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RESUMO

As bactérias do géneitdaemophilus familia Pasteutelleaceat&m ainda na espéciefluenzae
influenzae(Hi)a mais importante nas infec¢des humanas. Hs, iqalui os sorotipos capsulares
(a-f) e os NT é responsével por diversos quadros infeasiblaemophilus influenzae (blib) era

um dos principais responsaveis pelos casos de giwsrem diversos paises do mundo. Estava
também associado a outras infec¢cdes graves conglotdpi artrite séptica, bacteremia,
pneumonia e septicemia, principalmente em crianéas.doencas associadas ao Hib s&o
preveniveis pela vacina conjugada formada do PRfna& proteina carreadora, incluida no
PNI/MS em agosto de 1999. Apés a introducdo dagamonjugada contra o Hib houve redugéo
expressiva das doencas causadas pelo Hib, nosabveaises que introduziram a vacina em seus
calendarios de imunizagdo, porém, os outros sa®tiinclusive os HINT passaram a ser
isolados com maior frequéncia como agente infeocditessmeningites sendo também atualmente
um dos principais agentes etioldégicos da Otite Kédguda (OMA), o que o torna alvo de
importantes pesquisas para novas vacinas. A celgiiizdesta é fundamental para que ocorra a
infeccdo e, criancas de creches e orfanatos apaesewvariaveis taxas desta bactéria. A
importancia deste estudo continuando uma linhaeggypsa sobre o Hi no INCQS-FIOCRUZ,
com énfase no estudo de cepas isoladas ap0s antagdla da vacina esta associada a
necessidade de verificar a situacdo de portaderasuma populacdo fechada (creche) para
contribuir com o conhecimento da situacdo do Hisapéze anos da introducdo da vacina
conjugada contra o Hib no Brasil, que reduziu, mas impediu a ocorréncia da doenca. O
objetivo principal deste estudo foi determinar arggncia de Hi em criancas frequentadoras de
uma creche em Jacobina, Bahia. Realizou-se cotetaalerial da nasofaringe de 73 criangas.
Encontrou-se uma taxa de colonizacdo de 78,08%lostlas as cepas isoladas classificadas
como HINT. O biotipo prevalente foi o Ill. Atravédo estudo de susceptibilidade a
antimicrobianos foram encontradas cepas produtigislactamase e ndo produtoras resistentes
a ampicilina. Foram observadas altas taxas de témsia a ampicilina (41,8%) e a
sulfametoxazol+trimetoprim (67,2%). O gerdarem, que € o principal responsavel pela
resisténcia a ampicilina, foi encontrado em 81.8laos, Ndo foi evidenciado. As amostras
BLNAR (B lactamase negativa ampicilina resistente) foraquesaciadas e foram observadas
alteracbes na PBP3, as principais alteracdes faramposi¢coes 5475471, encontrada em trés
amostras, 422N-422S e 273$273F. Foram avaliadas cepas em relacdo a amoagicilécido
clavulanico, ceftriaxona, rifampicina, cloranferligendo todas sensiveis. O presente estudo
confirma a eficacia da vacina contra o Hib e appata necessidade de vigilancia do HiNT, ja
gue apresentou alto percentual de colonizacaaesténcia a alguns antimicrobianos.

Palavras-chavd4daemophilus influenzaereches, meningite.



ABSTRACT

The Bacterial genublaemophilusis inclued in the familyPasteutelleaceaand theinfluenzae
specie (Hi) is the most important in human infeasioHi includes capsular serotypes (a-f) and
non-capsulated strains (NT), which are responddlenany infectionsHaemophilus influenzae

b (Hib) has been one of the main cause of menggitimany countries worldwide. It has been
also associated with other severe infections swglemglottitis, septic arthritis, bacteremia,
pneumonia and septicemia, mainly in children. Sih888 these infections are preventable by
Hib conjugate vaccine consisting of PRP and a eapiotein, and it has been included in the
national vaccination program (PNI/ MS) in 1999.ékfthe introduction of Hib conjugate vaccine,
diseases caused by Hib had significantly decreaseseveral countries where the vaccine was
introduced into their immunization schedules howgether serotypes, including HiNT, has been
isolated with greater frequency as agents of irdastmeningitis which is currently one of the
main etiological agents of Acute Otitis Media (AOKINd the subject of important researches on
new vaccines. Colonization is essential to stagtittiection, and children from daycare centers
present variable rates of the bacteria in theiopharynx. The importance of this study on an
ongoing line of research at INCQS-FIOCRUZ with egh on the study of strains isolated after
the introductionof the vaccine, is associated with the monitor afiers in a closed population
(daycare) to contribute to the knowledge of thewation of Hi after thirteen years using
conjugate vaccine against Hib in Brazil, which resll but did not prevent the occurrence of the
disease. The main objective of this study was tierdene the occurrence of Hi in children
attending a daycare center in Jacobina, Bahia.tl®rstudy we collected material from the
nasopharynx of 73 children. We found a colonizatrate of 78.08% and all isolates were
classified as HIiNT. Biotype Ill was the most preardl The study of antimicrobial susceptibility
showed ampicillin-resistant strains producing and-producingB-lactamase. We also observed
high rates of resistance to ampicillin (41.8%) drichethoprim+sulfametoxazol (67.2%). The
gene blaTEM, which is primarily responsible for aaipn resistance was found in 81.8% of the
strains. The blaROB gene, was not observed amoagsttiains analyzed. The PBP3 gene of
BLNAR samples was sequenced and changes were obls#rganajor changes were in positions
547V — 5471 found in three samples, 422N422S and 273S 273F. Strain susceptibility was
evaluated against amoxicillin/clavulanic acid, daftone, rifampicin, chloranphenicol and were
susceptible. This study confirms the efficacy oé thaccine against Hib and points to the
relevance to vigilance HiNT, as presented high grage of colonization and resistance to some
antimicrobials.

Keywords:Haemophilus influenzaelaycare, meningitis.
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1 INTRODUCAO

A proposta desta pesquisa, dando continuidade alinhede investigacdo no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INQ&g8encente a Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) esté associada a necessidade de deteraniinaquéncia de cepas Haemophilus
influenzaeem portadores. Trata-se de criangas saudaveigresgede seis anos, imunizadas com
a vacina conjugada contra o Hib, alunas de uméerecesidentes da cidade de Jacobina-Bahia.
Nosso marco divisoério inicial para esta pesquisaafanclusdo da vacina contra o Hib no

Programa Nacional de Imunizac6es (PNI) do Ministéla Saude (MS), em agosto de 1999.

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O géneroHaemophilusé formado por organismos procariotos pertenceatéamilia
Pasteurellaceaeonde também estdo incluidos os géndPasteurellae Actinobacillus As
espécies deste género que atualmente sdo conhemdas agentes de infeccdes ou de
colonizacdo no homem sad: influenzae, H. aegypcifassociado a Febre Purpurica Brasilgira)
H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaenmolg H. paraphrophaemolyticus, H.
haemoglobinophilus, H. ducrey. pittmaniae e H. sputorurfdORDENS & SLACK, 1995;
EUZEBY, 2013). As espécies citadas Haemophilusencontradas em humanos estio, na
maioria, associadas ao trato respiratério supeziaetoH. ducreyj que € um patégeno primario
do trato genital (MENDELMAN, 1987, KONEMAIgt al, 2010).

Haemophilussdo bactérias Gram-negativas, anaerébios famagatimoveis, que se
apresentam na forma de cocobacilos e bastonetemificos. Este género foi inicialmente
descrito por Pfeiffer em 1892. A denominacéo Higemophiluspara este grupo de micro-
organismo foi sugerida por apresentar crescimaotoente, quando cultivado em meio sintético
contendo sangue ou hemacias lisgtié&RRS et al., 2001).

A denominacddHaemophilus influenzaéHi) foi descrita inicialmente por Winslow e
colaboradores em 1920 que, estudando os fatoreese@imento desta bactéria, observaram que
uma das exigéncias para seu cultivo era a preskngecotinamida adenina dinucleotideo (NAD)

também chamado de fator V e a hematina ou fatoEsfes fatores sdo a base primaria na



17

diferenciacdo laboratorial de Hi das outras espédeeHaemophilus(WARD & ZANGWILL
1999).

A espécieH. influenzaeé dividida em dois grupos, os capsulados e oscagsdlados
(NC), descritos pela primeira vez em 1931. Baseaelsta estrutura existem seis sorotipos
designados de a até f, que séo classificados ddcacom os antigenos encontrados nas suas
capsulas. Os sorotipos que ndo apresentam ou miieseam a capsula em sua estrutura séo
denominadas néo tipaveis (NT) ou ndo capsuladogdaled sua impossibilidade de serem
tipados pelos métodos soroldgicos tradicionais TRIAN, 1931).

As cepas encapsuladas, especialmelaiemophilus influenzagpo b (Hib), mesmo apds
0 emprego da vacina, ainda sdo responsaveis porvarieade de doencas invasivas graves
como meningite, pericardite, septicemia, artritetis e outras como conjuntivite e otite média
(MURPHU et al, 1993; DE ALMEIDAet al, 2005).

Estudos revelam que, antes da introducdo da vaoim@aa o Hib, este micro-organismo
era um dos principais responsaveis pelos casoseténgites tanto em paises desenvolvidos
guanto em desenvolvimento (WENGER, 1993; MADOREG)9No Brasil até a década de 90,
periodo conhecido como pré-vacinacdo, o Hib erporesiavel pela manifestacdo de 95% das
doencas invasivas causadas por Hi (FALEA al. 1995; ARACIL & CAMPOS 2003).
Aproximadamente 80% das doencas por Hib ocorriaime enterceiro més e o terceiro ano de
vida, sendo a maior incidéncia observada em laztezrdm idade entre seis meses e um ano; 35 a
40% dos casos foram observados em criancas comdmdai® meses de vida (AMATO NET&
al., 1991).

Apesar do tipo b ser o principal causador de daenegaera pré-vacinal e ainda ser um
importante agente infeccioso, os HiNHagemophilus influenza@do tipaveis) podem ser
isolados do trato respiratério superior de criamgasdaveis, com altas taxas de colonizacéo,
afetando cerca de 80% a 100% das criancas e sfueifes causadores de infec¢des localizadas,
tais como: conjuntivite, otite média e sinusites@iancas (FOXWEL, 1998; SILVA & MARIN,
2001; CRIPPSet al 2002). O primeiro relato de doenca invasiva dadocao HiNT foi
documentado em 1996 por Nizet e colaboradores J1886uma crianca com meningite. Apos a
vacina contra o Hib, esta bactéria passou a ocuparmportante papel como causadora de
doencas invasivas, tais como pneumonia em crialegpaises em desenvolvimento e, septicemia
e meningite em adultos (CONNEIét al, 2007; ADAMet al, 2010).
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Outra classificacdo importante da espétiiec em biotipos, podendo ser subdividida em
oito, de acordo com a combinacdo de resultados elabolismo de determinados substratos:
producdo de indol, presenca de urease e atividaderwitina descarboxilase. Os biotipos
fornecem informacdes valiosas para a epidemiolq@giss estdo associados a diferentes tipos de
infeccao, fontes de isolamento, propriedades anitigé e resisténcia a antibioticos (LEDEBOER
& DOERN 2011).

1.2 TRANSMISSAO

A colonizacdo da nasofaringe é um fator indispesispara que ocorra a infeccdo e, as
condi¢cBes locais (condigbes socioecondmicas desfe®is, permanéncia em locais fechados
como creches) representam fatores importantes pasamento do numero de individuos
colonizados, embora a relacdo entre colonizacao aeifestacdo de infeccdes nao seja
diretamente proporcional (ST GEME Il & CUTTER, BAGNIESZKA S, 2004).

A dispersao de goticulas e secre¢fes nasofarirgggagndo-se a colonizacdo é a maneira
mais comum de transmisséo de Hi, além disso, @atmdireto da face ou dos olhos das pessoas
contaminadas com toalhas, lencos ou outros obgetogartilhados entre pessoas também tem
sido descrito como formas de transmissdo. O periddo incubacdo € desconhecido,
provavelmente variando de dois a quatro dias. Astrassibilidade pode se estabelecer durante
todo o tempo em que 0 micro-organismo estiver ptesgpodendo ser duradoura, inclusive na
auséncia de secrecdes nasais. (KMETZ®C#l., 2003; LOPES, 2006).

Alguns autores chamam atencédo para as doencasvawaxasionadas por Hi que sao
observadas principalmente em populagdes com cerfi&gguentes ou que estejam em exposicao
prolongada ao micro-organismo, como por exemplechws e orfanatos (GINSBUR& al,
1977, REDMOND & PICHICHERO, 1984; MARIN & SILVA, Zib). O conhecimento dos
parametros da colonizacdo e da infeccdo permierrdetar os fatores de risco, entre estes, a
idade € o mais caracteristico, por exemplo, cr&gan menos de cinco anos de idade, com pico
de incidéncia de infec¢&o ao redor dos dois anBEENBERG 2004).
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1.3 FATORES DE VIRULENCIA
1.3.1 Capsula

Em 1981, Sutton e colaboradores propuseram uma divisio para Hi, baseado nas
estruturas dos polissacarideos capsulados, esisutdos seis tipos (Quadro 1) estédo
provavelmente relacionadas com as propriedadesra@éncia do Hi. O polissacarideo capsular
do Hib confere viruléncia por "blindagem" das estras bacterianas mais profundas, tais como
protecdo da atividade litica de complemento. Maide, esta linha de observacdes foi reforcada
por estudos de pesquisadores chefiados por JiT(208amam atencao de que os tipos a e b sado
0S mais virulentos, sendo ambos compostos de umaagieutro, um alcool (ribitol) e uma
ligacao fosfodiéster, mas tipo b € o Unico dos 8p&s encapsulados que contém uma pentose,
como componente da subunidade do carboidrato dsulegpuma propriedade que pode estar
relacionada a viruléncia (JINt al, 2007; KONEMAN, 2010). Os tipos “c” e “f” tém meno
resisténcia ao sistema complemento, baixa virudéacsdo compostos de um acucar amino N-
acetilada, outro sacarideo e uma ligacdo fosfatiédd os tipos “d” e “e” tém uma unidade de
repeticio de uma N-acetilglicosamina e N-acetilmanona e &cido urdnico (ou Aacido
manurdnico) e séo rapidamente lisados pelo compien{8UTTONet al, 1981, JIN, 2007).



