1. Introducgéo

1. Infec¢des microbianas

As doencas infecciosas constituem uma das maiores causas de morbidades e
mortalidades em todas faixas etarias, em especial, para criangas menores de cinco anos.
Muitas dessas mortes sdo perfeitamente evitaveis, a partir da implementacdo de acGes
profilaticas, que vdo desde as melhorias nas condi¢des socio-educacionais e a utilizacdo de
esquemas vacinais, até estabelecimento de uma estrutura eficiente dos sistemas de salde,
capazes de diagnosticarem e determinarem a terapéutica apropriada (WHO, 2002b; CDC,
2004; Berkley et al., 2005).

Exatamente nesse contexto relacionado a capacidade de diagnosticar e determinar o
tratamento apropriado das infeccdes que ocorrem em criancas, aplica-se 0s conhecimentos
da epidemiologia e microbiologia. A soma desses conhecimentos, aliados a analise de varios
fatores de risco para cada agente infeccioso (seja de origem viral, bacteriano ou fungico, por
exemplo), e sua interagdo com o sistema imunologico, além de possiveis agravamentos
como seqielas e morte, sdo vitais para a compreensdao do papel de cada patdégeno no
desencadeamento das infec¢Ges microbianas (Brunham et al., 1993; Robbins et al., 1995;
Behrman & Kliegman, 1999; Moxon & Murphy, 2000; O’Brien 2001; Peerboms et al.,
2002; Greenberg et al., 2004).

1.2. Agente etiologico

O H. influenzae € uma bactéria Gram-negativa, que geralmente se apresenta em
formas de cocobacilo, em bastdo ou cocdlides, ndo formadora de esporos, imdvel,
pleomdrfica, fastidiosa, e anaerdbia facultativa. Ao microscépio dptico observa-se

cocobacilos com dimensdes variando entre 0,2 a 0,8um. Pertence a familia Pasteurellaceae,



incluindo também os géneros Pasteurella e Actinobacillus. As formas ndo encapsuladas s&o

bastante heterogéneas e, frequentemente apresentam pili e fimbrias (Musher, 1983).

O cultivo da bactéria pode ser realizado utilizando-se 0 meio de Levinthal, agar
chocolate {base de agar BHI (brain heart infusion)} suplementado com sangue de carneiro.
Na preparacdo do agar chocolate, 0 meio de cultura deve ser submetido a aquecimento em
banho-maria a 80°C, para o rompimento das células com a liberagédo dos fatores X (hemina)
e V (nicotinamida adenina nucleotideo, NAD), presentes no sangue. A temperatura ideal
para o cultivo da bactéria, esta entre 35-37°C, com um pH 6timo de 7,6, e tensdes de CO,
de 5,0% (WHO, 1999; CDC, 2004; Todar, 2004).

As principais formas de identificacdo fenotipicas para o género Haemophilus
consiste em testes bioquimicos, a partir das provas de fermentacdo dos seguintes
carboidratos: glicose, lactose, sacarose, xilose e manose. O H. influenzae fermenta a glicose
e xilose. Para a verificacdo da necessidade dos fatores de crescimento V (NAD) e X
(hemina) realiza-se a prova de satelitismo em A&gar sangue, repicando-se o isolado
juntamente com uma estria de S. aureus. Os isolados de H. influenzae sé se desenvolvem
na placa de agar sangue de forma satélite, em torno do S. aureus, que libera os fatores X e
V, necessarios para o desenvolvimento da bactéria (WHO, 1999; ANVISA, 2004).

Também é realizado as provas da descarboxilacao da ornitina, producao de urease e
indol a partir de triptofano. Com o resultado dessas provas bioquimicas, os isolados de H.
influenzae sdo agrupados em oito biotipos, de acordo com classificacdo proposta por
Killian, em 1976 (Killian, 1976). Alguns desses biotipos sdo marcadamente associados a
alguns tipos de infeccBes ou presentes em alguns sitios. O H. influenzae, biotipo I, é
frequentemente isolado em casos de doenca sistémica, o biotipo 1V esta associado ao trato
urogenital (sendo que entre 82 a 94% desse biotipo € isolado nesse sitio), e o biotipo 111 esta
correlacionado com conjuntivite. A média de prevaléncia de isolados encontrados nos casos
de meningites, esté distribuida entre os biotipos | (41-45%) e Il (55-58%) (Bajanca et al.,
2004; Campos et al., 2004; Erwin et al., 2005).



1.3. Fatores de viruléncia

Um dos mais importantes fatores de viruléncia, apresentados pelo H. influenzae,
esta relacionado a presenca da capsula. De acordo com classificacdo proposta por Pittmam
em 1931, todas as cepas encapsuladas podem ser classificadas em seis diferentes tipos (a, b,
c, d, e, f), baseados nas diferencas da composi¢do bioquimica dos polissacarideos da
capsula e reagdes imunologicas (Pittmam, 1931). J& as formas de H. influenzae que nédo
apresentam a capsula polissacaridica, sdo conhecidos como H. influenzae nédo tipavel
(NTHi) ou ndo capsulado (NC) (Foxwell et al., 1998; Rodriguez et al., 2003).

1.3.1 H. influenzae capsulado

A importancia e relevancia do H. influenzae como patdgeno de diversas morbidades
e mortalidade, foi objeto de inUmeros estudos e pesquisas realizadas em varios momentos,
que historicamente datam do final do século XIX (Tognoti, 2003). Ja nos estudos de
Margaret Pittman em 1931, observou-se que varios isolados eram provenientes de casos
clinicos, obtidos de pacientes com meningite, septicemias associadas a quadros de
pneumonia e artrite associada a quadro de meningite. Na descricdo da classificacdo
proposta para esse patogeno, destaca-se que a maioria dos isolados obtidos nos casos de
pneumonia, e todos os isolados obtidos em pacientes com meningite, eram do tipo b (Hib),
evidenciando-se desde dessa época, a prevaléncia desse tipo capsular nos casos de infeccao
invasiva, especialmente pneumonia e meningite (Pittmam, 1931). No entanto, somente em
1942 caracterizou-se seu antigeno polissacarideo capsular como sendo uma polirribose
ribitol fosfato (PRP), determinante como fator de viruléncia responsavel pela inibicdo da
capacidade fagocitaria de macrofagos (Murphy & Apicela, 1987).

Entre os tipos encapsualdos, a porcentagem de isolamento na nasofaringe €
dependente do tipo capsular: em torno de 5 % para os tipos c-d, e em até 20%, dependendo

da regido geogréfica, distribuida entre os tipos a, e, f. Apesar do indice de isolamento na



nasofaringe do Hib ser de aproximadamente 40%, ele é responsavel por 80-95% das
infecgdes invasivas, causadas pelo H. influenzae (Booy & Kroll, 1997).

O material capsular interfere na fagocitose, constituindo uma importante
propriedade antifagocitaria, auxiliando na invasao de outros sitios, além de permitir uma
interacdo com as células do epitélio, favorecendo sua colonizacdo. Essa estrutura capsular
composta por carboidratos, apresenta também como caracteristica intrinseca, uma baixa
antigenicidade, que desta forma, ndo ativa a resposta imune via complemento, favorecendo
a invasao do sangue ou do fluido cefalorraquidiano, permitindo a disseminagdo microbiana.
O Hib, apresenta ainda, uma amplificacdo da producdo do material capsular, de propriedade
hidrofilica, o que determina uma maior resisténcia a dissecacdo, favorecendo sua via de
transmissdo pessoa-pessoa, e aumentando também a inibicdo da fagocitose e colonizacao
do epitélio, indicando que este é um dos fatores que explicam a viruléncia e prevaléncia
desse tipo capsular em doenga invasivas (Musher, 1983; Corn et al., 1993; Kroll et al.,
1994; Adderson et al., 2001).

Os tipos encapsulados, especialmente o Hib, produzem enzimas como as
neuramidases, importantes na invasdo das meninges, e pelo menos uma IgA-protease, que
possivelmente atua na clivagem de imunoglobulinas IgAs, presentes nas secregdes e
mucosas, em especial, no trato respiratério, o que justificaria seu sucesso na colonizagdo
de portadores (Kirkeby et al., 2000; Todar, 2004).

O fracionamento da parede celular do Hib resulta em vérias proteinas, que também
estdo associadas a imunidade, denominadas de Outer Membrane Protein (OMP), proteinas
da membrana externa. Em analises realizadas, foi observada a producéo de anticorpos para
estas proteinas, como tambeém para outros lipooligossacarideos ja identificados.
demonstrando-se a importancia de antigenos ndo capsulares na determinacdo da
imunigenicidade do Hib (Tenover, et al., 1995; Rodriguez et al., 2003; O’Neill et al.,
2003).

Recentemente, foram identificados sete segmentos de DNA (genetic islands)
presente no genoma de um H. influenzae sorotipo b, isolado de um caso de meningite, e
ausente no genoma H. influenzae, cepa Rd (do tipo NC). Esses sete agrupamentos de DNA,
possuem sequéncias ligadas a fatores de viruléncia como codificacdo de proteinas

transportadoras, sintese de lipopolissacarideo (LPS) e incorporacdo de ferro, alem de



seqliéncias implicadas na transferéncia horizontal de DNA, como elementos mdveis e
outras que sugerem a transferéncia por bacteriéfagos. Esses sete agrupamentos de DNA,
possivelmente também estdo relacionados a maior viruléncia apresentada pelo Hib
(Fleischmann et al., 1995; Omilkunle et al., 2002; Bergman & Akerley, 2003).

Outros tipos encapsulados estdo agora sendo identificados como responsaveis por
doengas invasivas, principalmente, em paises que adotaram a vacina para o Hib. Destaca-se
entre estes tipos ndo-b, o tipo capsular a (Hia), pelo seu grau de viruléncia e taxa
preocupante de mortes, o tipo e (Hie), considerado um patdgeno oportunista, e o tipo f
(Hif), isolado em casos de doenca invasiva na Espanha, Dinamarca e Estados Unidos (Kroll
et al., 1994; Meats et al., 2003; Ribeiro et al., 2003; Zacharisen et al., 2003).

1.3.2. H. influenzae n&do-capsulado(NC) ou néo tipavel(NTHi)

O H. influenzae NC é uma bactéria colonizante da nasofaringe humana, e pode
causar infecgdes do trato respiratorio humano, especialmente otites médias, sinusite e
bronquite. Também pode ser isolado ocasionalmente no trato urogenital, associado a
algumas infeccbes como endometrites cervicovaginites, além de ser um importante
patégeno em conjuntivites (Murphy & Apicella, 1987; Klein, 1997; Clemans et al, 2001;
O’Neal et al., 2003). Entre 62 a 100% das criangas menores de um ano terdo algum
episddio de otite média, sendo que o H. influenzae NC é responsavel por 27 a 35% desses
casos. Destaca-se que um quadro ndo remissivo ou persistente de otite média durante os
primeiros trés meses de vida, pode afetar a capacidade intelectual da crianca,
principalmente o desenvolvimento da fala e da aprendizagem. As morbidades causadas
pelos tipos NC no trato aéreo inferior, estdo intimamente ligados a fatores que interferem
nas condi¢Bes imunolodgicas inatas da mucosa, favorecendo sua colonizagdo, como a
existéncia de outras infeccGes ou doencas de base, como a fibrose cistica ou uma doenca
pulmonar obstrutiva. Além disso, estdo sendo cada vez mais isolados em casos de doencas
invasivas, especialmente em paises que utilizam a vacina Hib-conjugada. Ja foi
caracterizado, por meios de técnicas de biologia molecular, uma correlagéo epidemioldgica
de transmisséo intra-familiar dos tipos NC entre criancas e seus pais. (Teele et al., 1990; St
Geme et al., 1993; Harabuchi, et al., 1994; Urwin et al., 1996; Foxwell et al., 1998; St



Geme, 2000; Leibovitz et al., 2003; Bajanca et al., 2004; Campos et al., 2004; Watanabe et
al., 2004; Veja-Briceno et al., 2005).

Os H. influenzae NC também apresentam um importante fator de viruléncia que
auxilia na evasdo dos mecanismos imunolégicos do hospedeiro, os lipopolissacarideos
(LPS). O LPS ¢é uma endotoxina, presente na parede celular de todas as bactérias Gram-
negativas, que possui entre outras propriedades, a ativacdo de macrofagos, por meio de
receptores conhecidos como receptores toll-like, principalmente o receptor toll-like 4
(TLR4) (Rock, 1998; Poltorak et al, 1998). Lorenz colaboradores (2005), utilizando
modelo animal infectado com dois tipos de H. influenzae NC, um mutante expressando
uma LPS alterada, e outro expressando uma LPS usualmente encontrada nesse patdgeno
(selvagem), observaram que a cepa mutante induziu a expressao de outra TLR, a TLR2,
potencializando a agdo da TLR4, aumentando a ativacdo de macrofagos de maneira
eficiente, 0 que ndo ocorria com a cepa ndo mutante (selvagem). Essas observacgoes
sugerem a possibilidade de novos estudos para utilizagcdo de uma terapéutica alternativa, a
partir da ativacdo potencializada dos macrofagos, via receptores toll-like, para os casos
clinicos de infec¢bes causadas pelos tipos NC (Lorenz et al., 2005).

Um dos fatores que determinam a viruléncia das bactérias Gram-negativas como o
H. influenzae NC, é sua capacidade de incorporar o &cido sialico nas por¢des terminais dos
Lipooligoscarideos (LOS) da membrana externa, como a lactose, a N-acetillactosamina e
possivelmente a N-acetilgalactosamina (Martin et al., 1999; Jones et al., 2002). A
caracterizacdo desse mecanismo, a partir do transporte de carboidratos, através do espaco
periplasmatico, ATP-independente, pode consistir em possiveis alvos para drogas
antimicrobianas (Allen et al., 2005).

1.3.3 Pili, fimbrias, e biofilme

Estruturas proteinaceas como fimbrias e pili, permitem a aderéncia as mucosas de
diferentes sitios, como a nasofaringe, ouvido médio e o trato respiratorio inferior. As
fimbrias, como HMW1, HMW?2, Hia, Hsf e Hap, foram caracterizadas tanto no H.
influenzae tipo b, como em isolados NC. As HMW1/HMW?2 sdo fimbrias que possuem
proteinas de alto peso molecular promotoras da aderéncia. Essas fimbrias sdo codificadas

pelos genes hmwlA e hmw2A, expressos no processo de regulacdo génica chamada de



variacdo de fase. Na variacdo de fase ocorre uma expressdo alternada das moléculas de
superficie, como as fimbrias, de forma randémica, ou modulada a partir de alteracdes nas
condicdes do microambiente colonizante. Esse processo resulta numa variacdo de
fendtipos, possibilitando a adaptacdo bacteriana em mais de um ambiente. A presenca de
pili, distribuido de forma peritriquia na célula bacteriana, é condicionada por uma série de
genes conhecidos como hifAE, responsaveis principalmente pela aderéncia hemaglutinante.
As fimbrias Hia e a Hsf sdo proteinas de alto peso molecular, que desempenham o mesmo
padrdo de aderéncia para células epiteliais, e possuem 72% de homologia e 81% de
similaridade, condicionadas por dois genes, hia e hsf, que possivelmente séo alelos. A Hap,
condicionada pelo gene hap, permite a aderéncia nos diversos sitios de colonizagdo e
promove também a formacdo de biofilme (van Ham, et al., 1993; Dawid et al, 1999;
Hendrixson et al., 1999; Killian et al., 2002; O’Neill et al., 2003).

Ja foi observada a prevaléncia dos genes codificantes de pili hifAE, em especial dos
segmentos hifBC por apresentarem regides altamente conservadas, e dos genes hmwlA,
hmw2A, hia e hif, em isolados clinicos Hib e NC. A prevaléncia dos genes hifBC foi de 109
(64%) em 170 cepas de Hib, e de 46 (28%) em 162 cepas de NC. Nenhuma cepa Hib
apresentava os genes hmw1A, hmw2A e hia, e entre as cepas NC, 33% apresentavam o gene
hia, 51% apresentavam o gene hmw1A, e 23% apresentavam o gene hmw2A. Essas analises
indicaram uma alta prevaléncia de genes hifBC, em cepas Hib e NC isoladas da
nasofaringe, assim como em doencas invasivas. Caracterizou-se também que 0s genes
hmwlA e hmw2A, eram mais prevalentes entre as cepas isoladas no ouvido médio de
pacientes. Desta forma, esses dados indicam que esses fatores de viruléncia possivelmente
estdo envolvidos na colonizacdo de cada sitio (Ecevit et al., 2004).

