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RESUMO 
 

As bactérias do gênero Haemophilus, família Pasteutelleaceae têm ainda na espécie influenzae 
influenzae (Hi)a mais importante nas infecções humanas. Hi, que inclui os sorotipos capsulares 
(a-f) e os NT é responsável por diversos quadros infecciosos. Haemophilus influenzae b (Hib) era 
um dos principais responsáveis pelos casos de meningites em diversos países do mundo. Estava 
também associado a outras infecções graves como epiglotite, artrite séptica, bacteremia, 
pneumonia e septicemia, principalmente em crianças. As doenças associadas ao Hib são 
preveníveis pela vacina conjugada formada do PRP e uma proteína carreadora, incluída no 
PNI/MS em agosto de 1999.  Após a introdução da vacina conjugada contra o Hib houve redução 
expressiva das doenças causadas pelo Hib, nos diversos países que introduziram a vacina em seus 
calendários de imunização, porém, os outros sorotipos, inclusive os HiNT passaram a ser  
isolados com maior frequência como agente infeccioso de meningites sendo também atualmente 
um dos principais agentes etiológicos da Otite Média Aguda (OMA), o que o torna alvo de 
importantes pesquisas para novas vacinas. A colonização desta é fundamental para que ocorra a 
infecção e, crianças de creches e orfanatos apresentam variáveis taxas desta bactéria. A 
importância deste estudo continuando uma linha de pesquisa sobre o Hi no INCQS-FIOCRUZ, 
com ênfase no estudo de cepas isoladas após a implantação da vacina está associada à 
necessidade de verificar a situação de portadores, em uma população fechada (creche) para 
contribuir com o conhecimento da situação do Hi após treze anos da introdução da vacina 
conjugada contra o Hib no Brasil, que reduziu, mas não impediu a ocorrência da doença. O 
objetivo principal deste estudo foi determinar a ocorrência de Hi em crianças frequentadoras de 
uma creche em Jacobina, Bahia. Realizou-se coleta de material da nasofaringe de 73 crianças. 
Encontrou-se uma taxa de colonização de 78,08%. sendo todas as cepas isoladas classificadas 
como HiNT. O biotipo prevalente foi o III. Através do estudo de susceptibilidade a 
antimicrobianos foram encontradas cepas produtoras de β-lactamase e não produtoras resistentes 
à ampicilina. Foram observadas altas taxas de resistência à ampicilina (41,8%) e a 
sulfametoxazol+trimetoprim (67,2%). O gene blaTEM, que é o principal responsável pela 
resistência à ampicilina,  foi encontrado em 81.8%. O blaROB, não foi evidenciado. As amostras 
BLNAR (β lactamase negativa ampicilina resistente) foram sequenciadas e foram observadas 
alterações na PBP3, as principais alterações foram: nas posições 547V→547I, encontrada em três 
amostras, 422N→422S e 273S→273F. Foram avaliadas cepas em relação à amoxicilina / ácido 
clavulânico, ceftriaxona, rifampicina, cloranfenicol sendo todas sensíveis. O presente estudo 
confirma a eficácia da vacina contra o Hib e aponta para necessidade de vigilância do HiNT, já 
que apresentou alto percentual de colonização e de resistência a alguns antimicrobianos. 

 

 

Palavras-chave: Haemophilus influenzae, creches, meningite. 
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ABSTRACT 
 

The Bacterial genus Haemophilus is inclued in the family Pasteutelleaceae and the influenzae 
specie (Hi) is the most important in human infections. Hi includes capsular serotypes (a-f) and 
non-capsulated strains (NT), which are responsible for many infections. Haemophilus influenzae 
b (Hib) has been one of the main cause of meningitis in many countries worldwide. It has been 
also associated with other severe infections such as epiglottitis, septic arthritis, bacteremia, 
pneumonia and septicemia, mainly in children. Since 1988 these infections are preventable by 
Hib conjugate vaccine consisting of PRP and a carrier protein, and it has been included in the 
national vaccination program (PNI/ MS) in 1999. After the introduction of Hib conjugate vaccine, 
diseases caused by Hib had significantly decreased in several countries where the vaccine was 
introduced into their immunization schedules however, other serotypes, including HiNT, has been 
isolated with greater frequency as agents of infectious meningitis which is currently one of the 
main etiological agents of Acute Otitis Media (AOM) and the subject of important researches on 
new vaccines. Colonization is essential to start the infection, and children from daycare centers 
present variable rates of the bacteria in their nasopharynx. The importance of this study on an 
ongoing line of research at INCQS-FIOCRUZ with emphasis on the study of strains isolated after 
the introduction of the vaccine, is associated with the monitor of carriers in a closed population 
(daycare) to contribute to the knowledge of the circulation of Hi after thirteen years using 
conjugate vaccine against Hib in Brazil, which reduced but did not prevent the occurrence of the 
disease. The main objective of this study was to determine the occurrence of Hi in children 
attending a daycare center in Jacobina, Bahia. For the study we collected material from the 
nasopharynx of 73 children. We found a colonization rate of 78.08% and all isolates were 
classified as HiNT. Biotype III was the most prevalent. The study of antimicrobial susceptibility 
showed ampicillin-resistant strains producing and non-producing β-lactamase. We also observed 
high rates of resistance to ampicillin (41.8%) and trimethoprim+sulfametoxazol (67.2%). The 
gene blaTEM, which is primarily responsible for ampicillin resistance was found in 81.8% of the 
strains. The blaROB gene, was not observed among the strains analyzed. The PBP3 gene of 
βLNAR samples was sequenced and changes were observed, the major changes were in positions 
547V → 547I found in three samples, 422N→ 422S and 273S→ 273F. Strain susceptibility was 
evaluated against amoxicillin/clavulanic acid, ceftriaxone, rifampicin, chloranphenicol and were 
susceptible. This study confirms the efficacy of the vaccine against Hib and points to the 
relevance to vigilance HiNT, as presented high percentage of colonization and resistance to some 
antimicrobials. 

 

 

Keywords: Haemophilus influenzae, daycare, meningitis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A proposta desta pesquisa, dando continuidade a uma linha de investigação no Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS) pertencente à Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) está associada à necessidade de determinar a frequência de cepas de Haemophilus 

influenzae em portadores. Trata-se de crianças saudáveis, menores de seis anos, imunizadas com 

a vacina conjugada contra o Hib, alunas de uma creche e residentes da cidade de Jacobina-Bahia. 

Nosso marco divisório inicial para esta pesquisa foi a inclusão da vacina contra o Hib no 

Programa Nacional de Imunizações (PNI) do Ministério da Saúde (MS), em agosto de 1999. 

  
1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O gênero Haemophilus é formado por organismos procariotos pertencentes à família 

Pasteurellaceae, onde também estão incluídos os gêneros Pasteurella e Actinobacillus. As 

espécies deste gênero que atualmente são conhecidas como agentes de infecções ou de 

colonização no homem são: H. influenzae, H. aegypcius (associado à Febre Purpúrica Brasileira), 

H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. paraphrophaemolyticus, H. 

haemoglobinophilus, H. ducreyi, H. pittmaniae e H. sputorum (JORDENS & SLACK, 1995; 

EUZÉBY, 2013). As espécies citadas de Haemophilus encontradas em humanos estão, na 

maioria, associadas ao trato respiratório superior, exceto H. ducreyi, que é um patógeno primário 

do trato genital (MENDELMAN, 1987, KONEMAN et al., 2010). 

Haemophilus são bactérias Gram-negativas, anaeróbios facultativos, imóveis, que se 

apresentam na forma de cocobacilos e bastonetes pleomórficos. Este gênero foi inicialmente 

descrito por Pfeiffer em 1892. A denominação de Haemophilus para este grupo de micro-

organismo foi sugerida por apresentar crescimento, somente, quando cultivado em meio sintético 

contendo sangue ou hemácias lisadas (MARRS et al., 2001). 