20

Quadro 1. Composicdo das capsulas polissacaridicas dos difetres tipos de Hi

Tipo Estrutura*

a 4)-p-0-Glc-(1 = 4)-D-ribitol-5-(POy =
b - 3)-B-D-Rib-{1 = 1)-D-ribitol-5-(POy =
c 4) -g-D-GIcN Ac-(1 - 3) -o-D-Gal-1-(PO, =
3
™ R =0Ac(0.8)
| H(8.8)
R
d 4) -B-D-GIcN Ac-(1 = 3)-p-D-Man AN Ac-{1 =
&
/T\
| R=L—serina(0.41)
| L - tecnina|0.14)
R L—alanina|l.41)
e 3) -B-D-GlcN Ac-(1 = 4)-B-D-Man AN Ac-(1 =
e 3) -p-D-GIcN Ac-(1 = 4)-p-D-Man AN Ac-{1 =
3
T
2
p-D-frutose
f 3)-p-D-GalN Ac-{1 & 4)-a-D-GalN Ac-1-(PO. >
3
T

OAC

% RIDOSE € ITUIOSE estao na forma de anel de ueakis, Gal, GICN AC, GalNAC € ManANAC estao namar de anel de piranose
Fonte: SUTTONet al1981.

1.3.1.1 Sintese e transporte do polissacarideo

Os polissacarideos sdo regulados por um complexgees, denominado de looteyp,
contidos em uma unidade funcional chamada cag3dt®uscaptem uma organizagdo comum
para todos os seis tipos capsulados e é formadwgsoregioes: I, 1l e lll, ilustrados na Figura 1.
As regides | e Ill conttm 0s genes necessarios pafgaocessamento e exportacdo do
polissacarideo, que sdo comuns para todos os EBO(OGILVIE 2001let al; SATOLA,
SCHIRMER, FARLEY, 2003). A regido | contém genesigradosexA, bexB, bex€bexDque
estdo envolvidos na exportacdo da capsula de pcdidsleo. Na regido Il encontram-se 0s genes
responsaveis pela sintese dos polissacaritéess,(bcs2, bcs3, bgssortanto, a regido capsular
€ sorotipo-especifica e esta situada entre ase®gdi@ 11l (SUKUPOLVI-PETTY, GRASS, ST
GEME, 2006). Os genes da regiao IHhc$A, hcsB parecem estar envolvidos na pés-
polimerizagdo da capsula (SATOLA, SCHIRMER, FARLEX)03). Os isolados de Hib mais

invasivos possuem uma duplicacdo cap, com duas copias separadas entre si e ligadas a
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elementos de insercdo I&L6. Entretanto, estes dois loci ndo séo idénticoss pma copia €
intacta e a outra apresenta uma delecdo de 1.2Kmom@obexAe no 19016 (KROLL &
MOXON, 1988). Este arranjo parcial duplicado, pr@tenente, permite a amplificacdo posterior
do gene da capsula e o aumento na producao dakssaparideo que influencia diretamente na
viruléncia das cepas de Hib (KROEL al, 1993).

Figura 1: Esquema simplificado tticus capdo Haemophilus influenzago tipo b.

I 17924 22000 30200 35880nt

bexD besl  bes? bes3 besd hiesd hesB

Fs

bex4 bexB  bexC

B NI et S B
REGIAOI REGIAO II REGIAO III
Genes associados a exportagdo Genes sorotipo-especificos Genes de
(a-f) exportaco

Fonte: BATALHA, 2010.

A delegcdo na porgéo 1S1016 foi inicialmente idécadla em isolados do sorotipo “b”
resulta em cepas conhecidas comé (tepa Hib mutante). Relatos recentes descreveram a
ocorréncia desta mutacdo também em cepas do soeofig) em isolados associados a doencas
invasivas. Estas cepas ndo podem ser diferenctledasepas nao capsuladas, pelas técnicas de
sorotipificacdo tradicionais, somente pela técrdeaPCR com os primers especificos para a
regidao | (primer HIl) e para os da regido Il (primédia eHib) (Falla, et al, 1994, 1995;
ADDERSON et al., 2001; KAPOGIANNIS et al. 2005).

1.3.2 Outros fatores de viruléncia
Nas superficies bacterianas sdo encontradas fignbtiapili, que se apresentam como

organelas filamentosas. A principal funcédo das fiathé a capacidade de aderéncia a superficie

da mucosa, facilitando assim, a colonizacdo dam traspiratorio. S&o proteinas complexas
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contendo uma subunidade maior, codificada pelo deffe e duas subunidades menores,
codificadas pelos gen&#D e hifE, que se agrupam em cépia Unica, juntamente cosngaoies
(hifB e hifC) que codificam proteinas envolvidas na montagem das riamle protecdo das
proteinas nascentes das fimbrias contra a degmdiacdnte a sua exportacdo da célula. Deste
modo, estas estruturas tém contribuido para aéwvicid tanto de Hi capsulados como de nao
capsulados (GILDSORF, MCCREA, MARRS, 1997).

Outros importantes fatores de viruléncia séo asiadg que Sao encontradas nas cepas
encapsuladas tipo b e em cerca de 30-40% das wapdipaveis. A Oap (proteina A associada a
opacidade), que € encontrada em todas as cepas elediproteinas de alto peso molecular
HMW1 e HMW?2 (encontradas em 70-80% das cepas dd Hidfio responsaveis pela aderéncia
dos micro-organismos as células epiteliais. Alguoggmas nado-tipaveis que carecem das adesinas
HMW1/HMW2 possuem outra proteina ndo fimbrial, demmada Hia, que é sintetizada e
secretada na sua forma intacta e permanece assgoiada membrana externa da bactéria. A Hia
é estruturalmente semelhante a proteina Hsf, uesiredsecundaria encontrada em cepas tipo b.
Além destas, a Hap (proteina #memophilusde aderéncia e penetracdo) possui atividade
adesiva e de protease, esta relacionada a IgAagtd Hi. (KONEMAN, 2010).

A imunoglobulina A (IgA) apresenta fungdes protatona superficie mucosa, incluindo
neutralizacdo das toxinas, inibe a atracdo do patwgo epitélio e a aglutinacdo dos organismos
com a mucosa, facilitando a expulsdo do patdgemms pgovimentos mucociliares do trato
respiratorio.H. influenzaeproduz IgAl protease que inativa a acdo da IgA,emimdo a
aglutinacdo bacteriana ao muco e a expulsédo destéésrias do organismo (MARRS, 2001).

O lipopolissacarideo (LPS) do Hi difere dos outrtB$ dos micro-organismos entéricos e
de outros micro-organismos pela auséncia das cadatarais terminais repetitivas, por
conseguinte, € denominado lipo-oligossacarideo JLOEorre variacdo da fase do LOS em nivel
genético por meio de mudancas nos numeros de segsiegendmicas curtas de quatro
nucleotideos, que resultam em mudancgas na fasgtdelcodon-anticédon. Além disso, o LOS
de muitas cepas de Hi assemelha-se em nivel esiriguantigénico aos oligossacarideos
humanos. Essa modificacdo do LOS ajuda o microrisgeo a escapar da opsonizacédo e da
fagocitose ao imitar estruturas moleculares norreate presentes no hospedeiro. O LOS do Hi
também esta sendo investigado como antigeno patepaia o desenvolvimento de vacinas
contra HINT (KONEMAN, 2010).
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Mais de 90% das cepas de Hib também produzem unteriogina chamada hemocina.
Sédo proteinas produzidas por uma variedade deiespggcterianas que tém a capacidade de
inibir o crescimento de cepas da mesma espéciecoespécies relacionadas. A producdo da
hemocina pode contribuir para a habilidade do ibcempetir efetivamente com as cepas HiNb
(Haemophilus influenzardo b) e HINT na colonizacdo da nasofaringe (LIPYMRICHMAN,
TERRENCE, 1990, KONEMAN, 2010).

As cepas de Hi possuem seis a oito Proteinas debhkem Externg OMP). Estas
proteinas desempenham um papel fundamental nagpatatpde e na protecdo e tém sido o
principal foco de investigacdo destinada a ideraificomponentes para inclusdo em vacinas
contra HINT que atualmente estdo em desenvolvim@ANTISANI et al, 2012).

1.4 OCORRENCIA DEH. INFLUENZAEEM CRECHES

Estudos evidenciam que criancas que frequentarhesex orfanatos sdo mais propicias a
desenvolverem doencas invasivas provocadas porddih, pico de incidéncia de infeccdo ao
redor dos dois anos (BORDERON, 1995; SILeAal, 2004). O estudo da prevaléncia destas
bactérias e de seus padrdes de resisténcia ab&todis pode fornecer indicacdes Uteis para a
antibioticoterapia mais racional dessas infec¢c8HS/A et al, 2004).

H. influenzae frequentemente isolado do trato respiratéri@sapde criancas saudaveis
e estd associado a uma variedade de infeccoesA®lLal 2004). Com a acentuada diminuigdo
das doencas provocadas pelo Hib apés a vacinag&timinuicdo da colonizacdo deste, outros

sorotipos deH. Influenzae,especialmente o “a”, “e” e “f’e as cepas nao tipavéis (HiNT)
passaram a representar uma importante fonte deca®envasivas. Em estudo realizado por
Urwin e colaboradores (1996), o sorotipo f foi ddesado o substituto mais importante do b,
enguanto que outros estudos com pacientes com giteniavidenciam que o Hia é o provavel
sucessor do Hib (RIBEIR@t al 2003; LIMA et al, 2010). Um estudo realizado no Canada
revelou que a incidéncia de doencas invasivadpanfluenzaendo b esta se aproximando das
taxas de infecgcOes pelo tipo b que ocorriam ardesdina (TSANGet al.,2007).

A Tabela 1 apresenta resultados de estudos emsvaaiises, envolvendo criangas que
frequentam creches, demonstrando que € possivehteacsituacdes distintas, com prevaléncia

de colonizacdo de Hi com variacdo de 37 a 90%.
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Tabela 1 — Prevaléncia de colonizacdo de Hi em cnigas de diferentes paises que
frequentam creches

Autor/ano Pais Populacéo (N) Prevaléncia Sorotipos
de Hi prevalentes
Silva e Marin 2001 Brasil 61 criancas 56 (91,8%) 1 Hie, 6 Hib,49
HINT
Masuda 2002 Japéo 156 criangas 83 (53,2%) Néadocita
Farjoet al, 2004 Estados Unidos 198 criangas 127 (64%) N&o citado
Silvaet al 2006 Brasil 114 criancas 82 (72%) 1 Hib, 1 Hid, 1
Hie, 3 Hif,
T6HINT
Hashidaet al, 2008 Japéo 363 criancas 172 (47,4%) N&o citado

1.5 PROFILAXIA: AVACINA

A partir dos anos 70 foi desenvolvida a primeira&ina contra o Hib, inicialmente
composta basicamente da capsula polissacaridica miwo-organismo (RODRIGUES,
SCHNEERSON, ROBBINS, 1971; CRISHt al, 1975). Apos varios estudos realizados para
avaliar a eficacia da vacina, concluiu-se que amtasa eficiéncia satisfatéria, mas somente em
criancas com idade superior a 18 meses (PELTOL84;1GRANOFF & CATES 1985; ADAMS
et al. 1993).

Estudos realizados na Finlandia, a partir de 19ddmonstraram a capacidade
imunogénica da vacina constituida pelo polissaearichpsular dédaemophilus influenzae
polirribosil-ribitol-fosfato ou PRP (MAKELA et al.1977, 1988; PELTOLA et al, 1977, 1984).
Os autores concluiram que o PRP era capaz de icgmfetecdo a 90% das criangas vacinadas
com 18 a 71 meses de idade contra todas as formatoehca invasivas causada pr
influenzaetipo b. Observaram também que a vacina ndo carnfernidade a criangas menores e
gue a resposta imunogénica tornava-se mais intendaradoura com o aumento da idade,
passando a ser semelhante entre adultos e criapgatr do sexto ano de vida. A persisténcia de
nivel protetor de anticorpos nos vacinados entre 38 meses de idade variou de um ano e meio
a trés anos e meio. A eficicia protetora dessa&awon 90% das criangas entre 24 e 59 meses de
idade foi também comprovada (HARRISON, BROOME & HIBOWER, 1989). Em outros
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estudos realizados nos EUA, a vacina utilizanddr® Bozinho protegeu 41 a 88% das criangas

estudadas com idade igual ou superior a 18 mese®\(R] 1991).

1.5.1 Mecanismo imune envolvido

O PRP, como todo polissacarideo, € um antigencitidependente. Até a idade de 18
meses, os linfocitos B do lactente se encontramestado de maturacdo, insuficiente para
permitirem resposta sem ajuda do linfécito T. Fetessario acoplar ao PRP uma proteina
carreadora para se obter uma resposta timo-depenelgcaz em criancas com idade abaixo dos
18 meses. Desta forma, a resposta imunitéaria agda pela estimulacao dos linfocitos T, que
ativam os linfécitos B por intermédio de fatore#igeis. Isto permite uma producéo precoce, a
partir do segundo més, de anticorpos anti-PRP esdsabsequentes estimulam a memoria
imunitaria nos quais a IgG predomina. E esta a Haseacinagio atual (SCHNEERS@Nal,
1980).

Em 1980, a partir deste conhecimento, Schneersomaboradores fizeram modificagbes
gue tornaram o polissacarideo ldaemophilus influenzagpo b mais imunogénico, ligando-o
guimicamente a uma proteina carreadora. A vacinatitoida por este composto foi testada em
criancas de diferentes faixas etarias e o resuf@doastante satisfatorio para criangas menores
de 18 meses (SCHNEERS@Nal., 1980).

Com isso, as vacinas conjugadas passaram a serggresomo solugéo, ja que estudos
realizados com este tipo de vacina demonstraranagjuacinas conjugadas nao apenas previnem
as doencas pela inducdo de imunidade ativa, masnpaeéduzir o numero de individuos
portadores de Hib (ADA, 2003; TAKALAt al., 1991).

1.5.2 Tipos de Vacina

No Brasil atualmente existem licenciadas cincogigle vacinas contra o Hib, todas
utilizam o mesmo principio imunogénico variandorg®equanto ao tipo de carreador proteico. A
Tabela 2 apresenta as vacinas contra o Hib licéasia as proteinas carreadoras (KONEMAN,
2010).
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Tabela 2 - Vacinas conjugadas cortd@emophilus influenzagpo b atualmente licenciadas no
Brasil.

