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RESUMO

Haemophilus influenzaegpode ser encontrado, normalmente, na microbiota trato
respiratorio, do trat@énito-urinario e da cavidade oral. Porém, essacssmclui um dos
mais importantes patdégenos bacterianos em infeqg@espalmente pediatricas. As cepas de
Hi podem ser capsuladas, variando de a-f, ou nfsutadas (néo tipaveis - NT). O tipo
capsular b foi o mais frequente em infec¢cdes granfmtis até a utilizacdo da vacina
conjugada contra Hib, sendo ainda considerado @aicm No Brasil, essa vacina foi
introduzida no Programa Nacional de Imunizacéo dud#rio da Saude em agosto de 1999,
€ COmMo em outros paises, promoveu uma acentuadaudiao em doencas causadas por esse
agente. No entanto, estudos realizados na eragmisal tém mostrado que a incidéncia de
doencas invasivas causadas pomfluenzaendo b e NT tém aumentado, inclusive no Brasil.
O objetivo desse trabalho foi obter informacdegeals cepas de Hi circulantes no municipio
do Rio de Janeiro. Utilizou-se 96 amostras de aqsadhrfeciosos (46 invasivas e 50 néo
invasivas), isoladas no periodo pos-vacinal (200022 Em relacdo a idade, dos 54 pacientes
que tiveram esse dado, 32 tiveram doencas invagiva2 nao invasivas. Em doencas
invasivas, houve o predominio de criancas < 5 aBaguanto que nas nao invasivas 0s
adultos > 70 anos predominaram. Entre as cepadasbtil5 foram capsuladas e 81 néo
capsuladas. A maioria das cepas capsuladas foempiene de sitios invasivos, cuja faixa
etaria predominante foi de < 5 anos. O tipo capsukis isolado foi 0 b, seguido do a e f. As
cepas Hib, predominaram no inicio do periodo dedestenquanto 0s outros sorotipos
predominaram no final. No presente trabalho, n@omnamos cepas mutantes deficientes de
capsula tanto Hib quanto Hia As cepas NT representaram a grande maioria etediss
desse estudo, sendo 32 cepas isoladas de sitam\vios e 49 de sitios ndo invasivos, e foram
obtidas de pacientes de todas as faixas etariasepes capsuladas foram predominantemente
do biotipo | e Il, enquanto as cepas nao-tipaveram, a maioria Il e Ill. Nesse estudo,
somente as cepas NT apresentaram resisténcia &doacos: ampicilina e sulfametoxazol —
trimetoprim. Estas sendo em sua maioria ndo inaasiessa forma, nenhum dos isolados
capsulados apresentou resisténcia. Os padroes @E P&ra as 96 cepas foram bastante
diversos, porém oito cepas NT pertenceram ao mgamétipo. As cepas capsuladas de um
mesmo sorotipo foram parecidas, ficando a maioois idolados agrupada em um mesmo
“cluster”. Concluimos, portanto, que €& necessarianonitoramento das cepas de Hi
circulantes no Rio de Janeiro, pela importancigggdaa e econdbmica deste municipio. Tal
conduta deve ser estendida para todo pais visaodmpreensao das possiveis alteracdes dos
sorotipos prevalentes na atualidade, que certanogigetara em condutas epidemiolégicas,
na producao de novas vacinas, aprimoramento dagertds e no uso de antibioticos, o que
resultara em impacto na saude publica.

Palavras chavesiaemophilus influenza@ds-vacinacao Hib; Rio de Janeiro.



ABSTRACT

Haemophilus influenzaean be found usually in the microbiota of the nmegpry tract,
genitourinary tract and oral cavity. However, thpecies includes one of the most important
bacterial pathogens mainly in pediatric infectiofide strains can be capsulated Hi,
(serotypes a-f), or not capsulated (nontypeableT}. Nhe type b capsular was the most
frequent serious infection in children until theeuof conjugate vaccine against Hib and is
still considered pathogenic. In Brazil, this vaeciwas introduced in the National
Immunization Program of the Ministry of Health irugust 1999, and as in other countries,
promoted a significant decrease of disease caugéuidagent. However, studies during the
post-vaccine period have shown that the incidehaevasive disease caused Hyinfluenzae

b and NT have increased, including in Brazil. The af this study was to obtain information
on the Hi strains circulating in the municipality Rio de Janeiro. We used 96 samples (46
invasive and 50 noninvasive), isolated during thestyvaccination period (2000-2012).
Concerning the age of the 54 patients who haddaia, 32 had invasive and 22 noninvasive
disease. In invasive disease, there was a predoo@naf children <5 years. While in the
noninvasive group, adults > 70 years predominatgdong the strains obtained, 15 were
capsulated and 81 non-capsulated. Most capsuldtamhss originated from invasive sites
whose predominant age group was <5 years. The fnegstent capsular type was b, followed
by a and f. Hib strains predominated at the begmrf the study period, while the other
serotypes prevailed in the end. In this study, wlendt found mutant strains deficient in both
capsule Hiband Hia. NT strains accounted for the vast majority ofases in this study, 32
strains isolated from invasive sites and 49 sitggnvasive, and were obtained from patients
of all age groups. The capsulated strains wereopnethntly biotype | and Il, while non-
typeable strains were most Il and Ill. In this studnly the NT strains were resistant to two
drugs: ampicillin and trimethoprim - sulfamethoxkzoThese were mostly non-invasive.
Thus, none of the capsulated isolates were resistétwe PFGE patterns for the 96 strains
were quite different, however eight NT strains begled to the same genotype. Capsulated
strains of the same serotype were similar, gettmogt isolates grouped in the santester.
We therefore conclude that it is necessary to morilte Hi strains circulating in Rio de
Janeiro, because of the geographic and economioriemze of this municipality. Such
conduct should be extended to the whole countigrder to understand the possible changes
of serotypes today, which will certainly guide tbe design of new vaccines, improvement of
existing ones and the use of antibiotics, resulting public health impact.

Keywords:Haemophilus influenza@ost vaccination Hib, Rio de Janeiro.
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INTRODUCAO

As infeccOes bacterianas desempenham um papelntesilevante ao longo da
histéria da humanidade. Desde os tempos remotwsrsds agentes bacterianos tém sido
responsaveis por doencas endémicas ou epidémieasvgtam efeitos devastadores sobre a
populacdo humana. Uma espécie de bactéria queofiapode fazer parte da microbiota
normal, e que tém potencial para causar doencassds, inclusive graves,Haemophilus
influenzagHi) (BARRETO, 2008).

Essa espécie foi descoberta pelo bacteriologisthaRi Friedrich Johann Pfeiffer em
1892, apos a ultima pandemia de influenza do séxllo Ele observou em amostras
coletadas do aparelho respiratorio de doentes cgpe g@spanhola, uma bactéria, a qual
desconfiava ser o agente etiolégico desta enfeduidBla ocasidao Pfeiffer a nomeou de
Bacillus influenzag o qual mais tarde veio a ser conhecido como dadéd Pfeiffer
(SILVEIRA, 2005). Em 1917 Winslow e colaboradordsirante o Comité de Sistematica
Bacteriana, criaram o géneHaemophilus e desde entédo Bacillus influenzagassou a se
chamarHaemophilusnfluenzag(HEDEGAARD, et al., 2001, DE ALMEIDA; MARZOCHI,
2006).

1.1 GENEROHAEMOPHILUS

O géneroHaemophilus cujo nome significa “amantes do sangue” pertentamilia
Pasteurellaceae Os micro-organismos desse género Sao nutrici@rdémexigentes, pois
necessitam dos fatores de crescimento X e /ou \egt#® presentes nas hemacias de alguns
mamiferos (TRABULSI; TOLEDO, 1991, HEDEGAARD, et,&001; BINKS, et al., 2012)

O fator X € um grupo de compostos tetrapirrolicesnbestaveis, fornecidos por
varios pigmentos que contém ferro, como por exep@mina, hematina e protoporfirina IX.
Esses compostos séo utilizados na sintese desestafgeroxidases e citocromos do sistema
de transporte de elétrons. O fator V é a nicotidanaidenina dinucleotideo (NAD, coenzima
[) ou a nicotinamida adenina dinucleotideo fos{f&8DP, coenzima Il), que sdo coenzimas
que participam de varios processos metabdlicospcoon exemplo, a oxidacdo da glicose
(KONEMAN, et al., 2008).
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Atualmente nove espécies Haemophilusestdo associadas aos seres humanos como
agentes de infec¢cOes ou de colonizagdo:ducrey H. aegyptius, H. haemolyticus, H.
parainfluenzagH. pittmaniae, H. parahaemolyticud. paraphrohaemolyticydH. sputorum
e H. influenzae Elas estdo presentes nas mucosas humanas, lpantiente, as do trato
respiratorio superior, fazendo parte da microbd#aorofaringe e nasofaringe (NGRSKOV-
LAURITSEN, et al., 2012; LPSN, 2013).

Haemophilus influenzagHi), entre as espécies citadas anteriormenteqéeapossui
maior significado clinico por ser um dos mais intgotes patégenos bacterianos em
infeccdes principalmente pediatricas. Essa espgoike ser encontrada, normalmente, na
microbiota do trato respiratorio, do tragénito-urinario e da cavidade oral (LOUNG, et al.,
2004; OHKUSU; NASH; INDERLIED, 2005; NORSKOV-LAURBEN,et al., 2012).

1.3 HAEMOPHILUS INFLUENZAE

1.3.1 Morfologia e fisiologia

Haemophilus influenzaeassim como as outras espécies do gérmpesenta-se,
morfologicamente, como: pequenos cocobacilos pleficod, Gram-negativos, nao
formadores de esporos e ndo moveis (Figura 1). Sol@sias sdo pequenas, redondas e
convexas, e quando cultivadas em agar transpareriegem duas morfologias distintas:
iridescentes e translucidas (PITTMAN, 1931; HEALIPROTECTION AGENCY, 2011).

Figura 1. Morfologia deHaemophilus influenza¢A) Esfregaco de LCR corado pelo método de

Fonte: Sinusitis Understood: Infectious causes (virubasteria, fungi) of sinusitis (2011);
Microbiology en Pictures (2013).
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As cepas de Hi possuem como exigéncia nutrici@mabto fator X quanto o fator V e,
além da exigéncia aos fatores de crescimento, is@er@ios facultativos, requerendo uma
atmosfera de 5-10% de GQAIém disso, sdo fermentadores dos carboidratossg e xilose,

e positivos para a presenca de enzimas como cata@asxidase (CAMPOS, 1999;
KONEMAN, et al., 2001; LEDEBOER; DOERN, 2011).

1.3.2 Principaigatores de viruléncia

A espécidHaemophilus influenzagossui varios fatores de viruléncia além da capsul
cuja maioria esta relacionada a aderéncia, colpaa invasdo. Alguns desses fatores séo

encontrados em todos os tipos de cepas de Hi, ptmjoatros apenas em nao-tipaveis.

1.2.2.1Capsula

Muitos micro-organismos possuem externamente adpacelular, uma camada
denominada capsula, a qual geralmente € de natpodigaacaridica. A capsula constitui um
dos antigenos bacterianos de superficie e estAaedala com a viruléncia da bactéria, ja que
confere uma resisténcia a fagocitose e a ativithadtericida de complemento. A forte carga
negativa do polissacarideo pode provocar repulkfmstatica das células fagocitarias, e o
proprio material capsular pode impedir a fixacdoad&corpos e complemento a superficie
bacteriana. Desta forma, numa mesma espécie, as gap expressam a capsula apresentam-
se mais virulentas do que as nao encapsuladas (MARRal., 2001; KONEMAN, et al.,
2008; DAVIS, et al., 2011).

Nas cepas patogénicas de Hi a capsula € o fateiruléncia mais importante. Esta
pode variar entre os seis tipos (a — f) descritos Rittman (1931), de acordo com o
polissacarideo capsular (PS). As cepas encapsusdtasambém conhecidas como cepas
tipaveis, enquanto que as cepas que nao possuamladxternalizada, sdo chamadas nao
encapsuladas ou nao tipaveis (HINT), pois ndo rmeagem os seis tipos de antissoros
referentes aos tipos capsulares (PITTMAN, 1931; MBFSILVA, 2005; ADAM, 2010).
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O tipo capsular b (cepas Hib) é o Unico tipo cagrsglie possui dois monossacarideos
do tipo pentose ao invés de acucares do tipo heoase subunidades de carboidrato, sendo
a capsula de Hib composta por um acido teicoicealimue contém ribose, ribitol (alcool
acucar com cinco carbonos) e fosfato ligado portgsonfosfodiéster, formando o
polissacarideo poliribosil ribitol fosfato (PRP)idéra 2). O tipo capsular b é considerado o
mais patogénico e foi 0 mais frequente em infecgdasges infantis até o final da década de
80 (MARIN; SILVA, 2005; ARACIL, et al., 2006KONEMAN, et al., 2008 L EDEBOER,;
DOERN, 2011)

Figura 2. Estrutura da unidade repetitiva do polissacariégg@saar de
Hib- PRP.
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Fonte: adaptada de Martinez; Trabulsi (2008).

Todas as cepas encapsuladas possuem um locusgari@timadaap, um fragmento
do cromossomo de aproximadamente 17 kb, composttrgsoregides (I, 1l e 1ll). A regido
central (Il) se caracteriza pela especificidadesamtipo, ou seja, varia conforme o tipo
capsular (a — f). Ela € margeada pelas regides loga® | e Ill, as quais contém o0s genes
bexABCDe hcsAB respectivamente, que sao altamente conservashaside presentes em
todos os tipos capsulares (Figura 3). Os genegglaa | codificam para uma molécula de
exportacao capsular dirigida por ATP, enquantoagida regido Ill parecem estar envolvidos
nas etapas de polimerizacdo capsular (KROLL, et 90; SATOLA; SCHIRMER,;
FARLEY, 2003; DAVIS, et al., 2011).
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Figura 3. Esquema simplificado do locaeap deHaemophilus influenzae

Regido | Regido ll Regiao lll
Regidio comum Regido especifica Regido comum
bexA bexB bexC bexD hcsA hcsB
bcsl,bes2,bcs3,bes4
Genes associados ) . Genes associados
& exportac@o Genes sorofipo-especificos a polimerizagdo
v v
IS1016 IS1016

Fonte: adaptada de De Almeida e colaboradores (2005).

A organizacdo e genética do loatep sdo complexas. Duplicacbes, perda parcial e
perda total do locus tém sido documentadas. Exenipto € que a maior parte dos isolados
clinicos pertencentes ao tipo b (98%) possui umplich¢cdo parcial deste fragmento,
engquanto que as cepas dos tipos a, c, d, e, fngamtd possuem uma Unica copia do locus
cap. No entanto, evidéncias recentes sugerem que ceesvas de Hi ndo b também podem
apresentar a duplicacdo desse locus (MARRS, e2@0]1; DAVIS, et al., 2011). Exemplo
disto é que cepas do sorotipo a, cuja maioria pegmnas uma copia do loccap, ja foram
descritas apresentando duplicacdo parcial desg@érato, com o tipo de alteragdo que leva a
deficiéncia de capsula, as chamadas cepas a- (KMIXDES, et al., 2005).

A duplicacdo parcial do locusap é caracterizada por uma mutacdo que resulta em
duas copias completas da regiao 1l e Ill, uma cépmapleta regido | e uma coépia truncada da
regido | com uma delecéo (1.2 Kb) entrbexAe 01S1016(Figura 4). Esta alteragao resulta
em uma regido geneticamente instdvel, com um pelersdto para os eventos de
recombinacdo, o que resultara na formacdo de difsetipos de mutantes (KROLL;
MOXON, 1988; MARRS, et al., 2001; SATOLA, et alQ@7; DAVIS, et al., 2011).
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Figura 4. Esquema simplificado do locusap parcialmenteduplicado mostrando a regid
truncada com a delecéo de 1.2-Kb entfOlB e bexA

Regido |
Regido Il Regido | i3
Fruncaits Regido Il B B Regiao ll Regiao lll
T ———— l - > — > I—b++l B
J Besl Bes2 Besd brd  hexd el onfd Bexl Bex2 besd Besd  MesA hesB ougd IST016
I E — — | _
e (oo <y Gl 11T [T SJIIIDD -{nml
f
/ \ bexB bexC bexD ISI016 beed bexB bexC bexD
deleciio
IS1016 - bexA

Fonte: adaptada de Satola; Schirmer; Farley (2003)

Se durante um evento de recombinacdo a copia ctangidocuscap € perdida, uma
copia truncada ira permanecer contendo o pemd parcialmente deletado, o que impedira a
formacdo do componente de ligacdo de ATP que é@asgara a exportacdo do material
capsular para a superficie da célula bacteriangur@ 5). Essa situacdo levara ao
aparecimento de mutantes deficientes de capsutdnecmos como Hibou b, Hia ou a
(SATOLA; SCHIRMER; FARLEY, 2003; SATOLA, et al., P@; DAVIS, et al., 2011).

Figura 5. Oraganizacao do locesipem variantes Hite Hia.

Regidol
Regido Il Regido 1
Truncada
——&
|
deleciio 1S1016
1S1006 - bexA

Fonte: adaptada de Satola; Schirmer; Farley (2003).

Outros, apresentam um adicional (n) de cépias dasloap contendo n-1 copias do
bexA integro (Figura 6). Estes sdo mutantes que produnais polissacarideo capsular,
sendo fortemente encapsuladas (hiperencapsuladass)yvirulentas, levando, dessa forma, a
um aumento na patogenicidade (SATOLA; SCHIRMER; EBR, 2003; SATOLA, et al.,
2007; DAVIS, et al., 2011).
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Figura 6. Organizac&o do locieap em variantes hiperencapsuladas.

Regidol

Repido Il Regido Il Regiaol Regidoll Regido Il Repido | i
Triinicais i B B H Regido Il Regido lll
= —F s =stss>H == tss+ ¥ ss=stsssh
J bexl besd besd bosd  hend Aol arfT beal bl bl bosd hexd bl orf3 beal bend bexl Bosd  hesd hes orfT ISJ016
[ - — — - -
e (o o fmy g (11T 4T <JIIm -mml G (10T <JIm {nml
/
/ |Ii bexB bexC bexD 151016 bexd bexB bexC bexD 151016 bexA bexB bexC bexD

deleciio
151016 - bexA

Fonte: adaptada de Satola; Schirmer; Farley (2003).

1.2.2.2 Fatores de aderéncia ou adesinas

Os fatores de adesdo ou adesinas sdo estrutusienées na superficie das células
bacterianas que permitem, pelo estabelecimentmaedes especificas, a adesdo da bactéria
ao tecido hospedeiro (TRABULSI; TOLEDO, 1991; KLEMECHEMBRI, 2000; VFDB,
2003). No Hi algumas estruturas e moléculas conhecidasocfatores de adesdo estédo
expressos na Tabela 1.