A denominação Haemophilus influenzae (Hi) foi descrita inicialmente por Winslow e 

colaboradores em 1920 que, estudando os fatores de crescimento desta bactéria, observaram que 

uma das exigências para seu cultivo era a presença da nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) 

também chamado de fator V e a hematina ou fator X. Estes fatores são a base primária na 
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diferenciação laboratorial de Hi das outras espécies de Haemophilus (WARD & ZANGWILL 

1999). 

A espécie H. influenzae é dividida em dois grupos, os capsulados e os não-capsulados 

(NC), descritos pela primeira vez em 1931. Baseado nesta estrutura existem seis sorotipos 

designados de a até f, que são classificados de acordo com os antígenos encontrados nas suas 

cápsulas. Os sorotipos que não apresentam ou não expressam a cápsula em sua estrutura são 

denominadas não tipáveis (NT) ou não capsulados, devido à sua impossibilidade de serem 

tipados pelos métodos sorológicos tradicionais (PITTMAN, 1931). 

As cepas encapsuladas, especialmente Haemophilus influenzae tipo b (Hib), mesmo após 

o emprego da vacina, ainda são responsáveis por uma variedade de doenças invasivas graves 

como meningite, pericardite, septicemia, artrite séptica e outras como conjuntivite e otite média 

(MURPHU et al., 1993; DE ALMEIDA et al, 2005). 

Estudos revelam que, antes da introdução da vacina contra o Hib, este micro-organismo 

era um dos principais responsáveis pelos casos de meningites tanto em países desenvolvidos 

quanto em desenvolvimento (WENGER, 1993; MADORE, 1996). No Brasil até a década de 90, 

período conhecido como pré-vacinação, o Hib era responsável pela manifestação de 95% das 

doenças invasivas causadas por Hi (FALLA et al. 1995; ARACIL & CAMPOS 2003). 

Aproximadamente 80% das doenças por Hib ocorriam entre o terceiro mês e o terceiro ano de 

vida, sendo a maior incidência observada em lactentes com idade entre seis meses e um ano; 35 a 

40% dos casos foram observados em crianças com mais de 18 meses de vida (AMATO NETO et 

al., 1991). 

Apesar do tipo b ser o principal causador de doenças na era pré-vacinal e ainda ser um 

importante agente infeccioso, os HiNT (Haemophilus influenzae não tipáveis)  podem  ser 

isolados do trato respiratório superior de crianças saudáveis, com altas taxas de colonização, 

afetando cerca de 80% a 100% das crianças e são frequentes causadores de infecções localizadas, 

tais como: conjuntivite, otite média e sinusites em crianças (FOXWEL, 1998; SILVA & MARIN, 

2001; CRIPPS et al. 2002). O primeiro relato de doença invasiva associado ao HiNT foi 

documentado em 1996 por Nizet e colaboradores (1996), de uma criança com meningite. Após a 

vacina contra o Hib, esta bactéria passou a ocupar um importante papel como causadora de 

doenças invasivas, tais como pneumonia em crianças de países em desenvolvimento e, septicemia 

e meningite em adultos (CONNELL et al, 2007; ADAM et al, 2010). 
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Outra classificação importante da espécie Hi é em biotipos, podendo ser subdividida em 

oito, de acordo com a combinação de resultados do metabolismo de determinados substratos: 

produção de indol, presença de urease e atividade de ornitina descarboxilase. Os biotipos 

fornecem informações valiosas para a epidemiologia, pois estão associados a diferentes tipos de 

infecção, fontes de isolamento, propriedades antigênicas e resistência a antibióticos (LEDEBOER 

& DOERN 2011). 

 

1.2 TRANSMISSÃO 

 

A colonização da nasofaringe é um fator indispensável para que ocorra a infecção e, as 

condições locais (condições socioeconômicas desfavoráveis, permanência em locais fechados 

como creches) representam fatores importantes para o aumento do número de indivíduos 

colonizados, embora a relação entre colonização e manifestação de infecções não seja 

diretamente proporcional (ST GEME III & CUTTER, 1996; AGNIESZKA S, 2004). 

A dispersão de gotículas e secreções nasofaríngeas, seguindo-se à colonização é a maneira 

mais comum de transmissão de Hi, além disso, o contato direto da face ou dos olhos das pessoas 

contaminadas com toalhas, lenços ou outros objetos compartilhados entre pessoas também tem 

sido descrito como formas de transmissão. O período de incubação é desconhecido, 

provavelmente variando de dois a quatro dias. A transmissibilidade pode se estabelecer durante 

todo o tempo em que o micro-organismo estiver presente, podendo ser duradoura, inclusive na 

ausência de secreções nasais. (KMETZSCH et al., 2003; LOPES, 2006). 

Alguns autores chamam atenção para as doenças invasivas ocasionadas por Hi que são 

observadas principalmente em populações com contatos frequentes ou que estejam em exposição 

prolongada ao micro-organismo, como por exemplo, creches e orfanatos (GINSBURG et al, 

1977; REDMOND & PICHICHERO, 1984; MARIN & SILVA, 2005).  O conhecimento dos 

parâmetros da colonização e da infecção permite determinar os fatores de risco, entre estes, a 

idade é o mais característico, por exemplo, crianças com menos de cinco anos de idade, com pico 

de incidência de infecção ao redor dos dois anos (GREENBERG 2004).  
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1.3 FATORES DE VIRULÊNCIA 

1.3.1 Cápsula 

 

Em 1981, Sutton e colaboradores propuseram uma nova divisão para Hi, baseado nas 

estruturas dos polissacarídeos capsulados, estruturas dos seis tipos (Quadro 1) estão 

provavelmente relacionadas com as propriedades de virulência do Hi. O polissacarídeo capsular 

do Hib confere virulência por "blindagem" das estruturas bacterianas mais profundas, tais como 

proteção da atividade lítica de complemento. Mais tarde, esta linha de observações foi reforçada 

por estudos de pesquisadores chefiados por Jin (2007). Chamam atenção de que os tipos a e b são 

os mais virulentos, sendo ambos compostos de um açúcar neutro, um álcool (ribitol) e uma 

ligação fosfodiéster, mas tipo b é o único dos seis tipos encapsulados que contém uma pentose, 

como componente da subunidade do carboidrato da cápsula, uma propriedade que pode estar 

relacionada à virulência (JIN et al, 2007; KONEMAN, 2010). Os tipos “c” e “f” têm menor 

resistência ao sistema complemento, baixa virulência e são compostos de um açúcar amino N-

acetilada, outro sacarídeo e uma ligação fosfodiéster. Já os tipos “d” e “e” têm uma unidade de 

repetição de uma N-acetilglicosamina e N-acetilmanosamina e ácido urônico (ou ácido 

manurônico) e são rapidamente lisados pelo complemento (SUTTON et al., 1981, JIN, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 

Quadro 1: Composição das cápsulas polissacarídicas dos diferentes tipos de Hi 
Tipo                                                                               Estrutura* 

 

 *  Ribose e frutose estão na forma de anel de furanose, Glc, Gal, GlcN Ac, GaINAc e ManANAc estão na forma de anel de piranose 
   Fonte: SUTTON et al.1981. 

 

1.3.1.1 Síntese e transporte do polissacarídeo 

 

Os polissacarídeos são regulados por um complexo de genes, denominado de locus cap, 

contidos em uma unidade funcional chamada cassete. O locus cap tem uma organização comum 

para todos os seis tipos capsulados e é formado por três regiões: I, II e III, ilustrados na Figura 1. 