Vacina Fabricante Proteinas carreadoras
a) PRP-D Pasteur Merieux toxdide diftérico
b) PRP-HbOC Wyeth Lederle toxina diftérica mutaati@xica
c) PRP-T Pasteur Merieux, Smith  toxdide tetanico

Kline e Bio-Manguinhos

d) PRP-OMP Merck & Co. complexo OMP Neisseria meningitidisorogrupo B

e) Vacina Novartis/Berna e Serum  Toxdide tetanico
Institute of India Ltda e

Bio-Manguinho

Fonte: Koneman, 2010 (adaptado).

pentavalente

a) PRP-D: o PRP é conjugado com o toxoide diftérico

b) HbOC: utiliza oligossacarideos da capsula (segmsecurtos de PRP) sdo conjugados com

a proteina de uma cepa mutant€Cdeynebacterium diphtheria@a CRMg>.

¢) PRP-T: possui o PRP conjugado com o toxoidaitia

d) PRP - OMP: neste tipo o PRP esta conjugado sopnaeinas da membrana externa do
meningococo do grupo B.

e) DTP/HB/Hib: toxdides de difteria e tétano, sug@® celular inativada d@ordetella pertussijs
antigeno de superficie de hepatite B (HBs-Ag),afidgdssacarideos conjugadostdaemophilus
influenzaedo tipo b.

A partir de 1997, a Organizacdo Panamericana ddeSEIPAS) recomendou a aplicacéo
da vacina contra Hib na América Latina (BEPA, 20@n 1999, a vacina contra o Hib foi
introduzida no Brasil, pelo Programa Nacional deiiipacdes (PNI) do Ministério da Saude
(MS). Optou-se em utilizar, dentre os tipos exigsna produzida através da purificacdo do
polissacarideo capsular do Hib, o poliribosil-abitosfato (PRP), que é covalentemente ligado
ao toxoide tetanico. Em 2002, a apresentacdo gestebiologico era formada pela combinacéo
Hib + DTP (Difteria, Tétano e Pertussis/Coquelucliah 2012, em varias cidades do pais, esta
vacina comecou a ser substituida pela vacina paletste, que combina a vacina tetravalente, ja
em uso, com a vacina contra a hepatite B e tem goimoipal vantagem diminuir o nimero de
injecoes (FIOCRUZ, 2007; BRASIL, 2012).
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O amplo uso da vacina conjugada anti-Hib em véraises contribuiu para a diminuicdo
drastica, caminhando para a eliminacdo das doemgasivas provocadas por Hib naqueles que
incluiram a vacina no seu programa de imunizac& BLA et al, 2000). No Brasil, trabalhos
tem mostrado uma sensivel diminuicdo de infecc@esarlas por este agente assim como da
colonizacéo pelo micro-organismo (PELTOEAal, 2000; DE ALMEIDAet al, 2005). Com isso
abriu-se a possibilidade da substituicdo de cepdsnizadoras, do sorotipo b, por outros
sorotipos, que tém sido associados a quadros iofssc graves, inclusive os nédo capsulados
(CARDINESet al, 2007; DE ALMEIDAEet al, 2008).

Na tentativa de diminuicdo dos casos de doencderiza@as que atingem a infancia, em
2010, foi introduzida no calendario de imunizac&asheiro, a vacinagpneumocdcica 10-
valenteconjugadaa proteina D do HINTRHID-CV), que contém sorotipos de pneumococos 1, 5
e 7F além dos sete sorotipos incluidos na vacir@RF¥ (vacina com sete polissacarideos
conjugados com a proteina Ci¥. A PHID-CV contém também proteina D recombinagtes
atua como proteina transportadora para 8 dos 1&ipws e € derivada a partir de uma
lipoproteina de superficie celular de HINT (BERMAL al, 2009; DICKOet al, 2011). A
utilizacdo da proteina D tem como objetivo o aumet# eficacia vacinal na prevencgéo da otite
média aguda (OMA), j& que o HINT é importante agatd doenca (VAN DEN BERGE al,
2013). Dados sobre a colonizagdo da nasofaringe apotroducdo destas vacinas conjugadas
sdo limitados e, faltam evidéncias conclusivas @e @& vacinas conjugadas com a proteina D
podem afetar a colonizagdo de HiNT e, assim esit@ansmissdo deste micro-organismo (VAN
DEN BERGH, 2013) e, se comprovar que a vacina ofepeotecdo contra HINT sera um bonus
adicional para vacinacdo, uma vez que a vacinacdacebida principalmente para prevenir
doenca pneumococica (CARVALHE& al, 2011).

Estruturas bacterianas que também sdo candidatasras sdo as proteinas de membrana
externa (OMP): P2 e P6 de HINT. A proteina P2 patéialmente exposta sobre a superficie de
cepas nao tipaveis. A analise de sequéncia de aniilus desta proteina purificada indica que as
porcdes da molécula inseridas dentro da membraeenexsdo conservadas enquanto os epitopos
expostos na superficie tém sua sequéncia altanvemi&vel de uma cepa para outra. Para
considerar as proteinas P2 possiveis antigenovaeras, sera necessaria uma analise das OMP
P2 de uma variedade de cepasH. influenzagara determinar se os epitopos sdo conservados
em nivel estrutural e imunologico (GALDIERO, 206NEMAN, 2010).
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Porém estudos iniciados mais recentemente demarsttana variacdo nd. influenzae
para determinar se os epitopos sédo conservado$vehestrutural e imunoldgico (GALDIERO,
2003; KONEMAN, 2010).

Nos estudos com a proteina P6, ao se avaliar &seiqude nucleotideos entre as estirpes
de HiNT, observou-se similaridade de 97%, e 100%seguéncia de aminoacidos, indicando
desta forma, que a proteina € altamente consepratda as estirpes (BUD NELSON, 1991), o
gue nao descartou completamente a possibilidad®dser utilizada como componente de uma
vacina (NORSKOV- LAURITSEN, 2009; CHANG, 2011).

Desta forma, consideramos de grande importancixistéacia de estudos para o
desenvolvimento de vacinas onde sédo utilizadasim@t de Hi e que provavelmente visam a

diminuic&o, ainda mais, de casos de doencas capadaste micro-organismo.

1.6 DIAGNOSTICO

A suspeita clinica etiolégica é essencial paraatatnento precoce, que pode levar a
evolucdo favoravel, sobretudo nas formas clinicases da doencga associavet ainfluenzae.
No caso das meningites, deve-se sempre procedanc@® do liquido cefalorraquidiano, salvo
raras contraindicacdes, como: infeccdo no locguwteédo; presenca de sinais neuroldgicos focais
exceto o comprometimento do VI par de nervo cranigue € comum e decorrente de edema
cerebral quando a manifestacdo for isolada; swspukst hipertensdo intracraniana grave por
presenca de edema de papila. Em criancas, apeoasri@ncia de crises convulsivas, que
ocorrem em 30% dos casos, contraindica a puncdmstéria clinica completa e acurada, com
exame clinico minucioso, incluindo a busca de iges de porta de entrada como otite, sinusite

e pneumonia, é essencial (LOP&SI,2006).
1.6.1 Isolamento e Identificagdo do Micro-organismo
A cultura bacteriolégica da amostra de liquor, degsie e/ou de outros materiais, como

secrecOes de ouvidos, seios da face, celulitesgsdiss e outros - utilizando meios de cultura
com os fatores V e X e demais componentes necessdi citados neste trabalho, para o



29

crescimento do micro-organismo € de fundamentaloitépcia visando o isolamento dh
influenzaébem como a sua identificagéo.

A coloragéo pelo método de Gram pode estabelecatiagmdstico presuntivo rapido de
meningite por Hpelo exame direto de amostral@tpiido cefalorraquidiandCSF), o que muitas

vezes pode antecipar o inicio do tratamento.

1.6.2 Sorotipificacao

Todos os isolados d¢. influenzaedevem ser sorotipificados. Este procedimento dewe s
solicitado especialmente quando se trata de pasienenores de 15 anos, faixa etaria na qual
esta sendo frequente o aparecimento de infeccadHpabds a introducéo da vacinacao de rotina
contra 0 Hib, como também os isolados em adultaederiduos acima de 60 anos (DE
ALMEIDA, 2010).

A técnica de deteccdo do antigeno fornece umaaagehtificacdo do patdégeno, porém
seu uso é de valor clinico limitado, sobretudo doarm paciente jA& estd em uso de
antimicrobianos e o micro-organismo podendo naarestvel nas culturas. No entanto, em
certos contextos clinicos, como em regides de sesuUimitados, quando a prevaléncia da doenca
€ elevada e a cultura de rotina ndo é confidvemé®mdos de deteccdo baseados em antigenos
podem ser Uteis. Entre os métodos indicados, dastae (LIPUMAet al, 1990; FALLA, 1994;
LEDEBOER & DOERN):

a) aglutinacdo em latex: rapido, sensivel, especffara detec¢do do antigeno capsular do
Hi no liquor, soro, urina, fluido pleural e fluide articulacdes;

b) contraimunoeletroforese (CIE): € o método matgga, similar & aglutinacéo em latex,
porém é um método menos sensivel, mais demoraxige exuipamento especifico. Além disso,
estudos realizados comparando resultados obtidoggta técnica e por métodos moleculares
evidenciaram o alto indice de resultados falso#ipos, portanto, recomenda-se a utilizacéo de
um segundo meétodo para confirmacao do diagnOFHIEKASAWA et al, 2010);

c) identificacdo molecular pela PCR (Reacdo emiaade Polimerase): é uma reacao
mais rapida e sensivel por ser capaz de detegigrsanca de fragmentos de DNA da bactéria,

mesmo na auséncia do crescimento bacteriano eurault
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1.7 ANTIMICROBIANOS EMPREGADOS NO TRATAMENTO DE INECCOES POR Hi

Os antimicrobianos sdo grandes aliados se usadmpiadhmente no tratamento contra
infecgBes bacterianas. Porém, seu uso excessivdiseriminado favorece o aparecimento das
cepas resistentes, o que se reflete na pratica ndmeficécia.

Durante anos a ampicilina (isoladamente ou em cwmaghio com cloranfenicol) foi
considerada como o farmaco de eleicdo no tratantEntipenca invasiva. Com o surgimento de
isolados resistentes a ampicilina, ampliou-se odgsoefalosporinas de amplo espectro. O grupo
dos carbapenémicos é considerado uma alternafivpaid tratamento de infecgcfes invasivas,
porém, ja héa relatos de isolados de Hi resistemtste farmaco, principalmente entre os que sao
B-lactamase negativos resistentes a ampicilina (CHRIJ |, 2007).

Portanto, no tratamento de infec¢cdes causadas Htiglo estudo dos mecanismos de
resisténcia e a susceptibilidade das cepas devermnaésados nos laboratérios clinicos e de
pesquisas. Devem com isso fornecer dados de apmcapclasse médica, principalmente quando
ndo ha protecdo pela vacina anti-Hib, jA& que estmormarganismo vem apresentando um
consideravel indice de resisténcia a alguns antmignos que antes eram considerados op¢des
para tratamento da doenca (BRYSKIER, 2005; RESM2(0N 2).

Em paises em desenvolvimento, o estudo da resist@os antimicrobianos torna-se
ainda mais importante. Nesses paises os farmaeoapgesentam resisténcia sdo aqueles que sao
utilizados em grande escala, principalmente a coagdio de ampicilina e cloranfenicol, tendo
em conta o0 seu baixo custo e eficacia, porém or fatsto-beneficio € ainda priorizado
(CASTANHEIRAEt al, 2006).

1.8 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A auto-administracdo com antimicrobianos € umagaaomum em paises da América, o
gue contribui para o aumento da muitos organismsistentes, incluindo resisténcia a ampicilina
por Haemophilusspp. Isto pode ocorrer devido a administragdontienecrobiano por pacientes
com infeccdo do trato respiratorio fornecendo umasgio seletiva e diminuicdo da
susceptibilidade aos antibidticBdactamicos (FERREIRAt al, 2007).
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A resisténcia a alguns antimicrobianos vem cresgepdncipalmente a ampicilina, que
durante muito tempo foi recomendada para tratameatmeningites em criangas. Em alguns
paises da Europa, a incidéncia de cepas produerpdactamases € particularmente elevada,
atingindo 50% nas cepas Hib, e variando de 20 a @AIINT (DABERNAT et al 2002). No
Brasil, estudos realizados com 1.712 cepas originariasOdestiados, exceto da regido norte,
apresentam indices de cepas produtoras da enzimeate@ e 57.7% (CASAGRANDEt al,
2002).

1.8.1 Mecanismos de resisténcia a ampicilina

A resisténcia de Hi frente a ampicilina € mediadagois mecanismos, o enzimético e o
ndo enzimatico. No mecanismo enzimatico ocorre daolise do anelp-lactamico devido a
producdo da enzimf-lactamase codificada pelo gebkrey, presente em aproximadamente
95% dos isolados e, em alguns casos pelo geEmgggue geralmente estd envolvido com a
resisténcia a cefacldHASHIDA, 2008, TRHISTAM, 2010). O mecanismo naoziematico
envolve a diminuicdo da afinidade pela proteina B8BPBenicillin- binding protein), que esta
envolvida na sintese do peptidoglicano, por antohi@anosf-lactamicos (UBUKATAet al,;
2001; SANBOGIet al, 2006). Os isolados que apresentaram este fenggpglmente néo
produzemp-lactamase e sdo chamadospdactamase negativa ampicilina resistente (BLNAR)
(CASTANHEIRAet al, 2006).

1.9 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Com a utilizacdo da vacina conjugada contra o Bi#m davida, houve uma acentuada
diminuicdo de surtos pelo Hib em bercérios e crgchssim como dos portadores desse micro-
organismo, tanto nas criangas vacinadas como rédoadgas (MEATS:t al, 2003). No entanto,
em paises em desenvolvimento a pneumonia causadHllilpcainda representa uma grande
parcela de patogenicidade atribuida a este miggarismo, sendo responsavel por 15 a 25% do
total de pneumonias (PELTOLA, 1997; LEVINEEal, 1998; PELTOLA, 2000).