A presenca de pili nos tipos NC, determinante da propriedade de hemagutinacdo, é
um indicativo que este patdégeno possui a caracteristica de formar biofilme. Um biofilme é
definido como uma comunidade bacteriana estruturada em uma matriz polimérica extra-
celular, aderida a uma superficie inerte, como proteses, ou em ambientes organicos como o
epitélio celular. Teoriza-se que a grande maioria das bactérias sobrevivem na natureza na
forma de biofilme, inclusive caracterizando-se esse agregado bacteriano associado a
infecgBes a partir de mecanismos prostéticos, além de carie, pneumonia, endocardite e

fibrose cistica. O biofilme oferece uma maior protecao para bactéria contra 0s mecanismos



imunolégicos do hospedeiro, e a acdo de antimicrobianos. Essa propriedade ocorre em
grande parte, pela formacdo da protecdo da matriz polissacaridica, e de canais de
eliminacdo de substancias, como antimicrobianos, em seu interior (Costerton et al., 1999;
Davey & O’Toole, 2000; Kolenbrander et al., 2000; O’Toole et al., 2000; Singh et al.,
2000; Donlan et al., 2001). A partir de experimentos com isolados clinicos de H. influenzae
NC, demonstrou-se que este patdgeno possui a habilidade de formar biofilme in vitro, e de
maneira semelhante também in vivo, evidenciando que as proteinas de sua membrana
externa P2, P5 e P6, assim como pili, desempenham um papel fundamental na formacéo
deste agregado (Murphy & Kirkhan, 2002).

1.3.4 Resisténcia aos antimicrobianos

Um dos desafios na terapéutica das infecgdes microbianas ¢ a emergéncia da
resisténcia aos antimicrobianos, detectada também, no H. influenzae. O tratamento padréo,
para doencas invasivas, especialmente pneumonias e meningites, preconiza uma
cefalosporina de terceira geracdo (cefotaxime ou ceftriaxona, por 7 a 10 dias) ou a
combinacdo de cloranfenicol e ampicilina (CDC, 2004; Ministério da Saude, 2004). As
ampicilinas e cefalosporinas séo antibacterianos pertencentes ao grupo dos beta-lactamicos,
que atuam na parede celular bacteriana, se ligando a proteinas da parede celular, conhecidas
como proteinas ligadoras de penicilinas (PBP), inibindo a transpeptidizacdo da parede
celular, causando a lise e morte celular. O cloranfenicol promove a inibicdo da sintese
protéica, ligando-os & subunidade 50S do ribossomo bacteriano, interferindo na formagéo
de peptideos, conseqlientemente comprometendo o metabolismo celular bacteriano
(Murray, 2000; Penildon, 2002).

A producéo de enzimas que degradam o anel beta-lactdmico, conhecidas como beta-
lactamases, sao codificadas por plasmidios, a partir do transposon Tn3. Esse transposon
carreia 0 gene bla, responsavel pela producdo de duas beta-lactamases (TEM-1 e ROB-1),
sintetizadas por cepas de H. influenzae classificadas como beta-lacatamase positivo e
ampicilina resistente (BLPAR) (Ganzane et al., 1998; Karlowsky et al., 2002; Molina et al.,



2003). De acordo com estudos recentes, observam-se que os tipos capsulados possuem
maior resisténcia aos antibacterianos, do que os tipos NC, inclusive com o0s surgimento de
cepas multirresistentes. As cepas encapsuladas apresentam também uma maior quantidade
de plasmidios conjugativos do que os isolados NC, correlacionando-se a esse fator a maior
resisténcia observada nos tipos encapsulados (Campos et al., 2004). Sykes, nos Estados
Unidos, em 1974, detectou isolados H. influenzae ampicilina resistente, devido a producéo
de enzima TEM-1 (Mendelman et al., 1984; Doern et al., 1986). Ainda nesse pais,
atualmente a prevaléncia de H. influenzae resistentes a ampicilina, devido a TEM-1,
mantém-se em torno de 90%, seguindo uma tendéncia mundial (Karlowsky et al., 2002).
Em 1980, Markowitz, caracterizou pela primeira vez, cepas de H. influenzae produtoras de
ROB-1 (Markowitz, 1980) . A prevaléncia global de cepas H. influenzae produtoras de
ROB-1 esta em torno de 7a 11%, mas nos Estados Unidos e no México, esse indice esta em
torno de 21% e 26%, respectivamente (Daum et al, 1988; James et al, 1996; Zhao et al,
1999; Karlowsky et al, 2000; Barry, 2001; Mathai et al., 2001; Molina et al, 2002;
Dabernat et al, 2003). Na Europa, os indices de isolados de H. influenzae produtores de
beta-lactamases sdo bastante variaveis, como 0s observados na Holanda (1,8%), Portugal
(20%), Franca (47,4%) e Polonia (3,7%) (Sulikowska et al., 2004). Em outras regides como
no Vietnd, a presenca da beta-lactamase TEM-1 é de 56,79% (Watanabe et al., 2005). No
Brasil, em uma analise de 1712 isolados de H. influenzae, de dez estados brasileiros, o
indice de produtores de beta-lactamases foi bastante heterogéneo, como os casos de Santa
Catarina com 6,7%, o Parana com 18,5%, S&o Paulo com 21,7%, o Distrito Federal com
25,0% e o Rio Grande do Sul com 57,7% dos isolados analisados (Casagrande et al.,
2002).

Existem ainda, cepas de H. influenzae resistentes a ampicilina que ndo produzem
beta-lactamases, conhecidas como cepas beta-lactamase negativa ampicilina resitente
(BLNAR) (Mendelman et al., 1984). Essa resisténcia ocorre devido a uma mutagdo no gene
ftsl, que codifica a PLP3, responsavel pela sintese de peptideoglicano. Em funcdo dessa
mutacdo observa-se uma troca de aminoacido na PLP3, em trés posi¢des: (i) Asparagina
(Asn)-526 por Lisina (lys); (ii) Arginina (Arg)-517, por Histidina (His) e (iii) Serina (Ser)-
385 por treonina (Thr) (Mendelman et al, 2001; Dabernat et al., 2002; Ubukata et al.,

2003). Baseados nesses resultados, as cepas sdo classificadas como baixa resisténcia a



ampicilina sem a producéo de beta-lactamases, se apresentarem apenas a primeira (Asn-526
por lys) ou segunda (Arg-517, por His) substituicdo, e beta-lactamase negativa ampicilina
resitente, se apresentarem a primeira e segunda substituicdes (Asn-526 por lys e Arg-517),
ou a segunda e terceira substituicdes (Arg-517, por His e Ser-385 por Thr) (Mendelaman et
al., 2001; Hasegawa et al., 2003).

No Japdo, onde néo foi introduzida a vacinacdo para o Hib, foi observado um rapido
aumento na prevaléncia de cepas ampicilina resitente ndo produtora de beta-lactamase. Até
0 ano de 1.999 ndo detectou-se esse tipo de resisténcia em nenhum dos isolados clinicos.
No ano de 2.000 identificou-se que 5,8% dos isolados apresentavam essa resisténcia,
subindo em 2001 para 14,1%, e atingindo em 2002, 21,3% dos isolados (Hasegawa et al.,
2003).

Em Salvador, na Bahia, em uma anélise de 150 isolados de H. influenzae obtidos a
partir de um sistema de vigilancia de meningites, detectou-se que 14 (9,3%) apresentaram
multiresisténcia, sendo que desses, 10 isolados (6,7%) apresentaram resisténcia a
ampicilina, cloranfenicol e tetraciclina. Dos 10 isolados, 90% foram identificados como
produtores de beta-lactamases, e um isolado (10%) foi identificado como beta-lactamase
negativa ampicilina resistente (Reis et al., 2002). Devido a recomendacao do Ministério da
Salde, de pacientes com meningite, por H. influenzae, o uso do cloranfenicol ou da
ceftriaxona, administrados endovenosamente, como tratamento padrdo, é necessario o
monitoramento constante dos isolados de H. influenzae resistentes aos antimicrobianos,
principalmente a resisténcia ao cloranfenicol e aos beta-lactamicos (Ministério da Saude,
2004).

1.4. Tipagem caspsular

1.4.1 Tipagem capsular por técnicas de aglutinacdo em lamina



A tipagem capsular pode ser realizada por métodos soroldgicos de aglutinagdo em
lamina, a partir de particulas de latex sensibilizadas com anti-soros especificos para 0s
antigenos capsulares dos seis tipos encapsulados de H. influenzae (a-f). Esse método,
analogo ao método de Quellung para S. pneumoniae, conhecido como sorotipagem por
aglutinacdo em lamina, apresenta resultados com boa sensibilidade, especificidade e
rapidez (Lund & Henrichesen, 1978; CDC, 2004).

Existem dois métodos de sorotipagem em lamina que utilizam anti-soros em uma
reacdo de aglutinacdo. No primeiro método (Método 1), a bactéria é submetida ao anti-soro
b, baseando-se na maior probabilidade de se encontrar um isolado desse tipo, em
decorréncia de sua alta prevaléncia em cenarios pré-vacinacdo. Caso a reacdo seja negativa,
procede-se o teste para 0s outros anti-soros (a, ¢, d, e, f). Ndo ocorrendo reacdo para esses
anti-soros, o isolado é considerado NC. No segundo método (Método 2), procede-se o teste
do isolado com todos os anti-soros em paralelo. A positividade para um dos anti-soros,
indica seu sorotipo. Ndo ocorrendo a positividade para qualquer anti-soro, o isolado é
considerado NC. Ambos os testes utilizam kits laboratoriais de anti-soro, a partir de anti-
soros especificos, produzidos em coelho. Muitos laboratérios empregam o método 1, (que
utiliza primeiro o anti-soro b, e em caso negativo, utiliza os demais na sorotipagem), por ser
menos dispendioso do que o método 2 que utiliza todos anti-soros em paralelo (Leinonen &
Herva, 1977; Venkatesh et al, 1985; CDC, 2004). Uma variacdo deste método analisa o
isolado com anti-soros de a-f marcados, procedendo a leitura em um aparelho de contra-
imunoeletroforese (CIE). Este teste € menos sensivel, mais demorado e apresenta maiores
dificuldades técnicas do que os outros dois anteriores (Leinonen & Kathy, 1978; CDC,
2004).

1.4.2. Tipagem capsular pela da técnica de PCR

O avanco e aprimoramento nas técnicas e estudos moleculares de genotipagem,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), possibilitaram inimeras aplicacdes na
identificacdo e analise comparativa entre partes do genoma de diversos patogenos. Os

resultados obtidos a partir destas técnicas mostraram-se mais precisos, fornecendo dados



epidemioldgicos relevantes, especialmente na identificacdo das fontes de infeccdo e na
avaliacdo da efetividade das vacinas. O método de PCR é considerado o padrdo ouro para a
tipagem capsular de H. influenzae, por apresentar alta sensibilidade e especificidade dos
tipos capsulares, inclusive na caracterizacdo dos tipos NC (Kroll et al., 1989; Falla et al.,
1994; Tenover et al., 1995; Fraser et al., 2000; Sunit et al., 2002; Bokermann et al., 2003;
Campos et al., 2003b; LaClaire et al., 2003; Meats et al., 2003; Campos et al., 2004).

A tipagem capsular empregando a técnica da PCR fundamenta-se na regido do
cromossomo bacteriano, chamada de cap (Catlin et al., 1972). O locus cap apresenta trés
regides (1, 2 e 3): as regides 1 e 3 sdo comuns a todos sorotipos, a regido 2 apresenta uma
pequena porcao variavel, codificante do polissacarideo de capsula, que é especifico para
cada tipo capsular. A tipagem molecular da capsula realizada pela PCR, baseia-se na
variabilidade da regido 2, especifica para cada um dos seis tipos encapsulados de H.
influenzae (Kroll et al., 1989).

A presenca da capsula também depende do gene bexA, localizado na regido 1.
Destaca-se ainda que determinados tipos capsulares como a maioria dos Hia e Hib, e todos
os H. influenzae tipo c, d, e o Hie, apresentam ainda uma seqtiéncia de um elemento de
inser¢do, conhecido como 1S1016, proximo ao gene bexA, que auxilia na amplificacdo
capsular. O gene bexA é responsavel pela codificacdo do componente de acoplamento de
ATP, essencial para o transporte da capsula para fora da célula, ausente nos tipos NC.
Assim o gene bexA, é utilizado para a diferenciacdo entre os H. influenzae capsulados dos
tipos NC (Falla et al., 1994, LaClaire et al., 2003; Saltola et al., 2003).

A maioria dos Hib possuem uma copia parcial do locus cap, sendo gque existem duas
copias completas das regides 2 e 3, uma cOpia completa da regido 1 e outra parcial ou
“truncada” da regido 1, onde identifica-se uma delecdo de 1,2 kb entre o segmento 1S1016
e 0 gene bexA. A presenca de uma copia incompleta do segmento 1S1016-bexA, é explicada
como uma forma de estabilizar a producdo de capsula, reduzindo a probabilidade de
eventos de recombinacdo, que poderiam resultar na perda de genes do locus cap. Por outro
lado, ocorrendo um evento de recombinagdo nessa regido, a copia truncada poderia manter
0s eventos de exportacdo de cépsula, em decorréncia da conservacdo do componente do
acoplamento do ATP, primordial para esse processo (Kroll & Moxon, 1988, Kroll et al.,
1990; Falla et al., 1994).



Existem também cepas do tipo b que apresentam um Unico locus cap. Nessas cepas,
identifica-se na regido 1, a presenca incompleta do segmento 1S1016-bexA, com sua
delecdo de 1,2 kb. Teoriza-se que este fendbmeno surgiria devido a eventos de recombinacao
génica, resultando na presenca de apenas um locus cap, com a copia parcial do segmento
I1S1016-bexA. Essas cepas sdo denominadas H. influenzae mutante capsula deficiente tipo b
(Hib"). Pelas técnicas de sorotipagem por aglutinacdo essas cepas sdo indistinguiveis das
cepas NC, mas que podem ser diferenciados pela PCR, a partir do tipo codificante
especifico b, presente na regido 2 do locus cap, ausente nas cepas NC (Kroll et al., 1988;
Falla et al., 1994; Campos et al., 2004).

1.4.3. Comparacao da tipagem capsular do H. influenzae pelas técnicas de aglutinacdo em

lamina e pela técnica de PCR

Varios estudos tém demonstrado a necessidade da utilizacdo da tipagem capsular da
técnica de PCR, em substituicdo aos métodos de aglutinacdo, adotada especialmente por
laboratorios de referéncia. A precisdo e confiabilidade dos dados obtidos em levantamentos
epidemioldgicos, tais como a efetividade da vacina, a analise de possiveis falhas vacinais,
a emergéncia de outros tipos ndo contidos na vacina Hib-conjugada, além da re-emergéncia
do tipo b, séo dependentes da especificidade e sensibilidade dos testes de tipagem capsular
(Bokermann et al., 2003; LaClaire et al, 2003; Saltola et al., 2003; Bruun et al., 2004).

Os métodos soroldgicos de tipagem, sdo relativamente simples e rapidos de serem
realizados, mas exigem protocolos rigorosos a serem seguidos, e sdo dependentes do
cultivo das amostras. Além disso, essas amostras devem apresentar um minimo entre 10*a
10° unidades formadoras de coldnia (ufc) por mL, que em casos de amostras que
apresentem valores inferiores a esse patamar, pode ocorrer a possibilidade de um resultado
falso-negativo. Outro resultado falso-negativo também pode acontecer em amostras de
pacientes que ja utilizam a terapia antibacteriana, mas que ainda apresentam o patégeno no
sitio infeccioso, o que poderia levar uma suspensdo inapropriada do tratamento. Ainda

verifica-se nessa técnica, a ocorréncia de aglutinagdes inespecificas ou cruzadas, que



possibilitam sérios erros de interpretacdo dos resultados. Observa-se também a
incapacidade dos testes sorologicos de diferenciarem as cepas NC dos tipos mutantes
capsula deficiente b’, o que pode configurar um importante equivoco na avaliagcdo dos tipos
presentes em portadores e pacientes (Bokermann et al., 2003; LaClaire et al, 2003; Saltola
et al., 2003; Bruun et al., 2004).