As regiões I e III contêm os genes necessários para o processamento e exportação do 

polissacarídeo, que são comuns para todos os sorotipos (OGILVIE 2001 et al.; SATOLA, 

SCHIRMER, FARLEY, 2003). A região I contém genes designados bexA, bexB, bexC e bexD que 

estão envolvidos na exportação da cápsula de polissacarídeo. Na região II encontram-se os genes 

responsáveis pela síntese dos polissacarídeos (bcs1, bcs2, bcs3, bcs4), portanto, a região capsular 

é sorotipo-específica e está situada entre as regiões I e III (SUKUPOLVI-PETTY, GRASS, ST 

GEME, 2006). Os genes da região III (hcsA, hcsB), parecem estar envolvidos na pós-

polimerização da cápsula (SATOLA, SCHIRMER, FARLEY, 2003). Os isolados de Hib mais 

invasivos possuem uma duplicação do cap, com duas cópias separadas entre si e ligadas a 
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elementos de inserção (IS1016). Entretanto, estes dois loci não são idênticos, pois uma cópia é 

intacta e a outra apresenta uma deleção de 1.2kb na porção bexA e no IS1016 (KROLL & 

MOXON, 1988). Este arranjo parcial duplicado, provavelmente, permite a amplificação posterior 

do gene da cápsula e o aumento na produção do seu polissacarídeo que influencia diretamente na 

virulência das cepas de Hib (KROLL et al., 1993). 

 

                    

               Figura 1: Esquema simplificado do locus cap do Haemophilus influenzae do tipo b. 

                                               
Fonte: BATALHA, 2010. 

 

A deleção na porção IS1016 foi inicialmente identificada em isolados do sorotipo “b” 

resulta em cepas conhecidas como “b-” (cepa Hib mutante). Relatos recentes descreveram a 

ocorrência desta mutação também em cepas do sorotipo a (a-) em isolados associados a doenças 

invasivas. Estas cepas não podem ser diferenciadas das cepas não capsuladas, pelas técnicas de 

sorotipificação tradicionais, somente pela técnica da PCR com os primers específicos para a 

região I (primer HI) e para os da região II (primers Hia eHib) (Falla, et al, 1994, 1995; 

ADDERSON et al., 2001; KAPOGIANNIS et al. 2005). 

 

1.3.2 Outros fatores de virulência 

 

Nas superfícies bacterianas são encontradas fímbrias ou pili, que se apresentam como 

organelas filamentosas. A principal função das fimbrias é a capacidade de aderência à superfície 

da mucosa, facilitando assim, a colonização do trato respiratório. São proteínas complexas 
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contendo uma subunidade maior, codificada pelo gene hifA e duas subunidades menores, 

codificadas pelos genes hifD  e hifE, que se agrupam em cópia única, juntamente com dois genes 

(hifB e hifC) que codificam proteínas envolvidas na montagem das fímbrias e proteção das 

proteínas nascentes das fímbrias contra a degradação durante a sua exportação da célula. Deste 

modo, estas estruturas têm contribuído para a virulência tanto de Hi capsulados como de não 

capsulados (GILDSORF, MCCREA, MARRS, 1997). 

Outros importantes fatores de virulência são as adesinas, que são encontradas nas cepas 

encapsuladas tipo b e em cerca de 30-40% das cepas não-tipáveis. A Oap (proteína A associada a 

opacidade), que é encontrada em todas as cepas de Hi e as proteínas de alto peso molecular 

HMW1 e HMW2 (encontradas em 70-80% das cepas de HiNT), são responsáveis pela aderência 

dos micro-organismos às células epiteliais. Algumas cepas não-tipáveis que carecem das adesinas 

HMW1/HMW2 possuem outra proteína não fimbrial, denominada Hia, que é sintetizada e 

secretada na sua forma intacta e permanece associada com a membrana externa da bactéria. A Hia 

é estruturalmente semelhante à proteína Hsf, uma adesina secundária encontrada em cepas tipo b. 

Além destas, a Hap (proteína de Haemophilus de aderência e penetração) possui atividade 

adesiva e de protease, está relacionada à IgA protease do Hi. (KONEMAN, 2010). 

A imunoglobulina A (IgA) apresenta funções protetoras na superfície mucosa, incluindo 

neutralização das toxinas, inibe a atração do patógeno ao epitélio e a aglutinação dos organismos 

com a mucosa, facilitando a expulsão do patógeno pelos movimentos mucociliares do trato 

respiratório. H. influenzae produz IgA1 protease que inativa a ação da IgA, impedindo a  

aglutinação bacteriana ao muco e a expulsão destas bactérias do organismo (MARRS, 2001). 

O lipopolissacarídeo (LPS) do Hi difere dos outros LPS dos micro-organismos entéricos e 

de outros micro-organismos pela ausência das cadeias laterais terminais repetitivas, por 

conseguinte, é denominado lipo-oligossacarídeo (LOS). Ocorre variação da fase do LOS em nível 

genético por meio de mudanças nos números de sequencias genômicas curtas de quatro 

nucleotídeos, que resultam em mudanças na fase de leitura códon-anticódon. Além disso, o LOS 

de muitas cepas de Hi assemelha-se em nível estrutural e antigênico aos oligossacarídeos 

humanos. Essa modificação do LOS ajuda o micro-organismo a escapar da opsonização e da 

fagocitose ao imitar estruturas moleculares normalmente presentes no hospedeiro. O LOS do Hi 

também está sendo investigado como antígeno potencial para o desenvolvimento de vacinas 

contra HiNT (KONEMAN, 2010). 
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Mais de 90% das cepas de Hib também produzem uma bacteriocina chamada hemocina. 

São proteínas produzidas por uma variedade de espécies bacterianas que têm a capacidade de 

inibir o crescimento de cepas da mesma espécie ou de espécies relacionadas. A produção da 

hemocina pode contribuir para a habilidade do Hib em competir efetivamente com as cepas HiNb 

(Haemophilus influenzae não b) e HiNT na colonização da nasofaringe (LIPUMA, RICHMAN, 

TERRENCE, 1990, KONEMAN, 2010). 

As cepas de Hi possuem seis a oito Proteínas de Membrana Externa (OMP). Estas 

proteínas desempenham um papel fundamental na patogenicidade e na proteção e têm sido o 

principal foco de investigação destinada a identificar componentes para inclusão em vacinas 

contra HiNT que atualmente estão em desenvolvimento (CANTISANI et al, 2012). 

 

1.4 OCORRÊNCIA DE H. INFLUENZAE EM CRECHES 

 

Estudos evidenciam que crianças que frequentam creches e orfanatos são mais propícias a 

desenvolverem doenças invasivas provocadas por Hib, com pico de incidência de infecção ao 

redor dos dois anos (BORDERON, 1995; SILVA et al, 2004). O estudo da prevalência destas 

bactérias e de seus padrões de resistência aos antibióticos pode fornecer indicações úteis para a 

antibioticoterapia mais racional dessas infecções (SILVA et al, 2004). 

H. influenzae é frequentemente isolado do trato respiratório superior de crianças saudáveis 

e está associado a uma variedade de infecções (SILVA et al, 2004). Com a acentuada diminuição 

das doenças provocadas pelo Hib após a vacinação e a diminuição da colonização deste, outros 

sorotipos de H. Influenzae, especialmente o “a”, “e” e “f”, e as cepas não tipavéis (HiNT) 

passaram a representar uma importante fonte de doenças invasivas. Em estudo realizado por 

Urwin e colaboradores (1996), o sorotipo f foi considerado o substituto mais importante do b, 

enquanto que outros estudos com pacientes com meningite, evidenciam que o Hia é o provável 

sucessor do Hib (RIBEIRO et al 2003; LIMA et al, 2010). Um estudo realizado no Canadá 

revelou que a incidência de doenças invasivas por H. influenzae não b está se aproximando das 

taxas de infecções pelo tipo b que ocorriam antes da vacina (TSANG et al., 2007). 