Uma grande variedade de infeccfes causadas paiespieHaemophilusgpode ocorrer
em humanos, variando desde doencas infecciosasaquiacilmente curaveis como conjuntivite
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e otite média (LOOSet al, 1989; TROTIERet al, 1991), até as que sdo potencialmente
perigosas como meningite e pericardite (KONEMAMNaL, 2010). Além disso, dados mundiais
sobre as taxas de colonizagdo da naso/orofarinigeHiemostram que estas taxas variam de
acordo com a regido geogréfica, faixa etaria, a@wdclinica do portador, entre outras variaveis
(LAGOS et al, 1998; DE ALMEIDA, 2005; LADHANIet al, 2008). Estes itens mostram a
importancia do conhecimento dos fatores de riscavé$ dos parametros da colonizacdo e da
infeccéao.

Portanto, a importancia deste estudo esta assogiadaessidade de verificar a situacao
de portadores, em uma populacdo fechada (crecha) qmatribuir com o conhecimento da
situacdo dddaemophilus influenzaapds treze anos de uso da vacina conjugada ahiifano
Brasil.

Consideramos ser de grande relevancia pavigilancia Epidemiolégica do pais bem
como para a area da Vigilancia Sanitaria, a ingagéio proposta, ja que se trata ndo sO do
monitoramento das cepas de Hi, que estdo circulandoportadores vacinados com a vacina
conjugada contra o Hib, como também revelar ogipoatuais mais frequentes, tendo em vista
que, apos a politica mundial de imunizacdo confaida vacina, sobretudo no Brasil, pouco se
conhece sobre a nova epidemiologia associada aoifpes circulantes e a expressao clinica de
infeccdes localizadas ou invasivas parinfluenzag(CAMPOS et al, 2003). Assim, torna-se
necessario avaliar as possibilidades de um novcel papoepidemioldgico e clinico de
Haemophilus influenzaedo b (Hinb)assim como o impacto que estes sorotipos podet&arca
em quadros infecciosos e até nortear o desenvait@me novas vacinas.
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2 OBJETIVOS

Geral

. Isolar, identificar e determinar a ocorréncia deaHpartir de material de nasofaringe de
criancas saudaveis, menores de seis anos, imugizadaa vacina contra o Hib de uma creche

do Municipio de Jacobina, Bahia.

Especificos

. Caracterizar os tipos de Hi encontrados (capsul&desgio capsulados) por métodos
sorolégicos e moleculares;

. Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianass nfrequentemente utilizados nas
infeccoes pelo Hi e a presenca da enfifectamase nas cepas isoladas deste estudo;

. Pesquisar a presenca dos gen&si-1 e ROB-1 relacionados a resisténcia a beta-
lactamicos nos isolados de Hi, utilizando a tecde#®CR,;

. Pesquisar alteracées na PBP3 nas amostras BLNAR.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido em uma crechécipal do povoado de Cachoeira
Grande, Jacobina - BA, cidade que tem uma populdedd.285 habitantes segundo o Ultimo
censo populacional e area da unidade territoriab@knf (IBGE, 2010).

A creche é composta por 75 alunos divididos em ttrémeas de 25. Cada sala de aula
mede 49y que é o tamanho preconizado para salas com P@salds instalacdes possuem
limitacBes quanto a algumas recomendac¢fes do MEAIStErio da Educacdo) (BRASIL, 1988)
principalmente nos refeitérios, tipo de piso paraitha e banheiros, ventilacdo e a quantidade de
banheiros.

3.2 COLETA DE DADOS

Foi realizada uma palestra inicial com a equipe tddalho da creche, mées e
responsaveis, esclarecendo o trabalho de pesgoisaamplo material audio-visual. Apds esta
etapa foi realizada entrevista com a aplicacdo westgpnario especifico (Anexo I) a cada
responsavel e mediante o preenchimento do ternwmkgentimento livre e esclarecido (Anexo
Il) a cada responséavel e respectiva crianga. Derrangéntrevista, os dados das criancas foram
obtidos, como idade, sexo e estado de saude (¢donaiso de antibidtico, hospitalizagédo

recentemente ou se sdo portadoras de doenca ¢nordbéemas respiratérios).
3.3 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi desenvolvido observando as recdacdes da Resolugdo n° 196 de
10/10/1996 - Conselho Nacional de Saude para Pesdlientifica em Seres Humanos. Foi
submetido e autorizado pelo CEP-Comité de EticaPesquisa da FIOCRUZ, com o nimero:
464174.
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3.4 AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste estudo foram coleta@a33 criancas (N=73) das 75
matriculadas, ja que duas ndo estavam presentéis i@ coleta. A faixa etaria das criancas era
de dois até seis anos de idade.

A coleta foi realizada utilizando “swabs” contenaheio estéril de Stuart e seguindo a
técnica de introducdo pernasal (Figura 2) e cowduzapidamente (aproximadamente 30
minutos) para o Laboratorio de Pesquisas Clinichapec, laboratério clinico que atende ao
SUS, localizado a 30 km da creche. Esse laborafdirigtilizado como apoio, onde foi realizada
a manipulacao inicial para obter o crescimento obhiemo. Primeiro, semeou-se em placa de agar
chocolate (base de agar Mueller-Hinton / Difco) igquecido com 10% de sangue estéril
desfibrinado de cavalo, 1% de IsoVitaleX (BBL) dugdo estéril de bacitracina (300mg/L) (
matéria prima fornecida pelo Setor de Substancian@@as de Referéncia (SQR) do INCQS-
FIOCRUZ), com incubacéo a 37°C em 5% de, @@ 18 a 24 horas. Desta placa, foram retiradas
trés colbnias sugestivas de Hi (bordas regulasgecho acinzentado, semi-opaca, ligeiramente
mucoide) e repicadas para nova placa de agar @iedskem bacitracina) e incubadas de maneira
semelhante ao isolamento inicial. Em seguida,zealse a anélise microscopica com coloracao

de Gram e posterior estocagem a -20° e -70° C lelm B&ll com glicerol a 20%.

Figura 2 - llustracdo da Coleta de material da faaisge.

Fonte:http://webserver.paucl.com/wwwdocs/cltm/Specimenkbigttdling/Frame.htm
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3.5 IDENTIFICACAO

Para a identificacdo dos isolados sugestivos dsdfiieou-se uma aliquota da cultura de
H. influenzaepreviamente estocada a -20°C, em placa de ageolet® (base de agar Mueller-
Hinton / Difco) enriquecido com 10% de sangue dsdésfibrinado de cavalo, 1% de IsoVitaleX
(BBL) com incubagéo a 37°C em 5% deQ@dr 18 a 24 horas. As colbnias que, na analise
microscopica se apresentaram inicialmente sugssteaHi, como bastonetes pleomorficos ou
cocobacilos e Gram-negativas foram testadas q@anéxigéncias nutricionais para os fatores X,
V e VX, em meios de cultura contendo agar nutrieeam a existéncia dos fatores citados
(LEDEBOER N.A. & DOERN, G.V. 2011).

3.6 IDENTIFICACAO FENOTIPICA, BIOTIPIFICACAO E SORTPIFICACAO

A identificacdo bioquimica dos Hi foi realizadaaatés dos testes de fermentagdo de
carboidratos em caldo - glicose, sacarose, lagasanose - em uma base contendo vermelho de
fenol como indicador de pH e suplementado com heanfiator X) e Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo - NAD (fator V),incubados a 35-37°C por 24 horas. (KONEMANal 2010;
LEDEBOER N.A. & DOERN,G.V. 2011).

A sorotipificacdo das cepas de Hi foi realizadaais do teste de soro aglutinagdo em
lamina (SAL) com antissoro comercial, marca Difesf¢o Haemophilus influenza@ntisera).
Com auxilio de alca descartavel, em uma laminaidi® vhomogeneizou-se coldnias de Hi com
uma gota de cada antissoro (a-f). Foram utilizactamo controle positivo as cepas: ATCC
9006(HiR); ATCC 10211(Hb); ATCC 9007(Hc); ATCC 9008(Hd); ATCC 8142(He); ATCC
9833(Hif) respectivamente. As cepas que nao agi#tim a nenhum dos seis sorotipos foram
consideradas como HINT (KONEMANt al 2010; LEDEBOER & DOERN, 2011).Nestes
casos, de sorotipificacdo duvidosa ou negativagsgltados foram confirmados por PCR para

todos os tipos capsulares.

A biotipificacao foi feita através de trés testaxjhimicos: a producao do indol, da urease
e ornitina descarboxilase. Adicionou-se uma susEemensa de cultura pura de Hi com os
substratos especificos. A leitura pode ser fegaréir de quatro horas, mas a prova de ornitina as
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vezes requer maior tempo de incubacédo, por isdeifuaa foi realizada apos 24 horas. Uma
combinacédo de resultados indica qual o biotipordaséra (CAMPOS 1999, KONEMAIgt al,
2010). A Tabela 3 apresenta as caracteristicasodosbiotipos (KONEMAN et al 2010;
LEDEBOER & DOERN, 2011).

Tabela 3 - Classificacdo dt influenzaeem bi6tipos, segundo reac¢des bioguimicas.

Biotipo Indol Urease Ornitina descarboxilase
Biotipo | + + +

Biotipo Il + +

Biotipo Il - +

Biotipo IV + +

Biotipo V + - +

Biotipo VI - - +

Biotipo VII +

Biotipo VIII

Fonte: Koneman, 2010 (adaptado).

3.7 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A determinacao da susceptibilidade aos antimicruisidoi realizada em todas as cepas
utilizando-se o método Disco Difusdo - DD (Kirbytas) (BAUERet.al, 1966). Para as cepas
gue se apresentaram resistentes, foi realizado todméla CIM - Concentracdo Inibitoria
Minima, adotado pelo CLSI (Clinical and Laboratd@tandards Institute, 2011). Utilizou-se
como controle de qualidade, as cepas de referdadii ATCC 49247 Klaemophilus influenzae
para o ensaio de susceptibilidade aos antibidétcé ATCC 10211Haemophilus influenzae

para a pesquisa da producadgedactamase nas cepas estudadas.

3.7.1 Método Disco Difusdo — DD (Kirby-Bauer)

Para determinacéo da susceptibilidade aos antim&ros foi utilizado o meio de cultura
HaemophilusTest Medium (HTM) que consiste da base de Muélieton suplementado com
15pg/mL de hemina, 15ug/mL de NAD e 5mg/mL de ¢atde leveduras. A suspensao das

coldnias foi realizada no caldo de BHI (Brain Hedaftision) ajustada a escala de 0,5 Mc Farland
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e inoculada com um “swab” estéril com haste detipta®m uma placa de 90 mm contendo o
meio HTM. Apdés a inoculacdo da suspensédo bacteriasglacas, os discos de antimicrobianos
foram distribuidos na superficie do meio com aaxdié uma pinga estéril. Em cada placa foram
aplicados quatro discos de antimicrobianos e, eguida as placas foram incubadas em camara
Uumida com atmosfera de 5% de £@ 35-37°C, por 16 a 18 horas. Foram testados disees
com combinagfes de 11 antimicrobianos para cada leagteriana: ampicilina (AMP - 10 pg),
amoxicilina - acido clavulanico (AMC - 20/10 pgkeftiaxona (CRO - 30 pg), cloranfenicol
(CLO - 30 pg), ciprofloxacina (CIP - 5 pg), rifammia (RIF - 5 pg) e sulfametoxazol-
trimetoprima (SUT - 1.25/23.75 ug), meropenem (MERD ug) e azitromicina (AZI - 15 pg).

Todos os discos foram adquiridos comercialmentendaresa Cefar Diagnostica Ltda.
3.7.2 Métodos para deteccao da CIM (concentragBibdria minima)

As amostras que mostraram resisténcia a algum iamiorano no método de disco
difusédo foram submetidas a determinacdo da CIMe Essaio foi realizado pelas metodologias:
diluicdo em agar e de Etest®. Posteriormente, cooogse 0s resultados dos dois métodos, disco

difusdo e o CIM.
3.7.2.1 Método diluicdo em agar (AD) - Ampicilina

. Preparo das solu¢des com diferentes concentragdastichicrobiano

Foi preparada uma solucdo estoque contendo 640Qudénampicilina em tampéo
fosfato (pH 8,0 a 0,1 mol/L). Esta solugao foi @i na propor¢cédo 1:10 e, a partir desta solucdo
foram feitas diluicbes seriadas na propor¢do de dbfndo-se solugbes com concentracdes de
0,5 a 64pg/mL. A Tabela 4 mostra o esquema de @efa para as diluicdes de ampicilina.

Tabela 4 - Esquema de preparacao de diluicbes peiina utilizados no CIM

Tubo Concentragdo  Fonte Vol. Diluente Concentragao
1 6400 Estoque 1mL 9 mL 640
2 640 tubo 1 4 mL 4 mL 320
3 320 tubo 2 4 mL 4 mL 160
4 160 tubo 3 4 mL 4 mL 80
5 80 tubo 4 4 mL 4 mL 40
6 40 tubo 5 4 mL 4 mL 20
7 20 tubo 6 4 mL 4 mL 10
8 10 tubo 7 4 mL 4 mL 5

Fonte: CLLSI, 2011 (adaptajlo
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. Preparo das placas de meio de cultura com antimamo

Para o preparo das placas, em cada tubo contenglonl.de HTM, acrescentou-se 2 mL
de cada concentracdo de antimicrobiano, 0,2 misalitaleX, 0,6 mL de NAD, totalizando 20
mL, volume necessario para atingir a espessureopzEara de 3-4mm do agar. A Tabela 5
apresenta o esquema do preparo do meio de cuRusaspensdo bacteriana foi preparada de
forma semelhante a utilizada no disco-difusdo (i#@1). Foram inoculados 2 ul de cada
amostra com micropipeta (Eppendorf Research®) salsigoerficie da placa de HTM, seguindo

0 esquema apresentado na Tabela 6 (JORGENSEN 1990).

Tabela 5 - Esquema do preparo das placas de meidtdea e antimicrobiano para realizagdo do
MIC:

N° da placa HTM NAD isoVitaleX Sol. Concentracdo final de

antimicrobiano  ampicilina em dilui¢céo
1:10 em agar (ug/ml)

Controle pré- 17,2mL 0,6mL 0,2mL 2 mL de 4gua -
ensaio purificada
estéril*
1 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2mLtubo 1 64
2 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 2 32
3 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 3 16
4 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 4 8
5 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2mLtubo 5 4
6 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 6 2
7 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 7 1
8 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 8 0,5
Controle p6s- 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL de agua -
ensaio purificada
estéril*

Fonte: CCLSI, 2011 (adaptado).