Tabela 1 Fatores de aderéncia beinfluenzae

Fator de aderéncia Genes Tipo de Hi
Relacionados
Pili ou fimbria hifA, hifB, hifC,

i i -400
hemaglutinante hifD, hifE Hib e HINT (cerca de 30-40%).

Haemophilus adeséo e

~ hap Todas as cepas de Hi.
penetracdo (Hap)
Hia (proteina néo Hia — cepas HINT que carecem
fimbrial) / Hsf (adesina hia, hsf das adesinas HMW1 / HMW?2
secundaria) Hsf — cepas Hib
Proteinas de alto peso hmw1A, hmw1B,
molecular hmwi1C, hmw2A, HINT (70-80%).
HMW1/HMW?2 hmw2B, hmw2C
Sr%?gilg:(f (gs;rc))g)ada oapA Todas as cepas de Hi
Proteina P5 ompA Todas as cepas de Hi

Fonte: KLEMM; SCHEMBRI, 200MARRS, et al., 2001VFDB, 2003
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1.2.2.3Endotoxina Lipo-oligossacarideo

O lipopolissacarideo del. influenzaeé conhecido como lipo-oligossacarideo (LOS),
pois incorpora em suas cadeias laterais, oligoesecs que contém residuos de heptoses
adicionados de uma grande variedade de acUcaresivadbs como: glicose, galactose,
lactose, fosforilcolina (CHOP) e acido sialico. &ssonjunto de acgUcares permite ao
organismo imitar estruturas comuns de glicolipideasarioticos, e € provavelmente uma
estratégia adaptativa para desestruturar as defesamlégicas (MARRS, et al., 2001,
VFDB, 2003; KONEMAN, et al., 2008). Exemplo dessaacteristica é que o LOS de muitas
cepas de Hi apresenta-se siliado, assemelhandmsaivel antigénico e estrutural, aos
oligossacarideos siliados de esfingolipidios gidos humanos, o que ajuda o0 micro-
organismo a escapar da opsonizacao e fagocitose.

Os lipo-oligossacarideos sdo os maiores glicolysidixpressos em bactérias Gram-
negativas de mucosas, e € analogo aos lipopolisdaca (LPS) encontrados em outras
familias de Gram-negativas, possuindo a mesmadatei biologica da endotoxina LPS das
enterobactérias. Além disso, outras duas propresddd viruléncia como: adesao as células
do hospedeiro e resisténcia ao poder bactericidaantém sido atribuidas a estas moléculas.
A primeira propriedade € mediada por CHOP e a stgypelos residuos de &cido sialico e
galactosdPRESTON, et al., 1996; BERESON, et al., 2005).

1.2.2.4imunoglobulina Al protease

A IgA secretada pelo organismo humano desenvolvias/duncdes de protecdo na
superficie da mucosa, que incluem a neutralizatgidoxinas, inibicdo da fixacdo do
patdgeno ao epitélio e aglutinacdo dos organisrang@ do muco. Porém Hi e varios outros
patdgenos constitutivamente secretam IgAl proteasesm de superar esta barreira
imunoldgica. Estas enzimas inativam a imunoglolauid humana predominante (IgAl), que
€ a responsavel por mais de 90% da IgA presenterafaringe. Apesar de uma grande
quantidade de cepas HIiNT possuirem o gene da lgfegse (> 97%), a atividade dessa

enzima é maior em isolados clinicos da amostrassdarro, sangue e LCR do que em cepas



25

isoladas de oreofaringe de portadores assintorsait8UJI, et al., 1989; VFDB, 2003;
MURPHY et al., 2011).

1.2.2.5Proteinas de Membrana Externa

Haemophilus influenzapossui de seis a oito proteinas de membrana ex(exiP).

As proteinas desse tipo que despertaram maioeg#ercomo antigenos potenciais de vacinas
contra HINT foram as chamadas P2 e P6. A primeitansiderada a principal OMP de Hi,
representando mais que 50% dessas proteinas. @@ oa forma de trimero na membrana
externa atuando como uma porina. Além disso, @ambi da P2 permite a evasao do micro-
organismo aos anticorpos, contribuindo para o ded@mento de infec¢éo cronica (VFDB,
2003; KONEMAN, et al., 2008).

A proteina P6 € uma lipoproteina associada a pEygiidano e esta presente tanto na
superficie de cepas tipaveis como também das paoeis. Em virtude de sua natureza
conservada e imunogenicidade demonstrada em aninsaies humanos, a OMP P6 também
€ um potencial antigeno para uma vacina contra HIWFDB, 2003; BERESON, et al., 2005;
MURPHY, et al., 2011).

1.2.2.60btencé&o de ferro

As bactérias ndo conseguem sobreviver no organdgmioospedeiro sem que possa
incorporar ferro, o qual é necessério para simesenzimas respiratorias. Dessa forma, as
proteinas que participam da obtencao e incorpordgderro podem ser consideradas como
fatores de viruléncia. As fontes de ferro utilizadaor Hi podem ser a hemoglobina,
transferrina e hemopexina. E as proteinas que roamsses compostos podem estar
localizadas na membrana externa ou serem secrgpadaso meio externo. (VFDB, 2003;
TRABULSI; MARTINEZ, 2008).
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1.2.2.7Hemocina

A hemocina é uma bacteriocina presente em mai®%edas cepas de Hib, ndo sendo
produzidas por cepas de Hi ndo b e HINT. As bamtéras sdo proteinas produzidas por
varias espécies de bactérias e tém a capacidanhbdeo crescimento de cepas da mesma
espécie ou de espécies relacionadas. Desse mbhdmaxina pode contribuir para que cepas
de Hib possam competir com cepas de HINT na cadgdia da nasofaringe (VFDB, 2003;
MARIN; SILVA, 2005).

1.2.3 Patogénese e transmissao

Haemophilus influenzapode ser encontrado como parte da microbiota rodma
trato respiratorio superior (TRS) de muitos indidd saudaveis, onde sdo geralmente
assintomaticos. Adultos e criangcas podem ser pagadao mesmo tempo, de mais de um
tipo de Hi e a taxa desses organismos pode edtarzthe 85%. As cepas HiNT junto céin
parainfluenzaerepresentam a maioria da microbiota bacterianaepmiente da faringe e
nasofaringe (> 90% de individuos saudaveis), e aléntrato respiratorio superior, esse
micro-organismo também pode ser encontrado em nfegmuéncia na conjuntiva e no trato
genito-urinario (ERWIN, et al., 2005; LEDEBOER; DRH, 2011).

Os clones de HINT presentes no TRS diferem quasdpostadores assintomaticos
sdo comparados com aqueles com infeccdo. Em indisidolonizados assintomaticamente,
os clones variam continuamente, com colonizacaandiar em média de um a dois meses. No
entanto, durante a infec¢do, um Unico grupo clpredomina (LEDEBOER; DOERN, 2011).

A colonizacdo assintomatica do TRS por cepas entajess pode ocorrer, porém em
indices considerados baixos se comparados as rapancapsuladas. Micro-organismos do
tipo capsular b representavam de 2 a 5% em criagagadveis na era pré-vacinal e 60 % da
colonizagdo da orofaringe de criancas em crechpés A introdugdo da vacina conjugada
contra Hib na década de 1980 a colonizagdo em gasansaudaveis caiu para
aproximadamente 0,06% (KONEMAN, et al.,, 2008; MAREKZ; TRABULSI, 2008;
LEDEBOER; DOERN, 2011). Porém, apesar da colonizap@r esse sorotipo ser
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considerada rara, ele pode ser encontrado come gamnicrobiota normal, inclusive na sua
forma mutante (b-), como relatador Mukundan e colaboradores (2007).

A infeccdo por Hi tem inicio com a colonizacdo dascosas das vias aéreas
superiores. Durante a colonizacéo esse micro-asgané encontrado na camada mucosa, em
locais com células epiteliais ndo ciliadas em aBooid e nos espacgos intercelulares do
epitélio. Cepas ndo-tipaveis podem ser encontragieém no interior de macrofagos
adenoides. O periodo de incubacéo para Hi € pauendido e a presenca de uma infeccéo
viral anterior ou concomitante pode potencializam&ccdo (MARTINEZ; TRABULSI,
2008; LEDEBOER; DOERN, 2011).

Embora Hi se multipligue continuadamente no individcolonizado, as doencgas
somente surgem quando a bactéria se disseminadocsistemicamente. Na disseminacao
local, os sitios de infeccdo mais comuns séo: anmgldia (disseminacédo via tuba auditiva),
seios paranasais e trato respiratério inferior (MMREZ; TRABULSI, 2008).

Na disseminagédo sistémica, a bactéria colonizavede a mucosa, entra na corrente
sanguinea, e devido a caracteristica antifagoc@tecacapsula e a auséncia de anticorpos
anticapsulares, tem a sua proliferacdo aumentadend® a concentracdo de micro-
organimos aumenta, eles podem disseminar paras\gitios, como: sistema nervoso central
(meninges), pele, tecido subcutaneo, articulagplesira, pulmdes, brénquios, pericardio e
trato genito-urinario (Figura 7). O que determineuoso da bacteremia e pode influenciar a
disseminacdo sdo: a presenca de anticorpos, delamoemio e de células fagociticas
(TRABULSI; TOLEDO, 1991; MARRS, et al., 2001; MARNEZ; TRABULSI, 2008;
LEDEBOER; DOERN, 2011).
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Figura 7. Fisiopatologia das infec¢tes pdrinfluenzadipo b
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As defesas do hospedeiro contra uma infeccdo imclaetivacdo da via classica e
alternativa do complemento, e a producédo de apisocontra a capsula PRP. O anticorpo
para a capsula de Hib desempenha um papel pringémioconferir imunidade. Recém-
nascidos tem um baixo risco de infeccdo, provaveleneevido aos anticorpos adquiridos
através do colostro no momento da amamentacdo.dQuamivel desses anticorpos para
antigeno PRP diminui, as criancas adquirem um @tco para desenvolverem doenca
invasiva porH. influenzae pois sua resposta imune € baixa, mesmo se antente
desenvolveram alguma doenca por este agente. Bemastivo, elas tém um alto risco de
repetir infeccbes, uma vez que os episddios anésride Hi ndo conferem imunidade. Com a
idade de cinco anos, a maioria das criancas tencogmbs adquiridos naturalmente
(LEDEBOER; DOERN, 2011).

A transmisséao entre individuos ocorre pelo contatn goticulas transportadas pelo ar
ou por contato direto com as secrecdes respiratimfactadas. Desta forma, lugares com
aglomeracdo humana como creches, orfanatos e es@rtamente favorecem a transmissao,
e consequentemente as infec¢des invasivas em asightARRS, et al., 2001; MARIN;
SILVA, 2005; BRASIL, 2010).
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1.2.4 Significancia clinica e epidemiologia

As infeccbes causadas pdtb influenzaetém sido divididas basicamente em dois
grupos: infeccbes causadas pelas cepas do soto@pmmfecdes causadas pelas cepas néo-
tipaveis e de outros sorotipos. (MARTINEZ; TRABUL.2D08)

As cepas encapsuladas, especialmente as do sobofitib), eram responsaveis por
mais de 95% das doencas invasivas causadas. pofluenzaeem criancas e pela metade das
doencgas invasivas em adultos, incluindo: meningjéglotite, pneumonia, celulite (bochecha
e regido orbital), artrite séptica (geralmente dewlas grandes articulagdes), bacteremia e
infeccbes menos comuns como: endoftalmite, infec@drato urinario, abscessos, adenite
cervical, glossite, osteomielite e endocardite (IN®J) et al., 2004; MARTINEZ;
TRABULSI, 2008; LADHANI, 2012).

As principais doencgas infantis causadas por @steigo S840 pneumonia, meningite e
bacteremia. Antes da vacinacdo estima-se que Hite$ponsavel por cerca de trés milhdes
de doencas graves e 386.000 mortes por ano emrtoddo, principalmente por meningite e
pneumonia, com 95% dos casos e 98% das mortesendorem pacientes em paises em
desenvolvimento. Dessas enfermidades, a meningggacbu-se como a mais importante,
pois até a década de 1990 foi a causa mais fregukenmeningite bacteriana em criancas
levando a morbidade e mortalidade significantesgeamde parte do mundo (TRISTAM,;
JACOBS; APPELBAUM, 2007; LADHANI, 2012) . A taxa dmortalidade por essa
enfermidade em criangcas em paises desenvolvidosleefs®6 a 10% e até um tergco dos
sobreviventes desenvolveram complicacfes neur@$gile longo prazo incluindo surdez
neurossensorial, paralisia cerebral e epilepsidDfHANI, 2012).

Nos Estados Unidos, no final da década de 19860cidéncia anual de infeccbes
causadas por essa bactéria estava na faixa déB¥ aasos por 100.000 em criangas de até 5
anos de idade, sendo 50% dos casos ocorridos antasi com idade inferior a 2 anos (DE
ALMEIDA; MARZOCHI, 2006). No Brasil,no periodo anterior a introducéo da vacina (1990
—1999), o numero de casos registrados de menipgiteriana causada pelo Hib em criancas
de até 1 ano de idade foi de 22.3 casos/100.000idods e em criancas de até 4 anos de
idade foi de 8.8 casos/100.000 individuos. A tasdethlidadenestes grupos foi de 19,9% e
17,1% respectivamente. Em adultos, a principal ¢cmerausada pelo tipo sorologico b € a
pneumonia adquirida na comunidade (TRISTAM; JACOBBPELBAUM, 2007; ADAM,
2010).
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O risco de morte em infec¢des por Hi, no entamirhente, tornou-se extremamente
raro em paises desenvolvidos desde o desenvohoneeimtroducdo da vacina pediatrica
conjugada contra Hib, pois esta, ndo extinguiu, rpasporcionou uma diminuicao
significante deste agentelaemophilus influenzaépo b ainda aparece como causador de
infecgBes invasivas diversas (ADAM, 2010), estands criancas com até trés anos de idade
a maior porcentagem dos individuos infectados, ctamiaando essa populagdo como
altamente susceptivel a colonizacdo pelo Hi. Porgrando as infec¢cdes causadas por Hib
ocorrem hoje, geralmente sdo em crian¢cas ndo \d&snau com o esquema de vacinacao
incompleto, e em adultos que sofreram algum tipotraumatismo craniano ou possuem
alguma doenca de base (PELTOLA, 2000; BENDER, .et2810; LEDEBOER; DOERN,
2011).

As cepas nao tipaveis, bem como 0s outros sorotips responsaveis, na sua
maioria, por infeccdes do trato respiratorio. Ndaato, HINT vém merecendo atencéo
epidemioldgica pelo aumento na frequéncia com cgi@oecausando doencas invasivas,
inclusive em adultos (WARD, 1996; PERIC, et al.020RUBACH, et al., 2011). Esse
micro-organismo € uma importante causa de conjtetigtite média aguda, sinusite aguda,
exacerbacdo bacteriana aguda de bronquite cr@meamonia (adquirida na comunidade) e
septicemia (neonatal e maternal). Além destas ¢ofex; as amostras ndo-tipaveis podem ser
a causa de infeccdes invasivas e infec¢des pulmemsn pacientes portadores de processos
pulmonares crénicos (LEDEBOER; DOERN, 2011). Azagbes pelas cepas nao-tipaveis
sao frequentemente precedidas por estados griMARTINEZ; TRABULSI, 2008).

Pessoas com risco para infecgbes sistémicas pof Hidluem fumantes, e também
aquelas com doenca pulmonar obstrutiva cronicaec@dio viral, infeccdo bacteriana
recorrente e alteracdes fisiologicas, fibrose aastasplenia funcional ou anatémica, anemia
falciforme, deficiéncias de complemento, doenca Hilgkin's, hipogamaglobulinemia
adquirida ou congénita, e com estados de imunadéeéia de células T, como por exemplo,

infecgd@o por virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
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1.2.5 Diagnostico laboratorial e métodos de tipif&o

1.2.5.1Exames microscopios: bacterioscopia direta e pdaia

Sempre que possivel a bacterioscopia do materinical deve ser realizada. A
presenca de células sugestivas de Hi (pequenobadtms Gram-negativos pleomorficos,
com formas filamentosas ou em bastédo, cocobaciamsoides), apds coloracdo de Gram,
indica uma possivel infeccdo por este agente,iditando dessa forma, 0s proximos passos a
serem tomados pelo microbiologista para identiicagleste micro-organismo. Porém, a
certeza da identificacdo sO podera ocorrer apdsraybu por métodos moleculares.

Apods crescimento em meio de cultura, o exame nuémso, agora da coldnia,

deverd ser realizado a fim de se confirmar o radalbbtido na bacterioscopia direta.

1.2.5.2Cultura

O agar-chocolate (agar sangue aquecido a 70°Ce o tprna escurecido recebendo o
nome de chocolate) € o meio mais indicado par&scitnento de Hiih vitro”, pois a adicao
de sangue ao agar base fundido e aquecido resultsendos eritrécitos, e na liberacdo dos
fatores X e V para o meio de crescimento, os cgosrequeridos por Hi. A presencga de uma
atmosfera com 5 - 10% de g@uma temperatura de 35 - 37°C, por um tempo de agad
16 - 48 h, favorecem também a cultura dessas bEt®n vitro”, jA que estes micro-
organismos sédo anaerobios facultativos (HEALTH PROTION AGENCY, 2011).

Na falta de agar chocolate, podera ser feito @ tdet satelitismo, onde o material
clinico podera ser semeado junto c8maphylococcus aurewsn agar sangue. As colbnias de
Haemophilus influenzaerescerdo ao redor das colbniasSdeureuseste micro-organismo
produzira o fator V, além de causar hemdlise na &gague liberando o fator X, ambos
necessarios para o crescimento de Hi (KONEMAN|.e2@01).
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1.2.5.3Requerimento de fatores de crescimento, producdmd®lise e testes bioquimicos

O fator X (hemina) e o fator V (NAD) séao requeridds forma combinada por
Haemophilus inflenzaeo que, desta forma, diferencia essa espécie ttasodo mesmo
género. O teste de necessidade desses fatoressteomsn colocar discos de papel
impregnados com os V, X ou VX, na superficie demeio de cultivo deficiente de qualquer
fator, previamente semeado com a suspensédo baetexiger identificada. O resultado sera
positivo para Hi se o micro-organismo analisad@sgmtar crescimento somente ao redor do
disco impregnado com os fatores V e X combinad@3NEMAN, et al., 2001).

Algumas espécies déaemophilussédo produtoras de hemoélise em agar suplementado
com sangue de cavalo. Essa caracteristica tambéenseo utilizada para diferenciar espécies
desse género, pois nem todas produzem hemélise, pamexemplo, as cepas de Hi.

Alguns testes bioquimicos para identificacdo des&t os de fermentagdo em caldo
dos carboidratos - glicose, sacarose, lactose, seaffimtose, ribose e xilose — em uma base
contendo vermelho de fenol como indicador de pHhlesnentada com hemina, NAD e
menadione. Os caldos séo incubados 35-37°C poroB#she as cepas pertencentdd. a
influenzaefermentam somente a glicose e xilose (CAMPOS, 198®DEBOER; DOERN,
2011). A producdo de catalase e oxidade sdo tamtbétas bioquimicos utilizados na

identificacdo da espécie em questao (ANEXO A).