 A Tabela 1 apresenta resultados de estudos em vários países, envolvendo crianças que 

frequentam creches, demonstrando que é possível encontrar situações distintas, com prevalência 

de colonização de Hi com variação de 37 a 90%. 
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Tabela 1 – Prevalência de colonização de Hi em crianças de diferentes países que 
frequentam creches. 

Autor/ano País População (N) Prevalência 
de Hi 

Sorotipos 
prevalentes 

Silva e Marin 2001 
 

Brasil 
 

61 crianças 56 (91,8%) 1 Hie, 6 Hib,49 
HiNT 

Masuda 2002 Japão 156 crianças 83 (53,2%)  Não citado 
 

Farjo et al., 2004 
 

Estados Unidos 198 crianças 127 (64%) Não citado 

Silva et al. 2006 Brasil 114 crianças 82 (72%) 1 Hib, 1 Hid, 1 
Hie, 3 Hif, 
76HiNT 

 
Hashida et al, 2008 

 

 Japão 363 crianças 172 (47,4%) Não citado 

 

 

1.5 PROFILAXIA: A VACINA 

 

A partir dos anos 70 foi desenvolvida a primeira vacina contra o Hib, inicialmente 

composta basicamente da cápsula polissacarídica do micro-organismo (RODRIGUES, 

SCHNEERSON, ROBBINS, 1971; CRISEL et al, 1975). Após vários estudos realizados para 

avaliar a eficácia da vacina, concluiu-se que apresentava eficiência satisfatória, mas somente em 

crianças com idade superior a 18 meses (PELTOLA, 1984; GRANOFF & CATES 1985; ADAMS 

et al. 1993).  

Estudos realizados na Finlândia, a partir de 1974, demonstraram a capacidade 

imunogênica da vacina constituída pelo polissacarídeo capsular do Haemophilus influenzae, o 

polirribosil-ribitol-fosfato ou PRP (MÄKELÄ et al., 1977, 1988; PELTOLA et al, 1977, 1984). 

Os autores concluíram que o PRP era capaz de conferir proteção a 90% das crianças vacinadas 

com 18 a 71 meses de idade contra todas as formas de doença invasivas causada por H. 

influenzae tipo b. Observaram também que a vacina não conferia imunidade a crianças menores e 

que a resposta imunogênica tornava-se mais intensa e duradoura com o aumento da idade, 

passando a ser semelhante entre adultos e crianças a partir do sexto ano de vida. A persistência de 

nível protetor de anticorpos nos vacinados entre 18 e 35 meses de idade variou de um ano e meio 

a três anos e meio. A eficácia protetora dessa vacina em 90% das crianças entre 24 e 59 meses de 

idade foi também comprovada (HARRISON, BROOME & HIGHTOWER, 1989). Em outros 
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estudos realizados nos EUA, a vacina utilizando o PRP sozinho protegeu 41 a 88% das crianças 

estudadas com idade igual ou superior a 18 meses (MMWR, 1991). 

 

1.5.1 Mecanismo imune envolvido 

 

O PRP, como todo polissacarídeo, é um antígeno timo-independente. Até a idade de 18 

meses, os linfócitos B do lactente se encontram em estado de maturação, insuficiente para 

permitirem resposta sem ajuda do linfócito T. Foi necessário acoplar ao PRP uma proteína 

carreadora para se obter uma resposta timo-dependente eficaz em crianças com idade abaixo dos 

18 meses. Desta forma, a resposta imunitária passa então pela estimulação dos linfócitos T, que 

ativam os linfócitos B por intermédio de fatores solúveis. Isto permite uma produção precoce, a 

partir do segundo mês, de anticorpos anti-PRP e doses subsequentes estimulam a memória 

imunitária nos quais a IgG predomina. É esta a base da vacinação atual (SCHNEERSON et al., 

1980). 

Em 1980, a partir deste conhecimento, Schneerson e colaboradores fizeram modificações 

que tornaram o polissacarídeo de Haemophilus influenzae tipo b mais imunogênico, ligando-o 

quimicamente a uma proteína carreadora. A vacina constituída por este composto foi testada em 

crianças de diferentes faixas etárias e o resultado foi bastante satisfatório para crianças menores 

de 18 meses (SCHNEERSON et al., 1980). 

Com isso, as vacinas conjugadas passaram a se apresentar como solução, já que estudos 

realizados com este tipo de vacina demonstraram que as vacinas conjugadas não apenas previnem 

as doenças pela indução de imunidade ativa, mas podem reduzir o número de indivíduos 

portadores de Hib (ADA, 2003; TAKALA et al., 1991). 

 

1.5.2 Tipos de Vacina 

 

 No Brasil atualmente existem licenciadas cinco tipos de vacinas contra o Hib, todas 

utilizam o mesmo princípio imunogênico variando apenas quanto ao tipo de carreador proteico. A 

Tabela 2 apresenta as vacinas contra o Hib licenciadas e as proteínas carreadoras (KONEMAN, 

2010). 
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Tabela 2 - Vacinas conjugadas contra Haemophilus influenzae tipo b atualmente licenciadas no 
Brasil. 

 Vacina Fabricante Proteínas carreadoras 

a) PRP-D Pasteur Merieux toxóide diftérico 

b) PRP-HbOC Wyeth Lederle toxina diftérica mutante atóxica 

c) PRP-T Pasteur Merieux, Smith 
Kline e Bio-Manguinhos 
 

toxóide tetânico 

d) PRP-OMP Merck & Co. complexo OMP de Neisseria meningitidis sorogrupo B 

e) Vacina 

pentavalente 

Novartis/Berna e Serum 
Institute of India Ltda e 
Bio-Manguinhos 

Toxóide tetânico 
 

Fonte: Koneman, 2010 (adaptado). 

 

a) PRP-D: o PRP é conjugado com o toxóíde diftérico. 

b) HbOC: utiliza oligossacarídeos da cápsula (segmentos curtos de PRP) são conjugados com 

a proteína de uma cepa mutante de Corynebacterium diphtheriae, a CRM197. 

c) PRP-T: possui o PRP conjugado com o toxóide tetânico. 

d) PRP - OMP: neste tipo o PRP está conjugado com as proteínas da membrana externa do 

meningococo do grupo B. 

e) DTP/HB/Hib: toxóides de difteria e tétano, suspensão celular inativada de Bordetella pertussis, 

antígeno de superfície de hepatite B (HBs-Ag), e P oligossacarídeos conjugados de Haemophilus 

influenzae do tipo b. 

 

A partir de 1997, a Organização Panamericana de Saúde (OPAS) recomendou a aplicação 

da vacina contra Hib na América Latina (BEPA, 2004). Em 1999, a vacina contra o Hib foi 

introduzida no Brasil, pelo Programa Nacional de Imunizações (PNI) do Ministério da Saúde 

(MS). Optou-se em utilizar, dentre os tipos existentes, a produzida através da purificação do 

polissacarídeo capsular do Hib, o poliribosil-ribitol fosfato (PRP), que é covalentemente ligado 

ao toxóide tetânico. Em 2002, a apresentação deste imunobiológico era formada pela combinação 

Hib + DTP (Difteria, Tétano e Pertussis/Coqueluche). Em 2012, em várias cidades do país, esta 

vacina começou a ser substituída pela vacina pentavalente, que combina a vacina tetravalente, já 

em uso, com a vacina contra a hepatite B e tem como principal vantagem diminuir o número de 

injeções (FIOCRUZ, 2007; BRASIL, 2012). 
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O amplo uso da vacina conjugada anti-Hib em vários países contribuiu para a diminuição 

drástica, caminhando para a eliminação das doenças invasivas provocadas por Hib naqueles que 

incluíram a vacina no seu programa de imunização (PELTOLA et al., 2000). No Brasil, trabalhos 

tem mostrado uma sensível diminuição de infecções causadas por este agente assim como da 

colonização pelo micro-organismo (PELTOLA et al., 2000; DE ALMEIDA et al, 2005). Com isso 

abriu-se a possibilidade da substituição de cepas colonizadoras, do sorotipo b, por outros 

sorotipos, que têm sido associados a quadros infecciosos graves, inclusive os não capsulados 

(CARDINES et al., 2007; DE ALMEIDA et al, 2008). 