Controle pré e p6s-ensaio: sem adi¢cdo de antimamob
* Sem adicdo de antimicrobiano

HTM: Haemophilus Test Medium

NAD: Nicotinamida adenina dinucleotideo

As amostras foram inoculadas inicialmente em uraagptontrole (sem antimicrobiano),
seguida das placas com as menores para as majoEntracdes do antimicrobiano e por dltimo
inoculou-se na outra placa controle (sem antimiarad). As amostras foram incubadas em
camara umida com atmosfera de 5% de,&B7°C, por 24 horas.

A cepa ATCC 4924 7Haemophilus influenzadoi utilizada como controle positivo, como
recomenda o CLSI 2011.



40

De acordo com os resultados frente as concentrad@esntibidtico, as cepas foram
classificadas como sensivel (S), intermediarie (fgsistente (R) de acordo com a referéncia do
método de diluicdo do CLSI 2011.

3.7.2.2 Determinacéo da CIM por testd E-tesf )

Para determinacdo da CIM, utilizamos a técnicatEteSsta baseada em um gradiente
pré-definido e estavel do antimicrobiano que é agazata determinar a concentracao inibitoria
minima (CIM) em microgramas por ml.

Para confec¢do deste ensaio utilizou-se o meiauliera contendo HTM. O in6culo foi
preparado através da suspensdo das colbnias no daldBHI, ajustada a escala de 0,5 Mc
Farland. Com o auxilio de um “swab” estéril comthade plastico, o indculo foi semeado em
uma placa de Petri de 90 mm. Em seguida, com awliuma pinca estéril, aplicou-se as fitas
do E-test na superficie do meio. A incubacao foi realizattacamara (imida com atmosfera de
5% de CQ, a 35-37°C por 16 a 18 horas.

3.7.3 Teste de deteccao de R-lactamase

As amostras que apresentaram resisténcia a amaifiiiam testadas para a producéo de
3-lactamase pelo método da cefalosporina cromogémsando nitrocefina (Oxoid). Para o
controle de qualidade foram usadas as cepas ATQC32&. aureu} para controle positivo e
ATCC 25923 §. aureu} para controle negativo. Foi seguida a técnic®deallaghan & cols.
1972)
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3.8 METODOS MOLECULARES
3.8.1 Extracgao e purificacdo do DNA genémico

Apbs o cultivo das cepas de Hi em meio de agaratate suplementado, com o auxilio
de uma al¢a bacteriolégica, transferiu-se a quadédequivalente a 4@ de cada crescimento
microbiano para um microtubo de 1,5 mL contendopomespecifico do kit da Qiagen, para a
extracdo e purificacdo do DNA gendmico, seguindetapas do protocolo da Qiagen D Neasy
Tissue Kit (Qiagen Inc.Valencia, Calif. EUA). O DN&xtraido e purificado foi armazenado a
20°C.

3.8.2 Tipificacdo molecular pela Reacédo em Cadelia Polimerase (PCR)

Todas as amostras foram testadas pela técnicaRarfe@@iplex adaptada de Van Ketl
al. (1990), utilizando dois pares de iniciadores/ & para confirmacdo da espéeidois, Hi/
HI, para identificacdo do gene para expressao da eapsul

Os tipos capsulares foram determinados pela PCé&taelo com Falla e colaboradores
(1994), que descreveram iniciadores especificos gatectar cada um dos seis tipos capsulares
do Hi. Os iniciadores utilizados foram desenhadwrs ja regido | e Ill, comum a todas as cepas
de Hi e onde estdo localizados 0s genes especffarasa sintese das proteinas envolvidas na
producdo dos polissacarideos especificos dos tpds A sequéncia de nucleotideos dos
iniciadores utilizados sdo apresentadas na Tabeldtiizaram-se as seguintes cepas padroes
como controle positivo para todas as PCRs: Hia ABC@5; Hib ATCC 10211; Hic ATCC 9007,
Hid ATCC 9008; Hie ATCC 8142; Hif ATCC 9833

As amostras confirmadas para espécie, mas que mfbfiearam o genebexA que
caracteriza a presenca da capsula, foram aindsahed quanto a presenca do gbog que
codifica a capsula tipo b e possibilita a idendgi§&o de Hi tipo be quanto a presenca do gene
acs para pesquisa do tipo.a

O produto da amplificacdo do DNA foi aplicado em de agarose 1,0%, corado com
brometo de etidio a 04/mL e submetido a eletroforese por 1 hora a 10@iNzando-se como

marcador de tamanho molecular 100 bp Ladder (lvydtn).
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3.8.3 PCR para pesquisa de genes de resisténcia

Todas as amostras resistentes foram pesquisadastoqada presenca dos genes
responsaveis pela resisténcia a ampicilina peloamemo da producdo de beta-lactamase
utilizando os seguintes iniciadores: Tem-tem (paEsquisa do gerdargy) Rob-San, Rob-tem,
blaros (para pesquisa do gebérog) € PBP (para pesquisa do gene da proteina PBP-8n© ¢
bla-ros foi pesquisado de acordo com o que foi descritoTemover e colaboradores (1994) e
Sanbogi e colaboradores (2006). No entanto, odaduoces indicados nesses estudos néo
resultaram em amplificacdo de bandas compativeis @esperado. Foram entdo desenhados
novos iniciadores para a amplificacdo desse genEabkla 6 apresenta a lista de iniciadores
utilizados no estudo e suas respectivas sequédeiasicleotideos. Os programas utilizados na
amplificacdo bem como as concentracOes dos reageatiteados nas reacdes da PCR foram
agueles apresentados pelos respectivos autordsgrraapresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Iniciadores utilizados:

Nome Sequéncia 5- 3’ Gene Alvc Produto (bp) Referéncie

HiP6 ACTTTTGGCGGTTACTCTGT P6 273 Van Ketelet
TGTGCCTAATTTACCAGCAT al. (1990)

Hi CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC bex A 343 Van Ketelet
TGATGAGGTGATTGCAGTAGG al. (1990)

Hia CTACTCATTGCAGCATTTGC acs 250 Fallaet al.,
GAATATGACCTGATCTTCTG 1994

Hib GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC bcs 480 Fallaet al,,
GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA 1994

Hic TCTGTGTAGATGATGGTTCA ccs 250 Fallaet al.,
CAGAGGCAAGCTATTAGTGA 1994

Hid TGATGACCGATACAACCTGT dcs 150 Fallaet al.,
TCCACTCTTCAAACCATTCT 1994

Hie GGTAACGAATGTAGTGGTAG ecs 1350 Falleet al.,
GCTTTACTGTATAAGTCTAG 1994

Hif GCTACTATCAAGTCCAAATC fcs 450 Fallaet al,,
CGCAATTATGGAAGAAAGCT 1994

Pbp-Ubu GTTGCACATATCTCCGATGAG PBP-3 1050 Ubukata et
CAGCTGCTTCAGCATCTTGC al., 2001

ROB-San TCCCGAAACCCAAAAATACG blagos 337 Sanbogét
GATTGCCTGTTGCGTTATTG al., 2006

ROB-Tem ATCAGCCACACAAGCCACCT blagos 692 Tenoveet
GTTTGCGATTTGGTATGCGA al., 1994

TEM-Tem TGGGTGCACGAGTGGGTTAC blargm 526 Tenoveet
TTATCCGCCTCCATCCAGTC al., 1994

Bla-Rob CATTCGGTAACGTCTAATCC blagos 740 Este trabalho

TCTTCGGTAAATTGCGTACT
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Na reacdo da PCR, para a detecgdo do res, utilizou-se os iniciadores especificos
(blaros € blaros). Foi utilizado um volume total de 2&., sendo constituido de: 2,5ul de tampéao
(10mM), 1,0 pul ANTP (10mM), 2,0 pl Mg&b0mM), 0,2 ul délaq polimerase (2U), todos estes
do kit Invitrogen-TaqgDNA Polymerase, mais 1 pl de cada iniciador (50ipma 2,0ul de DNA
gendmico. As etapas da PCR foram desenvolvidaggiairde forma: 35 ciclos de 1 minuto a
94°C,1 minuto a 45°C, 1 minuto a 72°C e uma exteffisal de 10 minutos a 72°C. Os produtos
da PCR com 740pb foram analisados em um gel a 1%gaese (Sigma Aldrich, MO, USA)
contendo 0,ug/mL brometo de etidio (Promega) e submetido addtaese por 1 hora a 100V,
utilizando como marcador de peso molecular o 1Q@mjgler (Invitrogen).

As amostras que ndo apresentaram na reacdo da ¥géhes da beta-lactamase foram
submetidas a amplificacdo e posterior sequenciameéat gene PBP3 para determinar se o
mecanismo de resisténcia dessas cepas era povgiesdieracdes neste gene. As amostras que
apresentaram bandas em alturas diferentes da dapapaés a amplificacdo do gebkegosg ,

também foram submetidas ao sequenciamento do @@ P

3.8.4 Sequenciamento

Apo6s amplificacdo pela PCR dos DNAs dadaidos, os produtos foram quantificados e
suas concentracfes ajustadas para 200 ng/pL. zdutsie o kitBigDye Terminator Cycle
Sequencin@ a reacdo de sequenciamento, para cada genéiespém constituida de 5,pL de
DNA (200ng), 2uL dos respectivos iniciadores (1,6 pmdl), 1 uL de reativo BigDye (Applied
Biosystems), 1,L de tampao BigDye, num volume final de dl0 A reacédo de sequenciamento
foi conduzida em termociclador ApolfSATC 401 com as seguintes condicdes: 40 ciclos de
94°C por 10 segundos, 8D por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. A segupraaluto das
reacOes foi precipitado adicionando-se a cada BOgd de isopropanol 75%. A placa foi levada
ao vortex e submetida a um “spin” por 10 segundd8G® rpm. A placa ficou em repouso sob
protecdo da luz por 15 minutos. A placa foi ceng@da por 90 minutos a 2000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, invertendo a placpagml toalha. Foi colocada a placa invertida
na mesa e foi realizado movimento circular comaaglpara desprezar o excesso de isopropanol.

Adicionou-se 50 pL de etanol 75% em cada poco.r@egou-se por 30 minutos a 2000 rpm. O
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sobrenadante foi desprezado, invertendo a placpagml toalha. Foi colocada a placa invertida
na mesa e foi realizado movimento circular comazglpara desprezar o excesso de etanol. A
placa foi colocada invertida na centrifuga e deussepulso até 500 rpm. A placa foi deixada a
temperatura ambiente, protegida da luz, por 2 huaees secar. Apos, 0 DNA presente no poc¢o da
placa, foi ressuspendido em 5,5 uL de agua (GIBC@®)xou-se em repouso por 1 hora e

agitou-se no vortex.

Apés, a placa foi encaminhada para o se®rsequenciamento para a reacdo de
desnaturagdo. A reacdo de sequenciamento foi adalizegundo metodologia padrdo, por
eletroforese capilar em um aparelho ABI Prism 3@&hetic Analyzer Sequencer (Plataforma
PDTIS/FIOCRUZ).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS E PERFIL DOS PARTIPANTES

Foram isoladas trés colbnias de cada placa dascasaidentificadas inicialmente pelo
aspecto morfolégico e, ap6s a confirmacdo pelosededenotipicos, genotipicos e de
susceptibilidade aos antimicrobianos, aquelas quesantaram as mesmas caracteristicas, tais
como: resultados semelhantes no teste de SAL, emtifidacdo de biotipos, resisténcia as
mesmas drogas no antibiograma, receberam a mesntdi@hcao.

Apés os resultados das provas fenotipicas, a pdeti57 de um total de 73 swabs
coletados das criancas (78,08%) foram identificadaso Haemophilus influenzaeNos
materiais coletados das 16 criancas restantes dpogméao foram obtidos crescimentos
sugestivos de Hi. Foram isolados micro-organismmequientes na microbiota do trato
respiratorio, porém apos a realizacdo da colordgd@ram, provas bioquimicas e exigéncias dos
fatores V e X, foram identificadas como nao Hi,tapto ndo consideradas de interesse neste
estudo.

Das 73 criancas participantes do estudo, 39 s&exiomasculino e 34 feminino e a taxa
de colonizacao por sexo foi de 79,5% e 82,3% reéisp@tente.

A Tabela 7 mostra a colonizacdo da nasofaringetquafaixa etaria.

Tabela 7 - Faixa etéria das criancas estudadasdooas de Hi

Faixa etaria: N° criangas Portadoras (%)
De 24 a 36 meses 15 12 (80%)
De 37 a 48 meses 16 13 (81%)
De 49 a 60 meses 27 19 (70%)
Acima de 61 meses 15 13 (86%)

Total 73 57 (78%)




46

Tabela 8 - Numero de colbnias diferentes Hi dedwaom a classificagédo fenotipica ou

susceptibilidade aos antimicrobianos

N° de criancas (N=57) Colbnias diferentes Totakddos
48 01 52
08 02 12
01 03 03
Total (57) - 67

O Grafico 1 apresenta os resultados da classificalpd biotipos, obtidos a partir da

combinacéo de resultados de provas de indol, ueeasdtina.

Gréfico 1- Biotipos de Hi isolados

Biotipos

Vil
0%
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4.2 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS PELO METOD DILUICAO EM
AGAR

O teste de susceptibilidade foi realizado em toa®<$7 isolados de Hi, utilizando-se
discos dos 11 antimicrobianos. Os percentuais sistéacia observados sdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9 - Resisténcia aos antimicrobianos emdsslde Hi.

Antimicrobianos Amostras resistentes/ N total
AD CIM/Etest/%
R I
Amoxicilina+Acido clavulanico (20/10 pg) 1/67 o/67 o/67
Ampicilina (10 pg) 33/67 (49,2%) 33/67 (49,2%) o/67
Azitromicina (15u9) 0/67 Né&o realizado* Né&o realizado*
Ceftriaxona (30 ug) 0/67 Né&o realizado* Né&o realizado*
Cloranfenicol (30 pug) 0/67 Né&o realizado* Né&o realizado*
Ciprofloxacina (5 ng) 0/67 N&o realizado* N&o realizado*
Meropenem (10 ug) 0/67 Né&o realizado* Né&o realizado*
Rifampicina (5 pg) 0/67 N&o realizado* N&o realizado*
Sulfametoxazol+trimetoprim (1,25/23,75 ug) 45/6716%) 37/67 (55,2%) 8/67 (12%)
AD: 4gar diluicdo  R:resistente | intedirio  N: nUmero de amostras

* somente cepas sensiveis

O maior percentual de resisténcia observado ensreisolados de Hi foi o de
sulfametoxazol + trimetoprim (SUT). Quanto ao métaliluicio em agar, 45 isolados das 67
(67,2%) cepas estudadas apresentaram resistéessa antimicrobiano. Ao ser realizado o Etest,
oito destas cepas foram classificadas como inteééamasl e as 37 restantes confirmaram a
resisténcia.