1.2.5.4Sorotipificacao

A sorotipificacdo pode ser realizada por teste geitiaacao (soroaglutinacdo ou
sorologia) ou por métodos moleculares.

O teste de soroaglutinacdo ou sorologia baseiasseaghutinacdo do complexo
antigeno-anticorpo formado pelo polissacarideowapsla bactéria (antigeno) e o anticorpo
especifico presente no antissoro. Rdesemophilus influenzasdo utilizados seis antissoros
comerciais que reagem com os diferentes polissimaricapsulares (a-f). A aglutinacdo com
um desses antissoros identificara o tipo de cepandapsulada, e a ndo aglutinacdo com
nenhum dos seis antissoros confirmara a cepa comid KHEALTH PROTECTION
AGENCY, 2011; LEDEBOER; DOERN, 2011).
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Um dos métodos moleculares utilizados para sofiotiygéo é aPolymerase Chain
Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR), queauiiticiadores especificos
(“primers”) que sao utilizados para amplificacéo de fragaosedé DNA, que irdo identificar
e diferenciar, no caso dd. Influenzae as cepas encapsuladas das ndo encapsuladas, os
diferentes tipos capsulares, bem como as cepasafiggam rearranjo genético do loaap
(DE ALMEIDA; MARZOCHI, 2006; CERQUETTI, 2013). Ogrimersempregados na PCR
para Hi foram descritos pelos pesquisadores vamlKetcolaboradores (1990) e Falla e
colaboradores (1994), os quais descreveram alé@maiedores especificos para determinar a
espécie Hiprimerspara cada um dos seus seis tipos capsulares.

A PCR é considerada o método de referéncia paeteandinacdo dos tipos capsulares
como confirmacdo do método sorolégico e também iperdiferenciar amostras de cepas
com deficiéncia capsular (b-) de amostras congidsrando tipaveis, as quais sao
indistinguiveis pela sorologia (DE ALMEIDA; MARZOAH2006; CERQUETTI, 2013).

1.2.5.5Biotipificacao

A biotipificacdo é baseada nos resultados difeeésailas reacfes bioquimicas de
indol, urease e ornitina decarboxilase de acordo Kdian (1976), levando a oito biotipos
diferentes (I-VIII) (Tabela 2), o que faz com qusse método tenha um grande valor
epidemiolégico (MARRS, et al., 2001; DE ALMEIDA, M®2OCHI, 2006). No entanto, a
biotipificacdo ndo revela a estrutura populacionalglacdo genética entre as linhagens, que
estdo sujeitas a variacdes fenotipicas e ndo ferméambém qualquer dado de origem clonal.
Dessa forma, € importante que se tenha uma complagé® por métodos moleculares,
sobretudo os de tipificacdo molecular (LANCELLOEt, al., 2008; ULANOVA; TSANG,
2009).

1.2.5.6Métodos de tipificacdo molecular

Ao contrario dos métodos tradicionais, os métodedipificacdo molecular podem

levar a biologia da populacdo e informacdo sobesteutura genética. Dessa forma, varios
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desses métodos foram propostos para tipificacadl.denfluenzaetais como:multilocus
enzyme electrophoreqiBILEE), Ribotipagem (tipagem dos genes de RNAnferobacterial
repetitive intergenic consensgERIC) typing multilocus variable number tandem repeats
analysis (MLVA), multilocus sequence typin@MLST), variable number tandem repeats
(VNTR) typing e pulsed-field gel electrophoresis analy$$GE) (LANCELLOTI, et al.,
2008; ULANOVA; TSANG, 2009; CERQUETTI, 2013). Dessmétodos alguns nao estao
sendo muito utilizados para caracterizacdo de HIMCEE, por exemplo, € um deles,
provavelmente por requerer um trabalho laboratont@nsivo levando, no entanto, a uma
baixa producdo (LANCELLOTI, et al., 2008; ULANOVA;SANG, 2009; CERQUETTI,
2013).

A andlise por PFGE, dentre os métodos de tipificamdteriormente citados € uma
ferramenta discriminatoria poderosa para distingtse cepas dél. influenzaee, até o
presente, € considerado “padrdo ouro” para tigiioade micro-organismos dessa espécie
(PETTIGREW, et al., 2002; MAGALHAES, et al., 2005ERQUETTI, 2013). Essa técnica é
realizada com o intuito de se comparar os padréd3NA gendmico e discriminar linhagens
bacterianas de uma mesma espécie. Para isso, obBdtériano total, incorporado em bloco
de agarose, é digerido com enzima de restricdoode caro que cliva 0 cromossomo em
grandes fragmentos, os quais sao entdo, sdo sepgrad eletroforese de campo pulsado,
levando a um padr&o de bandas caracteristico (MAG¥HES, et al., 2005).

As enzimas de restricdo usadas para Hi Sam, Apad, Nad, e Eag. Essas enzimas
produziram distribuicées de tamanhos de fragmedéo®NA (teis para 0 mapeamento do
genoma de Hi por PFGE. Porém, a enzBnad € a mais utilizada, uma vez que produz um
menor numero de fragmentos, com a excec¢ao das defg® e cuja enzima frequentemente
empregada € Apa (CERQUETTI, 2013).

Muitas pesquisas sobnd. influenzaetém utilizado PFGE. Entre elas incluem-se
estudos sobre: transmissdo continua de doenca pworcé diferentes abordagens,
monitoramento de isolados de Hib de vacinadosctamaacdo de isolados nao b invasivos

na era pés-vacinal, portadoresHienfluenzaees colonizacdo (CERQUETTI, 2013).
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1.2.6 Tratamento e Profilaxia

1.2.6.1Antibidticos e resisténcia bacteriana

O antibidtico de escolha, bem como a duracdo dantento para infeccdes por
qualquer micro-organismo patogénico ira dependersitio infectado e da gravidade da
doencga causada por este agente. Para o tratanasnitdeccdes causadas pbrinfluenzaens
antibiéticos de escolha sédo pdactamicos, os quais incluem: penicilinas e sesrsvddos,
cefalosporinas, carbepenémicos, monobactamidb$aetamicos associados a inibidores de
B-lactamase (ROSSI, 2005; KONEMAN, et al., 2008).

Nos paises onde a vacina contra Hib ainda néoligadfi, € recomendado pela
Sociedade de Doencgas Infecciosas da América,anteatto das meningites causadas por este
agente em criancas menores que sete anos, comempsiaco de vancomicina adicionada de
uma cefalosporina de amplo espectro como cefotaximaefetriaxona, e como terapias
alternativas, cloranfenicol, cefepime e meropend&. Brasil, o Ministério da Saude
recomenda que o tratamento de meningites causad&$ mfleunzaeseja realizado com o
uso de ceftriaxona ou cloranfenicol (TRISTRAM, JAE®) APPELBAUM, 2007; BRASIL,
2010a).

Em situacbes em que a cepa causadora da doencsceiiwel a ampicilina este
antibiotico é recomendado como terapia padrao,ia@ido a uma cefalosporina de amplo
espectro, cefepime ou cloranfenicol, estes comabiéticos alternativos. Para cepas
resistentes a ampicilina, o tratamento deve ser gora cefalosporina de amplo espectro,
cefepime ou cloranfenicol, como alternativos. Raaaientes adultos, uma fluoroquinolona
como gatifloxacina ou moxifloxacina, pode ser athieida a lista de antibioticos alternativos
(TRISTRAM, JACOBS, APPELBAUM, 2007; BARBOSA, et g2011).

As infeccOes associadas as cepas de HINT comogbite cronica, doenca pulmonar
obstrutiva cronica e otite média, frequentementetsitadas com ampicilina ou amoxacilina
(quando estas apresentam-se sensiveis), ou comolidaos orais, sulfonamidas ou
fluoroquinolonas, quando estas apresentam resiat@&uos dois antibidticos anteriormente
citados (TRISTRAM, JACOBS, APPELBAUM, 2007; KONEMAI§t al., 2008).

Apesar do$3-lactamicos, como a ampicilina, serem utilizadomaderapia padrao,

desde o comeco da década de 1970, cepas resisteastss compostos tém emergido e se
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propagado (TRISTRAM, JACOBS, APPELBAUM, 2007; MARNEZ, TRABULSI, 2008;
BARBOSA, et al., 2011).

Em Hi, a resisténcia a ampicilina e outpagactamicos € devido principalmente a dois
mecanismos: um enzimatico e o outro ndo enzimaficprimeiro € caracterizado producéo
de enzimas chamadas [fi4actamases, que hidrolisam a regido amida dofariattamico de
analogos da penicilina, inativando dessa formaytibiatico. As cepas de Hi podem produzir
dois tipos de3-lactamases TEM-1 e ROB-1, e ambas as enzimassséaoiadas a plasmideos,
e sao produzidas em grande quantidade (TRISTRAMZQRS, APPELBAUM, 2007,
MARTINEZ, TRABULSI, 2008; BARBOSA, et al., 2011).

O segundo mecanismo se caracteriza pela dimindig&dinidade d@-lactamicos por
Proteinas de Ligacdo a Penicilina (PBP), alteraflasepas resistentes por este mecanismo
sdo chamadas de cepas ampicilina resistentes odotpras dgi-lactamasespflactamases-
non-producing ampicillin-resistarBLNAR) e tém sido cada vez mais descritas em todo
mundo (TRISTRAM, JACOBS, APPELBAUM, 2007; BARBOS#&t, al., 2011).

As cepas de Hi podem ainda possuir os dois mecasismteriores juntos, ou seja,
podem produzif-lactamases e, além disso, possuir PBPs alterAdasesenca desses dois
mecanismos ha mesma cepa pode resultar em umpferte se caracteriza pela resisténcia
ou diminuicdo da susceptibilidade para amoxicilirfcido clavulanico e as cepas com essa
particularidade sdo definidas como cepas resiseateamoxicilina / &cido clavulanico
positivas parg3-lactamasesftlactamase-positive amoxicillin / clavulanic acidsistant—
BLPACR). Elas parecem estar aumentando desde su@eif@ descricdo nos EUA
(BARBOSA, et al., 2011).

Isolados deH. influenzaeprodutores deB-lactamase permanecem suscetiveis as
cefalosporinas e carbapenémicos orais e parentertasnbém sao suscetiveis a combinacao
de agentes nos quais um inibidor délactamase, tal como clavulanato, sulbactam ou
tazobactam, estad combinado com um aggitéetamico. Exemplos: amoxacilina-clavulanato,
ampicilina-sulbactam, e piperacilina-tozobactam@EBOER; DOERN, 2011).

Entre os outros antibidticos que sao relevantes paratamento de infec¢des por Hi, a
resisténcia a sulfametaxazol-trimetoprim (SUT)rerds cepas dessa espécie € comum, e
ocorre devido ao aumento na producdo da enzimalrdibiato redutase (DHFR) com
afinidade alterada para o trimetoprim. A taxa dssténcia para SUT é de aproximadamente
20%, sendo este o segundo antibiotico, cujas cdeadi sdo mais resitentes. Em alguns
paises da Asia, 60% das prescricdes de SUT formuigmalmente para otite média. Enquanto

que na Finléndia este antibiético foi prescrito &tfo para infec¢des respiratorias e 15% para
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infeccdes urinérias (TRISTRAM, JACOBS, APPELBAUMQ®; MOHD-ZAIN, et al.,
2012).

No Brasil, no ano de 2011, houve 26% de resistémiaulfametaxazol-trimetoprim.
Porém, este antibidtico ainda € indicado para ¢ifes do trato urinario, altas e baixas,
uretrites e prostatites agudas ou crbnicas, otéeliam sinusite e exacerbacdo aguda de
bronquite cronica como alternativa para pacientésyiaos aos-lactamicos. E a primeira
escolha para o tratamento e profilaxia da pneumpoi&neumocystis carinimos pacientes
portadores de alguma imunodepressao, além de #ieadd contra infeccoes por outros
micro-organismos (ANVISA, 2007; WASHINGTON, 2012).

Apesar de todas essas indicacdes, esse antibtétitsido menos recomendado no
tratamento empirico das infeccbes mais gravesddevirequéncia cada vez maior de germes
resistentes (ANVISA, 2007).

A taxa de resisténcia para cefalosporinas, maewid fluoroquinolonas, e
tetraciclinas orais e parenterais, permanece emgisnitnenores que 1% (TRISTRAM,
JACOBS, APPELBAUM, 2007; LEDEBOER; DOERN, 2011).

1.2.6.2Quimioprofilaxia

A quimioprofilaxia estd indicada, em caso de meiténgpara todos o0s contatos
domiciliares, incluindo os adultos, desde que aristnenores de quatro anos de idade, sem
vacinagdo ou com o esquema de vacinacdo incompktm do individuo enfermo. Se o
tratamento do doente com meningite for instituidiom ceftriaxona nas doses indicadas, néo é
necessaria a profilaxia do caso antes da alta (gprofilaxia de alta) (BRASIL, 2010).

O antibidtico de escolha, no caso de indicacaoimigprofilaxia é a rifampicina, por
via oral. Essa droga age eliminando as célulasid#gatbrofaringe, erradicando o estado de
portador, e, portanto, impedindo a transmissaogéote causador da doenca (KONEMAN, et
al., 2008).

Segundo o Ministério da Saude (MS) a rifampicinaedser administrada por quatro
dias nas seguintes dosagens: adultos 600mg/desdaa?4h; criangas de um més a 10 anos:

20mg/Kg/dia, até dose maxima de 600mg; menoresrdmés de idade: 10mg/Kg/dia.
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1.2.6.3Vacina contra Hib

Antes do uso generalizado da vacina conjugada €99, l&stimava-se que 27 mil
casos anuais de meningite nos paises desenvobrigled.000 nos paises em desenvolvimento
eram causados por Hib (PELTOLA, 2000; MARRS, et 2001). Porém a preocupa¢do na
comunidade cientifica, com uma vacina eficaz, @Entaria em 1960. Passou-se a investir no
polissacarideo capsular do sorotipo bHlelnfluenzae que foi reconhecido como um dos
principais fatores de viruléncia da doenca invasti@nm isso, varios estudos tiveram o tipo de
capsula b como foco principal para o desenvolviméetuma vacina.

Em 1977, um estudo prospectivo realizado na Fimdarahde se utilizava a capsula
tipo b purificada ou poli-ribosil-ribitol fosfatd?RP) como vacina, demonstrou uma eficacia
de 90% em criancas de 18-71 meses (PELTOLA, 2008RRE, et al., 2001). Porém, em
criangcas mais novas, essa vacina revelou-se igefitas a natureza do antigeno da mesma
era célula-T independente e consequentemente madpanduzir uma memaoria, ou um
reforco da resposta imune. Ao se conjugar o PRPRoteipas carreadoras, conseguiu-se
resolver esse problema. O antigeno (PRP simples)ngiuzia uma resposta T independente,
com a conjugacdo, passou a induzir uma respostaefdendente, conferindo uma
imunogenicidade maior.

Atualmente, quatro tipos de vacinas conjugadasadtib sdo licenciadas no mundo.
Todas elas utilizam o mesmo principio imunogéniemiando apenas quanto ao tipo de
carreador protéico que pode ser: toxoide difté(lfBP-D), toxina diftérica mutante atoxica
CRMy97 (PRP-HbOC), toxdéide tetanico (PRP-T) e proteinas ndembrana externa de
Neisseria meningitidisorogrupo B (PRP-OMP). Além das vacinas conjugadsasvacinas
combinadas tém sido utilizadas em todo o mundcs psse tipo de imunobiolégico traz
beneficios como: facilidade de administracéo, rédude dor e do medo nas criangas, além de
diminuir o numero de idas aos servicos de sauddribaindo para o alcance elevado das
coberturas vacinais (MARRS, et al., 2001; DE ALMBIDMARZOCHI, 2006; LADHANI,
2012; MS, 2012)

No Brasil, a vacina contra Hib conjugada com o t&detanico foi introduzida no
Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) do Ministé# Saude em agosto de 1999. Este
programa vem buscando adotar estratégias, visandwlédsdo de novas vacinas ou a
combinacdo de vacinas ja existentes nos calendd@#os/acinacdo. Exemplos séo: a

introducdo da vacina triplice viral (sarampo, rdaé@caxumba) desde 2002 e da tetravalente
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(difteria, tétano, coqueluche Haemophilus influenzagipo b), em 2003. Esse ultimo
imunobiolégico tem apresentacdo na forma de lipflaque facilitou a combinagdo com a
vacina contra difteria, tétano e pertussis, quegdeeapresentada na forma liquida, funciona
como diluente. Esses dois produtos sao produzielos jnstitutos Bio-Manguinhos/Fiocruz e
Butantan respectivamente, ambos pertencentes qogoaacional de produtos bioldgicos (DE
ALMEIDA & MARZOCHI, 2006; BRASIL, 2012).

Em 2010, o MS por meio do PNI, a fim de ampliaratendario basico de vacinacao
da crianca, introduziu a vacina conjugada pneunmocadd®-valente para imunizacdo ativa de
criancas de dois meses a < 24 meses, contra doesasiva e otite média aguda, causadas
por Streptococcus pneumoniaé&ssa vacina € constituida por 10 (dez) sorotiges
pneumococos (1, 4, 5,6B,7F, 9V, 14, 18C, 19F, 28R)ara oito de seus sorotipos, é
conjugada com a proteina D Haemophilus influenza¥T e carreadores de toxoéide diftérico
(DT). Para os outros dois sorotipos € conjugada @daxoide tetanico (TT ou T) (BRASIL,
2010).

A proteina D (PD) é uma lipoproteina associada enlonena externa, com 42 kDa,
altamente conservada, e encontrada em tatlsmophilus influenzaéncluindo os néo
tipaveis. Ela é um fator de viruléncia que possividade glicerofosfodiester fosfodiesterase,
levando a libertacdo de fosforilcolina a partir delulas epiteliais hospedeiras
(TOROPAINEN, et al., 2008)

Segundo Pelton e colaboradores (2013) em um estlid@co para avaliar a
capacidade da proteina D conjugada em conferiegéiot contra HINT da nasofaringe de
portador, em uma populacdo de criancas, demongtroiecdo periférica. Dessa forma,
espera-se que ao diminuir o nimero de portadomesacatilizagdo da vacina 10-valente, se
diminua, também, os casos de doencas causadas Hbeldo tipaveis (BRASIL, 2010,
PELTON et al, 2013).

Outra vacina introduzida no calendério infantilgpel Sistema Unico de Sautde (SUS)
no segundo semestre de 2012 foi a vacina pentdgaléla previne contra difteria, tétano,
pertussis hepatite B e meningites causadas ptdemophilus influenzatgpo b, substituindo,
portanto a vacina tetravalente. Inicialmente, @si@na foi administrada em criancas com
menos de sete anos de idade que estavam iniciandonopletando esquema de vacinagao
(BRASIL, 2012).