Na tentativa de diminuição dos casos de doenças bacterianas que atingem a infância, em 

2010, foi introduzida no calendário de imunização brasileiro, a vacina pneumocócica 10-

valente conjugada à proteína D do HiNT (PHiD-CV), que contém sorotipos de pneumococos 1, 5 

e 7F além dos sete sorotipos incluídos na vacina 7vCRM (vacina com sete polissacarídeos 

conjugados com a proteína CRM197). A PHiD-CV contém também proteína D recombinante, que 

atua como proteína transportadora para 8 dos 10 sorotipos e é derivada a partir de uma 

lipoproteína de superfície celular de HiNT (BERMAL et al., 2009; DICKO et al., 2011). A 

utilização da proteína D tem como objetivo o aumento da eficácia vacinal na prevenção da otite 

média aguda (OMA), já que o HiNT é importante agente da doença (VAN DEN BERGH et al., 

2013). Dados sobre a colonização da nasofaringe após a introdução destas vacinas conjugadas 

são limitados e, faltam evidências conclusivas de que as vacinas conjugadas com a proteína D 

podem afetar a colonização de HiNT e, assim evitar a transmissão deste micro-organismo (VAN 

DEN BERGH, 2013) e, se comprovar que a vacina oferece proteção contra HiNT será um bônus 

adicional para vacinação, uma vez que a vacina foi concebida principalmente para prevenir 

doença pneumocócica (CARVALHO et al., 2011). 

Estruturas bacterianas que também são candidatas a vacinas são as proteínas de membrana 

externa (OMP): P2 e P6 de HiNT. A proteína P2 está parcialmente exposta sobre a superfície de 

cepas não tipáveis. A análise de sequência de aminoácidos desta proteína purificada indica que as 

porções da molécula inseridas dentro da membrana externa são conservadas enquanto os epítopos 

expostos na superfície têm sua sequência altamente variável de uma cepa para outra. Para 

considerar as proteínas P2 possíveis antígenos para vacinas, será necessária uma análise das OMP 

P2 de uma variedade de cepas de H. influenzae para determinar se os epítopos são conservados 

em nível estrutural e imunológico (GALDIERO, 2003; KONEMAN, 2010). 
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Porém estudos iniciados mais recentemente demonstraram uma variação na H. influenzae 

para determinar se os epítopos são conservados em nível estrutural e imunológico (GALDIERO, 

2003; KONEMAN, 2010). 

Nos estudos com a proteína P6, ao se avaliar a sequência de nucleotídeos entre as estirpes 

de HiNT, observou-se similaridade de 97%, e 100% na sequência de aminoácidos, indicando 

desta forma, que a proteína é altamente conservada entre as estirpes (BUD NELSON, 1991), o 

que não descartou completamente a possibilidade da P6 ser utilizada como componente de uma 

vacina (NORSKOV- LAURITSEN, 2009; CHANG, 2011). 

Desta forma, consideramos de grande importância a existência de estudos para o 

desenvolvimento de vacinas onde são utilizadas proteínas de Hi e que provavelmente visam a 

diminuição, ainda mais, de casos de doenças causadas por este micro-organismo. 

 

1.6 DIAGNÓSTICO 

 

A suspeita clínica etiológica é essencial para o tratamento precoce, que pode levar a 

evolução favorável, sobretudo nas formas clínicas graves da doença associável a H. influenzae. 

No caso das meningites, deve-se sempre proceder a punção do líquido cefalorraquidiano, salvo 

raras contraindicações, como: infecção no local da punção; presença de sinais neurológicos focais 

exceto o comprometimento do VI par de nervo craniano, que é comum e decorrente de edema 

cerebral quando a manifestação for isolada; suspeita de hipertensão intracraniana grave por 

presença de edema de papila. Em crianças, apenas a ocorrência de crises convulsivas, que 

ocorrem em 30% dos casos, contraindica a punção. A história clínica completa e acurada, com 

exame clínico minucioso, incluindo a busca de infecções de porta de entrada como otite, sinusite 

e pneumonia, é essencial (LOPES et al, 2006). 

 

1.6.1 Isolamento e Identificação do Micro-organismo 

 

A cultura bacteriológica da amostra de líquor, de sangue e/ou de outros materiais, como 

secreções de ouvidos, seios da face, celulites, abscessos e outros - utilizando meios de cultura 

com os fatores V e X e demais componentes necessários, já citados neste trabalho, para o 
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crescimento do micro-organismo é de fundamental importância visando o isolamento do H. 

influenzae bem como a sua identificação. 

A coloração pelo método de Gram pode estabelecer um diagnóstico presuntivo rápido de 

meningite por Hi pelo exame direto de amostra de líquido cefalorraquidiano (CSF), o que muitas 

vezes pode antecipar o início do tratamento. 

 

1.6.2 Sorotipificação  

 

Todos os isolados de H. influenzae devem ser sorotipificados. Este procedimento deve ser 

solicitado especialmente quando se trata de pacientes menores de 15 anos, faixa etária na qual 

está sendo frequente o aparecimento de infecção pelo Hi após a introdução da vacinação de rotina 

contra o Hib, como também os isolados em adultos e indivíduos acima de 60 anos (DE 

ALMEIDA, 2010). 

A técnica de detecção do antígeno fornece uma rápida identificação do patógeno, porém 

seu uso é de valor clínico limitado, sobretudo quando o paciente já está em uso de 

antimicrobianos e o micro-organismo podendo não estar viável nas culturas. No entanto, em 

certos contextos clínicos, como em regiões de recursos limitados, quando a prevalência da doença 

é elevada e a cultura de rotina não é confiável, os métodos de detecção baseados em antígenos 

podem ser úteis. Entre os métodos indicados, destacam-se (LIPUMA et al., 1990; FALLA, 1994; 

LEDEBOER  & DOERN): 

a) aglutinação em látex: rápido, sensível, específico para detecção do antígeno capsular do 

Hi no líquor, soro, urina, fluído pleural e fluído de articulações; 

b) contraimunoeletroforese (CIE): é o método mais antigo, similar à aglutinação em látex, 

porém é um método menos sensível, mais demorado e exige equipamento específico. Além disso, 

estudos realizados comparando resultados obtidos por esta técnica e por métodos moleculares 

evidenciaram o alto índice de resultados falsos positivos, portanto, recomenda-se a utilização de 

um segundo método para confirmação do diagnóstico (FUKASAWA et al, 2010); 

c) identificação molecular pela PCR (Reação em cadeia da Polimerase): é uma reação 

mais rápida e sensível por ser capaz de detectar a presença de fragmentos de DNA da bactéria, 

mesmo na ausência do crescimento bacteriano em cultura. 
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1.7 ANTIMICROBIANOS EMPREGADOS NO TRATAMENTO DE INFECÇÕES POR Hi 

 

Os antimicrobianos são grandes aliados se usados adequadamente no tratamento contra 

infecções bacterianas. Porém, seu uso excessivo e indiscriminado favorece o aparecimento das 

cepas resistentes, o que se reflete na prática como não eficácia. 

Durante anos a ampicilina (isoladamente ou em combinação com cloranfenicol) foi 

considerada como o fármaco de eleição no tratamento de doença invasiva. Com o surgimento de 

isolados resistentes à ampicilina, ampliou-se o uso de cefalosporinas de amplo espectro. O grupo 

dos carbapenêmicos é considerado uma alternativa útil para tratamento de infecções invasivas, 

porém, já há relatos de isolados de Hi resistentes a este fármaco, principalmente entre os que são  

β-lactamase negativos resistentes à ampicilina (CERQUETTI, 2007). 