Quanto a ampicilina, 33 dos 67 isolados (49,25%nestraram resistentes. Vinte e oito
amostras (41,8%) eram resistentes aos dois antioieros, conforme a Tabela 10. Apenas uma
amostra apresentou resisténcia a amoxicilina tfo&dal/ulanico, porém néo foi confirmada pelo

método de Etest, em que amostra apresentou sefesileila droga.
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Tabela 10 - Amostras de Hi resistentes a dois tigosntimicrobianos.

Antimicrobiano N (%)
Ampicilina 33 (49,25%)
SUT 45 (67,2%)
Ampicilina e SUT 28 (41,8%)

SUT: Sulfametoxazol + trimetoprim

Durante a entrevista, 0s pais/responsaveis de ait@ncas relataram o uso de
antimicrobianos na época ou até seis meses ameteriércoleta. Destas, apenas uma nao
apresentou colonizacao por Hi. As outras sete gamdeste grupo estavam colonizadas por Hi e
todas elas apresentaram resisténcia a pelo menaes duoga. A Tabela 11 apresenta o0s

antibioticos usados pelas criangas e a resistapcegsentada no antibiograma.

Tabela 11 - Criancas que estavam/estiveram emaiaatinicrobianos.

Amostra Medicamento AMP SUT
012 *Ampicilina R R
013 *Sulfametoxazol+trimetoprim R R
031 Amoxicilina R R
034 Amoxicilina NP R
037 Amoxicilina NP NP
050 Sulfametoxazol R R
56 Amoxicilina R R
061 *Sulfametoxazol+trimetoprim R R

*Antimicrobiano usado nos Ultimos 6 meses  AMPwicilina SUT: sulfametoxazol+trimetoprim
R: resistente S: sensivel  NP: ndo portador

4.3 PESQUISA DB-LACTAMASE

Das 33 amostras que apresentaram resisténcia ailimapi27 (81,8%) foram produtoras (e
lactamase e classificadas como BLPARIactamase positivo ampicilina resistente) e as sei
amostras nao eram produtoras da enzima, classiicadmo BLNAR f§-lactamase negativo

ampicilina resistente).
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4.4 PESQUISA DOS GENEBG6 e bexA

As amostras classificadas fenotipicamente comaHini submetidas a pesquisa do gene
P6 e dobexA, cujas presencas indicam a espécie e presencapdalacdespectivament&m
todas as amostras foi encontrado o ge@eA Figura 3 apresenta os produtos da reacdo de PCR
multiplex de quatro amostras, em que todos amaldin apenas o0 gerieb, jA o bexAfoi
amplificado apenas na amostra contréste resultado foi encontrado em todas as reagdes d
PCR das amostras. Somando-se estes resultadossattados dos testes fenotipicos, todos os
isolados foram classificados com HINT. Na pesquisaamostras do tipo lmu a nédo foi

encontrado amostra positiva para esta particuldeida

Figura 3 - Butos da reacdo da PCR multiplex de algumas cephis. d

021 035 044 049 C+ H20

100bp i

Eletroforese em gel de agarose a 1% (1x TBE) cardyto da reacdo da PCR de cepaside
influenzae(PM) / TM: tamanho molecular 100bp. 021, 035,,0845: cepas de HControle
(C+) ATCC 10211 (Hib) amplificacdes para o0 gen R&\..
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4.5 DETECCAO DOS GENES DA RESISTENCIA AGSLACTAMICOS

Todas as amostras resistentes a ampicilina fordometidas a PCR para pesquisa dos
genesblarem € blagos. A Tabela 12 apresenta as caracteristicas das amogsistentes a
ampicilina, associadas com a producédo da enpgila@tamase e o0s resultados da pesquisa dos
genedblarem, blarose PBP pela PCRD geneblarew foi detectado em 29 amostras (87,8%).

A Tabela 12 também apresenta o perfil das seistaas@slactamase negativas ampicilina
resistentes (BLNAR) em que, quatro (021, 034-4-26Q72) apresentaram o gdvlargv € duas
amostras (015 e 030) ndo amplificaram este genas Bmostras (030 e 062-2) amplificaram o
geneblagog, porém na altura 1100bp (acima do esperado), seadieaado o sequenciamento.

Das 27 amostrag-lactamase positivo ampicilina resistente (BLPAR)dpresentaram o
geneblargm. Os produtos das duas amostras (026-3 e 031-2)auapresentaram o gene, foram
purificados e em seguida o sequenciados. Para 8 RB&etalhamento do encontrado estdo nas
tabelas 12 e 13.



Tabela 12 - Perfil das amostras resistentes a dmaic

Pesquisa de genes

Isolados  -lac SUT Bla-TEM Bla-ROB PBP3
002(2) Positivo Resistente Positivo Negativo Pasiti
003 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
006 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
007 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
09(2) Positivo Resistente Positivo Negativo Positiv
010 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
011 Positivo Sensivel Positivo Negativo Positivo
013 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
015 Negativo  Sensivel Negativo  Negativo Positivo
016 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
017 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
020 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
021 Negativo  Resistente  Positivo Negativo Positivo
022 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
026 (1) Positivo Sensivel Positivo Negativo Positiv
026 (3) Positivo Resistente Negativo  Negativo Positivo
030 Negativo  Sensivel Negativo  Negativo Positivo
031 (1) Positivo Resistente Positivo Negativo Paosit
031 (2) Positivo Resistente Negativo  Negativo Positivo
034 (3) Positivo Resistente Positivo Negativo Paosit
034 (4) Negativo  Sensivel Positivo Negativo Positivo
035 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
044 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
045 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
047 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
049 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
051 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
056 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
062 (2) Negativo  Resistente Positivo Negativo Positivo
064 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
067 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
071 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo
072 Negativo  Sensivel Positivo Negativo Positivo
SUT: sulfametoxazol+trimetoprim Amp: acifina

51
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4.6 SEQUENCIAMENTO

As seis amostras BLNAR e as duas BLPAR (026-3 e)3fue ndo apresentaram o gene
blargm foram sequenciadas para estudar uma possivelgdtena proteina PBP3.

As amostras 030 e 062-2 também foram sequencianasocniciador blaROB para se
observar possiveis alteracdes na sequéncia deotidelo ou presenca de elemento de insercao
no genelaros.

A Tabela 13 apresenta o resultado do sequenciani@asoseis amostras BLNAR, quatro
apresentaram alteragcdes nas sequéncias de nueteotéderente a proteina PBP3. A amostra 021
apresentou quatro alteracdes, nas posicoes 377,58B82e 547, enquanto que a amostra 015
apresentou uma alteragdo na posicao 422. Na pdsdigatambém houve alteracdo na sequéncia
das amostras 034-4 e 030.

Tabela 13 Alteragdes de aminoacidos detectadas no sequemtiache gene PBP3 de 13 amostras

Amostra Presenca dos Substituicdo de aminoacidos
genes

MIC  Amp B-lac blajgy  blagos 273 377M 422 522A 526 547V
008 ND S ND ND ND
018 ND S ND ND ND
003 >64 R + +
006 >64 R + +
026-3 >64 R +
031-1 >64 R + +
031-2 >64 R +
062-2 >64 R - +
030 R - - - F - - - - [
021 >64 R - - - - [ - Y K [
015 >64 R - - - - - S
034-4 R - + - - - - - - [
072 R - + ND ND ND ND ND ND ND

ND: ndo determinada  R: resistente3-lac: presencga dglactamase A: alanina F: fenilalanina I: isciea K:
lisina M: metionina N: asparagina S: serina \lina

As sequéncias de DNA utilizadas para pesquisaragfies na PBP3 foram depositadas no Gen-
Bank sob os niimeros de acessos: KC831771-KC831774.
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5 DISCUSSAO

O Instituto Nacional de Controle da Quatid em Saude (INCQS), pertencente a Fundacao
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ no Rio de Janeiro — RJ, temo miss&do contribuir para a promogéo e
recuperacdo da saude e prevengdo de doencas atandaeferéncia nacional para as questdes ci-
entificas e tecnoldgicas relativas ao controle wllidade de produtos, ambientes e servi¢os vincula-
dos a Vigilancia Sanitaria. Entre os produtos der@sse para a saude, destacam-se as vacinas utili-
zadas no Brasil através do Programa Nacional deiragdes do Ministério da Saude, que inclui a
aplicacdo da vacina contra Hib.

Apéds 13 anos do inicio da vacinagdo com a vacingugada contra o Hib consideramos
necessario e relevante o estudo com criancas gram a vacinacdo completa, no sentido de
avaliar a situacao pos-vacinacao em relacdo as edpalmente presentes em populacdes suscep-
tiveis, como as criangas que frequentam ambientesvos como creches. Estudos nestas condi-
cOes sao raros. Em nosso pais os dados publicdd@ssassos, 0 que nos deixa avidos por essas
informacdes (SILVAet al, 2004; MARIN & SILVA, 2005; JOURDAIN, Set al, 2011).

Em funcdo da caréncia de informacdes, principalenerat regido nordeste do Brasil,
optou-se entdo em estudar uma creche na Bahialecid@ Jacobina, povoado de Cachoeira
Grande. Coletou-se amostras de todas as criangggedas uma creche por questdo de logistica.
Tratava-se de um povoado distante do laboratoriapmtgo, onde seriam realizadas apenas as
etapas iniciais: semeadura das placas, incubagéo vesualizacdo do primeiro crescimento
microbiano e passagem para nova placa de meiolea;iporém sem bacitracina. Os testes de
identificacdo e confirmacao dos micro-organismaarforealizados no Rio de Janeiro (INCQS).

Foi encontrado um percentual de 78,08% de portaddeeHi na populacdo estudada,
dado de acordo com o estudo realizado em Ribeirém,Rque relatou 72% de portadores em
criancas, também frequentadoras de creches (SkiAl 2004). A aglomeracdo pode ser
considerada um importante fator de risco, ja qugiaacas ficam mais expostas e este fator pode
explicar as taxas elevadas de colonizagdo encastradste e também em outros trabalhos
(MASUDA et al, 2002; SULIKOWSKAet al, 2004). Apesar de ndo ter sido abordado o fator

situacdo econdmica durante a entrevista, ficoueen@ que as criancas estudadas pertencem a
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familias de classe econdmica baixa e que, em simianeonvivem com irmaos nao vacinados, o
gue pode ter contribuido para colonizacao por Hi.

O uso da vacina contra o Hib é considerado um maaaude publica de todo mundo, ja
gue no periodo pdés-vacinal, o indice de doencasadas pelo micro-organismo diminuiu
drasticamente nos paises que incluiram a vacinseesicalendarios de imunizacéo. No presente
estudo, 100% das cepas isoladas foram caractesizadao HINT. A auséncia de colonizacdo do
Hib, que é o sorotipo ao qual a vacina ofereceegémt, neste e em outros trabalhos reforca a
eficacia da vacina contra o Hib (DABERNAT, 2003).

A colonizacdo da nasofaringe humana é considerguiam@iro passo na série de eventos
gue resultam na infeccdo pbk influenzaee em uma doenca invasiva. A predominancia de
colonizacao pelo HINT encontrada neste e em outadlhos realizados em creches ressalta a
importancia da vigilancia dos casos de infeccOeal ablonizacdo deste micro-organismo
(SULIKOWSKA et al, 2004 CASTILLO-FEBRESet al, 2005; BARBOSA-CESNIKet al,
2006). Considerando-se a importancia da colonizgg#ta o desenvolvimento da doenca,
verifica-se uma crescente preocupacdo com rela;éepas ndo capsuladas, isto porque se refere
a um importante patégeno de doencas respirat@i&sngo dos anos, cujo numero de casos de
doencas causadas pelo NT tem aumentado consideentel Em estudo realizado na Eslovénia,
observou-se um aumento de 12% (no periodo préalagara 85,2% (pos-vacinal) dos casos de
doencas causadas por este micro-organismo (KASERHE, 2010). Em outro estudo realizado
com criangas com bronquite, dos Estados Unidoanfasoladas HINT em 49% das amostras
(ZGHEREAet al, 2012). Além disso, ja existem relatos da asgséoialo HINT com a forma
mais grave da doenca, a meningite, como descreveZamella e colaboradores (2011) com
amostras de CSF de um centro de referéncia nacionde foi observado um aumento de
meningite causada por HINT, passando de 13 isoladgeeriodo de 2000-2002, para 64 (2006-
2008).

Refor¢cando esta questéo, a inclusao em 2010 pdi®BNno esquema de vacinacao das
criancas brasileiras, da vacina PHIiD-CV, onde d\'Hfornece a proteina carreadora, merece
consideractes. Trata-se de protecao contra umrohaspais patbgenos da OMA, pneumoniae
Porém a presenca da proteina do HiNT devera cantplara a diminuigdo das infec¢cdes onde o
Hi aparece como agente infeccioso. Ja existenoeetpue correlacionam este micro-organismo

com doencas invasivas, inclusive meningites e aapia conforme ja citado (ITé al, 2011 ).
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Observamos que as criangas participantes destealltoabndo receberam a vacina
antipneumocacica, pois ndo tinham a faixa etarggesda na época da introducdo da mesma no
calendéario de vacinacéo brasileiro. Portanto, &igesque a prevaléncia de colonizacdo de Hi
em criancas tenha diminuido nos ultimos anos, tpatccausa da vacina PHID-CV, que oferece
imunizagdo contra HINT, quanto pela imunidade d@mnéo conferida pelas vacinas conjugadas,
0 que nos sugere um estudo posterior para avali@pacto da vacina, tendo como referéncia
criangas que frequentam creches.

Os sorotipogdaemophilus influenzaedo b, incluindo o HiNT, raramente eram causado-
res de infec¢Bes invasivas (NIZET, 1996). Porérte esnario sem duvida sofreu alteracdo no
Brasil e no mundo (DE ALMEIDA et al., 2010, ADAM eat, 2010; CALDEIRA et al, 2013).
Nossos resultados demonstraram o incremento do$ Ha\populacdo microbiana das criancas
vacinadas, o que certamente poderd contribuir pafieccoes graves com estes micro-
organismos.