A utilizacdo da tipagem capsular pela PCR apresenta vérias vantagens, em relacao
as técnicas sorologicas. Observa-se uma superior confiabilidade dos resultados
laboratoriais, possibilitando também, a diferenciacdo entre cepas NC e os Hib’,
apresentando ainda uma alta sensibilidade para deteccdo de amostras de pacientes que
realizam tratamento com antibacterianos. A técnica de PCR também permite a realizacéo
do teste diretamente de amostras de liquor cefalorraquidiano, eliminando-se as etapas de
cultura e isolamento. Entre os problemas verificados na utilizagdo rotineira da PCR, para
tipagem capsular do H. influenzae, estdo o alto custo na aquisicdo da aparelhagem e dos
insumos necessarios para a realizacdo do teste, e a exigéncia de pessoal técnico altamente
capacitado. Outra desvantagem apresentada por esse método, € o0 tempo relativamente
grande para a realizacdo da tipagem. Novas técnicas estdo sendo aperfeicoadas, objetivando
uma reducdo significativa na realizacdo do teste, tornando-o mais eficiente e rapido (Falla
et al., 1994; Sunit et al., 2002; LaClaire et al, 2003; Saltola et al., 2003; Bruun et al., 2004;
Ishiwada et al., 2004; Kalmusova et al., 2004; Uzuka et al., 2004).

A necessidade do cultivo das amostras para o isolamento e posterior identificacao,
pode configurar um problema decisivo nas andalises de casos de pneumonia e meningites.
Em Bangladesh, no ano de 2001, foram avaliadas 320 amostras de sangue e liquor de
pacientes com meningite e pneumonia por H. influenzae. A tipagem capsular era realizada,
sorologicamente a partir do cultivo destas amostras, e pela PCR diretamente das amostras.
A técnica de PCR apresentou uma sensibilidade superior, ao detectar o H. influenzae em
seis amostras de casos de pneumonia, e em oito amostras de liquor, que tiveram resultado
negativo na cultura. (Shoma et al., 2001).

A confiabilidade do resultado de amostras cultivadas a partir de pacientes que
utilizam algum antibacteriano também pode ser objetivamente questionada. Estudos
realizados na India, a partir do liquor de 107 criancas com suspeita de meningite, sendo que

destas, 85 ja utilizavam o tratamento com algum antibacteriano injetavel, demonstraram



que a PCR identificou 37 amostras positivas para o Hib, enquanto a partir do cultivo, a
positividade foi observada em apenas 23 amostras. Esses dados reafirmam a maior precisao
da PCR, que apresentou uma maior sensibilidade na deteccdo do Hib, inclusive nas
amostras de pacientes que utilizavam o tratamento antibacteriano, realizando o teste
diretamente do liquor (Sunit et al., 2002).

Em outro estudo comparativo entre a PCR e métodos de rotina, empregando-se a
deteccdo através da cultura, analisaram-se 128 efusdes de 75 criancas diagnosticadas com
otite média, em Porto Alegre. Os resultados mostraram uma positividade dos casos de
prevaléncia de H. influenzae, pela cultura, de 13 isolados (10,2%), enquanto a positividade
apresentada pela técnica de PCR foi de 50 isolados (39,1%) (Rota et al, 2004). As
explicacbes para a discordancia observada entre os meétodos de PCR, e o0s testes
convencionais, estdo condicionadas a trés hipdteses: (i) a quantidade de microrganismos
seria mais baixa que os limites de deteccdo, usualmente apontados como 10*° ufc/mL; (ii)
0S microrganismos assumiriam formas L, perdendo a capacidade de sintetizar a camada
peptideoglicana da sua parede e que, por isso, mudam sua forma original, tornando-se
resistentes aos antibidticos beta-lactdmicos, restringindo o seu cultivo; (iii) as bactérias
estabeleceriam-se sob a forma de biofilme, resultando em uma menor atividade metabdlica
e maior capacidade de resisténcia aos antimicrobianos. Trabalhos em animais observaram,
que as trés situacGes poderiam ser causadas pelo tratamento com antibioticos e pela
resposta imune do hospedeiro. Além disso, 0s microrganismos em formas L ou agrupados
em biofilmes, apresentam menor atividade metabodlica e reprodutiva, quando comparados as
bactérias plancténicas, que desta forma, seriam parcialmente responsaveis pela infeccdo
crénica e pela persisténcia da efusdo no ouvido médio de criangas, sem uma sintomatologia
constante e caracteristica (Stenfors & Raisanen, 1989; Gosksu et al., 1996; Rayner et al.,
1998; Feil et al., 2001; Rota et al., 2004).

Em 2003, estudos de LaClaire e colaboradores, avaliaram nos laboratorios do CDC,
141 isolados de H. influenzae, identificados através da tipagem por aglutinagdo em lamina,
entre os anos 1998 e 1999, por diversos laboratdrios americanos, utilizando a PCR como
método confirmatorio. Desses isolados, 85 (60%) apresentaram o0 mesmo resultado obtido
anteriormente, tanto na sorotipagem por aglutinagdo em lamina, como na avaliagdo feita

pela PCR. Entre os resultados discordantes das duas técnicas, 40 isolados foram



sorotipados pela aglutinagdo em lamina, como Hib. Desses, apenas 12 (30%) foram
caracterizados como esse tipo pela PCR, e 27 (68%) ndo apresentavam o gene bexA e nem
a regido codificante do tipo especifico de capsula, sendo assim considerados como NC, e
um isolado foi identificado como Hif. Uma amostra identificada como Hia, seis
identificadas como tipo ¢, sete como tipo d, quatro como Hie, nove como Hif, identificados
anteriormente pela técnica de aglutinacdo em lamina, foram todos tipados pela técnica de
PCR, como NC. Além disso, outro isolado caracterizado sorologicamente como c, foi
identificado pela PCR como Hie. Essas discrepancias aconteceram possivelmente por erros
de técnica, tanto na execucdo do teste da aglutinagdo em lamina, como pela dificuldade na
leitura e interpretacdo dos resultados. Observou-se também, uma auséncia na padronizagao
da técnica do teste de sorotipagem por aglutinacdo em lamina, com protocolos diferentes
para cada laboratorio. Esses erros indicaram uma grave falha no dimensionamento da
cadeia epidemioldgica, relativa principalmente a eficacia da vacina Hib-conjugada, com o
aumento significativo, de forma equivocada, da taxa do Hib, o que poderia consistir em
falha vacinal, em virtude dos erros de tipagem pela aglutinacdo em lamina (LaClaire et al.,
2003).

Na Itélia, onde detectou-se 0s primeiros casos de infec¢Bes provocadas pelo Hie, em
5 pacientes adultos com meningite, entre janeiro de 2000 a dezembro de 2001. A tipagem
foi feita por aglutinacdo em lamina e pela PCR. A sorotipagem identificou erroneamente
um isolado Hie como sendo NC, tipado corretamente posteriormente pela técnica de PCR.
(Cerqueti et al., 2003).

Também no Brasil, foi realizado um estudo comparativo entre as técnicas de
aglutinacdo em lamina (método 1 e 2) e a PCR, analisando-se 258 isolados de doencas
invasivas e portadores de H. influenzae. Do total de 131 isolados de doencas invasivas, 0
metodo 1 de aglutinagdo em lamina, identificou apenas 16 isolados como sendo Hib,
enquanto a PCR identificou 39 isolados desse tipo capsular. Também pela PCR, quatro
isolados foram identificados como sendo tipo cdpsula deficiente b". N&o se verificou erro
estatisticamente significativo, na identificacdo entre a PCR e 0 método 2, nesse grupo de
analisado. Ja& comparando-se os 127 isolados de portadores, 0s principais erros consistiram
entre a identificacdo do Hib, pelo método 1 e a PCR: pelo método 1 de aglutinacdo em

lamina, de 50 isolados, sorotipados como tipo b, 49 foram identificados como sendo NC, e



um foi identificado como Hia, tanto pela PCR como pelo método 2 de aglutinacdo em
lamina. Ainda com relacédo a esse grupo, pelo método 1, foram identificados erroneamente
quatro isolados como Hia, trés como tipo ¢, outros trés como d, e oito como Hif, num total
de 18. Desses, 17 foram identificados como NC, e 1 como sendo Hib pela PCR. Outros sete
isolados tiveram resultados discordantes entre 0 método 2 e a técnica de PCR. Pelo método
2, um isolado foi identificado como Hib, dois como tipo ¢, outros dois foram identificados
como Hia, e dois como tipo NC. Ja pela, pela PCR, dos sete isolados, cinco foram tipados
como NC, um como Hib, e um identificado como Hie. A precisdo dos testes de tipagem
por aglutinacéo, especialmente o método 1, foi afetada possivelmente por fatores diversos,
como aglutinacdes ndo especificas, reacdes cruzadas, e dificuldade na interpretacdo dos
resultados, o que constituem um sério obstaculo na confiabilidade da especificidade nos
métodos de aglutinacdo, inclusive, no levantamento epidemiolégico da prevaléncia dos

tipos circulantes em cada regido (Bokermann et al., 2003).

1.5. Epidemiologia

A distribuicdo do H. influenzae é de abrangéncia mundial. Foi descrito pela primeira
vez por Pfeiffer em 1894, depois do seu isolamento a partir da saliva de pacientes com a
gripe influenza, durante a grande epidemia de 1890, raz&o pela qual foi equivocadamente,
responsabilizado pela sindrome. Ficou conhecido pelo nome de Bacilo de Pfeiffer, até que
em 1920, o comité de Nomeclatura da Associacdo de Bacteriologistas Americana, propds
seu atual nome (Pittman, 1931; Tognotti, 2003).

Dos seis tipos capsulares de H. influenzae (a-f), e do tipo NC, o Hib, é responsavel
por uma média de 84% das infeccBes em criangas menores de 4 anos, e aproximadamente
95% das bacteremias e meningites por H. influenzae, sendo responsavel por

aproximadamente 900 mil mortes ao ano (Shann & Steinhoff, 1999; Peltola, 2000).

A nasofaringe de portadores infantos representa o principal reservatério de H.
influenzae, colocando a crianga como um importante vetor na cadeia de transmisséo desta

bactéria responsavel por diversas morbidades, principalmente meningites e pneumonias



(Gray et al., 1980; Greenwood, 1992; Kauppi et al., 1993; Robbins et al., 1995; Cerqueti et
al., 2000; Greenberg et al., 2004). Esta bactéria é altamente adaptada ao hospedeiro
humano, presente em aproximadamente em 6 a 11% da nasofaringe de criancas saudaveis,
e em 37% da nasofaringe de criancas com algum quadro clinico indicativo de infeccéo
respiratoria aguda (IRA) (Peerbons et al., 2002). Em lIsrael, entre novembro de 2001 a
agosto de 2002, avaliou-se isolados de S. pneumoniae e H. influenzae, obtidos da
orofaringe e nasofaringe de 216 criancas saudaveis e doentes, e suas respectivas maes. A
taxa de isolados de H. influenzae em portadores, permaneceu constante nos diferentes
grupos etarios, mas observava-se um aumento a partir do segundo ano de vida, do nimero
de isolados da orofaringe, sem que houvesse uma diminuicdo na taxa de isolados na
nasofaringe. Nas mées, a taxa de portadoras, foi de 81% na orofaringe e apenas em 9% na
nasofaringe. Quando as criancas apresentavam alguma doenga, a taxa de isolados de H.
influenzae aumentava 40%, especialmente na regido da nasofaringe (Greenberg et al.,
2004).

A expressiva coloniza¢do das mucosas das superficies do trato respiratorio € um
processo dindmico, onde as bactérias colonizadoras s&o adquiridas, eliminadas e
readquiridas em varios momentos da vida. O uso de prolongado e intenso de
antibacterianos pode promover a substituicdo de tipos colonizantes suscetiveis por outros
resistentes aos antimicrobianos empregados na terapéutica. Nesse contexto, a nasofaringe
humana altamente é colonizada por diversas bactérias, inclusive as potencialmente
patogénicas. E também local onde observa-se intensa troca de material genético, por meio
de processos como a transformacdo, transducdo e conjugacdo intra e inter-especifica. Assim
a nasofaringe assume importante papel na cadeia de aquisicdo de fatores de resisténcia e
viruléncia de bactérias colonizantes (Bergstron et al., 1999; Garcia-Rodriguez & Martinez,
2002).

E fato estabelecido, que as doencas invasivas, incluindo as pneumonias e meningites
causadas por H. influenzae, ocorrem por meio da disseminacao destes agentes, presentes na
nasofaringe, para 0 sangue e posteriormente para outros sitios, como as meninges (Gray et
al., 1980, Briles et al., 2000; Leibovitz & Dagan 2000; Cole et al., 2001; O' Brien et al.,

2001; Masuda et al., 2002). A transmissdo ocorre por contato direto ou por inalagdo de



aerossois expelidos pela nasofaringe. Sabe-se que uma elevada concentracdo de bactérias,
ou a presenca concomitante de infeccéo viral pode potencializar a infeccdo (Musher 1983;
Todar, 2004).

Um dos fatores de risco para H. influenzae incluem, a idade, principalmente em
menores de cinco anos, e 0 alto numero de pessoas no convivio diario, sejam familiares ou
relacionadas ao periodo que a crianca passa em escolas, creches e orfanatos (Peltola 2000;
Talon et al., 2000; CDC 2004). Em estudo com criangas de creches e da comunidade de
Amsterdd, o H. influenzae apresentou uma prevaléncia de 37% e 11%, respectivamente
(Peerbooms et al, 2002). Em outro estudo, utilizando cultura de amostras de nasofaringe, de
criancas de 1 més a 5 anos de idade, de creches no Japdo, demonstrou-se uma prevaléncia
de 53,2% de H. influenzae (Masuda et al., 2002).

Outros fatores de risco importantes relacionam-se as possiveis contato da crianca
em institui¢bes de saide como ambulatérios e enfermarias pediatricas. Inquestionavelmente
também, as condi¢des sociais, educacionais, culturais e econdémicas contribuem com grande
influéncia na complexa e extensa cadeia determinante dos casos de morbidade e
mortalidades pelo H. influenzae em paises da Africa, Asia e América Latina, e entre nativos

americanos e comunidades Amish (CDC, 2004).

1.5.1 Infeccdes respiratdrias agudas em criancas e o H. influenzae

As infeccOes respiratorias agudas (IRA) correspondem a 40% dos casos de
atendimento a criangas em ambulatdrios e consultérios médicos, sendo responsavel pelo
total de 25 a 33% das mortes observadas nos cinco primeiros anos de vida (Rudan et al.,
2003; Cardoso et al., 2004). Estes dados representam aproximadamente dois milhdes de
mortes anuais, sendo que em regibes como o continente africano e sudeste asitico,
ocorrem aproximadamente 70% dos casos de criancas atendidas em hospitais e
ambulatorios. Em paises da Africa e Asia, 0 nimero de criancas com IRA superam em duas
a cinco vezes a incidéncia média dos Estados Unidos. A taxa de mortalidade também é

extremamente alta em paises como o Paquistdo, onde os numeros de Obitos atingem



aproximadamente 30% das criangas entre 0 e 5 anos (Pechere et al., 1995; WHO, 2002a;
Rudan et al., 2003; Lanata et al., 2004; Khan et al., 2004).

A determinacgdo dos fatores relacionados & origem da IRA, além da multiplicidade
dos agentes etioldgicos potencialmente implicados, é extremamente probleméatica. Em uma
cadeia de eventos que envolvem a colonizacdo dos sitios do trato respiratorio, diversos
fatores que propiciam um desequilibrio na integridade da mucosa, e/ou alteracdes
imunolégicas, podem contribuir para que a microbiota colonizante possa estabelecer a
infeccdo, onde as bactérias podem ser o agente primario ou secundario na patogénese da
doenca (Teixeira, 1994; Tognoti, 2003; Numazaki et al., 2004).