Portanto, no tratamento de infecções causadas pelo Hi, o estudo dos mecanismos de 

resistência e a susceptibilidade das cepas devem ser analisados nos laboratórios clínicos e de 

pesquisas. Devem com isso fornecer dados de apoio para a classe médica, principalmente quando 

não há proteção pela vacina anti-Hib, já que este micro-organismo vem apresentando um 

considerável índice de resistência a alguns antimicrobianos que antes eram considerados opções 

para tratamento da doença (BRYSKIER, 2005; RESMAN, 2012). 

 Em países em desenvolvimento, o estudo da resistência aos antimicrobianos torna-se 

ainda mais importante. Nesses países os fármacos que apresentam resistência são aqueles que são 

utilizados em grande escala, principalmente a combinação de ampicilina e cloranfenicol, tendo 

em conta o seu baixo custo e eficácia, porém o fator custo-benefício é ainda priorizado 

(CASTANHEIRA et al., 2006). 

 

1.8 RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA 

 

A auto-administração com antimicrobianos é uma prática comum em países da América, o 

que contribui para o aumento da muitos organismos resistentes, incluindo resistência à ampicilina 

por Haemophilus spp. Isto pode ocorrer devido a administração de antimicrobiano por pacientes 

com infecção do trato respiratório fornecendo uma pressão seletiva e diminuição da 

susceptibilidade aos antibióticos β-lactâmicos (FERREIRA et al., 2007). 
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A resistência a alguns antimicrobianos vem crescendo, principalmente à ampicilina, que 

durante muito tempo foi recomendada para tratamento de meningites em crianças. Em alguns 

países da Europa, a incidência de cepas produtoras de β-lactamases é particularmente elevada, 

atingindo 50% nas cepas Hib, e variando de 20 a 30% em HiNT (DABERNAT et al. 2002). No 

Brasil, estudos realizados com 1.712 cepas originárias de 10 estados, exceto da região norte, 

apresentam índices de cepas produtoras da enzima entre 6.6 e 57.7% (CASAGRANDE et al., 

2002). 

 

1.8.1 Mecanismos de resistência a ampicilina 

 

A resistência de Hi frente à ampicilina é mediada por dois mecanismos, o enzimático e o 

não enzimático. No mecanismo enzimático ocorre a hidrólise do anel β-lactâmico devido a 

produção da enzima β-lactamase codificada pelo gene blaTEM, presente em aproximadamente 

95% dos isolados e, em alguns casos pelo gene blaROB, que geralmente está envolvido com a 

resistência à cefaclor (HASHIDA, 2008, TRHISTAM, 2010). O mecanismo não enzimático 

envolve a diminuição da afinidade pela proteína PBP-3 (penicillin- binding protein), que está 

envolvida na síntese do peptidoglicano, por antimicrobianos β-lactâmicos (UBUKATA et al.; 

2001; SANBOGI et al., 2006). Os isolados que apresentaram este fenótipo geralmente não 

produzem β-lactamase e são chamados de β-lactamase negativa ampicilina resistente (BLNAR) 

(CASTANHEIRA et al., 2006). 

 

1.9 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

 

Com a utilização da vacina conjugada contra o Hib, sem dúvida, houve uma acentuada 

diminuição de surtos pelo Hib em berçários e creches, assim como dos portadores desse micro-

organismo, tanto nas crianças vacinadas como não vacinadas (MEATS et al., 2003). No entanto, 

em países em desenvolvimento a pneumonia causada por Hib ainda representa uma grande 

parcela de patogenicidade atribuída a este micro-organismo, sendo responsável por 15 a 25% do 

total de pneumonias (PELTOLA, 1997; LEVINE et al., 1998; PELTOLA, 2000). 

Uma grande variedade de infecções causadas por espécies de Haemophilus pode ocorrer 

em humanos, variando desde doenças infecciosas que são facilmente curáveis como conjuntivite 
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e otite média (LOOS et al., 1989; TROTIER et al., 1991), até as que são potencialmente 

perigosas como meningite e pericardite (KONEMAN et al., 2010). Além disso, dados mundiais 

sobre as taxas de colonização da naso/orofaringe pelo Hi mostram que estas taxas variam de 

acordo com a região geográfica, faixa etária, condição clínica do portador, entre outras variáveis 

(LAGOS et al., 1998; DE ALMEIDA, 2005; LADHANI et al., 2008). Estes itens mostram a 

importância do conhecimento dos fatores de risco através dos parâmetros da colonização e da 

infecção. 

Portanto, a importância deste estudo está associada à necessidade de verificar a situação 

de portadores, em uma população fechada (creche) para contribuir com o conhecimento da 

situação do Haemophilus influenzae após treze anos de uso da vacina conjugada contra o Hib no 

Brasil. 

          Consideramos ser de grande relevância para a Vigilância Epidemiológica do país bem 

como para a área da Vigilância Sanitária, a investigação proposta, já que se trata não só do 

monitoramento das cepas de Hi, que estão circulando nos portadores vacinados com a vacina 

conjugada contra o Hib, como também revelar os sorotipos atuais mais frequentes, tendo em vista 

que, após a política mundial de imunização com a referida vacina, sobretudo no Brasil, pouco se 

conhece sobre a nova epidemiologia associada aos sorotipos circulantes e a expressão clínica de 

infecções localizadas ou invasivas por H. influenzae (CAMPOS et al., 2003). Assim, torna-se 

necessário avaliar as possibilidades de um novo papel ecoepidemiológico e clínico de 

Haemophilus influenzae não b (Hinb), assim como o impacto que estes sorotipos poderão causar 

em quadros infecciosos e até nortear o desenvolvimento de novas vacinas. 
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2 OBJETIVOS 

 

Geral 

 

• Isolar, identificar e determinar a ocorrência de Hi a partir de material de nasofaringe de 

crianças saudáveis, menores de seis anos, imunizadas com a vacina contra o Hib de uma creche 

do Município de Jacobina, Bahia.  

 

Específicos 

 

• Caracterizar os tipos de Hi encontrados (capsulados e não capsulados) por métodos 

sorológicos e moleculares; 

• Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos mais frequentemente utilizados nas 

infecções pelo Hi e a presença da enzima β-lactamase nas cepas isoladas deste estudo; 

• Pesquisar a presença dos genes TEM-1 e ROB-1, relacionados à resistência a beta-

lactâmicos nos isolados de Hi, utilizando a técnica da PCR; 

• Pesquisar alterações na PBP3 nas amostras BLNAR. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ÁREA DE ESTUDO 

 

O presente estudo foi desenvolvido em uma creche municipal do povoado de Cachoeira 

Grande, Jacobina - BA, cidade que tem uma população de 79.285 habitantes segundo o último 

censo populacional e área da unidade territorial: 2.359 km2 (IBGE, 2010). 

A creche é composta por 75 alunos divididos em três turmas de 25. Cada sala de aula 

mede 49m2, que é o tamanho preconizado para salas com 20 alunos. As instalações possuem 

limitações quanto a algumas recomendações do MEC (Ministério da Educação) (BRASIL, 1988) 

principalmente nos refeitórios, tipo de piso para cozinha e banheiros, ventilação e a quantidade de 

banheiros. 

 

3.2 COLETA DE DADOS 

 

Foi realizada uma palestra inicial com a equipe de trabalho da creche, mães e 

responsáveis, esclarecendo o trabalho de pesquisa, com amplo material audio-visual. Após esta 

etapa foi realizada entrevista com a aplicação de questionário específico (Anexo I) a cada 

responsável e mediante o preenchimento do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 

II) a cada responsável e respectiva criança. Durante a entrevista, os dados das crianças foram 

obtidos, como idade, sexo e estado de saúde (vacinação, uso de antibiótico, hospitalização 

recentemente ou se são portadoras de doença crônica, problemas respiratórios). 