O esquema de vacinacédo para a vacina pentavalemeasil consiste na aplicacéo de
trés doses, com intervalo de 60 dias (minimo ddi&§), a partir de dois meses de idade. Os

dois reforcos necessarios sdo realizados com aavdalTP (difteria, tétangertussis) o
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primeiro reforco aos de 15 meses de idade e o degreforco aos quatro anos. A idade
méxima para aplicacdo da DTP € de seis anos 11lreeX®slias. Além disso, faz parte deste
esquema, para os recém-nascidos, a primeira desgringeiras 24 horas, preferencialmente

nas primeiras 12 horas, com a vacina hepatited@imbinante) (BRASIL, 2012).

3.2.7 Situacéo atual

Poucas vacinas na histéria induziram um declinto @éentuado na incidéncia de
doencas invasivas causadas por um agente, em uliodgele tempo tdo curto e em ambito
mundial, como as vacinas conjugadas contra Hib. apacidade dessas vacinas em
prevenirem a colonizagdo da nasofaringe por Himamria das vezes, em parte, explica os
bons resultados, pois essa caracteristica confpdmai diminuir a transmisséo e leva a uma
protecao indireta, a chamada “imunidade de reba(BLTOLA, 2000; KASTRIN, et al.,
2010; SHIMOL; DAGAN, 2012).

Nos EUA apds a introducdo da vacina contra Hienidiada em 1987, o numero de
casos de doencas invasivas por Hib diminuiu 99%s easos anuais de meningites em
criangas menores que cinco anos caiu rapidamemtesede 10 mil casos para menos de 100
casos por ano (RIBEIRO, et al., 2007; JACUPS, 200t sucesso semelhante ocorreu em
outros paises que desenvolveram um programa deagac para Hib, tais como Canada
(reducéo de casos de 97% desde a introducao daavaici 1988g Inglaterra, cuja reducao
foi de 90% desde a introducdo em 1992 (HARGREAWES)., 1996; NACI, 2006; ADAM,
et al., 2010).

Na América Latina, 0 uso da vacina conjugada cddibatambém trouxe beneficios.
O Chile, que foi o primeiro pais a mostrar os meslds positivos com esse tipo de vacina,
teve um declinio no niumero de doencas por Hib d&.980 Uruguai a incidéncia de
meningites causadas por Hib em criancas menoresiige@ anos caiu de 17-22% em 1992 e
1993 para 1% em 1995 e 1996 (PELTOLA, 2000).

No Brasil a vacina conjugada contra Hib foi impleaela como rotina no Programa
Nacional de Imuniza¢des (PNI) em 1999, em criamgasores que um ano de idade. Dados
parciais em 2001 mostraram uma reducdo dos casoemiagites causadas por Hib em 83%,
passando de 1368 casos em 1999 para 234 caso9Da&rfDEALMEIDA, et al., 2005).
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Apesar dos 6timos resultados obtidos com implengéotda vacina conjugada contra
Hib, atualmente temos outro cenario nas doencasadas por essa espeécie. Estudos tém
mostrado que apos a introducdo da vacina supracaachcidéncia de doencas invasivas
causadas por Hnfluenzaendo b e NT tém aumentado inclusive no Brasil (BMEIDA, et
al., 2005; TSANG, et al., 2007; ZANELLA, et al.,20 LIVORSI, et al., 2012).

A caracterizagdo dessas doencas na era pos-vaémakido realizada em varios
paises que adotaram um programa de vacinacdo ddifityae grande parte dos resultados
obtidos com esses estudos apontam, atualmentepgditdT como o principal causador de
doencgas invasivas, bem como para as cepas enasua ambos sorotipos a e f (DE
ALMEIDA, et al., 2005; TSANG, et al., 2007; LANCEIQTTI, et al., 2008; KASTRIN, et
al., 2010; MOJGANI, et al., 2011). Além desses 8pos, trabalhos tém identificado também
como causadores de doencas graves, os mutantea deHib deficientes de capsula (a- e b-).
Nos Estados Unidos e no Brasil, casos com estesntegtsendo isolados em dois materiais
clinicos (LCR e sangue) provenientes do mesmo piecferam descritos (OHKUSU, et al.,
2005; LIMA, et al., 2010, CALDEIRA, et al., 2013).

Outra mudanca no cenario das doencas causadas pa fdixa etaria. Enquanto na
era pré-vacinal a faixa etaria alvo desse micr@uisgno era basicamente de criancas
menores que cinco anos, atualmente pesquisas tétrachm um aumento em doencas
invasivas causadas por esse agente em individnosdaale acima de 60 anos (DWORKIN;
PARK; BORCHARDT, 2007; RESMAN, et al., 2011; ZANEA| et al., 2011).

Além das mudancas na epidemiologiaHienfluenzae trabalhos recentes chamam a
atencdo para falhas vacinais, as quais podem Bevaremergéncia de doengas invasivas
causadas por HitBegundo Aracil e colaboradores (2006) houve um ator@ numero de
casos de doenca invasiva causada por Hib em csiaraganadas no Reino Unido em 2003.
Esse aumento néo foi causado por isolados pertscarum genotipo especifico ou novo,
mas sim por gendtipos que ja circulavam na erasgcéracdo, antes de vacinas conjugadas
contra o Hib estarem disponiveis, 0 que caratentao, a falha vacinal. Nesse caso, houve a
necessidade de modificacdo do tipo de vacina atitize um reforco em 2006 para que
houvesse novamente uma diminuicdo nos casos deatoanasivas por Hib (LADHANI,
2012).

Somando-se aos fatos, Batalha e colaborad@#€), em estudo utilizando isolados
clinicos de Hi do Brasil, sugerem que provavelmesté ocorrendo uma mudanca gradual do
gene capsular dos micro-organismos dessa espégeeenovas variantes podem estar

emergindo entre as cepas brasileiras, 0 que poldeaa também a uma falha vacinal, visto
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que mudancas na capsula poderiam interferir na idade conferida pela vacina hoje
utilizada.

Dessa forma, € estritamente necessario que as alearausadas por Hi sejam
acompanhadas e que dados sobre os sorotipos coon frejuéncia nessas enfermidades
sejam obtidos. Porém, poucos estudos sobre a&itukcHib e dos outros sorotipos tém sido
publicados no Brasil (DE ALMEIDA, et al., 2005). &xplo dessa situacao é a falta de dados
sobre Hi em areas brasileiras, sobretudo no estaalanicipio do Rio de Janeiro.

De acordo com Pereira (2010), no Boletim Informatilo Diagnostico Laboratorial
das Meningites Bacterianas 2010, o estado do Radeiro no primeiro trimestre do ano em
guestdo, nao teve seus dados informados e nossdritrestres ndo apresentou isolados de
meningite identificados comd. influenzagTabela 2).

Dados obtidos pelo Sistema de Informacdo de Agral®sNotificacdo (Sinan)
mostram que no periodo entre 2001 e 2012 houveaS@scde meningite pdtaemophilus
influenzaeno municipio do Rio de Janeiro (Figura 8). Dessesos, 20 foram confirmados
com a cultura dos materiais clinicos, 29 por aghg#io em latex, dois por outras técnicas néo

citadas e outros dois nao tinham essa informacRa&L, 2013).



Tabela 2.Meningites causadas pbr influenzaeem diferentes regibes do
Brasil no ano de 2010.

Regibes e estadc & AUy
brasileiros i 2 3 & Total
Trimestre Trimestre Trimestre Trimestre

AM 0 0 2 2
AP 0 3 6 0 9
RR 0 0 0 0 0
Norte RO 0 0
PA 0 0 0 0 0
TO 0 1 1
PB 0 0 0 0 0
RN 0 0
BA 7 7
PE 1 2 3
Nordeste CE 4 4

AL
SE 0 0 0 0 0
MG 0 0
SP
Sudeste o5 0 0 0 0
ES 1 1
DF 1 1 2 5 9
Centro- GO 0 1 2 2 5
Oeste MT 0 0 0
MS 0 0 0
SC 0 2 3 0 5

Sul PR
Total 1 7 27 11 46

(...) Dados néao informados
Fonte: PEREIRA, 2010.

Figura 8. Variacao anual do nimero de casos de meningite no
municipio do Rio de Janeiro.
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N° de casos

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Ano

Fonte: BRASIL, 2013.
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Apenas o sorotipo b teve a sua frequéncia detedajrjd que a aglutinacdo em latex
s6 identifica esse sorotipo. Dessa forma, 24 casws citaram o sorotipo causador da
meningite, o0 que ndo permite saber a situacdo slesm®tipos como causadores dessa
enfermidade.

Ainda em relacdo a identificacdo, os dados mostragoesentam-se questionaveis
guanto a etiologia bacteriana dos casos de meainsiso pelo fato de que em muitas
ocasibes, 0 agente causador ndo é identificadcetaorente, ou simplesmente nao €
identificado, o que leva a um alto nimero de matesgéao especificadas, o qual mostrou um
aumento a partir do ano de 2009 no Rio de Jand@acordo com a Figura 9 (BRASIL,
2013).

Figura 9. Variagdo das meningites bacterianas, em todas isasf&tarias, conforme a
etiologia do agente causador.

30 —_—N. meningitidis

250 — 5. prieumoniae
—H. influenzae

200
= Tuberculosa

150 Outras bactérias

Outra etiologia
100

— Nio especificadas
. -:.:-:%

: T
0!

N° de casos

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Ano

Fonte: BRASIL, 2013

Outro problema com os poucos dados apresentadosogfiabilidade. Os dados do
Sinan e os dados fornecidos pelo Boletim Infornmatilo Diagnostico Laboratorial das
Meningites Bacterianas (2010) s&o contraditériasbhletim supracitado, o Estado do Rio de
Janeiro ndo apresenta cepas de meningite idedasceomo Hi em 2010. Porém, pelo Sinan,
houve cinco casos de meningite por este agentdpde#s deles confirmados por cultura e

dois por aglutinacdo em latex (Figura 8).
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4 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e difusdo do uso de vacinas gadps do polissacarideo He
influenzaetipo b (Hib) é considerado um grande avanco ndesaiblica mundial. No Brasil,
este tipo de vacina foi introduzido no calendar® mbtina do Programa Nacional de
Imunizacdes (PNI) em agosto de 1999, sendo um npan@da saude publica brasileira.

Observamos que apos a utilizagdo da vacina corgugaatra Hib, houve um declinio
acentuado na incidéncia de doencas invasivas cagigai este agente; revelando, portanto,
um impacto positivo desta vacina no Brasil. Porpor, ser uma vacina sorotipo-especifica,
conferindo imunidade apenas para o sorotipo bséamecessario que haja uma vigilancia
epidemioldgica dos Hi circulantes em isolados ctigj pois relatos de infeccdes sistémicas
tendo como agente Hi ndo b e cepas HINT, tém awdentm frequéncia, inclusive em
adultos. Além disso, re-emergéncia de doencas dasiger Hib em criancas vacinadas, casos
de falha vacinal, e alteracdo gradual do gene tapdos micro-organismos dessa espécie
tém sido temas de publicacbes que corroboram papoeéancia desse monitoramento.

Apesar da necessidade do acompanhamento desseangarosmo como causador de
doencas, poucos sao os dados publicados no Boasd a situacdo de Hi na era pds-vacinal,
incluindo a cidade do Rio de Janeiro, a segundadeithrasileira com maior populagéo.

Dessa forma, levando-se em conta que o campo @gaatwdo Sistema Unico de
Saude (SUS) engloba a execucéo de acOes de vigilsenuitaria; vigilancia epidemioldgica;
saude do trabalhador; e assisténcia terapéutiegralf inclusive farmacéutica; e que a
vigilancia epidemioldgica oferece subsidios asraades sanitarias para a implementacéo de
respostas rapidas dirigidas ao controle de proldedeasalde e riscos especificos, faz-se
necessario que se estabeleca um sistema de vigil@pmlemioldgica capaz de detectar e
investigar rapidamente casos de doencgas invasasadas pdd. influenzaeno Brasil na era
pds-vacinal, a fim de se monitorar a eficacia dasinas conjugadas contra esse micro-
organismo, bem como a epidemiologia do Hi invasissas informacfes sdao fundamentais
para obtencdo de dados sobre a substituicdo dbopsoprevalente, e poderdo contribuir para
futuras modificagdes nos planos de vacinagédo atrakrempregados e o desenvolvimento de

novas vacinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, por meio de métodos fenotipicos eecutdres, cepas de Hi circulantes
no municipio do Rio de Janeiro, utilizando-se amagstle quadros infeciosos isoladas no

periodo de 2000-2012, doze anos de utilizagédo daaao Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar a espécie das cepas estudadas, por msétedotipicos e moleculares,
comparando com a identificacao realizada nos heisgie origem;

e Caracterizar os sorotipos e biotipos dos isolatiofcos deHaemophilus influenzae
deste estudo por métodos soroldgicos, bioguimicosleculares;

* Avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos maidizatlos no tratamento de
infeccbes poHaemophilus influenzadoem como, detectar cepas produtorag-de
lactamase (BLA+) e cepas resistentes a ampilciid@ produtoras dp-lactamase
(BLNAR);

* Avaliar o polimorfismo genético das cepas, por ipete fragmentacdo do DNA
cromossémico, utilizando a técnica®olsed-Field Gel Electrophores{PFGE).
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5 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Para realizacdo desse estudo foram utilizadas rtweseis cepas (96) previamente
identificadas comdH. influenzaeprovenientesde onze hospitais do Municipio do Rio de
Janeiro, isoladas no periodo pés-vacinal (200220

Os hospitais que forneceram as amostras possueamtardsticas de atendimento
variadas e tiveram representantes dos trés niveiergamentais (federal, estadual e
municipal), bem como de unidades privadas (Tabela 3

As cepas foram isoladas de casos clinicos comoingies septicemia, pneumonia,
artrite séptica e infecgbes respiratorias diversasdo quarenta e seis (46) de infeccdes
invasivas (provenientes de sangue, liquor, lavadaduico, liquido pleural e fragmento de
0ss0) e cinquenta (50) de sitios ndo estéreisaflasl de secrecao traqueal e escarro). As
amostras analisadas fazem parte do acervo da GalecBesquisa do Laboratério de Micro-
organismos de Referéncia do Instituto Nacional det®@le de Qualidade da Saude (INCQS)
da Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), onde sao pradas por liofilizacao (Tabela 3).
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Tabela 3.0rigem das cepas d¢ Influenzaeutilizadas no presente estudo.

ANQ /NUMERODE CFFAS

HOSPITAIS it TOTAL
" 000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 202
Instituto Estadual de Invasivo 4§ 3 4 - 1 - - e b
Infectologia Sio Sebastido o
{IEISS) Nao imvasive - - - - - - - - - - - - - 1]
Instiuto Nacional Drvasive = = 5L = = - S §
FermandesFigeira IFF)  wioimaive - - 13 4 - - - - - 17
Instituto de Puerkulturae Invasivo = . 1 1
Pediamia Martagio Gasteira
[[PH{G-L-FRJ] Na o invasive (1]
, Invasivo 1 1 1 4
Perinatal
Nioiraivwe - - - - - - - 1 -1 2
Hospital Estadual Getiilio [nvasive - - - - - - l 1 -1 i
Vargas (HEGY) Nio invasivo = = = = = = 3 1 4
. Invasivo 2 X
Hospital Copa D'Or .
Nioivasivwo @ - - - = = o= - - = = = = = [}
Hospital Fstanal Carlos [nvasivo - - - - - - - 1 - - - - 1
Chagas (HECC) Nioivaivo @ - - - = = o= - - = = = = = [}
Hospital Federal Cardoso Lvasw o - - - - - - - -3 1 10
Fontes (HFCF) Nio imvasivo - - - - - - - -4 -5 4 - 1]
Hospital Mumicipal Invaswo - - - - - - - - - 1 2 2 5
Lourenco Jorge (EMLT) Ni o fmvasive - - = = - - 1 - 1 1 ! &
Hospital Minicipal Miguel Irvasivo - - S - s e 1
Couto (HMMIC) Nioimvasivo - - - - - - - - 2 = : = 1
Casa de Safde Nossa Iuvasivo - - - - - - - -1 - - 1
Semhora do Carmo (CSNSC) w3 g fmvasive = = - - - - - - - - 5 1 - ]

Imvasivo (46) 4 3 10 1 1 1 3 3 E} 3 7 5 3
Total . %6
Naomvaswo (80) 0 0 13 4 ] 1 4 2 ] 4 1 ) ]

4.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

4.2.1 Cultura bacteriana

A caracterizacao fenotipica das cepas foi inicizata a abertura da ampola e o cultivo
do li6filo em placas contendo agar chocolate (bdseagar Mueller-Hinton - OXOID,
aquecida a 70°C, adicionada de 10% de sangue uieafib e estéril de cavalo), enriquecido
com 1% de Suplemento VX (Laborclin - LB). As pladasam incubadas a 37°C em 5% de
CO, por 18 a 24 horas, e a partir do crescimento opfal realizada a analise macroscoépica

da colbnia isolada sugestiva de Hi, a analise mi@pica pelo método de Gram para
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confirmacdo das caracteristicas morfo-tintoriaegusdo do estoque (-20°C) em criotubos
com caldo BHI adicionado 20% de glicerol para #gjéo de testes futuros.

4.2.4 Avaliagao da necessidade de sangue

As cepas foram semeadas em placas com agar Muigtier (Oxoid) sem sangue
para confirmacdo de que as mesmas necessitavaangees(fatores V e/ou X) para a sua
cultura. As placas foram incubadas a 37°C em 5@Q@epor 18 a 24 horas.

4.2.5 Avaliacédo da formacao de hemolise

As cepas foram semeadas em placas de agar sangse e agar Mueller-
Hinton/Oxoid, suplementado com 10% de sangue dal@astéril e desfibrinado, e com 1%
de Suplemento VX /Laborclin - LB)ara avaliacdo da formacéo de hemolise. As placamf
incubadas a 37°C em 5% de g8or 18 a 24 horas.

4.2.4 Testes bioquimicos

4.2.4.1Fermentacao de carboidratos

A identificacdo bioquimica dos isolados de Hi fealizada através de testes de
fermentacdo em caldo dos carboidratos - glicosmrese, lactose, manose — em uma base
contendo vermelho de fenol como indicador de pHsd€ld2henol Red Broth- Difco),
suplementada com solucdes deptdmL de hemina, 1Qg/mL NAD e 1% dos carboidratos
supracitados. Os caldos foram inoculados com a a@egeat identificada e incubados 35-37°C
por 24 horas (CAMPOS, 1999, KONEMAN, et al., 2001).
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4.2.4.2Biotipificacao

A biotipificacdo foi realizada pelos testes biogigims da ornitina descarboxilase, da
urease e do indol de acordo com Kilian (197®ARRS, et al., 2001; DE ALMEIDA,
MARZOCHI, 2006), sendo os reagentes preparadosvasados pelo Setor de Meios de
Cultura do Departamento de Microbiologia do INCQS.