Entre as morbidades relacionadas com IRA, a maioria € determinada por infec¢des
de etiologia viral, autolimitadas a quadros frequentemente transitérios de tosses, resfriados
e hipertermia, principalmente em paises desenvolvidos. (WHO, 2002b; CDC, 2004).

As infecces bacterianas das vias respiratorias sdo divididas e classificadas com
base no sitio anatdmico predisponente, ocorrendo uma intrinseca relacdo entre certos
agentes com potencial para desencadear a infeccdo, e determinadas patogenias. Nas
infeccbes agudas das vias respiratdrias superiores, a maioria € benigna, transitoria e de
remissdo espontanea, mesmo que em determinados casos, de gravidade acentuada para
criancas menores que 5 anos e neonatos. Nesse contexto, estdo correlacionadas sérias
infeccdes como a epiglotite por H. influenzae; coqueluche pela Bordetella pertussis, e a
difteria causada por Corynebacterium diphtheriae. Destaca-se ainda a faringite, infeccéo
bacteriana bastante comum em criancas, causada com mais freqiiéncia pelo Streptococcus
pyogenes. O H. influenzae e o S. pneumoniae estdo associados frequentemente a maioria

dos casos de sinusites e otite média aguda (Teixeira, 1994).

Dentre as varias etiologias da IRA, a pneumonia € a principal infeccdo das vias
respiratorias inferiores, destacando-se como um grave problema de salde publica, onde
estima-se que atinja o numero de 4 milhdes de casos, somente nos Estados Unidos. Em
infantos de 0 a 5 anos de idade, a pneumonia € uma infec¢do extremamente comum, e com
consequéncias muitas vezes fatal, figurando como a sexta causa mais comum de morte em

criangas, e a principal entre as doengas infecciosas (Mulholland, 1999; Mathai et al.,



2001). Ressalta-se que a pneumonia de origem bacteriana é primeira causa de morte
associada a IRA, sendo responsavel por indices anuais, de aproximadamente 100.000
mortes em criancas menores de um ano, o que corresponde a uma média de 300 mortes
diérias em todo mundo (WHO, 2002b; CDC, 2004). Esses numeros consolidam evidéncias
que demonstram as elevadas proporcdes de pneumonias bacterianas em infantos,
especialmente em paises em desenvolvimento (Shann, 1995; PAHO, 2002).

Analisando-se os fatores de risco para a pneumonia, observam-se que a idade, as
condi¢Bes socio-econdmicas e o0 estado de salde do paciente sdo determinantes.
Etiologicamente, 0 agente causal, na maioria das vezes é bacteriano (Jaimes et al., 2003;
Cardoso et al., 2004).

Entre os patégenos bacterianos mais frequentemente isolados de casos de
pneumonia, destaca-se o S. pneumoniae, H. influenzae, M. catharralis, S. aureus, além dos
agentes atipicos como Clamidia pneumoniae, Clamidia trachomatis e Micoplasma
pneumoniae. Ressalta-se também que, uma proporcao significativa dos casos de pneumonia
(8-40%), ¢ estabelecida por infec¢bes polimicrobianas. Nos paises em desenvolvimento, o
S. pneumoniae, H. influenzae e S. aureus sdo os principais agentes etioldgicos isolados dos
casos de pneumonias graves, sendo que o H. influenzae € responsavel pela maioria dos
casos de pneumonia bacteriana nesses paises (Greenwood et al., 1992; Falade et al., 1997;
Berhman & Kliegman, 1999; Talon et al., 2000; Mclintosh, 2002; Lakhanpaul et al., 2004).

A grande complexidade etioldgica, juntamente com uma caréncia de testes e
diagnosticos que apresentem alta sensibilidade e especificidade nas unidades de salde
determina na maioria das vezes, a adocdo de um sistema empirico de prescricdo
antimicrobiana, jA que entre 20 a 60% dos casos o patdgeno ndo é identificado. A
pneumonia em criangas apresenta um quadro preocupante sob varios aspectos, destacando-
se a multiresisténcia bacteriana, que possivelmente determina a incidéncia e gravidade
desta doenga, afetando decisivamente as chances de sucesso no tratamento (Facanha &
Pinheiro, 2004).

A terapia antimicrobiana utilizada tem como objetivo abranger as possibilidades

etioldgicas mais frequientes em pneumonia, cuja sensibilidade a esses antimicrobianos seja



amplamente reconhecida, especialmente prescrita para criancas de 2 meses a 5 anos. Nessa
faixa etaria € imprescindivel que a escolha do antimicrobiano demonstre boa atividade
contra H. Influenza e S. pneumoniae. Nos paises em desenvolvimento, a maioria dos
isolados destes patdgenos apresenta um perfil de suscetibilidade ao trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMX), a amoxicilina, a ampicilina e a penicilina. Na maioria dos
casos, 0 TMP-SMX é recomendado por sua eficacia, seu largo espectro antimicrobianos e a
facilidade de administracdo (somente duas doses ao dia), além de seu baixo custo e

escassos efeitos colaterais (PAHO, 2002).

O grande impacto econdmico que as infeccdes respiratérias aguda acarretam sobre
as familias e sistemas de salde, € extremamente alto. Destaca-se que varios fatores de risco
impossibilitam uma melhor administragdo e controle da meningite, entre eles a densidade
populacional, o nivel educacional e remuneracdo insuficientes, condi¢des ambientais
precarias como a baixa qualidade do ar, auséncia de rede de agua tratada e condicdes de
saneamento basico. Desta forma, existe uma urgéncia premente de estudos complementares
gue melhorem as estimativas globais e analisem de maneira muito préxima da realidade, a
complexidade dos fatores nacionais e regionais das IRAs em criangas, sobretudo nos paises
em desenvolvimento. E necessario também que a implementacio de medidas profilaticas e
de tratamento, com a atencdo devida ao H. influenzae, responsavel por varias infeccoes
ligadas a IRA, em especial a pneumonia, morbidade de grande impacto em criancas
menores de cinco anos (WHO, 2002b; Ubukata, 2003; Lanata et al., 2004).

1.5.2 Meningites em criancas e H. influenzae

As meningites bacterianas consistem em um serio problema de saude, em especial
entre criancas menores de cinco anos, com graves consequéncias nessa faixa etaria.
Observa-se uma média de 890.000 casos anuais, distribuindo-se em torno de 500.000 casos
no continente africano, 210.000 em paises do pacifico, 100.000 na Europa e 80.000 na

Ameérica. A partir deste quadro, estima-se que 160.000 criancas poderiam apresentar



alguma seqlela neurolégica grave como retardo mental, perda da audicdo,
comprometimento da linguagem, anormalidade motora e distarbios visuais, sendo que entre
aproximadamente 5 a 40% dessas crianc¢as viriam a ébito (Biljmer et al., 1992; Greenwood
1992; Falade et al., 1997; Mulholland et al., 1997; Levine et al., 1999; Mulholland 1999;
Heath et al., 2001; WHO 2001).

Dentre as meningites bacterianas nesta faixa etaria, os patdgenos como a Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, outras enterobactérias e bactérias Gram-positivas, s&o
isoladas menos frequentemente. Ja o H. influenzae, o S. penumoniae e a N. meningitidts
correspondem a aproximadamente a mais de 80% dos casos, com uma incidéncia entre 0s
paises desenvolvidos estimada em 1,5/100.000 habitantes, e em paises em desenvolvimento
com uma incidéncia de aproximadamente 20/100.000 habitantes (Tikhomirov et al., 1997;
Gebremariam, 1998; Rosenstein et al., 2001; Koedel et al., 2002; Celal et al., 2004).

Os principais fatores de risco estdo relacionados intimamente com os fatores socio-
econdmicos, muito semelhantes aos observados para a IRA, acrescentando-se ainda, a
presenca de fumantes na familia, e condi¢cbes ambientais impréprias como baixa qualidade

do ar, especialmente nos meses de outono e inverno (CDC, 2004; Penny et al., 2005).

Dentre os patdgenos responsaveis por casos de meningites bacterianas, o H.
influenzae, especialmente o Hib, corresponde por 20 a 60% dos casos. A meningite causada
pelo Hib correspondia a aproximadamente 52% de todas as morbidades determinadas por
esse patogeno, de acordo com estudo conduzido no periodo de vinte anos (1970-1990),
periodo esse, anterior a introducdo da vacina Hib-conjugada na maior parte do mundo. Em
paises que ndo introduziram a vacina, como o Japdo, o Hib mantém-se como principal
agente de meningite bacteriana em criancas (Mitsuda et al., 1999; Peltola, 2000; Heath et
al., 2001).

A transmissdo do H. influenzae ocorre através do contato direto de pessoa a pessoa,
pela via respiratoria, disseminada por doentes e portadores. O periodo de incubacdo é
relativamente curto, estimando entre 2 a 4 dias, exigindo-se isolamento dos doentes. Os
sinais clinicos sdo subitos, caracterizados pelo quadro de febre alta, cefaléia intensa,

nauseas, vomitos, irritabilidade, fotofobia, convulsdes, abaulamento da fontanela, e



enrigecimento do pesco¢o. Podem ainda apresentar os sinais classicos de inflamacéo
meningea como o sinal de Kerning (flexdo do joelho quando a coxa € elevada) e o sinal de
Brudzinski (flexbes reflexas dos membros inferiores quando ocorre a aproximacdo do
queixo com o tronco da crianga). Ressalta-se que lactentes raramente apresentam alguns
destes sinais (CDC, 2004). O diagnostico laboratorial consiste na analise do liquor, que
pode apresentar-se turvo, leitoso ou xantocromico, evidenciando nos testes bioquimicos
uma diminuicdo da glicose e cloretos, proteinas elevadas e a presenca de
polimorfonucleares (Ministério da Saude, 2004). O diagndstico positivo de meningite
bacteriana aguda, de acordo com critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), determina-se com a confirmacdo dada pelo isolamento microbiologico ou
pela deteccdo de antigeno (aglutinacdo em lamina ou CIE) em liquor. Com a finalidade de
se estabelecer uma vigilancia epidemioldgica completa, a OMS recomenda a inclusdo de
determinados pacientes que apresentem a suspeita clinica de meningite associada a
presenca de liquor turvo e com pelo menos um dos seguintes achados em sua analise:
proteinas em valores de 100 mg/dl ou mais, glicose inferior a 40 mg/dl, e contagem de
leucdcitos com minimo de 100 células/dL com 80% de neutrofilos, a partir da adocdo do

termo “caso provavel de meningite bacteriana” (pMBA) (WHO, 1999).

O tratamento padrdo baseia-se na utilizacdo do cloranfenicol ou ceftriaxona,
administrado por via endovenosa, durante 7 a 10 dias. A utilizagdo de antibacterianos
também ¢é indicada como medida profilatica em caso de contato com doentes, tanto no
ambiente familiar, como em caso de creches ou escolas a partir do segundo caso
confirmado. O medicamento de escolha € a rifampicina, inclusive para adultos, e criancas
menores de 24 meses ndo-vacinadas ou com esquema vacinal incompleto, de acordo com

normas recomendadas pelo Ministério da Saude (Ministério da Saude, 2004).

Um dos grandes paradoxos na terapéutica das meningites estd no tempo entre a
analise do liquor e sangue, dependente em especial da cultura das amostras, e a decisdo
qguanto ao emprego do tratamento. O tempo relativamente grande de espera pelos
resultados, em se tratando de uma doenca de curso insidioso como a meningite bacteriana,
tem estimulado a pratica do inicio da terapia antibacteriana, em casos clinicos suspeitos,

antes da confirmagdo dos resultados laboratoriais, o que pode afetar a precisdo dos



resultados. A cultura do liquor, juntamente com o teste complementar de hemocultura, é
necessaria para identificacdo do agente etioldgico e seu perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos. Mas ressalta-se que esse resultado pode apresentar-se negativo, quando o
paciente utiliza a terapia antibacteriana prévia, fato que pode ser minimizado com a
utilizacdo da andlise pela PCR, diretamente de uma amostra de liquor (Stenfors &
Raisanen, 1989; Goksu et al., 1996; Rayner et al., 1998; Corless et al., 2001; Celal et al,
2004).

Desta forma, observa-se a necessidade do estabelecimento de sistemas de vigilancia,
abrangentes e meticulosos, que promovam estudos e analises epidemioldgicas que
observem toda cadeia de eventos envolvendo a profilaxia, transmissdo, diagnosticos
clinicos e laboratoriais mais confiaveis e rapidos, assim como uma terapéutica que
minimize as possibilidades de o6bitos e seqlelas (Peltola, 2000; WHO, 2002a; Simdes et
al., 2004; Campos et al., 2004; Adegbola et al., 2005).

1.6 A vacina Hib-conjugada

A resposta imonoldgica do hospedeito frente as bactérias encapsuladas como Hib,
depende intrinsecamente da habilidade do sistema imune em produzir anticorpos para 0s
antigenos da cépsula. Esse tipo de resposta imune é baseado nas células T-independente
tipo 2, que desenvolvem relativamente tarde em criangas, entre 18 a 24 meses de idade.
Assim as criangcas menores de dois sdo extremamente susceptiveis as infeccdes causadas

por bactérias encapsuladas (Breukels et al., 1999)

O uso de vacinas para o H. influenzae tipo b, data da década de 1970, com a
utilizacdo de vacina capsular polissacaridica, constituida com o PRP, que demonstrou na
pratica ser pouco imunogénica para criangas menores de 18 meses de idade, incapaz de
produzir uma memoria imunoldgica duradoura, e inefetiva na prevencdo da colonizacdo da

nasofaringe de portadores. Novas vacinas, utilizando uma proteina carreadora com o



antigeno de capsula do H. influenzae, mais eficientes e imunogénicas, foram introduzidas e
implementadas entre os anos de 1987 a 1993. Essas vacinas possuem a capacidade de
induzir a producdo de anticorpos anti-polissacaridicos entre 2 a 3 meses de idade, reduzindo
0 numero de morbidades e mortalidades causadas pelo Hib, além de prevenirem a
colonizagéo de portadores (Peltola et al., 1984; Black et al., 1991; Lipstch, 1997; Breukels
et al., 1999; Peltola, 2000; Dennehy, 2001; Campos et al., 2003b; Andrade et al., 2004).

As caracteristicas das quatro vacinas Hib-conjugadas empregadas atualmente em
diversos sistemas de vacinacdo, sdo baseadas no tamanho do polissacarideo, no tipo de
proteina carreadora, e também a interacdo quimica entre o carreador e o polissacarideo
(Dennehy, 2001). A primeira vacina conjugada foi a PRP-D, que utiliza o toxdide diftérico
como proteina carreadora. A vacina HbOc (HibTITER; Wyeth-Lederle, Pearl River, LO,
USA - CRM1g97, mutante de C. diphteriae produtor de uma toxina difitérica alterada, como
proteina carreadora) foi a primeira combinacdo de vacinas, que induz a protecdo para
difteria, tétano, pertursis e infec¢bes por Hib, destacando-se que sua proteina carreadora é a
toxina diftérica. J& a vacina PRP-T (ACTHib; Pasteur-Merieux, Lyon, Franca), utiliza
como proteina carreadora o toxdide tetdnico, e a PRP-OMP (PedvaxHib; Merck, West
Point, NY, USA), utiliza um complexo protéico da membrana externa da N. meningitidis
(Dennehy 2001; WHO 2001; CDC 2004; Finn, 2004).