 

3.3 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Este trabalho foi desenvolvido observando as recomendações da Resolução nº 196 de 

10/10/1996 - Conselho Nacional de Saúde para Pesquisa Científica em Seres Humanos. Foi 

submetido e autorizado pelo CEP-Comitê de Ética em Pesquisa da FIOCRUZ, com o número: 

464174. 
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3.4 AMOSTRAS 

 

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas de 73 crianças (N=73) das 75 

matriculadas, já que duas não estavam presentes no dia da coleta. A faixa etária das crianças era 

de dois até seis anos de idade. 

A coleta foi realizada utilizando “swabs” contendo meio estéril de Stuart e seguindo a 

técnica de introdução pernasal (Figura 2) e conduzido rapidamente (aproximadamente 30 

minutos) para o Laboratório de Pesquisas Clínicas - Lapec, laboratório clínico que atende ao 

SUS, localizado a 30 km da creche. Esse laboratório foi utilizado como apoio, onde foi realizada 

a manipulação inicial para obter o crescimento microbiano. Primeiro, semeou-se em placa de ágar 

chocolate (base de ágar Mueller-Hinton / Difco) enriquecido com 10% de sangue estéril 

desfibrinado de cavalo, 1% de IsoVitaleX (BBL) e solução estéril de bacitracina (300mg/L) ( 

matéria prima fornecida pelo Setor de Substância Químicas de Referência (SQR) do INCQS-

FIOCRUZ), com incubação a 37ºC em 5% de CO2 por 18 a 24 horas. Desta placa, foram retiradas 

três colônias sugestivas de Hi (bordas regulares, aspecto acinzentado, semi-opaca, ligeiramente 

mucoide) e repicadas para nova placa de ágar chocolate (sem bacitracina) e incubadas de maneira 

semelhante ao isolamento inicial. Em seguida, realizou-se a análise microscópica com coloração 

de Gram e posterior estocagem à -20º e -70º C em caldo BHI com glicerol a 20%. 

 

Figura 2 - Ilustração da Coleta de material da nasofaringe. 

      
Fonte: http://webserver.paucl.com/wwwdocs/cltm/Specimen%20Handling/Frame.htm 
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 3.5 IDENTIFICAÇÃO 

 

Para a identificação dos isolados sugestivos de Hi, semeou-se uma alíquota da cultura de 

H. influenzae previamente estocada à -20ºC, em placa de ágar chocolate (base de ágar Mueller-

Hinton / Difco) enriquecido com 10% de sangue estéril desfibrinado de cavalo, 1% de IsoVitaleX 

(BBL) com incubação a 37ºC em 5% de CO2 por 18 a 24 horas. As colônias que, na análise 

microscópica se apresentaram inicialmente sugestivas de Hi, como bastonetes pleomórficos ou 

cocobacilos e Gram-negativas foram testadas quanto às exigências nutricionais para os fatores X, 

V e VX, em meios de cultura contendo ágar nutriente, sem a existência dos fatores citados 

(LEDEBOER N.A. & DOERN, G.V. 2011). 

 

3.6 IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA, BIOTIPIFICAÇÃO E SOROTIPIFICAÇÃO 

 

A identificação bioquímica dos Hi foi realizada através dos testes de fermentação de 

carboidratos em caldo - glicose, sacarose, lactose e manose - em uma base contendo vermelho de 

fenol como indicador de pH e suplementado com hemina (fator X) e Nicotinamida Adenina 

Dinucleotídeo - NAD (fator V), incubados a 35-37°C por 24 horas. (KONEMAN et al. 2010; 

LEDEBOER N.A. & DOERN,G.V. 2011). 

A sorotipificação das cepas de Hi foi realizada através do teste de soro aglutinação em 

lâmina (SAL) com antissoro comercial, marca Difco (Difco Haemophilus influenzae Antisera). 

Com auxílio de alça descartável, em uma lâmina de vidro, homogeneizou-se colônias de Hi com 

uma gota de cada antissoro (a-f). Foram utilizadas como controle positivo as cepas: ATCC 

9006(Hia); ATCC 10211(Hib); ATCC 9007(Hic); ATCC 9008(Hid); ATCC 8142(Hie); ATCC 

9833(Hif) respectivamente. As cepas que não aglutinaram a nenhum dos seis sorotipos foram 

consideradas como HiNT (KONEMAN et al. 2010; LEDEBOER & DOERN, 2011).Nestes 

casos, de sorotipificação duvidosa ou negativa, os resultados foram confirmados por PCR para 

todos os tipos capsulares. 

A biotipificação foi feita através de três testes bioquímicos: a produção do indol, da urease 

e ornitina descarboxilase. Adicionou-se uma suspensão densa de cultura pura de Hi com os 

substratos específicos. A leitura pode ser feita a partir de quatro horas, mas a prova de ornitina às 
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vezes requer maior tempo de incubação, por isso, a leitura foi realizada após 24 horas. Uma 

combinação de resultados indica qual o biotipo da amostra (CAMPOS 1999, KONEMAN et al., 

2010). A Tabela 3 apresenta as características dos oito biotipos (KONEMAN et al. 2010; 

LEDEBOER & DOERN, 2011).   

 

Tabela 3 - Classificação do H. influenzae em biótipos, segundo reações bioquímicas. 
Biotipo Indol Urease Ornitina descarboxilase 

Biotipo I + + + 

Biotipo II + + - 

Biotipo III - + - 

Biotipo IV - + + 

Biotipo V + - + 

Biotipo VI - - + 

Biotipo VII + - - 

Biotipo VIII - - - 

Fonte: Koneman, 2010 (adaptado). 
 
 

3.7 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS 

 

A determinação da susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada em todas as cepas 

utilizando-se o método Disco Difusão - DD (Kirby-Bauer) (BAUER et.al, 1966). Para as cepas 

que se apresentaram resistentes, foi realizado o método da CIM - Concentração Inibitória 

Mínima, adotado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011). Utilizou-se 

como controle de qualidade, as cepas de referência de Hi ATCC 49247 (Haemophilus influenzae) 

para o ensaio de susceptibilidade aos antibióticos e Hi ATCC 10211(Haemophilus influenzae) 

para a pesquisa da produção de β-lactamase nas cepas estudadas. 

 

3.7.1 Método Disco Difusão – DD (Kirby-Bauer) 

 

Para determinação da susceptibilidade aos antimicrobianos foi utilizado o meio de cultura 

Haemophilus Test Medium (HTM) que consiste da base de Mueller Hinton suplementado com 

15µg/mL de hemina, 15µg/mL de NAD e 5mg/mL de extrato de leveduras. A suspensão das 

colônias foi realizada no caldo de BHI (Brain Heart Infusion) ajustada à escala de 0,5 Mc Farland 
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e inoculada com um “swab” estéril com haste de plástico em uma placa de 90 mm contendo o 

meio HTM. Após a inoculação da suspensão bacteriana nas placas, os discos de antimicrobianos 

foram distribuídos na superfície do meio com auxílio de uma pinça estéril. Em cada placa foram 

aplicados quatro discos de antimicrobianos e, em seguida as placas foram incubadas em câmara 

úmida com atmosfera de 5% de CO2, a 35-37ºC, por 16 a 18 horas. Foram testados nove discos 

com combinações de 11 antimicrobianos para cada cepa bacteriana: ampicilina (AMP - 10 µg), 

amoxicilina - ácido clavulânico (AMC - 20/10 µg), ceftriaxona (CRO - 30 µg), cloranfenicol 

(CLO - 30 µg), ciprofloxacina (CIP - 5 µg), rifampicina (RIF - 5 µg) e sulfametoxazol-

trimetoprima (SUT - 1.25/23.75 µg), meropenem (MER - 10 µg) e azitromicina (AZI - 15 µg). 