Para o teste da ornitina descarboxilase utilizobase Moeller (Difco) acrescida de
1% de L-ornitina (pH 6,0), sem adicdo dos fatores adescimento. ApoOs inoculacao,
adicionou-se aproximadamente 1,0 mL de éleo mireeiatubou-se a 37°C em 5% de O

por 18 a 24 horas.

O meio para verificacdo da atividade da ureasepfoduzido utilizando-se um
substrato (KHPO,— 0,1 g, KHPO, — 0,1 g, NaCl — 0,5 g), uma solugéo indicadétaefol
Red Broth- Difco) e uma soluc¢do aquosa de uréia filtrada.

A solucéo para o teste de indol foi produzidazsitido-se como substrato L-triptofano
(0,1% / Sigma) em tampao fosfato pH 6,8. Apds aufegdo e o tempo de incubacéo (37°C

em 5% de C@por 18 a 24 horas), adicionou-se o reagente dat¢sov

As cepas foram classificadas de acordo com ostaeles da tabela 4.

Tabela 4.Biotifificacdo deHaemophilus influenzae

Ornitina

Biotipo Indol  Urease Descarboxilase

| + + +
1l + + 3
I B + B
\Y; 3 + +
vV + _ +
VI B B +
il +

VIl

Fonte: adaptada de DE ALMEIDA; MARZOCHI (2006).
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4.2.5 Sorotipificagao

A sorotipificacdo foi realizada através do méto@o3bro Aglutinagcdo em Lamina
(SAL), utilizando os seis antissoros (Becton, Diskin and Company / BD) especificos para
0s seis tipos capsulares (a-f) de Hi. Para redaadessa técnica, ressuspendeu-se 0 antissoro
em 1,0 mL de &gua para injecdo e aplicou-se uma dot mesmo em lamina para
microscopia. Apés a etapa anterior, inoculou-se pataiena quantidade de massa bacteriana
(1-2 colbnias) de cultura com até 48h, com a ajielaam pequeno bastdo de vidro estéril,
homogeneizando-se completamente. As cepas que glatnaram com qualquer dos
antissoros supracitados foram consideradas napsuedas (CAMPOS, 1999).

Para cada frasco de antissoro aberto, foi realivadontrole de qualidade do mesmo

com uma cepa de referéncia (ATCC) do sorotipo coivglaao respectivo antissoro.

4.2.6 Testes de sensibilidade aos antibidticos

4.2.6.1Método de Difusdo em agar (“Kirby-Bauer”)

Este ensaio foi realizado de acordo com Bauer aboohdores (1966). O meio de
cultura utilizado foi oHaemophilusTest Medium (HTM) que consiste na base de Mueller-
Hinton (OXOID) suplementada com 1§/mL de hemina (fator X), 1pg/mL de NAD (fator
V) e 5 mg/mL de extrato de levedura. A suspens&ocdinias foi realizada em caldo BHI,
ajustada a escala de 0,5 McFarland e inoculadaromimente, com um “swab” estéril, em
placa contendo o meio HTM. Apoés inoculagdo da susfe bacteriana os discos de
antibioticos foram distribuidos na superficie doionesendo as placas incubadas a uma
atmosfera de 5% de GQOa 35-37°C, por 16 a 18 horas. Os antibioticolizatios foram:
ampilicilina (10 pg), amoxacilina/acido clavulanic@®0 pg), cloranfenicol (30 ug),
ceftriaxona (30 pg), meropenem (10 pg), sulfameoika— trimetoprim (25 pg),
ciprofloxacina (5 pg), rifampicina (5 pg) e azitroma(l5 pg), que sado 0s principais
antibioticos utilizados no tratamento das infec¢éassadas poHaemophilus influenzae
(BRASIL, 2010a; CLSI, 2011). Para o controle deligiagle do ensaio, foi utilizada a cepa de
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Hi ATCC 49247. Ap6s a incubacgdo, o didmetro dos halos de inibiffimados nos

antibiogramas foi medido utilizando-se uma régua.

4.2.6.2.Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima- CIM

Algumas cepas desse estudo apresentaram resist@nmiabiana no método de
difusdo em agar para ampicilina (AMP - 10 ug), @aukétoxazol — trimetoprim (SUT - 25 ug)
ou ambos os antibiodticos. Dessa forma, para coafi&m da resisténcia para esses antibiéticos
determinou-se a Concentracéo Inibitoria Minima (LIM

Para a ampicilina a CIM foi determinada pela téznie diluicho em agar e as
concentragdes de antibiotico utilizadas foram: émL, 1,0 pg/mL, 2,0 pg/mL, 4,0 pg/mL,
8,0 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL e 64 pg/mL (ANEXO B).

A CIM para o sulfametoxazol — trimetoprim foi detenada pela a técnica de
gradiente de difusdo (fitas de Etest / Biomeriewq) que a concentracdo de antibiotico
variou de 0,002 — 32 pg/mL. Para isso, fez-se unspensdo bacteriana em caldo BHI
suplementado com os fatores VX, ajustada a eseala5McFarland, a qual foi inoculada
com um “swab” estéril em placa contendo o meio HR6s a inoculacdo, adicionou-se a
superficie do meio a fita de Etest, e incubou-splasas a uma atmosfera de 5% de,,GO
35-37°C, por 20 a 24 horas.

Em ambos os testes foi utilizada a cepa de Hi AT4®247 para o controle de

gualidade.

4.2.6.3Anélise dos Testes de Sensibilidade

Os resultados obtidos pelos testes de sensibiliaidm interpretados de acordo com
os padrbes apresentados pela Clinical and Labgré&tandards Institute (CLSI, 2011)
(Tabela 5).
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Tabela 5.Critérios de interpretagdo dos testes de suschgdithe aos antibidticos parh
influenzae.

Critérios interpretativos do teste de disco difusdo

o . Diametro do halo de inibicdo (mm)
Agente antimicrobiano

S I R
Ampicilina > 22 19-21 <18
Amoxacilina — Acido clavulanico > 20 <19
Cloranfenicol >29 26-28 <25
Ceftriaxona > 26
Sulfametoxazol — Trimetoprim >16 11-15 <10
Ciprofloxacina >21
Meropenem > 20
Azitromicina >12
Rifampicina >20 17-19 <16

Critérios interpretativos para CIM

o ) Concentragdo de antibiotico (ug/mL)
Agente antimicrobiano

S I R
Ampicilina (Macrodiluicao) <1 2 >4
Sulfametoxazol — Trimetoprim (Etest) <0,5 1-2 >4

CIM: Concentracao Inibitéria Minima; S: Sensiveltntermediario; R: Resistente
Fonte: CLSI, 2011.

4.2.6.4Pesquisa d@ -lactamase

O método utilizado para a pesquisa fle-lactamase foi o da cefalosporina
cromogénica descrito por O Callaghan e colaborad¢i®72), utilizando-se nitrocefina
(Oxoid). Esse método consiste na inoculacdo daascepe apresentaram resisténcia a
ampicilina em placa com o meio HTM (fazendo-se wpot), posterior incubacao dessas
cepas por 24 h e adicdo da nitrocefina no cres¢ommicrobiano obtido. A observacdo da
coloracao avermelhada posterior a reacéo das cepaa nitrocefina indica positividade para
ap —lactamase. As cepas ATCC 29283 qureus=  -lactamase positiva), ATCC 25923, (

aureus= B-lactamase negativa) e uma cepa de Hi de isoldadicaldo Setor de Vacinas Hib,
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classificada com@-lactamase positiva, foram utilizadas para o coatae qualidade do

ensaio.

4.3 CARACTERIZACAO GENOTIPICA

4.3.1 Extracéo e purificacdo do DNA gendmico

Foi utilizado o DNA gendmico para os procedimentosleculares deste trabalho.
Apos o cultivo da cepa de Hi em meio de agar clabeduplementado, uma alca (ll0 da
cultura foi utilizada para a extracao e purificad@DNA seguindo as etapas do protocolo do
DNeasy Blood & Tissue Kit (250) (Qiagen Inc.ValemciCalif.). Apdés a extracdo e

purificacdo, o DNA foi estocado a -20°C.

4.3.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.3.2.1Confirmacéo do género, espécie e da presenca drikzp

A confirmacédo do génerblaemophilusfoi obtida amplificando-se um segmento de
DNA do gene codificante da proteina P6, que estalitada na membrana externa, e é
comum a todos os tipos thaemophilus influenzaeitilizando-se os iniciadores P6-F e P6-R.
A confirmacéo de espécie e da presenca de camswatida amplificando-se um segmento
do genebeXA utilizando-se iniciadoresHI-I1 e HI-Il. Ambos os pares de iniciadores foram
descritos por van Ketel e colaboradores (1990) (RREC), e os resultados foram obtidos

através da realizacdo de PCR multiplex, de acavdoa protocolo a seguir (Tabela 6).
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Tabela 6.Protocolo da PCR multiplex para confirmagéo
de género, espécie e presenca de capsuldh émfluenzae

Reacdo com 25uL por amostra.

Reagentes [ ] Final
H,0
Master Mix (Promega) 1X
Hi-1 2,0 pmols
- Hi-2 2,0 pmols
Iniciadores
P6-F 1,2 pmols
P6-R 1,2 pmols
DNA extraido
Programa
Temperatura (°C)  Tempo (min) N° de ciclos
95 5
95 1
55 1 40
72 2
72 10

4.3.2.2Confirmacao do tipo capsular de Hi

A confirmacao do tipo capsular foi obtida amplifida-se um segmento de DNA da
regido Il do geneap (ANEXO C) de acordo com Falla e colaboradores 4)9Para isso,
utilizou-se a PlatinumTagq DNA Polymerase (Invitrogen) de acordo com o proloc

apresentado na Tabela 7.



Tabela 7.Protocolo da PCR para confirmacéo do tipo capsular

deH. Influenzae

Reacdo com 25uL por amostra.
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Reagentes [ ]Final
H,0
MgCl, 8,0 mM
Tampao 1X
dNTPs (Mistura) 0,4 mM (cada)
Iniciadores Tipo - F 2,0 pmols
Tipo -R 2,0 pmols
Tag Polimerase 05U
. uantidade
DNA extraido %ecesséria
Programa
Temperatura (°C) Te”.”po N° de ciclos
(min)
94 7
94 1
60 1 35
72 1
72 10

4.3.2.3Andlise dos produtos gerados pela PCR

Os produtos gerados pelas PCRs foram analisadogeknte agarose a 1% (Sigma
Aldrich, MO, USA) adicionado de 0,5 pg/mL de bromete etideo. A visualizacdo e
documentacdo dos géis foram realizadas sob luavidteta em equipamento ImageQuant
300 (GE Healthcare Life Sciences).

4.3.3 Macrorestricdo do DNA e Eletroforese em Calgtrico Pulsado (PFGE)

As técnicas da Macrorestricdo do DNA e PFGE foraalizadas adptando-se os

protocolos descritos por Curran; Hardie; Tower @)39Soares e colaboradores (1993).
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4.3.3.1Amostras bacterianas

Todas as amostras bacterianas deste estudo (rer@6) titilizadas para avaliacdo do
polimorfismo genético. Além delas, foram incluidisas cepas do Estado de Pernambuco
(Hib e Hib) e uma ATCC 10211 (Hib) para fins de comparacé&oeesstas cepas com as
demais do Rio de Janeiro.

A extracdo do DNA para a técnica de PFGE iniciowzeen cultivo das cepas
estocadas em criotubos, em placas contendo ageolat® (base de agar Mueller-Hinton -
OXOID, aquecida a 70°C e adicionada de 10% de saagtéril e desfibrinado de cavalo),
enriguecido com 1% de Suplemento VX (Laborclin J.LBs placas foram incubadas a 37°C
em 5% de C@por 18 a 24 horas.

5.3.3.2Preparacdo do DNA cromossomico

Uma suspenséao bacteriana foi preparada utilizaagapsoximadamente %2 algcada (10
uL) de cultura bacteriana em 300 de tampao PIV (Tris 10 mM + NaCl 1M pH 8.0). Apos
trés lavagens (centrifugacédo a 12.000 g / 4'),urostse a suspensao bacteriana (30D
com 300uL de agarose (Nusieve GTG BMAJe forma que a concentracédo final ficasse a
2,5%. Apos solidificagdo, a agarose foi fatiada memuenos discos (x 1 mm de espessura)
chamados delugs os quais foram incubados em tampao de lise EQi¢&o Tris 6,0 mM
pH 8,0 + NaCl 1 M + EDTA) contendo lisozima (1 mg)nsem RNAse, a 37° com agitacao
lenta,overnight Apds esse tempo, ptugsforam incubados em tampé&o ES (EDTA 0,5 M pH
9,0 + sarcosil 1%) com proteinase K (0,1 mg / naL»0°C por 48 h. Na etapa final, pags
foram lavados (seis lavagens de 30 min a 37° catacag) utilizando-se tampao TE (Tris-
HCI 0,01 M pH8,0 + EDTA dissddico 1 mM pH 8,0) éceados em geladeira (4 — 8°C).
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4.3.3.3Restricao e Eletroforese dos fragmentos de DNA

O DNA contido em cadalug foi digerido com a enzim&ma (20 Ul - Biolabs) a
25°C por * 18h. ApGs esse tempo, aplicou-se endgelgarose a 1%, uma fina porcdo do
peso molecular Lambda DNA Ladder (50-1000 Kb), stot anterior as amostras e no
posterior as mesmas. Aplicou-se, entdo, o DNA eéasa<x digerido e realizou-se a corrida de
PFGE utilizando-se como tampéo, TBE 0,5 X (TrisBotEDTA). O aparelho especifico
para esse procedimento foi o “CHEF-DR 1l SystefiofRad, Richmond, CA EUA) os
parametros utilizados se encontram no protocolaliela 8.

Tabela 8.Protocolo de corrida do gel de eletroforese.

Parametros de corrida

Pulso inicial: 1s Voltagem: 6V/cm
Pulso final: 26s Angulo: 120°C
Tempo de corrida: 26h Tempertura: 12°C

5.3.3.4Visualizacdo e analise dos perfis de fragmentaga®DNA

Apods a eletroforese os fragmentos em gel de agémome corados com brometo de
etidio (10mg/mL) por 30 minutos e descorado em &guex night A visualizacdo e
documentacdo foram feitas sob luz ultravioleta emuipamento MiniBis Pro:
Fotodocumentador para Fluorescéncia UV e Luz bréDbiR).

A analise dos gendtipos e a subsequente confea@aehdogramas, foi realizada
através do programa BioNumerics versdo 6.6. A dgftcn de um gendtipo de PFGE foi
baseada em um ponto de corte de similaridadgDéte (coeficiente de Dice representado por
UPGMA, 1,0% de otimizagdo e 1,0% de tolerancia).
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DOS PACIENTES

As informacdes sobre os pacientes de onde as depa® isoladas, como, por
exemplo, sexo e idade, ndo puderam ser obtidagratweente pela dificuldade de se
conseguir esses dados no setor laboratorial dgsithiss Dos 96 pacientes, 78 (81,25%)
tiveram o sexo identificado, sendo que destes 8G30) tiveram infec¢des invasivas e 48
(61,54%) nao invasivas. Nas duas situacdes (doewesiva e ndo invasiva) o numero de
individuos do sexo masculino foi ligeiramente mamm uma diferenca de seis pacientes
(Tabela 9).

Tabela 9.Distribuicdo do sexo entre as doencgas invasivaoeanvasivas
causadas pdil. influenzae

TIPO DE INFECCAO

SEXO
Invasivas (n=30) Na&o Invasivas (n=48)
Masculino (%) (n=18) 60% (n=27) 56,25%
Feminino (%) (n=12) 40% (n=21) 43,75%

Em relacéo a idade, esse dado foi obtido somemge5825% (54/96) dos pacientes
(32 com doencgas invasivas e 22 nao invasivas)udiogindo, desta forma, esta andlise.
Entretanto, as inform¢des obtidas mostraram quaedes| que tiveram doencgas invasivas, 26
81,65% (26/46) eram criancas, cuja grande maidfi®8% (23/26) possuia menos que cinco
anos de idade. O numero de adultos com doencasivageoi baixo, somente seis (18,75%),

cuja maioria (5/6) apresentava idade maior quends é-igura 10).



Figura 10. Gréfico da distribuicao da idade em pacientes coemgas
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N&o foi possivel obter dados sobre vacinacdo dasmgas que tiveram doencas

causadas por Hi sobretudo, invasivas (n=26). Pof@grendo uma estimativa pela idade que

tinham, e o ano da introducdo da vacina conjugadidra Hib no Programa Nacional de

Imunizacao (PNI), 17 dessas criangas (61,53%) astam idade de terem recebido a vacina.

Em relacdo aos pacientes acometidos de doencasva®ivas, cinco (22,72%) eram

criancas, um era adolescente, 14 (63,64%) eranhoadeildois (9,09%) eram adultos que néo

tiveram a idade identificada. Trés criancas perten@ faixa etaria abaixo de trés anos, duas

tinham idade entre 5 e 10 anos, e um adoslescemeld anos. No entando, os dados

referentes as idades dos adultos foram bastangesds; tendo as idades variado de 19 a

77anos (Figura 11).

Figura 11. Gréfico da distribuicdo da idade em doencas naasimas causadas pir

influenaze(n=22).
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5.2 MATERIAIS CLINICOS

As cepas invasivas (n=46) utilizadas nesse estodonf isoladas de cinco tipos de
materiais clinicos: liquido cefalorraquidiano (LCRRangue, lavado broncoalveolar (LB),
liquido pleural (LP), fragmento de osso (FO), emoas cepas ndo invasivas (n=50) foram
isoladas apenas de secrec¢do traqueal (ST) e escarro

O material clinico de onde foi isolado Hi com mdi@quéncia nas doencas invasivas
foi 0 sangue (n=21/46), seguido de LB (n= 12/46).dwtanto, em doencas néo invasivas, a
diferenca no nimero de ST (n=29) e de escarro (nfe2felativamente pequena (Figura 12).

Figura 12. Grafico de distribuicdo dos materiais clinicosizditios para
isolamento déi.influenzaeem doencas invasivas (n=46).
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5.3 CONFIRMAGCAO DA IDENTIFICACAO DAS CEPAS

A confirmagdo da identificacdo das cepas utilizadesse estudo foi realizada por
métodos fenotipicos, bioquimicos e moleculares.r&élacéo ao fenotipo das cepas, além da
morfologia celular e colonial foram observadas eessidade dos fatores de crescimento V e
X, e a formagdo de hemolise em sangue de cavala €&ssas duas caracteristicas, 0s
resultados foram condizentes com a espécimfluenzae Nenhuma das cepas foi capaz de
crescer em meio com auséncia de sangue, ou séf, délas foram dependentes dos fatores

V elou X para seu cresciemento. Além disso, nenhdetas foi produtora de hemolise do
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tipo B em sangue de cavalo, que é uma caracteristidd. deemolyticus utilizada para
diferenciar Hi deH. haemolyticus

As provas de fermentacdo da glicose, sacarose, Smaeolactose tiveram como
resultado somente a fermentacdo da glicose pos tiglaepas, ou seja, 100% das cepas foram
capazes de fermentar somente a glicose, confirmarad® uma vez a identificagcdo dessas
comoH. influenzae.