O esquema vacinal a ser empregado depende de particularidades da vacina
escolhida. Todas podem ser utilizadas a partir dos 15 meses de idade ou mais, e trés séo
mais indicadas a partir dos 2 meses (PRP-T, PRP-OMP e HbOc). Para a vacina HbOc, o
esquema vacinal utilizado é administragdo de uma dose no 2° més, e outra no 4° més, mas
de modo geral para as outras vacinas, as doses sdo administradas no 2° 4° e 6° més de
idade. Esse esquema € considerado proximo do ideal, j& que mais de 90% dos infantos
obtém uma alta imunigenicidade com 2-3 doses. Para as vacinas PRP-T, PRP-OMP e HbOc
é recomendado uma dose de reforco entre 0 12°-15° més. Para criangas entre 15 a 59 meses,
recomenda-se uma dose Unica de qualquer umas das vacinas, sendo que a PRP-D é a mais
recomendada nessas situa¢des. Criangas com 60 meses ou mais, ndo necessitam imunizagédo
a partir da vacinacgéo (Decker et al., 1992; Dennehy, 2001; CDC, 2004). ConcentracGes de
IgA em torno de 0,15 a 1ug/mL no soro, garantem uma protecdo para as criancas que

utilizam a vacina para o Hib, de maneira efetiva (Kirkeby et al., 2000; CDC, 2004).



1.7 Impacto da introducéo da vacina Hib-conjugada

1.7.1 Eficacia da vacina Hib-conjugada

A vigilancia no cendrio pos-introducdo das vacinas Hib-conjugadas tem sido
realizada, tanto em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos com
resultados satisfatorios. Essa vigilancia epidemioldgica é imprescindivel para avaliar o
impacto da introducdo da vacina na reducdo de pneumonias e meningites e da colonizagao
da nasofaringe. Em paises ndo industrializados a vacina¢do tem como principal objetivo a
reducdo dos casos de meningite por H. influenzae (Bijlmer et al., 1992; Peltola, 2000;
Campos et al., 2004; McVermon et al., 2004).

A avaliacdo do impacto da introducdo da vacina remete a dados retrospectivos, em
cendrios anteriores a sua introducdo, analisados de acordo com critérios especificos de
valores, observando-se os registros de hospitalizagdo por pneumonia e meningite. Em uma
analise realizada de maneira global em mais de uma década, estima-se que
aproximadamente 20% de crian¢as no mundo possuem um sistema de imunizacdo por meio
de uma vacina conjugada (WHO 2001). Em contraponto, em paises desenvolvidos como
os Estados Unidos, mais de 95% das criangas nascidas em 2002 foram vacinadas (CDC,
2004).

Por outro lado a escassez de dados locais de incidéncia, o alto custo da vacina e o
desconhecimento da efetividade da vacina, em populagdes com caracteristicas
epidemioldgicas e genéticas diferentes das dos paises desenvolvidos, tém limitado sua
incorporacdo aos programas de imunizacGes na maioria dos paises em desenvolvimento
(Lipsitch et al., 1997; Mulholland et al., 1997; Ramsay et al., 2003; Jones, 2005).

A respeito deste quadro complexo e alarmante, a utilizacdo da vacina Hib-
conjugada tem demonstrado excelentes resultados na reducdo dos casos de meningites e
pneumonias pelo Hib, em torno de 80 a 90%. Nos Estados Unidos a incidéncia de
meningites diminui de 50 a 60 por 100.000 habitantes, para uma média entre 1,6 a 6 por

100.000 habitantes. Na Europa, a reducdo da incidéncia passou de 20 por 100.000



habitantes para numeros entre 0,3 a 5,7 por 100.000 habitantes. Em estudo realizado na
Gambia em 1997, apds a introducdo da vacina Hib-conjugada, observou uma reducdo de
100% dos casos de pneumonia pelo Hib, em criancas que receberam a vacina (Mulholland
et al., 1997). Nesse mesmo pais, a incidéncia de meningite por Hib, antes da introducédo da
vacina (entre 1990 a 1993) era de 200 por 100.000 habitantes. Ja no ano de 2000, ndo foram
documentados casos em criancas menores de um ano de idade (Peltola, 2000; LaClaire et
al., 2003; Adegbola et al., 2005).

A andlise de alguns paises e regides que ainda ndo utilizam a vacina Hib-conjugada,
é utilizada para comparar a epidemiologia das morbidades, principalmente de pneumonia e
meningite, causadas em especial pelo Hib, como o caso de Hanoi, no Vietnd, onde a vacina
Hib-conjugada néo foi introduzida. foram analisados 37 isolados de nasofaringe de criangas
com IRA, com idade entre 2 a 60 meses, e 44 isolados de liquor, de criancas entre 1 a 24
meses, com suspeita de meningite. Dos 37 isolados de casos de IRA, 30 foram tipados
como NC, quatro como Hib, dois como tipo ¢, e um como Hie. Ja na analise realizada nos
isolados de liquor dos casos de meningite, observou-se que todos eram Hib, refletindo-se
nesse local, a epidemiologia do Hib como em varias partes do mundo, pré-introdugdo da
vacina (Watanabe et al, 2005). Em contraponto a esses dados, na Pol6nia, onde néo existe
ainda um programa de vacinacdo em massa para o Hib, em analise de 1272 isolados de H.
influenzae, a partir de pacientes com alguma IRA, 5,6% foram identificados como
capsulados. Desses isolados, 29 foram identificados como Hib, e surpreendentemente, 28

isolados foram identificados como Hie (Skocynska et al., 2005).

Na América Latina alguns estudos avaliaram o impacto da vacina Hib-conjugada,
especialmente na redugdo dos casos de pneumonia e meningite. No Uruguai, 0 primeiro
pais sul-americano onde a vacina Hib-conjugada foi introduzida, no final 1994, avaliou-se
distribuicdo de casos por H. influenzae, de 1993 a 1997, analisando-se 0 cendrio pré-
introdugéo da vacina, e seu impacto no decorrer de trés anos. Foram detectados 23 casos
por Hib em 1993, 27 casos em 1994 , e um caso apenas, de 1995 a 1997 (Montano et al.,
2001).



No Chile em 1999, determinou-se que o impacto da vacinagdo contra Hib reduziu
em cinco vezes 0s casos de meningite. Para 0s casos de pneumonia, a reducdo observada
foi de 26% para casos de positivos de cultura das amostras, e de 22% para aquelas com

consolidacao alveolar ou efuséo pleural (Levine et al., 1999).

A vacina Hib-conjugada também é efetiva na reducdo no numero de outras
morbidades causadas pelo por esse patdgeno, como as epiglotites. Na era pré-vacina a
incidéncia de epiglotite na Suécia passou de 20,9/100.000 para 0,9/100.000 habitantes apds

10 anos de imunizacéo rotineira contra Hib (Garpenholt et al., 1999).

Efetivamente, sabe-se que a implementacdo das vacinas conjugadas altera
rapidamente a epidemiologia das infec¢Ges por Hib. Muitas questes ainda precisao ser
dimensionadas e respondidas, em especial, as implicagdes da mudanca da microbiota
autoctone da nasofaringe de portadores e a gravidade de possiveis casos ap0s a vacinacao
(Olowokure et al., 2000; Peltola 2001; Laval et al., 2003; Andrade et al., 2004; Finn, 2004;
Jones, 2005; Vega-Briceno et al., 2005).

1.7.2 Falhas vacinais e emergéncia dos tipos ndo-b

Muitas andlises desenvolvidas ap6s a introducdo das vacinas Hib-conjugadas
mostram um declinio no nimero de casos de meningite pelo Hib, e possivelmente em
consequéncia direta a esse fato, uma emergéncia no nimero de doencas invasivas causadas
por tipos ndo-b ou por NC (Waggoner-Fountain et al., 1995, Slack et al 1998, Adderson et
al., 2001, Heath et al., 2001; Vega-Briceno et al., 2005). Além disso, existem relatos que
evidenciam uma re-emergéncia do Hib, talvez em decorréncia de falha vacinal, o que
consistiria em um grave problema a médio e longo prazo nessas regifes. Destaca-se que 0S
dados e conclusdes desses estudos sdo extremamente valiosos para a implementacdo de

possiveis ajustes nos sistemas de vigilancia em outras regides (Lucher et al., 2002).



Observa-se também que € necessario compreender-se as implicacdes do impacto da
introducdo da vacina, em regides de pouca ou nenhuma industrializacdo, especialmente em
populacbes distintas das demais existentes no restante de um determinado pais, como
ocorre em algumas regides dos Estados Unidos. A introdugdo da vacina em tribos Navajo e
apaches, localizadas no Colorado, promoveu uma reducéo de 90% dos casos de meningites
por Hib. Ja no Alaska, em um periodo de 10 anos, observou-se uma reducdo dos casos de
infeccdes pelo Hib, mas também verificou-se um aumento de casos por outros tipos nao-b
(Perdue et al., 2000; Millar et al., 2002).

Uma preocupacdo constante, referente a implementacdo da vacina Hib-conjugada
nos esquemas vacinais de criangas menores de cinco anos, é a possivel re-emergéncia do
Hib, possivelmente em decorréncia de uma falha vacinal. Uma falha vacinal é caracterizada
quando o Hib é isolado no liquor ou sangue de: (i) crianca maior de um ano, ap6s duas
semanas da administracdo da vacina; (ii) crianca menor de um ano, apds uma semana da
administracdo da segunda dose da vacina; (iii) ou de crianca que recebeu as trés doses da
vacina (Heath et al., 2000). Os primeiro relatos de falha vacinal surgiram em 2001 no
Reino Unido, onde a vacina foi introduzida em 1992. Em 1991, ocorreram 907 casos de
doencas invasivas por Hib, sendo que sete anos depois, em 1998 registrou-se apenas 38
casos. A falha vacinal foi detectada a partir de 2001, com o nimero de 144 casos, atingindo
266 casos em 2002. A incidéncia que era de 0,92 por 100.000 habitantes em 1996, mais que
triplicou em 2002, atingindo 2,81 por 100.000 habitantes. Cabe ressaltar, que essa falha
vacinal, surgiu em um sistema que adotava rigorosamente o esquema vacinal de trés doses,
aplicadas no 2°, 3° e 4° meses de idade, mas sem reforco adicional entre os 15-18 meses.
Assim algumas hipoteses sdo correlacionadas a essa re-emergéncia do Hib: (i) a adogédo de
um esquema vacinal, com intervalos curtos de um més utilizando a vacina Hib com a
triplice acelular (HbOc), sem a dose de reforgo; (ii) a queda na taxa de cobertura vacinal,
(iii) a entrada de portadores imigrantes, tanto criancas como adultos (Garner & Weston;
2003; Trotter et al., 2003; Pushparajah et al., 2003).

Outra falha vacinal foi observada no Alaska detectada, em portadores e pacientes de
invasivas na populacdo rural. A vacina-conjugada PRP-OMP foi introduzida no Alaska em

1991, sendo utilizada até janeiro de 1996. A partir desta data, passou-se a utilizar a vacina



HbOC em dose Unica administrada em clinicas pediatricas, com o objetivo de se reduzir o
numero de doses que a crianca precisaria receber, em virtude das dificuldades de
deslocamento dentro do territorio inGspito dessa regido. Nesse mesmo ano, detectou-se o
aumento nimero de casos por Hib em criangas imunizadas, e em 1997, os sobreviventes
tornaram-se portadores do Hib. As hipdteses para esse fendmeno correlacionam a
combinacdo de dois fatores implicados na troca das vacinas: (i) a vacina PRP-OMP
ofereceria uma protecdo imunoldgica para as criancas, mas nao reduziria 0 numero de
criangas colonizadas; (ii) a vacina HbOC ndo ofereceria uma imunizacao satisfatoria apos

uma unica dose, determinando-se a re-emergéncia (Lucher et al., 2002).

Com a introducdo da vacina conjugada Hib, acredita-se também que outros tipos
ndo-b, e cepas NC que colonizam o trato respiratério superior de individuos saudaveis

possam desencadear problemas (Saito et al., 1999).

Em 2001, nos Estados Unidos, em dez meses de estudos retrospectivos, que
abrangeu os anos de 1998 e 1999, foram detectados cinco casos de doengas invasivas por
Hia. Utilizando técnicas moleculares, entre elas a PCR, esses isolados foram caracterizados
com o objetivo de fornecer dados que justificassem esses casos. Os pacientes eram cinco
criancas, na faixa de 6 a 13 meses, que apresentavam bacteremia e meningite, quatro dos
guais com os mesmos sintomas de quadro infeccioso por Hib. As cinco cepas pertenciam a
dois grupos clonais, e as criangas eram de regides diferentes dentro do estado de Utah. Trés
cepas que eram responsaveis pelo quadro de meningite e bacteremia, possuiam uma copia
do segmento 1S1016-bexA com delecdo, sugerindo que este fator justificasse a severidade
do quadro observado nos pacientes. Esses dados reforgam a necessidade do monitoramento
dos casos de morbidades causadas pelo H. influenzae, em especial, através da tipagem pela
PCR, inclusive pesquisando-se a presenca de fatores de viruléncia como a copia com
delecdo do segmento 1S1016-bexA, fornecendo resultados mais confiaveis para o sistema

de vigilancia epidemioldgica (Adderson et al., 2001).

Na Espanha, ap6s a introducdo da vacinacdo em 1996, identificaram-se 26 Hie,
entre abril de 1998 a dezembro de 2002, caracterizados pela PCR. Esse tipo capsular foi

responsavel por 14 casos de infecgdes respiratdrias (9 com pneumonia) e 4 associados a



conjuntivite. Os outros isolados foram responsaveis por vaginite, abscesso, celulite,
septicemia ou meningite. Das 26 cepas, 5 (19,2%) foram isoladas em menores de cinco
anos, e o restante foi isolado de pacientes maiores de 16 anos. Seis cepas (20,1%)

apresentavam multiresisténcia (Campos et al., 2003a).

Tambem na Espanha foram avaliados os perfis de suscetibilidade de 49 cepas de
Hif, tipados pela técnica de PCR, isolados de casos ocorridos entre 0s anos de 1996 e 2002.
Desses, 24,5% eram resistentes a ampicilina e 18,4% apresentaram multiresisténcia para
mais de trés antimicrobianos utilizados no esquema terapéutico de rotina (Campos et al,
2003c).

A emergéncia do Hif, é extremamente preocupante, em especial devido ao seu alto
indice de mortalidade, em torno de 30%, mesmo que em muitos casos ocorram em adultos
(Slater et al., 1990; Urwin et al., 1996; Campos et al., 2003c; Meats et al., 2003; Campos et
al., 2004). Uma caracteristica observada pelo Hif é a sua viruléncia apresentada em
infantos, como observado no histérico de crianca de 4 anos, que apresentava febre baixa e
vOmitos, que posteriormente veio a 6bito. O Hif foi isolado no sangue dessa crianga, que
ndo apresentava nenhuma doenca de base ou qualquer fator que pudesse ser relacionado a
esse quadro (Zacharisen et al., 2003). Em recente estudo, analisando-se cepas de Hif, da
Dinamarca e dos Estados Unidos, isoladas de doengas invasivas e ndo-invasivas, observou-
se, por meio de técnicas moleculares, que se tratavam de um mesmo clone Hif, sugerindo-
se que ele estaria em expansdo no cenario pés-vacinacdo, reforcando a necessidade de
implementar a tipagem capsular, pelas técnicas de PCR, objetivando-se monitorar de forma

correta, uma possivel emergéncia desse patdgeno. (Bruun et al., 2005).

1.8 Introducao da vacina Hib-conjugada no Brasil

No Brasil, algumas andlises epidemioldgicas foram desenvolvidas, pelo Instituto

Adolfo Lutz, em periodo muito anterior a introducdo da vacina Hib-conjugada. Essas



analises tinham como objetivo caracterizar e correlacionar a prevaléncia dos tipos
capsulares e biotipos circulantes na cidade de Sdo Paulo, com outras regides mundiais.
Foram analisadas 1094 isolados, dos quais, 1087 (99,4%) pertenciam ao Hib, sendo que
destes, 775 (70,9%) pertenciam ao bidtipo |. Esses resultados demonstraram uma
correlagdo com outros cendrios epidemioldgicos observados na época da andlise, como no
Sul da Africa, Estados Unidos, Dinamarca, Europa e Papuia Guiné (Landgraf & Vieira,
1993).