Outras caracteristicas foram investigadas paraif@n/confirmar possiveis fatores de
risco para o desenvolvimento da doenca. O princiels é a relacdo idade/colonizacdo (WARD
et al 1986; TAKALA 1989; MURPHYet al 1989; MARIN & SILVA, 2005) que nao foi
observado neste trabalho, ja que a taxa de colgiuozioi homogénea em todas as faixas etarias
das criancas estudadas. E importante ressaltaadaixa etaria mais afetada, segundo estes
autores, € a de criangcas com idade inferior a doiss, porém na creche estudada ndo é
frequentada por criangas com essa idade (MARINI&/&]2005).

A colonizagédo de 72,7% e 74,0/% das criancas d®@ seasculino e feminino
respectivamente, ndo caracteriza diferenca sigif@ de colonizac&o entre 0os sexos, estando de
acordo com o estudo realizado em Taubaté-SP paCBRE colaboradores (2004).

A biotipificagdo, utilizando métodos fenotipicosnstitui uma das ferramentas utilizadas
para pesquisas epidemiolégicas nos Hi conforméoselda literatura. Os biotipos | e Il sdo mais
frequentes nas cepas de Hib, muitas vezes produguddros graves (SHARMA et al., 2002;
ZANELLA et al., 2002, de Almeida et al, 2005).Umsdoabalhos pioneiros nesta area com cepas
brasileiras, concluiu que ha uma associagao estlgotipos | com o sorotipo b (LANDGRAF &
VIEIRA, 1993). Em nossos resultados, o biotipofdil o mais prevalente, seguido do biotipo II,
estando de acordo com o trabalho de DABERNAT (2089re isolados clinicos da Franca. Eles
obtiveram maior prevaléncia entre os biotipos lll @espectivamente. Um dos poucos relatos
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publicados com dados obtidos de creches brasil@rastudo de Silva e colaboradores (2006)
realizado na cidade de Ribeirdo Preto-SP, revedangbiotipos | e Il foram os mais prevalentes.

Outro dado importante analisado foi 0 uso de antmbiano na época ou até seis meses
antes da coleta. Das oito criangas que usaram alguimicrobiano, cinco apresentaram
resisténcia a sulfametoxazol+trimetoprim e a arhip&i apenas uma néo era portadora de Hi.
Estes resultados nos levam a sugerir que o usontiil@i@obianos por muito tempo, pode
contribuir e até implementar a selecao de cepatantes.

Os resultados dos ensaios de susceptibilidadeig@@duem agar e CIM) com o0s
antibioticos:  azitromicina, ceftriaxona, cloranfesli meropenem, amoxicilina+acido
clavulanico, fluoroquinolonas (levofloxacina e dffoxacina) e rifampicina demonstraram alta
atividadein vitro contraH. influenzage podendo portanto, servir como base para a escuaha
tratamento de infec¢cdes causados por este miceysrgo. Em contrapartida, mostram ddie
influenzaeapresenta alta resisténcia a ampicilina e sulfaxagol+trimetoprim.

O alto indice de amostras resistentes a sulfamedbaimetoprim (67,2%) confirma os
resultados encontrados em isolados de Hi recupemui@nte o periodo 1998-2004, em estudo
realizado com 718 amostras de varias regides dal B&io Paulo, Florianopolis, Porto Alegre, e
Brasilia) (CASTANHEIRAet al, 2006). As altas taxas de resisténcia parecematsbuidas a
elevada utilizacdo deste agente para o tratamenitafecgcdes respiratorias no Brasil, comuns em
criancgas, hipétese apoiada pelo fato de trimetdptiliametoxazol ser de baixo custo no Brasil,
além de ter um regime de dosagem simples (CASTAIRAEL al, 2006).

Ap6s 0 emprego da vacina conjugada contra o Hierslos autores confirmaram que
houve aumento de infecgbes pelos sorotipos ndwhindo os nédo tipaveis, estes classicamente
responsaveis pelas infeccdes do trato respiraftiri®). Estudos de quase uma década, ja& mos-
travam, que a resisténcia aos antimicrobianos eias nas infecgdes do ITR, sobretudo nos de
administracéo oral, necessitavam de uma reavaliag@mprego dos mesmos. Estudos com ce-
pas brasileiras de Hi descrevem a mudanca do derfiesisténcia da associacéo sulfametoxazol-
trimetoprim de 32,6% para 65,8% dos isolados (DIMELDA et al., 2006).

Andrade e colaboradores (2001) citam que a OMSMiwistérios da Saude de paises da
América Latina ainda recomendam o sulfametoxazohetoprim, como droga de primeira linha
pelo baixo custo e facil dosagem, o que favoretratamento empirico da maioria das ITR, in-

cluindo pneumonia. Estes mesmos autores mostrarafimero crescente de cepas resistentes,
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através de pesquisas com pacientes com infeccadlgogue fizeram uso rotineiro da associa-
cao sulfametoxazol+trimetoprim, o que pode ter putdmente contribuido para a elevag¢do no
indice da resisténcia das cepas de Hi isoladamfeagdes respiratorias.

O estudo da resisténcia a ampicilina é de grangeritidncia, ja que por muitos anos esta
droga foi a primeira opcdo para tratamento de ngi#et Sendo assim, esclarecer sua
efetividade € fundamental para se evitar uso dessédo e disseminacao da resisténcia. Neste
trabalho, 49,25% dos isolados apresentaram resigtén ampicilina, valores acima dos
encontrados no trabalho de Zanella e colaborademe2011, que encontraram resisténcia de
22% em 860 cepas estudadas e o grupo de Hashi@8)(g0e encontrou 37,2% amostras
resistentes, de um total de 363 amostras. Nestesslndos, todas as amostras resistentes eram
produtoras d@-lactamases.

Estudos de quase uma década, ja mostravam quistémesm aos antimicrobianos envol-
vidos nas infeccBes do trato respiratorio (ITR)@nd agentes infecciosos sdo frequenteniénte
influenzae e S. pneumonjambretudo nos de administragdo oral, necessitaeaomma reavalia-
cdo no emprego dos mesmos. Esta observacao fiofimmetada, por diversos autores, que apds o
emprego da vacina conjugada contra o Hib, com ceatorde infec¢gBes pelos sorotipos néo b,
incluindo os néo tipaveis, estes classicamenteornsspeis pelas ITR. Estudos com cepas brasi-
leiras de Hi descrevem a mudanca do perfil de téegiea da associacdo sulfametoxazol-
trimetoprim de 32,6% para 65,8% dos isolados (DBMELDA et al., 2006).

Neste trabalho observamos que além da alta resistén ampicilina, o principal
mecanismo envolvido foi a producdo da enzprlactamase observada em 81,8% das amostras
resistentes a esse farmaco. Além disso, detectau-geneblargy em 87,8% das amostras,
confirmando os resultados do estudo de Karlowslgolaboradores no Canada (2000), que
encontraram o indice de 90,7%. Resultados semekh#nbém foram encontrados por Farrell e
colaboradores, em 2005, com isolados de Hi de wapaises, incluindo o Brasil, onde
encontraram média de 93,7% cepas positivas pagaebiprew.

O geneblagog foi pesquisado utilizando trés pares de iniciaslalevido a dificuldade de
ajuste do programa e a falta de um controle pasitivtilizando-se os iniciadores Regfx
(SANBOGI et al., 2006) e Rok=m (TENOVER et al., 1994), seguindo-se os programas de PCR
disponibilizados por seus respectivos descritom®) conseguimos encontrar resultados

positivos. Foi entdo necessario desenhar outra@aniciadores (blaROB). Na PCR utilizando
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este ultimo par de iniciadores, observou-se qus du@stras apresentaram amplificacdo, porém
em altura diferente daquela encontrada em testéico. Para esclarecer se a banda amplificada
era produto do gene com algum elemento de inseggE@mplicons dessas amostras foram
sequenciados. Os resultados do sequenciamentoanamstque o fragmento amplificado ndo era
0 geneblaros, concluindo que as bandas amplificadas eram icéggEEs, ja que ndo houve
similaridade da sequéncia das amostras com asatu® lde dados. A auséncia do gene ROB
pode ser confirmada com a auséncia de cepas reesste ceftriaxona correlacionados em alguns
estudos (KARLOWSKY, 2000)

As amostras BLNAR foram sequenciadas para se igeegiossiveis alteracdes na PBP3.
A alteracdo na PBP3 foi encontrada em quatro aassét Tabela 13 mostra os aminoacidos e
locais de substituicbes. Esta observacdo pode isugee o0 mecanismo de resisténcia a
ampicilina dessas cepas, ndo € a producdo da efizimsgamase, mas a alteracdo na proteina
PBP3 interferindo na afinidade dos beta-lactammel® micro-organismo e consequentemente,
reduzindo a efetividade da droga. As amostras 062072, também pertenciam ao grupo do
BLNAR, mas nessas amostras o provavel mecanisnresikténcia é o gerdargy, ja que as
duas apresentaram o gene e ndo apresentaramaitesPBP3.

A susceptibilidade aos diferent@dactamicos parece ser afetada por uma ou mdultiplas
substituicbes em posicdes especificas (CERQUETTNYR Neste trabalho, houve uma alteracédo
incomum. Observou-se uma substituicdo do aminods6#iv por 5471, encontrada em trés
amostras, 021, 030, e 034-4. Alteracdo também ¢ractan nos trabalhos de Kubota et al
colaboradores (2006), Cerquetti et al (2007) e &kahal (2009). Além desta alteracdo (posicao
547), a amostra 021 apresentou outras alterac@edistituicdo de aminoacidos nas posi¢des 377
e 526 ja descritas por Ubukata e colaboradoresGfr &, posteriormente observadas por Osaki
(2005), Kubota (2006) e Shaare e colaboradoreQj2&3ta mesma amostra também apresentou
outra alteracdo na posicédo 522, onde uma alanipéoi{Aubstituida por uma valina (V) que nao
foi observada nas publicacdes anteriores, poréracaniunto com as outras mudancas, pode ter
contribuido para resisténcia a ampicilina.

A amostra 015 apresentou uma substituicdo na mogigd de uma asparagina (N) por
uma serina (S), ndo observada nos trabalhos dgpabtiaados até o momento. Esta mudanca na
PBP3 também pode ter induzido a resisténcia a dimpiga que essa amostra ndo apresentou o
geneblargwm.
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Dessa forma, o estudo com cepas de portadoresadasitom a vacina conjugada contra
Hib, devera contribuir para monitorar as possiadieracdes na prevaléncia dos sorotipos de Hi,
a frequéncia destes nos casos infecciosos, o pagfilresisténcia aos antimicrobianos e

certamente na estimativa do impacto da vacinaaanktib no Brasil.

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS:

6.1 CONCLUSOES

A prevaléncia de criangas portadorasHieEmophilus influenza®i de 78,08%, todas
HINT, o que demonstra que creches representam yariante fator de risco, ja que além de
encontrar uma alta taxa de colonizacdo, houve henedade quanto aos sorotipos, sugerindo
gue a aglomeracgdo pode contribuir para a disse&wndg micro-organismo. Portanto, torna-se
necessaria a prevencao da colonizacdo e, conseqanit de doencas causadas pelo micro-
organismo.

A auséncia de isolados de sorotipos b neste tmpabmando-se aos resultados
encontrados por outros autores, confirmam a efada&ivacina contra o Hib.

A maioria dos antimicrobianos indicados no trataimese doencas causadas pelo Hi
apresentou eficiéncia nos tests vitro, portanto, continuam sendo uma boa opcéo para
tratamento dessas doengas.

A determinacdo da susceptibilidade pelo MIC petmibservar que a maioria dos
isolados apresentou resisténcia a ampicilina e lfansetoxazol + trimetoprim, portanto, €
necessaria vigilancia da susceptibilidade destesaf@os, ja que sdo indicados constantemente no
tratamento de outras infeccgdes.

O principal mecanismo de resisténcia apresentaglas pepas estudadas foi a producég-de

lactamase presente na maioria das cepas resiséemegicilina e confirmada a presenca dolgefkwy,
encontrado em 87,8% destas amostras.

O mecanismo de resisténcia observado nas amodii&RBfoi por alteracdes na PBP3
ou pela presenca do gblargw.

O genblarognao foi evidenciado nas amostras testadas.
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O tratamento de infec¢des causadas pelo Hi, d@stas mecanismos de resisténcia e a
susceptibilidade das cepas devem ser analisadolbastorios clinicos e de pesquisa, ja que
medicamentos que antes eram considerados opc@etgtamento de doencgas causadas pelo Hi
tém apresentado resisténcia, indicando a necessidadvigilancia continua e medidas para
restringir o uso de antibidticos desnecessarios.

Desta forma, o presente trabalho que agora congfijitom o alcance dos objetivos
propostos, deve ser considerado como contribuigha p Saude Publica, sobretudo por ter
estudado criangas imunizadas com a vacina coniiflb muma populacdo fechada (creche) em
uma cidade do Nordeste brasileiro (Jacobina), ocgleca nossos resultados como pioneiros no

tema proposto e abordado naquela regido do Brasil.