O método molecular utilizado para confirmacéao doegé e espécie foi a amplificacéo
do segmento de DNA do gene codificante da protethaela reacdo de PCR. Os resultados
obtidos também confirmaram as cepas como sendspiieH. influezae visto que 100%
delas apresentaram amplificagdo para o segmento P6.

Figura 13. Gel demontrativoda PCR multiplex para confirmacao gfnero, espécie e
presenca de capsula Heinfluenzae

Hi (343 bp)
P6 (273 bp)

Linha 1: Padrdo de Tamanho Molecular; Linha 2: ATGZ11 (Hib/Controle Positivo);
Linha 3: P2823 (Hia); Linha 4: P2482 (Hib); LinhaP2597 (Hic); Linha 6: P2481 (Hif);
Linha 7: P2480 (HiNT); Linha 8: Controle Negativo.

5.4 BIOTIPIFICACAO

As 96 cepas desse estudo foram distribuidas entdssisito biotipos descritos para
Hi, dentre os quais estdo incluidos os biotipodt, IJIl, 1V, V, VI. Dentre os biotipos

anteriormente citados os biotipos prevalentes fdiati e | (Figura 14).
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Figura 14. Grafico dos diferentes biotipos encontrados nodes(on=96).
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Em relacdo as cepas invasivas, foram observadossesgantes de quatro dos oito
biotipos (I, I, Il e IV), com o predominio do Hipo Il (n=21) seguido do | (n=14) (Figura
15). A maioria das cepas do biotipo Il foi isolatkasangue e LCR, enquanto que as cepas de
biotipo | foram predominantemente isoladas de sarguB (Tabela 10).

Figura 15. Gréfico de distribuicao dos biotipos em cepas iiveasdeH. influenzagn=46)
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Tabela 10.Distribuicao dos biotipos por material clinico epedgas invasivas
causadas pdil. influezae

Biotipos obtidos em cepas

Materiais clinicos invasivas (n=46)
I Il 1] \Y
Liquido cefalorraquidiano 3 4 0 1
Sangue 6 14 1 0
Lavado Broncoalveolar 4 1 6 1
Liquido Pleural 1 1 2 0
Fragmento de Osso 0 1 0 0
Total 14 21 9 2

As cepas néo invasivas apresentaram maior diveesidispondo de representantes de
seis dos oito biotipos para Hi (I, II, 111, 1V, WI). Os biotipos que prevaleceram neste caso
foram o Il (n=18) e o lll (n=17) (Figura 16).

Figura 16. Grafico de distribuicdo de biotipos em cepas
ndo invasivas del. influenzagn=50).
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Com relacéo ao biotipo I, 0 nimero de cepas isdate ST e escarro, foi de dez e

oito respectivamente. Enquanto o biotipo Il fotidb de cepas de ST (n=15) (Tabela 11).
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Tabela 11.Distribuicao dos biotipos por material clinico eoedcas nédo invasivas
causadas pdi. influenzae

Biotipos obtidos em cepas nao invasivas (n=50)
I Il 1] v Vv VI

Materiais clinicos

Secrecao Traqueal 1 10 15 2 1 0
Escarro 6 8 2 1 3 1
Total 7 18 17 3 4 1

5.5SOROTIPIFICACAO POR SOROAGLUTINACAO E PCR

Os sorotipos encontrados pela sorologia foram taowdirmados pela PCR, no

entanto sete cepas apresentaram poliaglutinagéy sglutinado para trés ou mais antisoros.
Estas amostras, entdo, foram consideradas NT petdogia e tiveram essa classificacdo
confirmada pela PCR. Todas as cepas encapsuladeseaiaram amplificacdo do segmento

da regido | (confirmacado da espécie) e Il (confgamado sorotipo) do gemmap. Aquelas que

nao amplificaram para os dois segmentos suprasit@dam consideradas HINT.

Entre as 96 amostras desse estudo foram encantBad@B4,37%) cepas HINT e 15

(15,63%) cepas encapsuladas, as Ultimas incluingdra dos seis sorotipos capsulados

(a,b,c,f) (Figura 17).

Figura 17. Gel da PCR para confirmagdo de sorotipos, contardd cepas encapsuladas
encontradas nesse estudo.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 .24

W e

Linha 1: Padrao de Tamanho de Peso Molecular; L3na&@: Cepas clinicas Hia (250 bp);
Linhas 10 a 16: Cepas clinicas Hib (480 bp); LihBaCepa clinica Hic (250 bp);

Linhas 22 e 23: Cepas clinicas Hif (450 bp); LinRa8, 18 e 21: Controles positivos
(ATCC 9006/Hia, ATCC 10211/Hib, ATCC 9007/Hic e AT®833/Hif).
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Em relagcdo as cepas encapsuladas, 93,33% (14/i&n ftsoladas de doencas
invasivas, cujo LCR foi o material clinico de oraleaior parte foi obtida. O sorotipo b foi o
mais prevalente (7/15), seguido do sorotipo a (5/fL&/15) e ¢ (1/15), sendo cinco cepas
Hib provenientes de LCR. As cepas nao-tipaveisnfiopgovenientes de sitios invasivos
(n=32), cuja maioria foi originaria de materiaisra sangue e LB, e n&o invasivos (n=49).
N&o foram encontradas cepas mutantes deficientegmiila tanto Hibquanto Hiaentre os

isolados desse trabalho (Tabela 12).

Tabela 12.Distribuicao dos sorotipos por material clinico @oencas invasivas causadas
por H. influenzae

Material Clinico Sorotipos Total
a b C f NT

Liquido Cefalorraquidiano 2 5 0 0 1 8
Sangue 1 1 0 1 18 21
Lavado Broncoalveolar 0 0 1 1 10 12
Liquido Pleural 0 1 0 0 4
Fragmento de Osso 1 0 0 0

Total 4 7 1 2 32 46

Em relacdo as cepas invasivas com informacéo dake,idéb% (24/32) foram cepas
NT, em todas as faixas etarias. As cepas encapsutagram maior nimero na faixa etaria

de criancas menores que cinco anos (n=6), tendoredominio de Hia (Tabela 13).
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Tabela 13.Distribuicdo dos sorotipos por idade em doencgas
invasivas causadas pdr influenzae

Idade Sorotipos Total
a b f NT
<5 anos 4 2 0o 17 23
> 5 anos 0 0 1 1 2
Crianca indeterminada O 0 0 1 1
< 65 anos
> 65 anos 0 0 0 3 3
Total 4 2 2 24 32

Entre as 17 criancas com a possibilidade de teronvacinadas contra Hib devido a
faixa etéria, 11 (64,70%) tiveram doenca invasigasada por HINT, e as demais (n=6),
doenca causada por Hia (n=4) e Hib (n=2).

Entre os isolados de doencgas nao invasivas somentepresentante foi encapsulado.
Essa cepa foi isolada de uma secrecéo traquealigefdificado como sendo do sorotipo a.
As demais cepas nao invasivas (n=49) foram do rigom encapsulado e foram isoladas de
ambos o materiais clinicos (secrecao traquealaredc

Com relagcdo ao periodo de estudo (2000-2012) obses® uma mudanga na
predominancia dos sorotipos, principalmente coracés as cepas invasivas. Nos primeiros
anos da era pos-vacinal, apés 1999, o numero decibés invasivas causadas por Hib foi
bem maior que as causadas pelos sorotipos nao entémto, no final do periodo desse
estudo, observou-se uma predominancia dos sorotiposb, para 0s quais nédo existem

vacinas (Figura 18).
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Figura 18. Gréfico de variagao dos sorotipos em doencgas vassi
causadas pdH. influenzaeno periodo de 2000-2012.
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Relacionando-se os sorotipos com 0s biotipos, vasers que as cepas encapsuladas
foram predominantemente do biotipo | (7/15), comcaoi cepas do sorotipo b e duas do
sorotipo f; seguido do biotipo Il (6/15), com quatepas do sorotipo a, uma do sorotipo b e

uma do sorotipo c. As cepas ndo-tipaveis foramseanmaioria, dos biotipos Il (33/81) e llI

(26/81) (Tabela 14).

Tabela 14.Correlacdo entre os sorotipos e biotipos
deH. influenzaeencontrados neste estudo.

Sorotipos Biotipos
I nmu v v Vi

a 0 4 0 O 1 0

b 5 1 0 1 0 0

c 0 1 0 0O O 0

f 2 O 0 oO 0O O

NT 14 33 26 4 3 1
Total 21 39 26 5 4 1

5.6 RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Em relacdo aos testes de sensibilidade aos atdsoutilizados (ampilicilina,

amoxacilina-acido clavulanico, cloranfenicol, ceftona, meropenem, sulfametoxazol-
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trimetoprim, ciprofloxacina, rifampicina e azitrazma), houve resisténcia somente a dois
desses farmacos: ampicilina (AMP) e sulfametox&aoletoprim (SUT).

Das 96 cepas testadas pelo método de difusdo em 24Q#28,13%) apresentaram
resisténcia, sendo quatro (4,17%) a AMP, quatrb7) a AMP e SUT, e 19 (19,79%) a
SUT. Além das resistentes, duas (2,08%) cepas for@mmediarias a AMP e quatro (4,17%)
intermediarias a SUT, por este mesmo método.

Todas as cepas que foram resistentes a ampiciiltarpétodo de difusdo em agar
(n=8) foram resistentes também na determinacaooti@entracao Inibitéria Minima (CIM).
Elas apresentaram CIM > 64ug/mL o que confirma essd@tado. Porém, as duas cepas que
foram intermediérias para esse antibidtico ndosamtaram a mesma classificacdo com a
CIM. Uma apresentou CIM = 8,0ug/mL, o que a caradecomo resistente e a outra
CIM=1,0ug/mL, 0 que a caracteriza como sensivebéleals).

As cepas resistentes e intermediérias em relagéopécilina foram testadas quanto a
producdo de-lactamase. Apenas as duas cepas intermedidra® foegativas para o teste.
As demais (n=8) apresentaram-se positivas confidmanproducado dessa enzima por estas
cepas, como mecanismo de resisténcia a ampicilina.

Em relacdo ao SUT, também foi realizado o testeCt para as cepas que
apresentaram resisténcia no teste de difusdo em@gaparando-se os resultados dos dois
testes observamos algumas incompatibilidades. Bag2as que apresentaram resisténcia ao
SUT no primeiro teste, 21 (91,30%) confirmaram essadicdo. Porém duas das cepas que
foram resistentes no teste de difusdo em agareapgegam-se intermediarias no teste da CIM,
ambas com concetragdo inibitéria minima igual qu8/eL. Além disso, as quatro cepas
intermediarias no teste de difusdo em &gar, ne téat concentracdo inibitdria minima,
apresentaram: CIM de 6,0pg/mL (uma), 12pug/mL (uen@M > 32ug/mL (duas), o que as

caracterizam como resistentes ao SUT (Tabela 15).

Tabela 15.Resisténcia das cepastdeinfluenzaeaos antibiéticos
ampicilina esulfametoxazol — trimetoprim.

o Disco difusao CIM
Antibidticos
R I S R I S
AMP 8 2 86 9 87
SUT 23 4 69 25 2 69

CIM: Concentracgao Inibitéria Minima; S: Sensivelintermediario
R: Resistente; AMP: ampicilina; SUT: sulfametoxazdtimetoprim.
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Levando-se em consideracdo a CIM, que é uma téqueatitativa, observou-se
maior nimero de cepas resistentes em isoladostide séo invasivos (cinco resistentes a
AMP e 19 resistentes a SUT) do que em cepas imggiuatro resistentes a AMP e seis
resistentes a SUT) (Tabela 16).

Tabela 16.Diferenca entre o niUmero de cepas, invasivas énasivas, resistentes aos
antibioticos pela concentragédo inibitéria minima.

o Invasivas (n=46) N&o invasivas (n=50)
Antibioticos
R I S R I S
AMP 4 42 5 45
SUT 6 2 38 19 31

S: Sensivel; I: Intermediario R: Resistente; AMRp&ilina; SUT: sulfametoxazol — trimetoprim.

Quanto a resisténcia microbiana nos hospitais,daitoonze instituicbes que enviaram
amostras, apresentaram cepas resistentes. Degs@ba @om maior porcentagem para a
resisténcia bacteriana, como também com o maioeraige cepas enviadas, foi 0 Hospital
Federal Cardoso Fontes (Tabela 17).
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Tabela 17.Resisténcia encontrada nos Hospitais.
AMP SUT
R | R I

Hospitais

IEISS! (n=12) 0% 0% 833% 0%

IFF?(n=23) 8,70% 0%  26,09% 0%

Perinatal® (n=6) 16,66% 0% 0% 0%

HEGV* (n=7) 0% 0% 28,58% 14,29%

HFCF® (n=24) 16,67% 4,17% 37,50% 8,33%

HMLI®(n=10) 10% 0%  20% 0%

HMMC ’ (n=3) 33,33% 0% 0% 33,33%

CSNSC (n=7) 0% 0,0% 28,57% 0,00%

! Instituto Estadual de Infectologia S&0 Sebastfaastituto Nacional
Fernandes Figueird Perinatal * Hospital Estadual Getulio Vargas
® Hospital Federal Cardoso Fonte$ Hospital Municipal Lourenco

Jorge
" Hosnital Municinal Miauel Cout: 8 Casa de Saitide Nossa Senhor:

5.7 MACRORESTRICAO DO DNA E ELETROFORESE EM CAMPOLETRICO
PULSADO (PFGE)

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cro@osso das 96 cepas por PFGE
evidenciou uma grande diversidade genética. Foratidas 41 genotipos oclusters cujos
pulsotipos foram nomeados de Al a T2 (gendtipo chras ou mais cepas) e AAl a
AX1(gendtipo individual), considerando-se uma samiade superior a 80 (Figura 19)

Os gendtipos prevalentes foram: A (11 cepas), Bc€has), C (sete cepas), D (cinco
cepas), E (cinco cepas) e F (cinco cepas). Porgergendtipos compostos por duas ou uma
cepa foram os mais frequentes (Figura 19).

O gendtipo A, apresentou em sua maioria cepasiwasafn=7), mas também incluiu
cepas nao invasivas (n=4). Nesdester houve o predominio do biotipo Il (n=10), sendo
apenas uma cepa do biotipo I. Esse gendtipo tandpEesentou oito cepas com 0 mesmo

pulsotipo (Al), sendo sete invasivas, proveniedtesnesmo hospital, com o mesmo biotipo
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(I1), isoladas em 2000 e 2001, e uma cepa naoivevadsmbém com o biotipo Il e isolada em
2006 (Figuras 19 e 20).

O genotipo B apresentou uma diversidade maior, @gpas HINT possuindo biotipos
Il (n=6) e Ill (n=4). Todas as cepas desse clustam nao invasivas. (Figura 19).

Os gendtipos D e F também incluiram apenas cepadipé@veis. O primeiro com
guatro cepas nao invasivas e uma invasiva, todasocbiotipo Ill e segundo com trés cepas
nao invasivas e duas invasivas, todas pertencaatemtipo | (Figura 19).

A maioria das cepas encapsuladas, pertencentesesmansorotipo, ficou agrupada
em um mesmaluster(genétipos C, E e T). Porém, trés cepas do sarbtp uma do sorotipo
a, apresentaram-se fora de selusters

As cepas Hia formaram o gendétipo E, junto com ueacHINT. Trés das quatro
cepas do sorotipo a apresentaram perfis idéntalsdtipo E1) e a outra cepa do mesmo
sorotipo incluida nestelusterapresentou a auséncia da primeira banda e o apardo de
duas bandas abaixo. Todas as quatro cepas Hiaqenden ao biotipo Il.

As cepas encapsuladas do sorotipo b (genoétipo @€saptaram-se mais heterogéneas
do que as do sorotipo a, incluindo cinco pulsotiff@k a C5). Vale ressaltar, que o pulsotipo
(C1) das duas cepas de Pernambuco, Hib e fbiilo mesmo que de uma cepa do Rio de
Janeiro (Figura 19).



Figura 19. Dendograma das 96 amostras clinicas utilizadastmlo.
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Figura 20. Perfis de fragmentacdo em amostrasidafluenzae
apos a digestdo com a enziBmd e PFGE.
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Em relacdo as cepas que apresentaram resistérampiilina e produzirang-
lactamase, apenas um genotipo (W) apresentou dpas,accom uma similaridade de 80%. As
cepas desteluster foram provenientes do mesmo hospital, foram isdaib mesmo ano e

apresentaram o mesmo biotipo (lll) (Figura 21).

Figura 21. Dendograma das cepashdeinfluenzaeque foram positivas para a producagdactamase.
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6 DISCUSSAO

Poucos trabalhos sobre a situacdo atudaksmophilus influenzakpo b e dos outros
sorotipos tém sido publicados no Brasil (DE ALMEIRAal, 2005). Exemplo dessa situagéo
é a falta de dados sobre este agente infecciodbstamlo e Municipio do Rio de Janeiro.
Dessa forma, o objetivo desse estudo foi obter gjadtvavés de meétodos fenotipicos e
moleculares, sobre cepas de Hi circulantes no Npioicddo Rio de Janeiro, utilizando-se
amostras de quadros infeciosos isoladas no peded@®00-2012 (doze anos de utilizacdo da
vacina no Brasil).

Foram estudadas 96 cepas (46 invasivas e 50 n&sivag), as quais foram
provenientes de 11 hospitais com caracteristicas atBndimento variadas e com
representantes dos trés niveis governamentaisrgfe@dstadual e municipal), bem como de
unidades privadas. Desses hospitais, quatro sasidevados Nucleos Hospitalares de
Epidemiologia (NHE) do Estado do Rio de Janeirst{iato Estadual de Infectologia Séo
Sebastido, Hospital Estadual Getdlio Vargas, Habkjiistadual Carlos Chagas e Hospital
Municipal Miguel Couto) (BRASIL, 2009). O Institut&cstadual de Infectologia Sao
Sebastido (IEISS) sempre foi referéncia no Estad®id de Janeiro para o atendimento de
pacientes com doencas infectocontagiosas, como aingie. Segundo Noronha e
colaboradores (1997), dos casos de meningite @es @l etiologias notificados diariamente a
Coordenacéao de Programas de Epidemiologia da Searbtunicipal de Saude (RJ), cerca de
dois tergos foram diagnosticados e tratados noSER®rém, hoje este cenario foi alterado. O
IEISS estad desativado e suas atividades como nefar&stadual das meningites foram
assumidas pelo Instituto Noel Nutels.