Em 1999, a Hib-conjugada foi introduzida no Programa Nacional de Imunizacdo
como rotina no Brasil, mas foi implantada, de forma experimental, em duas cidades do
Parana, na Regido Sul do pais: Londrina e Curitiba. Em Londrina, o coeficiente de
incidéncia de meningite por Hib foi reduzido de 23,91 por 100.000 habitantes em 1996,
para 2,79 por 100.000 habitantes em 1999, ap6s a introducdo da vacina, situacdo
semelhante a estabelecida em Curitiba. Nos demais municipios do Parand que néo
dispunham dessa vacina, os indices de incidéncia da meningite por Hib permaneceram 0s

mesmos (Takemura et al., 2001).

Em Porto Alegre, também no sul do pais, a diminuicdo dos casos de meningites por
Hib esteve associada com a realizacdo da vacinacdo em larga escala, a partir da introducao
da vacina Hib-conjugada. Essa anélise foi realizada a partir da avaliacdo da incidéncia das
meningites por Hib, entre os anos de 1995 a 2001. Em 1995 a incidéncia foi de 1,35 caso
por 100.000 habitantes, e em 2001 a incidéncia foi de 0,15 caso por 100.000, ocorrendo
uma diminuicdo de 89%. No mesmo periodo, a letalidade das meningites por Hib diminuiu
de 17,8% para 6,7% (Kmetzsch et al., 2003).

Estudo realizado em Salvador, Brasil, também demonstrou uma reducgédo de 69% na
incidéncia de Hib (2,62 para 0,81 casos/100000), ja no primeiro ano apo6s a introducéo da
vacina, em 2000. Em contraste, ocorreu um aumento de oito vezes no numero de
meningites, causadas pelo Hia, apresentando uma viruléncia ndo verificada em casos pre-

introducdo da vacina (Ribeiro et al, 2003).

Com o objetivo de avaliar o impacto da vacina Hib-conjugada em trés regides

brasileiras, formadas pelos estados Pernambuco, Santa Catarina e Rio de Janeiro, foram



analisados 229 isolados de H. influenzae, de casos de meningite (n = 189), septicemia (n =
3) e secrecdo brénquica (n = 37), relativos aos anos de 1990 a 2003. Desses isolados, 167
datavam de um periodo pré-introdu¢do da vacina, sendo que 165 foram tipados como Hib, e
2 isolados como Hia. Demonstrando o impacto da vacina, na redugdo de morbidades
causadas pelo Hib, dos 64 isolados referentes ao periodo pos-introdugdo da vacina, que
compreendeu os anos de 1999 a 2003, 33 eram Hib, trés Hia, trés do tipo ¢, também trés do
tipo d, um Hie, um Hif e 18 NC (Almeida et al., 2005).

1.9 Introducéo da vacina Hib-conjugada em Goiania

Em Goiénia, como em todo territdrio brasileiro, a primeira vacina utilizada contra
Hib, foi a vacina conjugada com a proteina diftérica (CRM1g7; HIbTITER®; Wyeth®
Lederle), administrada entre julho a novembro de 1999. Posteriormente a esta data, foi
utilizada a vacina composta pelo polissacarideo do Hib conjugado com o toxdide tetanico
(PRP-T) produzida pelo laboratério nacional Biomanguinhos (Fundagdo Oswaldo Cruz —
Ministério da Saude). A agenda vacinal foi elaborada para ser administrada em trés doses
nas criancas menores de 12 meses (2°, 4° e 6° meses de idade) e dose Unica para criancas de
12 a 24 meses. (Caetano, 2001)

Com apoio da divisdo de imunizacdo e vacinas da Pan American Health
Organization — W.D.C. e pelo Bill and Melinda Gates Children’s Vaccine Program e da
Secretaria da Salde do Municipio de Goiania, instituiu-se uma rede de vigilancia
epidemioldgica, com o objetivo de avaliar as meningites e pneumonias causadas pelo H.
influenzae. Estruturalmente, essa rede epidemioldgica abrange 20 hospitais pediatricos do
municipio, o que corresponde a aproximadamente 90% das internacdes de criangas por
pneumonia e meningite, na cidade de Goiania. Em maio de 2002 este sistema agregou um
componente ambulatorial de vigilancia de criangas atendidas nos consultérios do pronto
atendimento do Hospital Materno Infantil (HMI) da Secretaria da Saude do Estado de

Goiés, que concentra a maior demanda pediatrica do municipio (Caetano, 2001)



Laval e colaboradores, em 2003, estudaram os perfis fenotipicos e genotipicos das
meningites em Goiés, durante o periodo de maio de 2000 a agosto de 2001, apos a
introducdo da vacina Hib-conjugada. A caracterizacdo genotipica foi realizada com auxilio
da técnica de PFGE pulsed-field gel electrophoresis, ou eletroforese em campo elétrico
variavel. Nesse periodo foram analisados 78 casos de meningites bacterianas, sendo que se
detectou 13 isolados (16,7%) de H. influenzae. Desses isolados, 10 foram caracterizados
como Hib. Quatro cepas foram isoladas de criangas que ndo tinham recebido nenhuma dose
da vacina, em uma crianga que tinha recebido duas doses isolou-se uma cepa, quatro foram
isoladas de criangas que tinham recebido apenas uma dose, e uma cepa foi isolada de
crianca que recebeu as trés doses. Nesta Gltima crianca, ficou configurada a deteccdo de
falha vacinal. Os trés isolados restantes foram caracterizados como tipo a. Entre os Hia,
uma cepa foi isolada de crianga que tinha recebido as trés doses da vacina, outra foi isolada
de uma crianca que recebeu duas doses, e uma foi isolada de uma crianga que ndo tinha

recebido nenhuma dose da vacina (Laval et al., 2003).

Em 2004, Simdes e colaboradores avaliaram o impacto da vacinagdo contra o Hib
na incidéncia de meningites em criangas menores de cinco anos de idade utilizando-se a
prospeccao do tipo antes e depois para comparar as taxas de incidéncia de meningites por
H. influenzae b nos periodos pré-vacinacdo (julho/95-junho/99) e po6s-vacinacao (julho/99-
junho/2001) no Estado de Goias. Detectaram-se 979 criangas com meningite bacteriana
aguda, com a incidéncia de meningite por H. influenzae b diminuindo de 10,8x10° no
periodo pré-vacinal, para 2,3x10° no segundo ano apds a introducéo da vacina, significando
uma reducdo de 78,0% no risco de infeccdo por esse patdgeno, principalmente na faixa
etaria de 7-23 meses. Observou-se ainda, falha vacinal em um caso. Esse expressivo
declinio da incidéncia de meningite por Hib foi detectado, precocemente, logo apds o

primeiro ano de introducdo da vacina (Simdes et al., 2004).

Dessa forma é fundamental a caracterizacdo dos perfis colonizadores e prevaléncia
dos sorotipos isolados de H. influenzae, para a avaliacdo do impacto da introducdo da
vacinacdo Hib, e posterior analise dos dados do comportamento epidemiologico do H.

influenzae nessa regido.



A tipagem molecular do H. influenzae isolados de nasofaringe fornece dados
epidemioldgicos importantes para direcionar o tratamento especifico nas morbidades
causadas por estes agentes, em especial em criancas, bem como subsidios para a
introdugdo de medidas profilaticas na cidade de Goiénia, onde a determinacdo da
prevaléncia dos tipos de H. influenzae, pela técnica de PCR, sdo imprescindiveis,
auxiliando na implementacdo de medidas e acGes envolvidas na cadeia epidemioldgica, de

conformidade com o monitoramento do H. influenzae.



2. Objetivos

o Awvaliar a prevaléncia de H. influenzae em criancas de 0 a 5 anos, atendidas
em ambulatérios e hospitais de referéncia, no municipio de Goiania, pés

introducdo da vacina Hib-conjugada.

o Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados a dois antimicrobianos.

o Determinar a tipagem capsular dos isolados de H. influenzae pela técnica de
PCR.



3. Materiais e Métodos

3.1. Area de estudo e populagio

O estudo foi realizado no municipio de Goiania, capital do estado de Goias, entre
maio de 2000 a agosto de 2001, como componente do projeto de Vigilancia de Pneumonias
e Meningites (VIGPEM).

A cidade de Goiania possui aproximadamente 1.181.438 habitantes, com uma
populacdo estimada em 95.105 criangas, na faixa etaria de 0 a 4 anos, com a media de
22.500 infantos nascidos vivos ao ano, e com uma taxa de mortalidade infantil de 16 por
1000 (IBGE, 2000). O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Regional do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (UFG), assim como pelo Conselho

Nacional de Ensino e Pesquisa (CONEP).

A estrutura do estudo foi baseada na andlise da taxa de prevaléncia de portadores do
H. influenzae. A coleta realizada abrangeu um total de 648 criangcas menores de 5 anos,
apresentavam as seguintes caracteristicas: (i) criancas hospitalizadas com pneumonia
radiologicamente confirmada por condensacdo e/ou derrame; (ii) criancas hospitalizadas
com alguma outra IRA (WHO 1999b), incluindo principalmente bronquite, pneumonia de
padréo radioldgico ndo bacteriano, asma e viroses; (iii) criancas com meningite bacteriana
aguda de acordo com critérios da OMS (WHO 1999); (iv) criancas saudaveis que
procuravam 0s centros de saude por outras razdes. Dessas criangas, 269 apresentavam
algum quadro de IRA, incluindo-se pneumonia, 77 com meningites e 302 criangas sem
nenhum sintoma clinico estabelecido que procuravam 0s mesmos centros de salde por

outras razoes.

Na rede de vigilancia estabelecida para o projeto, foram incluidos 20 hospitais
pediatricos, dos setores publico, privado, universitario e filantropico. Essa rede de

atendimento é responsavel por mais de 90% das internacdes por estas morbidades no



municipio. Da mesma forma, as criangas com meningite foram recrutadas de 7 hospitais
que notificaram os casos de meningite da cidade. Um questionario foi elaborado e aplicado
aos responsaveis pela crianca, com o objetivo de estabelecer o historico de eventuais
morbidades, possivel utilizagdo de vacinas, e potenciais fatores associados a colonizagdo

pelo H. influenzae.

3.2.Coleta das amostras

3.2.1 Coleta de swabs nasofaringeos

Apds o consentimento informado ter sido assinado pelos pais ou responsavel,
procedeu-se a coleta do material da nasofaringe das criangas. As amostras foram coletadas
utilizando-se swabs, seguindo os procedimentos de biosseguranga (WHO 1999). Um
transwab (Medical Wire & Equipament Corsham, UK) ultrafino e flexivel foi introduzido
na narina da crianca, até aproximadamente 2/3 da distancia do nariz ao l6bulo da orelha, na
direcdo horizontal. Apds encontrar resisténcia na parede posterior da nasofaringe,
movimentos giratorios lentos eram realizados com o transwab (Medical Wire & Equipament
Corsham, UK), removendo-o a seguir, e introduzido-o no tubo contendo o0 meio para

transporte modificado de Stuart.

As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor ndo resfriadas, e enviadas
imediatamente ao Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG).



3.3. Isolamento e identificacao

Os procedimentos laboratoriais para o isolamento e identificacdo do H.influenzae
obedeceram as normas preconizadas pela OMS (WHO, 1999; ANVISA, 2004). As
amostras de nasofaringe foram semeadas em placas de agar chocolate suplementadas com
bacitracina (300 ug para cada 100mL), e incubadas em jarras de anaerobiose com 5 a 10%
de COa 37°C por 24 a 48 horas.

Colbnias com caracteristicas macroscépicas de H. influenzae foram submetidas a
coloracdo de Gram. Os isolados com caracteristicas de cocobacilos Gram-negativos foram
submetidos a prova do satelitismo e série bioquimica (fermentacdo da glicose, xilose,
lactose, manose, sacarose; descarboxilacdo da ornitina, producdo de indol e urease), de
acordo com o Manual de Identificacdo de H. influenzae, da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO 1999).

A prova de caracterizacao dos tipos capsulares, pela da técnica de PCR, e o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, foram realizadas no Instituto Adolf Lutz, em S&o Paulo,

sob coordenacdo da Dra. Maria Cristina Brandileone.

3.3. .Prova do satelitismo

Os isolados foram cultivados em agar chocolate, incubados por 18-24 horas em
ambiente de 5 a 10% de CO, a 37°C. Para realizacdo do teste, fazia-se uma suspenséo em

2mL salina, até atingir a turbidez equivalente a metade da escala 1 de MacFarland.

Posteriormente, os isolados foram semeados com swab em &gar sangue, de maneira
uniforme, deixando secar por 15 minutos em fluxo laminar. Em seguida, semeava-se 0 S.
aureus (ATCC 23922), a partir de cultura de 24 horas, com auxilio de uma al¢a de platina,

em forma de X, incubando-se por 24-48 horas em ambiente de 5 a 10% de CO,a 37°C.



O resultado era considerado positivo apenas se houvesse desenvolvimento de

colbnias proximas a estria de S. aureus.

3.3.2 Provas de fermentacéo de carboidratos

Para realizacdo das provas de fermentacdo de carboidratos utilizou-se a base para
meio de cultura Phenol Red Broth Base PRD (Difco), suplementados com hemina a 0,2%, e
NAD tambem a 0,2%, tindalizada.

Em cinco tubos de ensaio, distribuia-se 5mL do meio e acrescentava-se 0,2 mL de

um dos seguintes carboidratos: glicose, lactose, sacarose, xilose e manose.

Os isolados eram repicados em agar chocolate, incubados a 37°C por 24 horas. A
partir dessas culturas de 24 horas, transferia-se colénias para obter uma suspensdo em 2 mL
de salina, até atingirem uma turbidez equivalente a metade da escala 1 de MacFarland. Em
seguida, transferia-se quatro gotas dessa suspenséo para os tubos contendo os carboidratos,

que eram incubados por até 7 dias em ambiente de 5 a 10% de CO,a 37°C.

O H. influenzae fermenta somente a glicose, ou a glicose e a xilose. A positividade
do teste € dada a partir da acidificacdo dos meios, indicada pela cor amarelada que o meio

adquire.

3.3.3. Producao de urease e indol



Para a verificacdo da producdo de urease e indol, utilizou-se 0 meio Uréia/Indol
(Difco), esterelizado por tindalizacdo. Colocava-se em um tubo, 5mL desse meio, e a partir
da mesma suspensao feita para a prova de fermentacdo de carboidratos, transferia-se 4

gotas, com incubagcao por até 7 dias em ambiente de 5 a 10% de CO, a 37°C.

Considerava-se a positividade da reacdo a partir da coloracdo vermelha adquirida

pelo meio, devido a metabolizacdo da uréia, evidenciada pelo reativo de Kovacs.

3.3.5 Descarboxilacdo da ornitina

Para a realizacdo do teste da descarboxilagcdo da ornitina empregava-se 0 meio L-

ornitina descarboxilase (descarboxilase base Mueller, Difco) tindalizado.

Os isolados foram repicados em agar chocolate, incubados a 37°C que apés 24
horas, transferia-se as coldnias de cada isolado, para 2 mL de salina, até atingirem uma
turbidez equivalente & metade da escala 1. Em um tubo de ensaio, transferia-se 5mL do
meio e quatro gotas da suspensdo. Com o objetivo de criar um ambiente de aerobiose,
cobria-se a superficie do meio com 6leo mineral, incubando-se cada tubo a 37°C, por até 7

dias.

A partir da retirada do grupo carboxilico da ornitina, verifica-se a alcalinizacdo do

meio, que adquiria uma cor violeta, indicando a positividade do teste.

3.4. Teste de suscetibilidade

3.4.1 Preparacdo do Meio Haemophilus de Teste (MTH)



A preparacdo do HTM foi realizada utilizando uma solugéo padrdo fresca de hematina
dissolvendo-se 50 mg de hematina em p6 em 100 mL de NaOH a 0,01 mol/L aquecendo e
mexendo até dissolucdo completa do pdé de hematina. A seguir, acrescentava-se 30 mL da
solugdo estoque de hematina a 1 L de &4gar Mueller-Hinton, acrescentando-se também de 5
g de extrato de levedura. Apds autoclavagem e resfriamento do meio, adicionavam-se,
assepticamente, 3 mL de solucdo de NAD (50 mg de NAD dissolvidos em 10 mL de agua

destilada, esterilizada por filtracdo).