6.2 PERSPECTIVAS

» Realizar nova pesquisa envolvendo maior numerohesgcutilizando dados
estatisticos, especificamente de amostragem ésadd com criancas de areas

diferentes, avaliando a colonizacéo de Hi e tamié8: pneumoniae

» Realizar estudos com casos clinicos de otites,remgas vacinadas com a vacina
PCV-10 para observacoes da frequéncia dos isolados, bemo ca

susceptibilidade aos antimicrobianos utilizadosratamento da infeccéo.
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Amostra [Idade  [fexo  |AMP MIC Beta sUT Eest’ | Acicares | Biatipo Sorologia [PCR - [Pesg b’

fiil i F Houve crescimento de outro micro-orgenismo ( Servatia odorifera) - vitek

mzgny o p Fo | Resstente Resistente  [Posttive Resistente b Hi Il NT NT [Nepstivo
2l 1 Foo|Sensivel Resstente 4 Hi Il NT NT INegativo
i3 H] F'oo|Resstente  [Resistente | Positivo Resistente b Hi Il NTouA | NT [Neptivo
(104 6 M Houve crescimento de outro micro-organismo, mas fof descartada o possibilidade de Hi

(i3 i M Houve crescimento de outro micro-organismo, mas fof descartada & possibilidads de Hi

il 14 M| Resstente Resistente | Positive Resstente 4 Hi [V NTouA | NT [Negtivo
071y 41 F oo Resstents Resstente | Postive Resistente 12 Hi Il AT NT INegativo
s Hi Mo | Sensivel Sensivel Hi Vil E NT  [Negativo
171 VI M |Sensivel Sensivel Hi NTouA | NT [Negativo
ey Bl M |Resstente  [Resistente  (Positivo Resistente | 2 Hi Il € NT [Negativo
10{1) 14 M |Resstente Resistente  [Posttvo Resstente 4 Hi i NT NT  [Negativo
1002 14 Mo |Resstents Resstente | Postive Resistente |Rosstente | Hi Il NTouD | NT [Nemtvo
10{3) 14 M |Resistente Resistente  |Positvo Resistente 4 Hi Il NT NT  [Negativo
il 8 F o |Resstente  [Resistente | Positivo Sensivel Hi b NT [Negativo

AMP: ampiciline MIC: concentragdo minima inibitoria d empicilina Beta: produglo de (-lactamase SUT: sulfametoxazol=-timetoprim F: feminino M: Masculing

He: glicose (=), secarose (-, manose (-] ¢ lctose (-}
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Amostra |ldade  [Sexn AMP MIC Beta SUT E-test  |Agocares | Biotipo Soralogia [PCR |Pesg B-
i £l Mo |Sensive Resistente |Remstente | Hi il B NT  [Negativo
3 27 Mo [Resistente Resistente  |Positive Resistente § Hi 1 D NT  Negatvo
] 48 F Houve creseimentn de outro micro-organismo, mes foi descartads a possiblidade de Hi
ins 27 F o |Resistente Resistente | Negativo Sensivel Hi Il NT NT  Neputivo
16 (i Foo|Resistente Resistente | Positivo Resistente (Resistente|  Hi v C NT [Negativo
7 27 F o |Resistante Resistente | Positive Resistente 4 Hi I D NT  [Nemativo
18 th F o [Sensivel - Sensivel Hi Il AT NT  Negativo
0o 11 M [Houve creseimento de outro migro-crganismo {néo-identificadao) - vitek
p| all Mo |Resstente Resistente | Positivo Reswstente |Resistente|  Hi Il NT NT  Neptivo
I HT F o |Resistantz Resistente | Negativo Resistente 3 Hi [V E NT  [Negativo
¥ H F o |Resstente [Resistente | Positiv Resistente § Hi I NT NT  Negatvo
Pk HG F o |Sensivel - Sensivel Hi I NTouD | NT [Negtivo
H 1 F o |Sensivel Resistente [Resistente|  Hi Il 5T NT Negativo
123 14 F Houve crescimento de outro micro-organismo, mas fol descartads & possibilidade de Hi
26(1) 152 Mo [Resstente Resistente  |Positve Sensivel  |Resistente|  Hi i NToul | NT [Nepativo
16(3) 52 M |Resstente Resistente | Positive Resigtente ] Hi 1 b NT  Negstvo
M 50} F o |Sensivel - Sengivel Hi i | BouD | NT [Negtivo
) il F o |Sensivel Sensivel - Hi vl Boua | NT [Negativo
128 it M [Houve crescimento de outro micro-crganismo, mas foi descartada a possibilidade de Hi

AMP: ampiciling MIC: concentragiio minima intbitoria de empiciling Bete: produglo de f-lactamase SUT: sulfametoxszobtnmetoprim F: feminino M: Meseulin
Hi: glicose (), secarose (-1, manose (-) ¢ lactose ()
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Ampstra [ldade  Bexo  |AMP MIC Bty SUT |Etest  |Aocares |Biotipo  |Sorologis |PCR |Pesg B-
119 i M [Houve crescimento de outro micro-organisme, mas fo descartada a possibilidade de He
0 [ M |Resstent:  [Resistente  |Negatvo | Sensivel - Hi v C NT  Negativo
n i F o |Resstente  [Resstente  (Postivo | Resistente |Resistente|  Hi Il NT NT  INegtivo
U 2 F o |Resistente Resistente  (Positivo Resistente 5 Hi Il NT NT  Negtivo
i1 i F Houve crescimento de outro micra-organismo, mas fol descarfady  possibilidade de Hi
kL bl M |Sensivel Sensivel - Hi i NTouE | NT Negtivo
M 52 M |Sensivel Resistente | 084 Hi i NT NT  [Negativo
i 52 M |Resstents  Resstente  [Postivo |Resstente | 12 Hi Il NT NT  INegtivo
M4 i M |Resstente 8 Negativa | Sensivel - Hi Il NT NT  Negtivo
3 i3 M |Resstente  [Resistente  (Postvo | Resistente | Resistemte|  Hi NT NT  Negtivo
In(1) 54 Foo|Sensivel Resstente Hi Il NT NT Negtivo
017 il M |Houve crescimento de outro micro-organisme { Brevindimanas diminuta/ vesiculares) - vitek
038 i F|Sensivel Resstente | 15 Hi I E NT  INegtivo
i il M |Sensivel Resistente | 2 Hi Il NTouF | NT [Netivo
W2 Wi Mo |Sensivel - Resistente 2 Hi il NTouF | NT Nemtivo
Al Hi M |Sensivel Resistente |Resistente]  Hi I NT NT Negtivo
il 4 M |Sensivel Resstente | 2 Hi I NT NI Negetno
41 x| F |Houve crescamento de outro micro-organismo { com baixo perfil reativo) - Vitek

AMP: ampizilma. MIC: concentragio minima inthitoria da ampuciline Bete: produgdo de B-lactamase SUT: sulfamefoxazol-~trimetoprim F: feminino M: Masculno
Hi: glicose (=), secarnse (-), manose (-) ¢ lactose ().
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Amostra  |[dade Sexo AMP MIC Beta sSUT E-test Agucares | Biotipo Sorologia |PCR |Pesy B-
43 25 Mo |Sensive Negativo Resistente 4 Hi 1l NT NT [Negstivo
4 5% M |Resstente Resisiente | Positiva Resistente | Resistente Hi LIl NT NT  [Negativo
45 183 F Resistents Resistente | Positive Resistente 12 Hi v NTouC | NT [Negutivo
4h 17 F |Sensivel Sensivel = Hi V 3 NT  [Negative
47 46 M |Resistente Resistente  |Positivo Resistente 4 Hi 44 NT NT  [Nepative
4 il M |Sensive Megativo Resistente B Hi Il NT NT  [Negstive
44 135 F Resistents Resistente | Positive Resistente 0.75 Hi 44 NT NT [Negativo
30 155 M [Sensivel Resistente p Hi vV D NT  [Negutivo
51 jal M |Resistente Resistente | Positiva Resistente 8 Hi ¥ NT NT [Negative
ARil+l) M8 M [Sensivel Sensivel - Hi It D NT  [Negative
533+4) ] Mo |Sensive Sensivel - Hi Vi D NT [Negstivo
231+ I3 Mo |Sensivel Sensivel - Hi Vil NTouE | NT [|Negativo
LR o3 Mo |Sensivel Sensivel - Hi Il NT NT [Negative
i 52 M |Sensivel Resistente & Hi I NT NT [Negative
a5 1 F o |Sensivel Sensivel - Hi A NT NT [Negative
36 7 F Resistents Reustente  |Posiivo Resistente & Hi 1 NTouC | NT [Negstivo
a7 12 M |Sensivel Resistente 4 Hi i NTouC | NT [Nepativo
a8 35 F Sensivel Sensivel - Hi 1 NTouA | NT |Negative
1) ] M [Sensivel Intermedis 1.5 Hi Il NT NT  [Negative

AMP: ampietling MIC: concentragio minima inibitina da ampiciting Beta: producio de B-lactamase SUT: sulfametoxazol+tnmetoprim F: femining M: Masculing

Hi: glicose (=), sacerose (-1, manose (-) ¢ lactose (-
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Amostra  |ldade Rexe  [AMP MIC Beta SUT E-test | Agocares |Biotipo Sorlogia |FCR  [Pesy B-
59¢2) b3 Mo |Sensivel - . Intermedia | 15 Hi Il T NT  [Negativo
el 59 F Houve ereseimentn de outro micro-organisma, mas fo descartada o possibnlidade de Hi
Bl{1) i F o |Sensivel - - Resistente I Hi Il B NT  [Negativo
pl{2+3) |32 Foo|Sensivel . . Resistente . Hi Il Boud | NT [Nemtivo
B2(1) K Foo|Sensivel . . Resistente 3 Hi v NT NT  [Negativo
62(2) Hi F o |Resistente i Negativa | Resistente 4 Hi V NI NT  [Negetivo
i3 i M Howve erescimento de outro micro-organisma, mas foi descantada & possibilidade de Hi
4 24 M |Resistents Resistente | Positive Resistente 12 Hi il D NT  [Negativo
o3 A7 M Houve erescimentn de outro micro-organisma, mas fo descartada a possibilidade de Hi
(66 F Houve crescimento de outro micro-organismi, mas firi descartada o possibilidade de Hi
b7 H3 F o |Resstent:  |{Resistente | Positivo Resistente 12 Hi 1l NTouA | NT [Negtive
i K F oo |Sensivel - . Resistente 2 Hi Il NT NT  [Negativo
o9 142 M Houve crescimentn de outro micro-organisma, mas foi descartada a possibilidade de Hi
1) Tl Mo |Sensivel - Negativa | Resistente 1 Hi V D NT  [Neativo
T0(2) i3 M |Sensivel - Negativo Sensivel - Hi Il NTouC | NT [Negtive
1 ikl M |Resstents Resistente | Positivo Resistente Restents|  Hi | E NT  [Negetivo
T2 i M |Sensivel - . Senstve - Hi 1l E NT  [Negativo
i Hii F o |Resistents |Resistente  |Negativa | Sensivel - Hi Il NTouA | KT [Negtive
n i M |Sensivel - - Resistente I Hi Il E NT  [Negativo

AMP: ampiciline MIC: concentragio minima inibitdria da empiciling Beta: produgo de f-lactemase SUT: sulfametonszol+tnmetoprim F: femining M: Masculing Hi:
glivose (=), sacarose (-}, manose (-) ¢ lactose (-)
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ANEXO B- QUESTIONARIO APLICADO

FICHA DE INFORMACOES DE PACIENTES N° AMOSTRA
CRECHE MAE ROSA —-CACHOEIRA GRANDE- JACOBINA-BA.

Responsavel pelo preenchimento............ccceeeeeeeeieeeeeiiinnnee

NOME:
DATA DE NASCIMENTO: I SEXO  F( ) M ( )
Raca: [ Branco 0 Negro 0 Outros [ desconhecida

VACINADO CONTRA Haemophilus influenzae tipo b (Hib) ? () com a DPT/ quadrupla ( )
NAO ( ) SIM ( ) QUANTAS DOSES? ( ) DATA DA ULTIMA DOSE: / /

TEM OU TEVE CONTATO COM ALGUEM COM SINTOMAS DE DOENGCAS RESPIRATORIAS NOS ULTIMOS 6
MESES?

NAO( ) SIM () ONDE?
INTERNACAO ANTERIOR (ATE 6 MESES) ? QUANDO?
NAO( )

SIM ( ) MOTIVO:

TIPO DE MATERIAL COLETADO: swab de nasofaringe

DATA DA COLETA: / /

DOENCA CRONICA?

NAO ( ) SIM () QUAL:
PARENTE INTERNADO NOS ULTIMOS 6 MESES?
NAO( )

SIM () MOTIVO:

PACIENTE EM USO DE MEDICAMENTO?

NAO ( )

SIM () QUAL? QUANTO TEMPO?

PACIENTE EM USO DE ANTIBIOTICO?

NAO ( )

SIM () QUAL? QUANTO TEMPO?

PACIENTE TRATADO COM ANTIBIOTICO ANTERIORMENTE (ULTMOS 6 MESES )?

NAO( ) SIM ()
B-LACTAMICOS () QUANDO? MACROLIDEOS () QUANDO?
CEFALOSPORINAS ( ) QUANDO? TETRACICLINAS () QUANDO?
CLORANFENICOL ( ) QUANDO? QUINOLONAS ( ) QUANDO?
VANCOMICINA () QUANDO? AMINOGLICOSIDEOS () QUANDO?
OUTRO () QUAL? QUANDO?

OBS. Anexar copia-xerox da carteira de vacinagéo.
AUTORIZO A UTILIZAGAO DO MATERIAL COLETADO PARA FINS DE PESQUISA SEM A DIVULGAGAO
DO NOME DO SUJEITO DA PESQUISA.

Data Assinatura do respiwes
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Autorizo a coleta de secrecdo de nasofaringe (regid o entre nariz e garganta), do(a)

=T T U EEURRPRR , 0(a) qual sou responsavel
e que freqienta a CRECHE MAE ROSA — CACHOEIRA GRAND E-JACOBINA-BA. Estou
ciente de participar do projeto “Ocorréncia de Haemophilus influenzae em criancas

saudaveis menores de cinco anos, vacinadas com a va  cina conjugada contra o Hib, em
uma creche do municipio de Jacobina, Bahia”. Sei qu e ndo ha riscos e desconfortos na
coleta deste material. Sei também que a coleta serd  feita por profissional da area de
saude, treinado e capacitado.

Estou ciente que as criancas serdo consultadas, ant  es de ser processada a coleta do
material, e sera respeitado o desejo daquela que se negar a fazé-lo.
Os beneficios esperados serdo da maior relevancia p ara a ciéncia brasileira e
contribuirdo para a melhoria e desenvolvimento da s alde publica.

Autorizo que os dados obtidos sejam publicados, sem a identificacdo dos pacientes, para
as fontes cientificas, que o responsavel deste proj eto, considere adequada. Concordo
também em fornecer os dados que fazem parte destet  ermo através de ficha (em anexo).
Tenho o acesso dos telefones e endereco do pesquisa  dor e de onde sera realizada esta
investigacao:

Antonio Eugenio Castro Cardoso de Almeida

FIOCRUZ-INCQS

Av. Brasil, 4365

21045-900-Manguinhos - Rio de Janeiro

Tels. 21-38655243 (Horario comercial)

21-30421167 ou 94013081 (Particular do pesquisador)

Jacobina (Bahia),

Assinatura do pai, mde ou responsdvel - N°