Encontramos dificuldades na obtencéo de informagbbse 0s pacientes de onde as
cepas foram isoladas como, por exemplo, sexo esidastas ndo puderam ser adquiridas
integralmente pela dificuldade de se conseguirsedados no setor laboratorial dos hospitais,
pois infelizamente ndo se encontram facilmenteadisgeis. Dos 96 pacientes, em 78 o dado
sobre sexo foi obtido, sendo que destes 30 forametdos por infec¢des invasivas e 48 nao
invasivas. Nas duas situagcfes (doenca invasiva énmdsiva) a porcentagem de individuos
do sexo masculino foi maior do que a do sexo femincom uma diferenga de seis pacientes
em ambos os casos. Varios estudos, com difereriesdagens, tém mostrado uma
prevaléncia do sexo masculino em relacdo ao femim doencas causadas pdr

influenzae porém os trabalhos apenas mostram os dados ¢agdgeao sexo predominante,
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mas ndo explicam se h4 um motivo para essa difemggulnerabilidade do sexo masculino
para doencas causadas por esse agente bacterid@dl@ et al, 2004; TSANG et al, 2007;
KASTRIN et al, 2010; LOWTHER et al, 2012; LACHTERMIER et al, 2013).

Em relacéo a idade, este dado foi obtido em 54ptes, sendo que destes, 32 tiveram
doencgas invasivas e 22 nao invasivas. Daquelestigeram doencas invasivas, 26 eram
criancas (maioria com idade < 5 anos) e seis eltos, cuja maioria apresentava idade >
55 anos. Os nossos resultados em relacdo as idadestradas em doencas invasivas na era
pos-vacinal ndo condizem com os dados apresenpatksnaioria dos trabalhos que abordam
0 mesmo tema. Nesses estudos, no periodo posdvagimaaior incidéncia das doencas
invasivas tém ocorrido em adultos > 65anos, segdieacriancas menores < 5 anos
(DWORKIN; PARK; BORCHARDT, 2007; SHUEL et al, 201\ADAM, et al, 2010;
GIUFRE et al, 2011; LIVORSI, et al, 2012. Sugerimos, puida que essa contradicdo em
nossos resultados seja devido ao baixo nUmerodiet@sa com a informagéo da idade. Além
disso, 11 das cepas invasivas foram provenientelBodpitais exclusivamente pediatricos
(Instituto Fernandes Figueira, Instituto de Pudiica e Pediatria Martagdo Gesteira e
Perinatal) o que pode ter causado uma selecaadaadass, e por isso ocasionado o aumento do
namero de doencas invasivas em criancas < 5 anodmP Zanella e colaboradores (2011)
encontraram, no Brasil, 507 cepas provenientesidegas com < 5 anos, em 753 isolados de
meningite por Hi no periodo de 2000-2008 (pos-\algim que reforca nossos dados, mesmo
que incompletos.

No que diz respeito aos pacientes que tiveram @senéo invasivas, seis foram
criangas (trés < 3 anos), 16 foram adultos e a@o&i adultos com idade nao identificada. Os
dados referentes as idades dos adultos foram basti&ersos, tendo as idades variado de 19
a 77 anos, com a maior porcentagem estando emarnd¥) Qin e colaboradores (2012), ao
estudarem cepas de todos os 37 pacientes diagmsicom infec¢cdes do trato respiratorio
adquiradas em comunidade na cidade de Shangai ina,&ncontrou entre estas, idades
variando de 17 a 99 anos, corroborando com os sodados. Essa situacdo pode ser
explicada pelo fato de que a pneumonia adquirideonaunidade (PAC), doenca causada em
sua maioria pelas cepas de Hi nao tipaveis (NThstiloi uma importante causa de
morbidade e mortalidade na populacéo, particularenda idosos e de pacientes portadores
de doencas crénicas (AGRAWAL; MURPHY, 2011; VAN WHEHS_ et al, 2011). Porém,
poucos estudos abordando as doencas nao invasiwsadas por Hi e a idade dos pacientes

tém sido publicados. Shuel e colaboradores (204fd)daram cepas de Hi provenientes do
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trato respiratério superior, porém a idade dosquaes com cepas ndo invasivas nao foi
informada aos autores.

As cepas invasivas utilizadas nesse estudo foraladiss de cinco tipos de materiais
clinicos: liquido cefalorraquidiano (LCR), sanguayado broncoalveolar (LB), liquido
pleural (LP) e fragmento de osso (FO), enquantoagueepas néao invasivas foram isoladas
apenas de secrecdo traqueal (ST) e escarro. Oiahatirico a partir do qual foi isolado Hi
com maior frequéncia nas doencas invasivas foingsg seguido de LB. No entanto, em
doencas néo invasivas, a diferenca no namero de (8329) e de escarro (n=21) foi
relativamente pequena.

Apés aintroducdo da vacina conjugada contra Hib, estdrecdo uma mudanca no
perfil das fontes de isolamento de Hi. NOs sugesigue essa alteracdo se deve ao fato de que
na era pré-vacinal, a doenca com maior incidénegiaaemeningite, e dessa forma o material
clinico que fornecia maior chance de isolamentocdosador da doenca era o LCR (DE
ALMEIDA et al, 2005; LANCELLOTI et al, 2008). Com wtilizacdo da vacina, houve uma
diminuicdo acentuada no numero de casos de memimggue diminui também, o nimero de
isolados de liquor. Varios trabalhos publicados téostrado o sangue como material clinico
de doencas invasivas com maior isolamentbl dafluenzag TSANG et al, 2007KASTRIN
et al, 2010; SHUEL et al, 2010; GIUFRE et al, 201MORSI, et al, 2012).

Em relacdo as cepas néo invasivas, as secreagesais e escarros foram escolhidos
para o presente estudo por serem provenientesy@maoria, de pneumonias. O niumero de
secrecdes traqueais (n=29) foi um pouco maior doajde escarro (n=21) e nOS sugerimos
que essa pequena diferenca ocorra devido ao fafgueecomo os materiais clinicos séo
provenientes de hospitais, supde-se que 0s pasiente estdo internados, estejam com
pneumonia grave. Estes muitas vezes sao intubadosjaterial clinico para identificacdo do
agente causador € a secrecao traqueal, coletadaruta de aspiracdo (ANVISA, 2004).

Apbés a confirmagdo da identificagdo realizada nospitais, as cepas foram
caracterizadas fenotipicamente, através da bim#igéo e sorotipificagdo. Quanto a
biotipificacéo, as 96 cepas desse estudo foramdiglas em seis (I, Il, IlI, IV, V, VI) dos
oito biotipos descritos para Hi, conforme tambénsoatrado por Shuel e colaboradores
(2010) em 125 isolados NT invasivos e ndo invasde$lanitoba / Canada. Porém, nossos
dados foram diferentes dos resultados encontramokgmcellotti e colaboradores (2008), os
quais ndo encontraram, entre 45 cepas isoladas anpi@as — SP, o biotipo Il, mas ao
contrario de nds, encontraram cepas do biotipo. Yéntre os biotipos anteriormente citados

o Il, lll e I, prevaleceram nesta ordem. De acocdm Saito, Umeda, Yoshida (1999), a
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maioria dos isolados de materiais clinicos perteam® biotiopos |, Il e lll, corroborando
assim, com 0s nossos resultados e com os resuli@ddEOIGANI e colaboradores (2011),
gue como nas, tiveram a prevaléncia dos biotioptslll em 38 cepas de Hi isoladas no Ira.
Lancellotti e colaboradores (2008) e Shuel e caotdmres (2010), diferentemente de nossos
resultados, encontraram prevaléncia dos biotipd¥ le VI e Il, 1l e V, nessa ordem,
respectivamente.

Em relacdo as cepas invasivas, foram observagossentantes de quatro biotipos (I,
I, Il e IV), com o predominio do biotipo Il seglo do I. Alguns estudos mostram que a
maioria das cepas invasivas sao incluidas no btlpe 1l (DE ALMEIDA, et al., 2005;
MOJGANI, et al., 2011), porém Lancellotti e coladbdores (2008) encontraram em cepas
invasivas os biotipos I, IV e V. Segundo Satolapier, Farley (2008), a relacdo entre biotipo
e patogenicidade tém atualmente produzido alguroaslusdes conflitantes, visto que esta
relacdo esti baseada em dados da era pré-vacidal cosorotipo b geralmente pertencia ao
biotipo | e era o principal causador das doengassinas.

As cepas nao invasivas apresentaram maior divelsidispondo de representantes de
seis (I, II, 11, 1V, V, VI) dos oito biotipos parBli, porém os dois biotipos prevalentes foram o
Il e Ill. Nossos resultados estdo de acordo conuldigacédo de Saito, Umeda, Yoshida
(1999), na qual os autores afirmam que esses b#8a0 0s predominantes em isolados de
nasofaringe. Satola, Napier, Farley (2008) tambélatam que a maioria dos isolados nao
invasivos eram no periodo pré-vacinal, do biotibcApesar dos nossos resultados, mesmo
utilizando cepas do periodo poés-vacinal, estarenaagedo com o que ocorria antes da
vacinacédo, Lancellotti e colaboradores (2008) mé&metraram cepas do biotipo Il entre seus
isolados néo invasivos, o que também pode caraatetima mudanca na relacdo entre
patogenicidade e o biotipo prevalente.

Os sorotipos encontrados pela sorotipificacao fai@hos confirmados pela PCR. No
entanto, sete cepas apresentaram poliaglutinagdmlo t aglutinado para trés ou mais
antissoros. Estas amostras foram entdo, considerddapela sorologia e tiveram essa
classificacdo confirmada pela PCR. Entre as 96 mawdesse estudo foram encontradas 15
(15,62%) cepas encapsuladas, incluindo quatro dissserotipos (a,b,c,f), e 81 (84,38%)
cepas HiNT.

Em relacdo as cepas encapsuladas, a maioria fad&sae doencas invasivas, cujo
LCR foi o material clinico de onde a maior parté dbtida; seguido de sangue e lavado
broncoalveolar. O sorotipo b foi o prevalente, sgégulo sorotipo a, f e ¢, sendo a maior parte

das cepas Hib, provenientes de LCR. Vale ressajter,a maioria das amostras sorotipo b
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esteve presente nos primeiros anos do periodo gmsal (2000-2002), enquanto que nos
altimos anos (2006-2012) houve grande predominis wolados encapsulados nédo b,
principalmente Hia. Este sorotipo foi isolado deiag sitios invasivos como LCR, sangue e
fragmento de osso (artrite séptica), assim comdéammostram Shuel e colaboradores
(2011), os quais obtiveram 98 cepas invasivas,csded do sorotipo a, isoladas de LCR e
sangue. Apenas uma cepa encapsulada foi isoladaahea ndo invasiva. Ela foi obtida de
uma secrecao traqueal e pertenceu ao sorotiponaellaiti e colaboradores (2008) também
encontraram uma cepa desse sorotipo causando pnieuemire as 45 cepas do seu estudo.

Nossos resultados estdo de acordo com publicagdeates do periodo pds-vacinal,
inclusive no Brasil, que mostram a emergéncia dostipos encapsulados ndao b em doencas
invasivas causadas por Hi. Ribeiro e colaborad¢28€3) chamaram a atencdo para a
emergéncia do sorotipo a ap6s a introducédo da aamim 1999. Da mesma forma, varios
autores encontraram entre suas cepas de estudoofid@a segunda maior causa de doencgas
invasivas entre o0s sorotipos encapsulados (DE AlDAE ket al., 2005, TSANG, et al., 2007;
LANCELLOTTI, et al., 2008; BENDER, et al., 2010; SHL, et al., 2010; ZANELLA, et al.,
2011). Porém, alguns trabalhos apontam para oigorbicomo sendo o segundo sorotipo
prevalente (DWORKIN, PARK, BORCHARDT, 2007; ADAMt al., 2010; KASTRIN, et
al., 2010; MOJGANI, et al., 2011; RESMAN, et alQ12; RUBACH, et al., 2011). Nossos
resultados mostram o sorotipo f como o terceirotgmw prevalente, estando de acordo com
Shuel e colaboradores (2011).

Ao relacionarmos 0s sorotipos com 0s biotipos, Mageos que as cepas encapsuladas
foram predominantemente do biotipo I, com cincoasego sorotipo b e duas do sorotipo f;
seguido do biotipo Il, com quatro cepas do sorcéipoma do sorotipo b e uma do sorotipo c.
A maioria das cepas do sorotipo b foi do biotipo ue esta de acordo com os dados do
periodo pré-vacinal (HARPER; TILSE, 1991; SAITO; BMA; YOSHIDA, 1999). Porém,
alguns trabalhos publicados na era pés-vacinal éaminostram o biotipo | sendo prevalente
nas cepas de Hib, concordando com o0s nossos sItBOUNG, et al., 2004; TSANG, et
al., 2007). Em relacdo ao sorotipo a, nossos sskdt corroboram com os de Tsang e
colaboradores (2007). Esses autores encontrarancepés Hia entre 122 isolados de
Manitoba no Canada (2000-2006) e todas pertencacabiotipo Il. Da mesma forma, quatro
das cinco cepas Hia encontradas nesse estuddsenmigesse biotipo.

Apesar dos dados incompletos sobre a idade, faiypesobservar que a faixa etaria
em que se teve maior numero de cepas encapsulaidasdé criancas menores que cinco

anos, tendo um predominio de Hia. Estes resultagafenciam uma provavel troca na
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epidemiologia de Hi, visto que no periodo pré-vaciHib era o sorotipo prevalente em
individuos < 5 anos com doencgas invasivas. Poréte, nessaltar que cinco pacientes que
tiveram doencas invasivas por cepas Hib nao tivesaisade fornecida, o que alteraria o
namero de cepas do tipo capsular predominante feagazsetaria, visto que duas dessas cepas
Hib foram provenientes de hospital pediatrico {totd Fernandes Figueira). Com relacdo aos
adultos, o Unico representante encapsulado foieHibj isolado de um adulto com < 65 anos.
(KASTRIN, et al., 2010; SHUEL, et al., 2010; RESMA&t al., 2011; LIVORSI, et al., 2012)

Entre as criancas com faixa etaria compativel &oirda vacinacdo contra Hib, 11
tiveram doenca invasiva causada por HiNT, e as derdaenca causada por Hia e Hib.
Devido ao fato de ndo termos tido acesso as a@stde vacinagdo das mesmas, ndo pudemos
afirmar que estas foram ou néo vacinadas. Fizedesta forma, uma estimativa pela idade
em que tiveram a doenca e 0 ano em que a vacinenfdsementada ao PNI. Assim, a
presenca de Hib em criancas que deveriam, pel&,dedsido vacinadas, pode levar a uma
suspeita de falha vacinal. Ribeiro e colaborad(@6€7) encontraram no periodo de cinco
anos apos o inicio da vacinacao, um Unico casah&Bcuja crianca recebeu as trés doses da
vacina conjugada contra Hib e mesmo assim contn&ningite por Hib. Em outros paises,
esses relatos tém sido feitos e essa € uma gpapoeupacdo com as vacinas hoje utilizadas
(RIBEIRO, et al., 2007; LOWTHER, et al., 2012; GREENBERG-KU{R, et al., 2012).

Nas cepas do Rio de Janeiro, que compdem estdhivabeio foram encontradas
cepas mutantes deficientes de capsula tantg ¢lilanto Hig as quais ndo aglutinam com os
seis antisoros para Hi encapsulados e também nglifieaam, em PCR, para a regido | do
locus cap, 0 que pode levar a uma identificagdo equivocadmi@ ao agente causador da
doenca. Porém, varios autores (LIMA, et al., 20M@JGANI, et al., 2010; GIUFREet al.,
2011) descrevem esse tipo de Hi e algumas pubbsag@ostram esses mutantes sendo
isolados ao mesmo tempo em dois materiais clinjsamgue e LCR) em um mesmo
individuo, junto com o seu sorotipo encapsuladque pode ser uma estratégia desse micro-
organismo para escapar do sistema imune do hospd@KUSU; NASH; INDERLIED,
2005). Em 2013, nés, do Setor vacinas conjugadasacélib do INCQS, publicamos um
caso como este com cepas provenientes de Pernangmiadas no periodo do presente
estudo (2000-2012) (CALDEIR/Aet al., 2013) (ANEXO D).

As cepas nao tipaveis representaram a grande maiesise estudo, sendo 32 cepas
NT isoladas de sitios invasivos e 49 de sitios ingasivos. O alto nimero de cepas NT
causando doencas invasivas no periodo pos-vacinglag&ado por inimeros trabalhds.

influenzaeNT, antes da introducdo da vacina conjugada catitvaera causador de doengas
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invasivas principalmente em idosos (VAN WESSELakt 2011). Apos a introducéo da
vacina conjugada contra Hib, HINT tem sido encaldreomo o maior causador desse tipo de
doenca, em todas as idades, sendo isolado de amatelfnicos como LCR, sangue, lavado
broncoalveolar e liquido pelural (DE ALMEIDA, et.al2005, DWORKIN, PARK,
BORCHARDT, 2007; LANCELLOTTI, et al., 2008; ADAM,tal., 2010; BENDER, et al.,
2010; RESMAN, et al., 2011; RUBACH, et al., 201 BNELLA, et al., 2011; LIVORSI, et
al., 2012).

Nossos resultados mostraram que houve um predomasacepas NT em todas as
faixas etarias em doencas invasivas, estando dedcaatesta forma, com os autores
supracitados. Van Wessel e colaboradores (201Enadram no periodo de 2001 a 2008 na
Holanda, uma alta incidéncia dessas doencas caugatdacepas NT em grupos de idade
especificos, como: recém-nascidos imediataments apdarto, pessoas idosas e pacientes
imunocomprometidos. De outro modo, em estudo ntedis Unidos (1999-2008), Livorsi e
colaboradores (2012) concluiram que doencas ineagor Hi ndo-tipavel estdo, atualmente,
associadas principalmente a adultos com doencamcasd Nossos resultados, no entanto,
mostraram o maior numero de doencas causadas pemiNimdividuos < 5 anos estando em
desacordo com o ultimo autor. Porém, além do ptesesiudo ter limitacdes relacionadas as
idades dos pacientes, como dito anteriormente atlcdpas invasivas foram provenientes de
hospitais exclusivamente pediatricos 0 que podecaessado uma selecdo nas idades nas
faixas etarias em doencas invasivas por NT também.

Em doencas nao invasivas a presenca quase quiedeotdiNT foi um resultado
esperado, na medida em que as cepas desse tipo fdeebh, em muitos casos, parte da
microbiota normal do trato respiratdrio superioralém disso, sdo grandes causadores de
pneumonia. Estes resultados sdo fortalecidos copulaigcacdes de muitos autores (SAITO,
UMEDA, YOSHIDA, 1999; LOUNG.t al., 2004; LANCELLOTTI, et al., 2008; MOGANI,
et al., 2010; QIN, et al., 2012).