3.4.2 Difusdo em disco

Todos os isolados de H. influenzae identificados foram submetidos ao teste de disco
difusdo, conforme preconizado pelo NCCLS (NCCLS, 2003). Apds subcultivos em agar
chocolate e por 16-18 horas a 37°C, um inéculo padréo de 3 a 4 x 10° ufc/mL (metade dos
componentes da escala 1,0 de MacFarland) foi utilizado para a semeadura em placas de
MHT com o auxilio de um swab estéril. Sobre as placas ja inoculadas foram depositados
discos de trimetoprim-sulfametaxazol (1,25ug) e de ampicilina (10upg) (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra). Utilizaram-se as cepas H. influenzae ATCC 49247 e ATCC
49766 como controle.

3.5 Tipagem capsular pela PCR

A suspensdo do DNA dos H. influenzae foi preparada, transferindo-se de 4 a 6
colonias cultivadas em agar chocolate por 24 horas a 37°C, para 60 uL de agua
esterilizada. Essa suspensdo era aquecida até a fervura por 10 minutos e centrifugada de 3 a
5 minutos a 1.300 rpm (Marathon 26kmr, Fischer Scientific). O sobrenadante era

armazenado a —20 °C.

Para a realizacdo do PCR, foram utilizados os primers que estdo apresentados na
Tabela 1. Os primers HI-1 E HI-2, para a deteccdo do gene bexA, presente nos tipos



capsulares, para diferenciacdo dos tipos NC, e os primers especificos (ai, ap, as/ by, by, bs/
C1, Cp, C3/ dy, do d3/ ey, €7 esf Ty, T f3) de acordo com Falla e colaboradores (1994). Foram
realizadas duas amplificacGes: a primeira utilizando-se os primers HI1 e HI2, para a
amplificacdo do bexA e os primers 1 e 2 para cada tipo capsular (az, az/b1, ba, / ¢1, Ca, / dy,
dy, / e, e/ f1, f,), além dos primers 3 internos (as/ bs/cs/ds/es/ f3). Para a confirmagdo dos
casos onde a amplificacdo foi negativa, era realizada uma segunda amplificacdo. Desta vez
com os primers utilizados eram HI1 e HI3, a titulo de confirmacdo para a seqiéncia do
bexA, e os primers 2 e 3 de cada tipo (az, as/ by bs/ ¢y, cs3/ da ds/ e, es/ T, 13). De acordo com
resultado da realizacdo das duas amplificacbes, observava-se uma das seguintes
interpretacdes: positivo para amplificacdo do gene bexA e um dos genes responsaveis pelo
polissacarideo especifico de capsula, a amostra era considerada como um determinado tipo
capsular especifico: (i) negativo para 0 gene bexA, e positivo para gene tipo capsular
especifico, a amostra era considerada mutante capsular b™; (ii) negativo para o gene bexA, e
negativo pra o gene tipo capsular especifico, a amostra era considerada NC (Falla et al,
1994).

O mix da PCR foi constituido de 25 uL do tampdo da PCR, 200 uL de
deoxirribonucleotideos, 1mM de cada primer especifico e 0,5 U de Taq DNA-polimerase
(Gibco BRL Life Technologies). Era utilizado também um primer derivado de uma
seqliéncia de um gene codificante da lipoproteina P6, da membrana externa, presente tanto
nos isolados capsulados como no NC, para controle da técnica (van Ketel et al., 1990). A
esse mix era adiconado 1uL da amostra (DNA), realizando-se amplificacdo (Perkin-Elmer,

Norwalk, Conn.) com uma temperatura de 55°C para o anelamento.

O produto da amplificacdo do DNA era aplicado em gel agarose a 1,0% (Sigma) e a
corrida eletroforética realizada por 1 hora a 100v. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de100 bp (Gibco BRL Life Technologies). O gel de agarose foi corado com

brometo de etidio para a evidenciacdo do produto da amplificacéo pela PCR.

Os Resultados, Discussao e Conclusdes estdo apresentados na forma de artigo
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RESUMO

Antecedentes: A microbiota da nasofaringe (NF) de criancas € o principal reservatorio
ecologico do Haemophilus influenzae, que em seu estado portador, configura um
importante papel na disseminacdo da bactéria. Em Goiania ap6s a introducdo da vacina
Hib-conjugada, em julho de 1999, a incidéncia de casos de meningites, passou de 10,8x10°,
para 2,3x10° habitantes, em 2001. Objetivos: Determinar a prevaléncia de H. influenzae,
em amostras de NF de criancas menores de cinco anos; avaliar o perfil de suscetibilidade
dos isolados de H. influenzae a dois antimicrobianos; e caracterizar os isolados de H.
influenzae pela tipagem molecular da PCR. Material e Métodos: De maio de 2000 a
agosto de 2001, foram coletados swabs da nasofaringe de 648 criancas menores de 5 anos,
onde, 269 estavam com IRA, incluindo-se pneumonia, 77 com meningites e 302 criancas
saudaveis. Realizou-se o cultivo das amostras em agar chocolate e posteriormente 0s

isolados foram identificados de acordo com os procedimentos recomendados, e o perfil de



resisténcia foi determinado para dois antimicrobianos. A tipagem capsular foi realizada pela
técnica de PCR. Resultados: A prevaléncia de H. influenzae foi de 18,2% (118 isolados) na
NF de criangas. O resultado da tipagem pela PCR caracterizou 3 Hib (2,5%), 1 Hia (0,8%),
2 Hif (1,7%) e 112 NC (94,9%).0s Hib foram isolados de uma crianga com IRA, outra com
pneumonia e a Ultima com meningite. O Hia foi isolado de crianca com IRA. Os tipos Hif
foram isolados de uma crianca com IRA e outra com pneumonia. Das criangas que se
isolaram os tipos NC, 11 (9,8%) apresentavam-se saudaveis, 81 (72%) apresentavam algum
quadro de IRA, 3 (2,7%) apresentavam meningite e 17 (15,2%) pneumonia. Dos 112 tipos
NC, 35 (31,3%), e todos Hia e Hif mostraram-se resistente apenas ao trimetoprim-
sulfametaxazol mas sensiveis a ampicilina, e 8 (7,1%) NC foram resistentes a ampicilina.
Todos Hib, foram sensiveis aos dois antimicrobianos. Conclusdo: Observou-se uma
reducdo na taxa de prevaléncia do Hib, na nasofaringe de criangas menores de cinco anos,
assim como uma emergéncia dos tipos NC, pos-introducdo da vacina Hib-conjugada, fato

que deve ser monitorado por programas de vigilancia epidemioldgica.

Unitermos: Nasofaringe, criancas, H. influenzae, vacina, PCR, resisténcia



ABSTRACT
Background: The nasopharyngeal of children, is the main ecological reservoir of the
Haemophilus influenzae, especially type b (Hib), that in his state carriage configures an
important reservoir, acting in the dissemination of the bacterium. In Goiania after the
introduction of the vaccine Hib-conjugated, in July of 1999, the incidence of cases of
meningites, passed from 10.8x10°, to 2.3x10° inhabitants, in 2001. Objective: To determine
the prevalence of H. influenzae, PCR capsular type and profile of susceptibility, in samples
from nasopharyngeal of healthy infants or with some acute respiratory infection (ARI), or
meningitis, post-introduction of the vaccine Hib-Conjugated, in the town of Goiania.
Materials and Methods: From May of 2000 to August of 2001, were collected swabs of
the nasopharyngeal of 648 infants less than 5 years, where, 269 were with ARI, including
itself pneumonia, 77 with meningitis and 302 healthy infants. It carried out cultivated of the
samples in chocolate agar supplemented with bacitracina and subsequently the isolated
were identified agreement with the procedures recommended, and the profile of
susceptibility was determined for trimethoprim-sulfametaxazole (STX) and ampicillin
(AMP). The molecular typing capsular was carried out by the technical of the PCR.
Results: The prevalence of H. influenzae was of 18,2% (118) in the nasopharygeal.
Agreement with to typing capsule by PCR. Three(2,5%) isolates of the H. influenzae were
identified like Hib, one isolate was characterized like Hia (0,8%), two (1,7%) were
identified like Hif, and 112 (94,9%) were characterized like H. influenzae nonecapsulados
(NC). Regarding the clinical status of the infants, the Hib b were isolated from cases of
meningite (n=1), ARI (n=1) and pneumonia (n=1), the Hia from case of ARI, the Hif from

case of IRA, and the NC, 11 (9.8%) from healthy children; 81 (72.3%) from cases of IRA;



3 (2,7%) from cases of meningits and 17 (12.2%) from case of pneumonia. Of the 112 NC,
35 (31,3%), and the kinds capsulates to and f showed itself resistant barely to the (STX)
and sensible to AMP. Eight (7,1%) NC presented resistance to ampicillin. The Hib, were
sensible ampicilina and STX. Conclusion: It was verified a reduction in the prevalence of
the Hib, in the nasopharyngeal of infants less than five years, with an emergency of the
types NC, post-introduction of the vaccine Hib-conjugated, fact that should be monitored
by programs of epidemiological surveillance. .

Keywords: H. influenzae, nasopharyngeal, ARI, PCR, resistance



Introducéo

As infeccbes respiratérias agudas (IRA), entre elas a pneumonia e meningites,
constituem um dos maiores problemas de saude publica em todo mundo. Estas infec¢oes
representam um numero de aproximadamente dois milhGes e duzentas mil de mortes
anuais, especialmente em criancas menores de cinco anos (41,35,64,53). O Haemophilus
influenzae é um dos agentes etioldégicos mais freqliente em casos de pneumonia e

meningite, nos paises em desenvolvimento (48,21).

A colonizacao da mucosa do trato respiratdrio superior é o0 primeiro evento para que
a infeccdo se estabeleca. O estado de portador € um processo dinamico, onde as bactérias
colonizadoras sdo adquiridas, eliminadas e readquiridas em varios momentos da vida,
sendo que a transmissao ocorre por contato direto ou por inalacdo de aerossois expelidos
pela nasofaringe A nasofaringe também é o local onde ocorrem 0s processos de
recombinacdo, transformacdo e transducdo bacteriana, determinantes na aquisicdo de
fatores de resisténcia (42,28,34,18,44,13,27,4). E fato estabelecido, que as doencas
invasivas, como pneumonias e meningites causadas por agentes como H. influenzae,
ocorrem atraves da disseminacdo destes, presentes na nasofaringe, para o0 sangue e
posteriormente para outros sitios, como as meninges (6,25,36,26). Esta bactéria é altamente
adaptada ao hospedeiro humano, presente em 6 a 11% da nasofaringe de criancas
saudaveis. J& em criangas que apresentam algum quadro clinico indicativo de IRA, a taxa

de isolados na nasofaringe, varia entre 37% a 40% (29,47).

O H. influenzae pode apresentar seis tipos capsulares diferentes de (a-f),

diferenciados pela estrutura bioquimica da cépsula polissacaridica (50). O material da



capsula é um fator de viruléncia de importante propriedade antifagocitaria, que auxilia tanto
na colonizacdo como na invasdo de sitios como o sangue ou do fluido cefalorraquidiano,
(42,19,31,1). Dentre esses tipos, o H. influenzae tipo b (Hib), que possui uma polirribose
ribitol fosfato como antigeno capsular (PRP), corresponde a 20 a 60% dos casos de
meningites e pneumonias de causa bacteriana (48). Determinados H. influenzae néo
apresentam capsula polissacaridica, e sdo conhecidos como H. influenzae nao tipaveis

(NTHi) ou néo capsulados (NC) (25,52).

A tipagem do H. influenzae pode ser realizada em laboratério, a partir métodos
sorologicos, utilizando-se anti-soros especificos para os antigenos capsulares dos seis tipos
capsulares (sorotipagem por aglutinagdo em lamina). Quando ndo ocorre nenhuma reacéao
de aglutinacdo, o isolado é considerado NC. Esta técnica de caracterizacdo fenotipica, €
bastante empregada nos laboratorios de forma rotineira com boas vantagens, mas apresenta
diversos problemas de realizacdo e interpretacdo dos resultados (8,32). O advento das
técnicas moleculares de genotipagem, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
possibilitou varias aplicagdes na identificacdo e analise comparativa entre o genoma de
diversos patdgenos, fornecendo dados epidemioldgicos mais precisos, especialmente na
avaliacdo da efetividade das vacinas (16,30,24,32,8,55). Atualmente 0 método ouro para
tipagem capsular do H. influenzae é baseado em técnicas de PCR, que se fundamenta na
regido do cromossomo bacteriano, chamada de cap. O locus cap apresenta trés regides (1, 2
e 3): as regifes 1 e 3 sdo comuns a todos tipos capsulares. Ja a regido 2 apresenta uma
pequena porc¢do variavel, codificante do polissacarideo de cépsula, especifico para cada tipo
capuslar. Assim a tipagem capsular realizada pela PCR é determinada pela variabilidade da

regido 2 especifica para cada um dos seis tipos encapsulados de H. influenzae e pela



presenca do gene bexA, localizado na regido 1, responsavel pelo transporte da capsula para
fora da célula. Desta forma as cepas encapsuladas, possuem o gene bexA, ausente nos tipos

NC, utilizado para a diferenciacdo entre os H. influenzae capsulados dos NC (24).

Um dos mais eficazes instrumentos profilaticos para as infeccdes causadas pelo H.
influenzae, em especial o tipo b, € a utilizagdo de vacinas por criancas menores de dois
anos. As vacinas empregadas atualmente, utilizam uma proteina carreadora com o antigeno
de capsula do H. influenzae tipo b (vacina Hib-conjugada), foram introduzidas entre os
anos de 1987 a 1993, promovendo uma reducdo espetacular no nimero de casos de
doengas, especialmente as invasivas como pneumonia e meningite, causadas pelo Hib,
propiciando também uma reducdo drastica na colonizagdo do Hib, na nasofaringe de
portadores, contribuindo indiretamente para a protecdo de criancas ndo vacinadas

(7,36,3,12,48,22,2).

No Brasil, a vacina Hib-conjugada foi introduzida de forma experimental em 1996,
em duas cidades do Parana, na Regido Sul do pais: Londrina e Curitiba, observando em
ambas cidades uma reducdo na incidéncia de meningite por Hib de 23,91x10° habitantes
para 2,79x10° habitantes em trés anos ap6s a introducdo da vacina (61). Em Goiania a
vacina Hib-conjugada (HbOC; HIibTITER, Wyeth- Lederle) foi introduzida em julho de
1999, sendo que o numero de casos de meningites, antes da introducdo da vacina, era de

10,8x10° habitantes, atingindo 2,3 x10° habitantes depois de dois anos de seu uso (57).

Observacges desenvolvidas apés a introducdo das vacinas Hib-conjugadas mostram
um declinio no numero de casos de meningite pelo Hib, e varios sistemas de vigilancia

epidemioldgica sdo estruturados para acompanhar o impacto da vacina Hib-conjugada. A



partir de analises promovidas por esses sistemas de vigilancia, surgem alguns relatos que
demonstram uma re-emergéncia do Hib em cenérios diferentes como no Reino Unido,
Alaska e na Espanha, ou um aumento no nimero de doencas invasivas causadas por tipos
ndo-b (como os Hia e Hif) ou por tipos NC (48,2,3,41,57). No Brasil, logo apds o primeiro
ano de introdugédo da vacina, detectou-se um aumento da prevaléncia do tipo NC (51).

Os objetivos deste estudo foram determinar da prevaléncia de H. influenzae na
nasofaringe de criangas menores de cinco anos, saudaveis, com alguma IRA ou com
meningite, apds a introdugdo da vacina Hib-conjugada, no municipio de Goiania.
Material e Métodos

Populacéo de Estudo. O estudo foi realizado em Goiania, localizada na regi&o central do
Brasil, durante o monitoramento da rede de vigilancia epidemioldgica Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae, entre maio de 2001 e julho de 2002. O estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica Regional do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goiads (UFG), assim como pelo Conselho Nacional de Ensino e
Pesquisa (CONEP). Na rede de vigilancia estabelecida para o projeto, foram incluidos 20
hospitais pediatricos, dos setores publico, privado, universitario e filantrépico, responsavel
por 90,0% do atendimento a criangas no municipio, assim como 7 hospitais que notificaram
0s casos de meningite. A coleta realizada abrangeu um total de 648 criancas menores de 5
anos, apresentavam as seguintes caracteristicas: (i) criancas hospitalizadas com pneumonia
radiologicamente confirmada por condensagdo e/ou derrame; (ii) criancas hospitalizadas
com alguma outra infeccdo do trato respiratdrio inferior (IRA) (63), incluindo
principalmente bronquite, pneumonia de padréo radioldgico ndo bacteriano, asma e viroses;

(iii) criancas com meningite bacteriana aguda de acordo com critérios da OMS (63); (iv)



criangas saudaveis que procuravam os centros de satde por outras razes. Dessas criancas,
269 estavam com quadro de IRA, incluindo-se pneumonia, 77 com meningites e 302
criangas sem nenhum sintoma clinico estabelecido, que procuravam os mesmos centros de
salde por outras razbes. A coleta de amostras de nasofaringe foi realizada com swabs
(Medical Wire & Equipament Corsham, UK) ultrafino e flexivel.

Procedimentos laboratoriais. Os swabs da nasofaringe coletados foram processados de
acordo com os procedimentos preconizados pela Organiza¢cdo Mundial de Saude (63), no
laboratorio de bacteriologia, do Instituto de Patologia e Salde Publica da Universidade
Federal de Goias. O perfil fenotipico de sensibilidade a antimicrobianos, e a tipagem pela
técnica de PCR, foram realizadas nos laboratorios do Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo.
Cultura das amostras. As amostras de nasofaringe foram semeadas em placas de agar
chocolate suplementadas com bacitracina (300 pg para cada 100mL), e incubadas em jarras
de anaerobiose com 5 a 10% de CO;a 37°C por 24 a 48 horas.

Colbnias com caracteristicas macroscépicas de H. influenzae foram submetidas a coloracéo
de Gram e os isolados de caracteristica de cocobacilos Gram-negativos foram submetidos a
prova do satelitismo e série bioquimica (fermentacdo da glicose, xilose, lactose, manose,
sacarose; descarboxilacdo da ornitina, producéo de indol e urease) de acordo com o Manual
de Identificacdo de H. influenzae, da Organizagdo Mundial da Saude (63).

Sorotipagem pela PCR. Para a realizacdo do PCR, utilizou-se os primers (Tabela 1) HI-1 e
HI-2, para a deteccdo do gene bexA, presente nos tipos capsulares, para diferenciacdo dos
tipos NC, e os primers especificos (a;, az as/ b1, by, ba/ ¢, C2, €3/ dy, da, d3/ €1, €2, 3/ 1, T2 13),
de acordo com Falla e colaboradores (1994). Utilizando-se os primers HI1, HI2, juntamente

com os primers 1 e 2 para cada tipo (ai, a, /by, bo/ci, Co/dy, doles, e/fy, f2), e um primer



interno formado primers 3 (as/ bs/cs/ds/es/fs). Para a confirmagdo dos casos onde a
amplificagdo foi negativa, era realizada uma segunda amplificagdo, desta vez com 0s
primers HI1 e HI3, e 2 e 3 de cada tipo (a2 as/ by, ba/ ¢y, C3/ da, dsf €5, e3l f,3) (24).

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos - Todos os isolados de H. influenzae
identificados foram submetidos ao teste de disco difusdo, conforme preconizado pelo
NCCLS (43). Apbs subcultivos em agar chocolate e por 16-18 horas a 37°C, um ind6culo
padréo de 3 a 4 x 10° ufc/mL (metade da escala 1,0 de MacFarland) foi utilizado para a
semeadura em placas de MHT com o auxilio de um swab estéril. Sobre as placas ja
inoculadas foram depositados discos de trimetoprim-sulfametaxazol (1,25ug) e de
ampicilina (10ug) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Utilizaram-se as cepas H. influenzae

ATCC 49247 e H. influenzae ATCC 49766 com controle.

Resultados

O H. influenzae foi isolado em 118 das 648 amostras de nasofaringes. Destas
amostras, 112 (94,9%) foram identificas como NC, trés (2,5%) eram Hib, 1 (0,8%) era tipo
ae 2 (1,8%) eram tipo f, conforme a tipagem molecular da capsula realizada pela técnica
da PCR. A prevaléncia total do H. influenzae, na nasofaringe das criangas foi de 18,2%

(tabela 2).

Com relagéo estado clinico das criancgas, os Hif, foram isolados de uma crianga com
IRA e outra com pneumonia, e o Hia foi isolado de uma crianga com IRA. Dos trés Hib,
um foi isolado de crianca saudavel, outra com IRA, e uma com meningite. Das criancas as
quais se isolaram os 112 NC, 11 (9,8%) apresentavam estado clinico considerado saudavel,
81 (72%) apresentavam algum quadro de IRA, trés (2,7%) apresentavam meningite e 17

(15,2%) pneumonia (tabela 3).



O perfil de suscetibilidade caracterizou uma resisténcia do Hia apenas ao trimetoprim-
sulfametaxazol, da mesma forma que os dois isolados de Hif. Os trés isolados foram
sensiveis tanto a ampicilina como ao trimetoprim-sulfametaxazol. Com relacdo aos 112
tipos NC, 35 (31,3%) foram resistentes ao trimetoprim-sulfametaxazol, e oito (7,1%) foram

resistentes a ampicilina (tabela 4).

1.1.1.1.1Discussao

Os primeiros impactos em decorréncia da vacinagdo contra o Hib, consistem em
uma rapida reducdo dos indices de incidéncia das doencas causadas por esse patdgeno, que
variam em torno de 89-90%, especialmente nos casos de pneumonia, meningites e outras

doengas invasivas (9,10,112,37).

Esse mesmo panorama de substitui¢cdo do Hib é verificado no municipio de Goiania
(57). Ressaltando-se que ndo existem dados significativos da prevaléncia desse tipo
capsular, na nasofaringe de criangas no municipio de Goiania, analisa-se que a baixa
prevaléncia do Hib na nasofaringe de 1,8% encontrada neste estudo, é muito inferior a
prevaléncia desse tipo capsular na nasofaringe de portadores ndo vacinados, em torno de
40%, atestando a eficacia da vacina (10). A tipagem capsular dos isolados, pela PCR,
mostrou a substituicdo do tipo prevalente b, anterior a introducdo da vacina Hib-conjugada,
por outros tipos encapsulados (Hia e Hif) e em especial, pelo tipo NC, como descritos em
outras regibes (33,62,45,5,15).. Esse fendbmeno é teoricamente explicado pela pressdo
seletiva exercida pela vacina Hib-conjugada. Assim, com a introducdo da vacina Hib-
conjugada, especula-se que ocorra um vacuo ecoldgico, que segundo uma tendéncia

mundial, é ocupado prevalentemente pelos tipos NC. Desta forma, os tipos NC, sem o fator



da competicdo com o Hib, iniciam um processo de expansdo colonizante das vias aéreas,
especialmente de criancas vacinadas (36,6,52,39). Observa-se também, que este é o
possivel mecanismo que explica a substituicdo do Hib por outros tipos encapsulados, como
0 Hia e Hif. J& o resultado do perfil de suscetibilidade demonstrou que nenhum Hib era
resistente a ampicilina ou ao trimetoprim-sulfametaxazol. Recomenda-se a utiliza¢éo desses
dois antimicrobianos em testes primarios de rotina epidemioldgica, de acordo com normas
preconizadas pelo NCCLS (43). A ampicilina é uma das drogas de escolha, juntamente com
uma cefalosporina de terceira geracao, e o cloranfenicol, para o tratamento de criangas que
apresentem alguma morbidade causada pelo H. influenzae, especialmente pneumonia e
meningite, de acordo com normas do Ministério da Saude (40). J& o trimetoprim-
sulfametaxazol é empregado de forma empirica em algumas instituicGes de salde para
tratamento de quadros de pneumonias, sendo recomendado por sua eficacia, seu largo
espectro e sua facilidade de administracdo (apenas duas doses ao dia), além de seu baixo

custo e poucos efeitos colaterais (46).

De acordo com os resultados obtidos, dos 118 isolados de H. influenzae, das 648
amostras, 112 (94,9%) foram tipados como NC. O H. influenzae NC é encontrado em toda
mucosa das vias aéreas de portadores, sendo um importante agente de otite média aguda, e
de infeccbes do trato respiratorio superior como sinusites, e inferior como bronquites e
pneumonia (60,58,59,56,5,15). Em Goiania, também ndo existem dados consistentes da
prevaléncia do tipo NC na nasofaringe de criangas, mas estudos indicam um aumento de
sua prevaléncia em portadores e associado a doencas invasivas. Na Espanha, entre 0os anos
de 1999-2000, foram detectados que de 91 isolados, 61 (73,6%) eram NC, especialmente

em individuos pertencentes a faixas etarias extremas (15). Esse quadro também foi



verificado também em Portugal, e na Inglaterra, onde a taxa de isolamento do tipo NC
atingia aproximadamente 60% ap6s a introducdo da vacina Hib-conjugada (5,59). Com
relacdo a taxa de criangas com algum quadro de IRA, pneumonia ou meningite, o
isolamento do tipo NC, foi de 77,1%. Outro fator que chama a atencéo sobre o0 aumento de
infecgdes por H. influenzae NC, refere-se a sua grande diversidade genética, em
comparacdo com o0s tipos capsulados, explicada por mecanismos de recombinacao
(38,15,4). Esta maior diversidade sugere uma atencdo nas possiveis implicacdes praticas,
dentro da cadeia epidemioldgica, e em especial nas doengas invasivas causadas por este
patégeno. Quanto ao perfil de resisténcia detectado, os tipos NC, mostraram que 104
isolados (92,9%) eram sensiveis a ampicilina, configurando-se uma baixa resisténcia a esse
antimicrobiano utilizado na terapéutica, e 35 (31,3%) demonstraram ser resistentes ao

trimetroprim-sulfametaxazol.

A deteccdo de duas cepas Hif (1,7%) e uma Hia, sé@o dados preocupantes. O Hif é
caracterizado como um patégeno associado usualmente a infecgfes invasivas, mesmo em
pacientes imunocompetentes, em periodos anteriores ao advento das vacinas Hib-
conjugadas e em maiores de 14 anos. Comparativamente, com a reducao dos casos de Hib,
0 numero de doencas invasivas causadas pelo Hif nos Estados Unidos, passou de 0,5 por
100.000 em 1989, para 1,9 por 100.000 em 1994 (26,62,67). Os dois isolados de Hif,
apresentaram resisténcia ao trimetoprim-sulfametaxazol, mas ndo a ampicilina, da mesma
forma, que o isolado do Hia. Em recente estudo utilizando técnicas moleculares,
analisando-se cepas de Hif, da Dinamarca e dos Estados Unidos, isolados a partir de
doengas invasivas e ndo-invasivas, observou-se que se tratavam de um mesmo clone,

sugerindo-se que ele estaria em expansdo no cenario pos-vacinacdo (67). Essa andlise



reforca a necessidade de se implementar a correta tipagem capsular, pela PCR, e de outras
técnicas de andlise moleculares, para 0 monitoramento epidemiol6gico de uma possivel
emergéncia desse tipo capsular (14). Alguns casos de doengas invasivas, pelo Hia, séo
descritos em regides diferentes do mundo. Em Salvador, detectou-se um aumento de oito
vezes (de 0,02 para 0,16 por 100.000 habitantes) na prevaléncia do Hia, ap6s a introducéo
da vacina Hib-conjugada, em casos de meningites, em criancas imunizadas com a vacina
Hib-conjugada (51). A possivel emergéncia do Hia, nos cenérios pds-introducéo da vacina
Hib-conjugada, talvez seja condicionada em consequéncia da aquisicdo do fator de
viruléncia do Hib, a copia com dele¢do do segmento 1S1016-bexA. Atualmente pouco se
sabe sobre qual a influéncia direta desta mutacdo no aumento da viruléncia do Hia. Essa
mutacdo determina no Hib, um aumento na producdo de capsula pela bactéria, significando
uma resisténcia maior a dissecagdo durante a transmissdo, além de promover uma inibicdo
da opsonizagdo por fagociotos, fendmenos que possivelmente estariam presentes no Hia,
explicando esse aumento da viruléncia em algumas cepas. Sup8e-se também, que a copia
com delecdo do segmento 1S1016-bexA pode estar relacionada com a expressdo de outros
genes que seriam importantes na colonizacdo e invasao de tecidos, e de outros associados a
mecanismos de viruléncia. (19,30,1). Ainda é necessaria a analise de mais estudos de
caracterizagdo moleculares, correlacionados com a clinica dos pacientes para verificarem a
validade dessas hipdteses. Esses dados contribuem de forma premente para a necessidade
do monitoramento dos casos de morbidades causadas pelo H. influenzae, em especial,
através da tipagem capsular pela PCR como padrdo ouro de caracterizagdo desse
microrganismo, analisando-se a presenca de fatores de viruléncia como a copia com

delecdo do segmento 1S1016-bexA, pelo Hia, 0 acompanhamento de uma possivel expansao



clonal do Hif, a partir de estudos de caracterizacdo genotipica, fornecendo resultados mais

confiaveis para a cadeia de vigilancia epidemioldgica.

1.1.1.1.2Conclusdo
% A prevaléncia de H. influenzae, isolados da nasofaringe de criancas menores de

cinco anos, foi de 18,2%.

¢+ Detectou-se uma reducgédo na prevaléncia dos isolados de Hib, na nasofaringe de
criancas.

% Observou-se um aumento na prevaléncia de isolados NC, detectando-se uma

emergéncia patogeno.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados na PCR para o gene bexA e os tipos capsulares

Tipo capsular Nome do Primer Primer (5°-3")
a CTACTCATTGCAGCATTTGC
a ay
GAATATGACCTGATCTTCTG

as

AGTGGACTATTCCTGTTACAC

b, GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC
b b,
bs GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA
ACCATGAGAAAGTGTTAGCG
C1 TCTGTGTAGATGATGGTTCA
c C2
Cs CAGAGGCAAGCTATTAGTGA
TGGCAGCGTAAATATCCTAA
d; TGATGACCGATACAACCTGT
d d;
ds TCCACTCTTCAAACCATTCT
CTCTTCTTAGTGCTGAATTA
e GGTAACGAATGTAGTGGTAG
e €2
€s GCTTTACTGTATAAGTCTAG
CAGCTATGAACAAGATAACG
1 GCTACTATCAAGTCCAAATC
f f,
fy CGCAATTATGGAAGAAAGCT
AATGCTGGAGTATCTGGTTC
BexA HI1 CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC
HI2
HI3 TGTCCATGTCTITCAAAATGATG

TGATGAGGTGATTGCAGTAGG

Fonte: PCR for Capsular Typing of Haemophilus influenzae. Falla et al., 1994



Tabela 2 -Tipagem capsular pela PCR dos 118 isolados

de H. influenzae da nasofaringe de criangas.

1112 Tipo 2 n %

Capsu
lar
a 1 (08)
b 3 (2,5
f 2 (1,8)
NC* 112 (94,9)
Total 118 (100,0)

NC" — ndo-capsulado



Tabela 3: Estado clinico das 118 criancas

2.1.1.1.1.1 Condicéao Clinica das Criancas

Tipos Capsulares S IRA P M
a - 1 - -
b 1 1 1
f - 1 1 -
NC 11 81 17 3
Total 11 (9,3%) 84 (71,2%) 19 (16,1%) 4 (3,4%)

NC - H. influenzae Nao Capsulado
S — saudavel

IRA — infeccéo respiratoria aguda
P — pneumonia

M - meningite



Tabela 4 — Perfil de suscetibilidade dos 118 H. influenzae isolados da nasofaringe de

Tipos Capsulares Trimetoprim-sulfametoxazol Ampicilina
R S R S

n % n % n % n %
a 1 (100) - - 1 (100)
b - 3 (100) - 3 (100)
f 2 (100) - - 2 (100)
NC 35 (31,3) 77 (68,7) 8 (7,1) 104 (92,9)

criancas

NC - H. influenzae Nao Capsulado
R — resistente
S - sensivel
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