Os biotipos encontrados em maioria nas cepas paweiis foram os biotipos Il e 1, o
que esta de acordo com o que Saito, Umeda, Yogh@9®9) afirmaram sobre isolados NT.
Além disso, nossos resultados também concordamlcamg e colaboradores (2007) em um
estudo em Manitoba e Shuel e colaboradores (2a#th)ocepas de British Columbia, ambos
do Canada, os quais acharam os biotipos Il e llprevalentes para as cepas HINT. Ao
contrario, Lancellotti e colaboradores (2008), mestrabalhando com cepas do Brasil,

encontraram entre os isolados de HINT os biotipo8I) IV, VI e VIII, sendo o biotipo IlI,
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entre esses, 0 em menor numero, estando em desaw@id uma vez, com 0S NOSSOS
resultados.

Em relacdo aos testes de sensibilidade, entrei@mds utilizados (ampilicilina,
amoxacilina/ac.clavulanico, cloranfenicol, ceftoaa, meropenem, sulfametoxazol -
trimetoprim, ciprofloxacina, rifampicina e azitraema), houve resisténcia somente a dois
desses farmacos: ampicilina (AMP) e sulfametoxaztsimetoprim (SUT). De acordo com
Mohdzain e colaboradores (2012), em muitas pamesiagndo, isolados de Hi resistentes a
antibioticosp-lactamicos sdo os mais relatados, seguidos plansetoxazol — trimetoprim, o
gue esta de acordo com esse estudo.

Os resultados para os testes de sensibilidade eapaesm diferenca quando se
comparou as cepas isoladas de doencas invasivaagwoladas de doencas ndo invasivas.
No total, oito cepas invasivas apresentaram resistépelo método da Concentracao
Inibitéria Minima (duas a AMP, duas a AMP e SUT aio ao SUT). As cepas nao
invasivas, pelo mesmo método, apresentaram umdetadsisténcia de 22 cepas (trés a AMP,
17 ao SUT e duas a AMP e SUT). Nos dois casos fivas, € nao invasivas) houve um
predominio de resisténcia ao SUT e os resultadtacioeados a ampicilina foram
semelhantes.

Nenhum dos isolados encapsulados apresentou nesistara os antibidticos
supracitados, 0 que ndo esta em concordancia camsolados de Luong e colaboradores
(2004) e Shuel e colaboradores (2010). Os primeiubgres encontraram entre quatro cepas
encapsuladas, trés do sorotipo b, as quais todam feesistentes a AMP. Enquanto que os
altimos autores encontraram resisténcia em duasscapcapsuladas (uma b e uma f) a SUT.
Ao contrario desses pesquisadores nés tivemogémesia apenas entre os isolados NT. O
maior nimero de isolados néo tipaveis resistentde ger explicada, segundo Mohd-Zain e
colaboradores (2012), ndo sO pela capacidade despas aderirem e invadirem as células
epiteliais respiratdrias, como também pela capdeidias mesmas formarem biofilmes, o que
reduz a eficacia de uma antibioticoterapia.

Muitos trabalhos tém mostrado que o principal merao de resisténcia a AMP é a
producédo dep-lactamase (LUONG, et al., 2004; KASTRINt al., 2010; GIUFRE, et al.,
2011; QIN, et al., 2012; PARK, et al., 2013). Nasgesultados também mostraram o
predominio da producdo délactamase em cepas resistentes a ampicilinapfgoisias nove
cepas que apresentaram resisténcia a este actbpila CIM foram positivas para o teste

desta enzima.
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Em relagdo ao SUT, este estudo mostrou a maioriémesia de resisténcia a este
antibiotico tanto em doencas invasivas, como ngasivas. Trabalhos citam a resisténcia a
este antibiotico como a segunda resisténcia maguénte (MOHD-ZAIN, et al., 2012),
porém nossos resultados concordam com de Almeidalaboradores (2006), os quais
encontraram para o periodo pds-vacinal (2000-2@0®)e 76 isolados, o maior nimero deles
(65,8%) resistentes para o SUT. Esse resultado sedexplicado pelo fato de que a OMS e 0
Ministério da Saude brasileiro recomendaram, nadkde 1990, este antibidtico como droga
de primeira escolha para tratamento empirico detosiucasos de doencas do trato
respiratorio, inclusive pneumonia, fazendo com quUT fosse extremamente utilizado no
Brasil, proporcionando, dessa forma, uma alta texeesisténcia bacteriana a esta droga (DE
ALMEIDA, et al., 2006).

A andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cro@osso das 96 cepas por PFGE
evidenciou uma grande diversidade genética. Fotatidas 41 gendtipos oclusters cujos
pulsotipos foram nomeados de Al a T2 (gendtipo chras ou mais cepas) e AAl a
AX1(gendtipo individual), considerando-se uma samdade superior a 80%. Os genotipos
prevalentes foram: A (11 cepas), B (10 cepas), e (sepas), D (cinco cepas), E (cinco
cepas) e F (cinco cepas). Porém, os gendétipos aioyppor duas ou uma cepa foram os mais
frequentes. Muitos trabalhos com diferentes tésnida tipificagdo, inclusive PFGE, tém
mostrado essa diversidade efaemophilus influenzagrincipalmente no que se diz respeito
as cepas NTs (SAITO, UMEDA, YOSHIDA, 1999; KASTRIB al., 2010; LIMA, et al.,
2010; SHUEL, et al., 2010 a; PARK, et al., 2013).

O gendtipo A teve tanto cepas invasivas como n@asimas, cuja quase totalidade
delas apresentou biotipo Il. Todas essas cepas fioda tipaveis. Porém, este ndo foi o Unico
agrupamento que apresentou cepas invasivas e wasivias. Essa relacdo de similaridade
entre as cepas invasivas e nédo invasivas é refa@guns trabalhos. Saito, Umeda, Yoshida
(1999) encontaram cepas com o mesmo perfil semdadess do liquor, sangue e nasofaringe
do mesmo paciente. Lancellotti e colaboradoresgpafirmam que independente do método
utilizado para diferenciar cepas nao invasivasrg@divas, eles mostram uma indentidade
genética entre esses dois tipos de cepas, 0 geeesuigy ancestral comum entre eles. Além
disso, é sabidamente conhecido que infec¢des rasmsausadas por Hi, incluindo meningite,
geralmente sdo causadas pela disseminacdo daidagtexse sempre da nasofaringe para a
corrente sanguinea e subsequentemente para 0s @gitics do corpo (SAITO, UMEDA,
YOSHIDA, 1999).
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O genotipo supracitado também apresentou oito cepaso mesmo pulsotipo (Al),
sendo sete invasivas, provenientes do mesmo hipgeita 0 mesmo biotipo (I1), isoladas em
2000 e 2001, e uma cepa nao invasiva, também cdmotipo Il e isolada em 2006. A
presenca da cepa nao invasiva entre as demaisiviavaseforca o que foi citado
anteriormente, e o fato desta ter sido isolada @66,2quatro a cinco anos ap0s as outras
semelhantes, demonstra que este clone possivelmentmuou circulando na populagéo,
pelo menos até esse ano (2006).

Nés sugerimos que as sete cepas com 0 pulsotipposdam ter sido originarias de
um pequeno surto. Segundo Tenover e colaborad®88), os micro-organismos envolvidos
em um surto e/ou epidemia devem apresentar padr@ssinguiveis, o que esta de acordo
com 0s nossos resultados. Porém, nossos dadosmaéo guficientes para confirmacéo dessa
informacéo.

Ao compararmos o genotipo A (biotipo Il predomirggntom o B, D e F, os quais
também apresentaram somente cepas nao tipave&yobse uma diferenca nos biotipos
prevalentes. O genotipo B apresentou uma diversidador, com cepas HINT dos biotipos Il
e lll. No genotipo D todas as cepas pertencerabidipo Ill, e no gendtipo F todas as cepas
foram pertencentes ao biotipo I. Esses resultadgerem uma possivel separacdo entre os
biotipos, 0 que esta de acordo com Lancellotii laklmradores (2008) que encontraram uma
separacao semelhante entre os biotipos, utilizahdbpagem.

A maioria das cepas encapsuladas, pertencentesesmansorotipo, ficou agrupada
em um mesmaluster(gendtipos C, E e T). Porém, trés cepas do sarbtp uma do sorotipo
a, apresentaram-se fora de selissters Este resultado estd de acordo com Kastrin e
colaboradores (2010), os quais encontraram altaobeneidade genética entre as cepas
encapsuladas.

As cepas Hia formaram o gendétipo E, junto com ueyacHINT. Trés das quatro
cepas do sorotipo a apresentaram perfis idéntjpoisdtipo E1) e a outra cepa do mesmo
sorotipo incluida nesteluster (apresentou a auséncia da primeira banda e ocapargo de
duas bandas abaixo. NOs sugerimos que a cepa tenacab tenha sofrido alguma mutacéo,
a qual ocasionou o corte deste fragmento pela e2md, o que levou ao aparecimento dos
dois fragmentos de menor tamanho, visto que Termwetaboradores (1995) e Magalhaes e
colaboradores (2005) afirmam que se um novo sitidaglo por uma mutagéo, o novo perfil
apresentara uma banda a menos em relacéo a cdpenaga e duas bandas menores surgirao.

Todas as quatro cepas Hia pertenceram ao biotipofdram isoladas em diferentes

hospitais do Rio de Janeiro e em diferentes armgedodo que vai de 2006 a 2010, o que



85

sugere que possivelmente um mesmo clone circull@nte causador das doencas desse
estudo.

As cepas encapsuladas do sorotipo b (genoétipo @€saptaram-se mais heterogéneas
do que as do sorotipo a, incluindo cinco pulsotiff@s a C5). Vale ressaltar, que o pulsotipo
(C1) das duas cepas de Pernambuco, Hib eféliln mesmo que de uma cepa originaria do
Rio de Janeiro, 0 que sugere que a circulacdo el@@scnado é restrita a cidade do Rio de
Janeiro. Ribeiro e colaboradores (2003), tambénordraram cepas de outras regides
brasileiras com os perfis idénticos aos isoladoSaleador, o que reforca que a disseminacéo
desses grupos clonais ndao € um fenbmeno restiittaaregido.

O perfil de PFGE das cepas que produzirAactamase foi bem variado,
apresentando somente um gendtipo com duas cepas N@/)Eslovénia, Kastrin e
colaboradores (2010) ao analisarem 11 cepas m®st& ampicilina produtoras de

lactamase por este método, concluiram que suas ¢ap®ém nao eram geneticamente
relacionadas.
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7 CONCLUSAO

A identificacdo das cepas realizada previamente haspitais de origem foi
confirmada nesse estudo, o que mostrou uma boaugBecdas técnicas laboratoriais
hospitalares frente dificuldade de isolamento deoklia exigéncia nutricional deste agente.

Apesar dos dados incompletos concluimos que: o sesculino predominou, as
criangcas menores que cinco anos foram a maioridaancas invasivas; e nas doencas nao
invasivas, a maior porcentagem dos pacientes tintlade maior que 70 anos, o0 que mostra a
vulnerabilidade dos idosos em relagéo a infecgOdsatb respiratdrio por HiNT.

O material clinico mais frequente nas doencas ivasgoi o sangue.

Quanto a biotipificacdo, tanto ao relacionarmosgsas invasivas e nao invasivas
com 0s biotipos, quanto os sorotipos com os bistipbbservamos que os resultados foram,
em sua maioria, condizentes com a literatura atual.

A maioria das cepas encapsuladas foi isolada decdeenvasivas, cujo LCR foi o
material clinico de onde a maior parte dessas c&pasbtida. O sorotipo b foi o mais
prevalente, seguido do sorotipo a, f e ¢, senda@mparte das cepas Hib proveniente de
LCR.

As cepas sorotipo b foram isoladas no comeco di@g®pos-vacinal, enquanto que
0S outros sorotipos tiveram um aumento em seus noéme final do periodo de estudo. Essa
situacdo nos mostra que no Rio de Janeiro ha, esmoutras partes do mundo, um aumento
dos Hindo b e NT.

As cepas ndao tipaveis, constituiram a grande naadesse estudo, sendo isoladas de
todas as idades, e de materiais clinicos como ISaRgue, lavado broncoalveolar e liquido
pleural.

No presente trabalho, ndo encontramos cepas msitdefiientes de capsula tanto
Hib", quanto Hiaentre as cepas do Rio de Janeiro.

Houve resisténcia somente a dois farmacos: amm@ac(lAMP) e sulfametoxazol —
trimetoprim (SUT), sendo a resisténcia a ampicilbesicamente pela producédo dp-
lactamase, mostrando que este é ainda o princigeamsmo de resisténcia a esse antibidtico.

Os padroes de PFGE para as 96 cepas utilizadastmdoeevidenciou uma grande
diversidade genética, porém oito cepas HINT de wesmo genotipo apresentaram 0 mesmo
pulsotipo, das quais sugerimos que sete sejam Entes de um pequeno surto, pois foram

isoladas no mesmo hospital e em um periodo proxdriato de encontrarmos uma cepa nao
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invasiva com o mesmo pulsotipo nos faz concluir gsiecepas NT devem ser vistas como
patdgenos capazes de causar doencas invasivas grgue, portanto, devem ser invetigadas.

Trés cepas Hia apresentaram o mesmo pulsotipouas tpram isoladas em anos
diferentes do periodo de estudo, o0 que nos sugerem mesmo clone de Hia possivelmente
circula no Rio de Janeiro causando doencas invasiva

As cepas do sorotipo b apresentaram-se mais gétexas, porém uma cepa do Rio
de Janeiro apresentou o0 mesmo pulsotipo que dpas de Pernambuco, mostrando que um
mesmo clone pode estar circulando no Brasil.

Concluimos, portanto, que é necessario 0 monitartoreas cepas de Hi circulantes
no Rio de Janeiro, pela importancia geografica an@mnica deste municipio. Tal conduta
deve ser estendida para todo pais visando a congd@i@edas possiveis alteracdes dos
sorotipos prevalentes na atualidade, que certanogigetara em condutas epidemiolégicas,
na producdo de novas vacinas, aprimoramento dateetés e no uso de antibidticos, o que

resultara em impacto na saude publica.
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ANEXO A — Caracteristicas diferenciais de espéciedaemophilus

Espécies de Requerimento para: Fermentag&o de: Hemélise
Haemophilus Fator X FatorV Glicose Sacarose Lactose Manose Xilose

H. influenzae + + + - - - + -

H. aegyptius + + + - - - - -

H. haemolyticus + + + - - - RV I

H. parainfluenzae - + + + - + - -

H. ducreyi + - RV - - - - b

H. parahaemolyticus - + + + - - - +

H. pittmaniae - + + + - + - +

H. paraphrohaemolyticus - + + + - - - +

2Uma reaccao positiva ocorre retardada em mais %ed® cepas;O desenvolvimento de hemdlise ocorre retardadaremtll a

89% das cepas; +, positivo; -, negativo; RV, reagi@vel.
Fonte: adaptada de Ledeboer, Doern (2011).
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ANEXO B - Protocolo de confeccéo das placas com diferenteseatracdes de ampicilina para

determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima.

1 - Preparo da base HTM para o teste de CIM dacimpi

Preparou-se o meio HTM (base Mueller-Hinton (OXQIBJplementada com §/mL
de hemina (fator X), 1/mL de dinucleotideo de nicotinamida adenina — N@&or V) e

5mg/mL de extrato de levedura) e envasou-se emmilZ 2m tubos 20 x 150 com rosca.

2- Preparo das solucdes de ampicilina (Tab.) :

Solucéo estoque (6400ug/mL)

Quantidade de Ampicilina Quantidade de solvente
(anidra) FB (p9) (tampéo fosfato pH 8,0)
0,0320 g 5,0 mL

R ) Quantidade de solucdo  Quantidade de diluente  Concentracdo
Diluicbes seriadas

concentrada (tampéo fosfato pH 6,0) final

Solucédo 1 1,0 mL de solucéo estoque 9,0 mL (640u)y/

Solucéo 2 5,0 mL de solucéo 1 5,0 mL (320 pg/mL)
Solucéo 3 5,0 mL de solucéo 2 50mL (320 pg/mL)
Solucéo 4 5,0 mL de solucéo 3 50mL (80 png/mL)
Solucédo 5 5,0 mL de solucéo 4 50mL (40 pg/mL)
Solucéo 6 5,0 mL de solucéo 5 50mL (20 pg/mL)
Solucédo 7 5,0 mL de solucéo 6 50mL (20 pg/mL)

Solucéo 8 5,0 mL de solucéo 7 50mL (5 pg/mL)
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3- Preparo das placas de HTM com ampicilina:

Concentragéo
Placas Solugdes final de
antibiético

-17,2de HTM
Placa Pré (controle de - 0,6 mL de solugéo de NAD
esterilidade inicial) - 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml deagua estéril
-17,2de HTM
Placa 1 - 0,6 mL de solugdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolugéo 1
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugcao de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolucgéo 2
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugcdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolucéo 3
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugcdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolucéo 4
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolucdo 5
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugcdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolucéo 6
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugcdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolugéo 7
-17,2de HTM
- 0,6 mL de solugdo de NAD
- 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml desolugéo 8
-17,2de HTM
Placa P6s (controle de - 0,6 mL de solucéo de NAD
esterilidade final) - 0,2 mL de Suplemento VX (Laborclin — LB)
- 2,0 ml deagua estéril

64 pg/mL

Placa 2 32pug/mL

Placa 3 16ug/mL

Placa 4 8,0ug/mL

Placa 5 4,0pg/mL

Placa 6 2,0ug/mL

Placa 7 1,0pg/mL

Placa 8 0,5ug/mL

4- Inoculacéo das cepas:

As cepas foram inoculadas em todas as placasgattle uma suspensao bacteriana em
caldo BHI suplementado com os fatores VX, ajustadascala de 0.5 McFarland. Foram
utilizados dois microlitros em cada placa, as geaisio, foram incubadas a uma atmosfera de
5% de CQ, a 35-37°C, por 20 a 24 horas.
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ANEXO C- Iniciadores empregados na determinacao de gé&wsgécie e tipo capsular de

H. influenzae
Nome dos o Produto ]
o Iniciadores (5°- 37) Gene alvo Referéncia
iniciadores (bp)
HI-1 CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC bexA 343 Van Ketel et al.,
HI-2 TGTCCATGTCTTCAAAATGATG 1990.
Hia-1 CTACTCATTGCAGCATTTGC acs 250
Hia-2 GAATATGACCTGATCTTCTG
Hib-1 GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC bcs 480
Hib-2 GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA
Hic-1 TCTGTGTAGATGATGGTTCA ccs 250
Hic-2 CAGAGGCAAGCTATTAGTGA
Falla et al., 1994.
Hid-1 TGATGACCGATACAACCTGT dcs 150
Hid-2 TCCACTCTTCAAACCATTCT
Hie-1 GGTAACGAATGTAGTGGTAG ecs 1,350
Hie-2 GCTTTACTGTATAAGTCTAG
Hif-1 GCTACTATCAAGTCCAAATC fcs 450
Hif-2 CGCAATTATGGAAGAAAGCT
Hip6-F ACTTTTGGCGGTTACTCTGT p6 273 Van Ketel et al.,
Hip6-R TGTGCCTAATTTACCAGCAT 1990.
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ANEXO D - Publicacao referente a dissertacéao.
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