Todos os discos foram adquiridos comercialmente da empresa Cefar Diagnóstica Ltda. 

 
3.7.2 Métodos para detecção da CIM (concentração inibitória mínima) 

 
As amostras que mostraram resistência a algum antimicrobiano no método de disco 

difusão foram submetidas à determinação da CIM. Este ensaio foi realizado pelas metodologias: 

diluição em agar e de Etest®. Posteriormente, comparou-se os resultados dos dois métodos, disco 

difusão e o CIM. 

 
3.7.2.1 Método diluição em agar (AD) - Ampicilina 

 
• Preparo das soluções com diferentes concentrações do antimicrobiano 

Foi preparada uma solução estoque contendo 6400µg/mL de ampicilina em tampão 

fosfato (pH 8,0 a 0,1 mol/L). Esta solução foi diluída na proporção 1:10 e, a partir desta solução 

foram feitas diluições seriadas na proporção de 1:2, obtendo-se soluções com concentrações de 

0,5 a 64µg/mL. A Tabela 4 mostra o esquema de preparação para as diluições de ampicilina. 

Tabela 4 - Esquema de preparação de diluições da ampicilina utilizados no CIM 
Tubo 
 

Concentração 
(µg/mL) 

Fonte 
 

Vol. Diluente  
tampão fosfato-

Concentração 
intermediária 1 6400 Estoque 1 mL 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 (adaptado).  
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• Preparo das placas de meio de cultura com antimicrobiano 

 
Para o preparo das placas, em cada tubo contendo 17,2 mL de HTM, acrescentou-se 2 mL 

de cada concentração de antimicrobiano, 0,2 mL de isoVitaleX, 0,6 mL de NAD, totalizando 20 

mL, volume necessário para atingir a espessura preconizada de 3-4mm do agar. A Tabela 5 

apresenta o esquema do preparo do meio de cultura. A suspensão bacteriana foi preparada de 

forma semelhante à utilizada no disco-difusão (item 4.3.1). Foram inoculados 2 µl de cada 

amostra com micropipeta (Eppendorf Research®) sobre a superfície da placa de HTM, seguindo 

o esquema apresentado na Tabela 6 (JORGENSEN et al., 1990). 

 

Tabela 5 - Esquema do preparo das placas de meio de cultura e antimicrobiano para realização do 
MIC: 

Nº da placa HTM NAD isoVitaleX Sol. 
antimicrobiano 

Concentração final de 
ampicilina em diluição 
1:10 em ágar (µg/ml) 

Controle pré- 
ensaio 

17,2mL 0,6mL 0,2mL  2 mL de água 
purificada 
estéril* 

- 

1 17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL tubo 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 2 mL tubo 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 pós-
ensaio 

17,2 mL 0,6 mL 0,2 mL 2 mL de água 
purificada 
estéril* 

- 

Fonte: CCLSI, 2011 (adaptado). 
Controle pré e pós-ensaio: sem adição de antimicrobiano 
* Sem adição de antimicrobiano  
HTM: Haemophilus Test Medium 
NAD: Nicotinamida adenina dinucleotídeo 
 

As amostras foram inoculadas inicialmente em uma placa controle (sem antimicrobiano), 

seguida das placas com as menores para as maiores concentrações do antimicrobiano e por último 

inoculou-se na outra placa controle (sem antimicrobiano). As amostras foram incubadas em 

câmara úmida com atmosfera de 5% de CO2, a 37ºC, por 24 horas.   

A cepa ATCC 49247 (Haemophilus influenzae) foi utilizada como controle positivo, como 

recomenda o CLSI 2011. 
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De acordo com os resultados frente às concentrações do antibiótico, as cepas foram 

classificadas como sensível (S), intermediário (I) e resistente (R) de acordo com a referência do 

método de diluição do CLSI 2011.   

 

3.7.2.2 Determinação da CIM por teste E ( E-test® ) 

 

Para determinação da CIM, utilizamos a técnica Etest® . Está baseada em um gradiente 

pré-definido e estável do antimicrobiano que é usado para determinar a concentração inibitória 

mínima (CIM) em microgramas por ml. 

Para confecção deste ensaio utilizou-se o meio de cultura contendo HTM. O inóculo foi 

preparado através da suspensão das colônias no caldo de BHI, ajustada à escala de 0,5 Mc 

Farland. Com o auxilio de um “swab” estéril com haste de plástico, o inóculo foi semeado em 

uma placa de Petri de 90 mm. Em seguida, com auxílio de uma pinça estéril, aplicou-se as fitas 

do E-test® na superfície do meio.  A incubação foi realizada em câmara úmida com atmosfera de 

5% de CO2, a 35-37ºC por 16 a 18 horas.  

 

3.7.3 Teste de detecção de ß-lactamase 

 

As amostras que apresentaram resistência à ampicilina foram testadas para a produção de 

ß-lactamase pelo método da cefalosporina cromogênica usando nitrocefina (Oxoid). Para o 

controle de qualidade foram usadas as cepas ATCC 29213 (S. aureus) para controle positivo e 

ATCC 25923 (S. aureus) para controle negativo.  Foi seguida a técnica de O´Callaghan & cols. 

1972) 
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3.8 MÉTODOS MOLECULARES 

  
3.8.1 Extração e purificação do DNA genômico 

 
Após o cultivo das cepas de Hi em meio de ágar chocolate suplementado, com o auxílio 

de uma alça bacteriológica, transferiu-se a quantidade equivalente a 10 µL de cada crescimento 

microbiano para um microtubo de 1,5 mL contendo tampão específico do kit da Qiagen, para a 

extração e purificação do DNA genômico, seguindo as etapas do protocolo da Qiagen D Neasy 

Tissue Kit (Qiagen Inc.Valencia, Calif. EUA). O DNA extraído e purificado foi armazenado a 

20°C. 

 

3.8.2 Tipificação molecular pela Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 

Todas as amostras foram testadas pela técnica da PCR multiplex adaptada  de Van Ketel et 

al. (1990), utilizando dois pares de iniciadores P61/ P62 para confirmação da espécie e dois, HI1/ 

HI2, para identificação do gene para expressão da cápsula. 

Os tipos capsulares foram determinados pela PCR de acordo com Falla e colaboradores 

(1994), que descreveram iniciadores específicos para detectar cada um dos seis tipos capsulares 

do Hi. Os iniciadores utilizados foram desenhados para a região I e III, comum a todas as cepas 

de Hi e onde estão localizados os genes específicos para a síntese das proteínas envolvidas na 

produção dos polissacarídeos específicos dos tipos a–f. A sequência de nucleotídeos dos 

iniciadores utilizados são apresentadas na Tabela 6. Utilizaram-se as seguintes cepas padrões 

como controle positivo para todas as PCRs: Hia ATCC 9006; Hib ATCC 10211; Hic ATCC 9007; 

Hid ATCC 9008; Hie ATCC 8142; Hif ATCC 9833. 

As amostras confirmadas para espécie, mas que não amplificaram o gene bexA, que 

caracteriza a presença da cápsula, foram ainda analisadas quanto a presença do gene bcs, que 

codifica a cápsula tipo b e possibilita a identificação de Hi tipo b- e quanto a presença do gene 

acs, para pesquisa do tipo a- . 

O produto da amplificação do DNA foi aplicado em gel de agarose 1,0%, corado com 

brometo de etídio a 0,5 µg/mL e submetido a eletroforese por 1 hora a 100 V, utilizando-se como 

marcador de tamanho molecular 100 bp Ladder (Invitrogen). 

 



42 
 

3.8.3 PCR para pesquisa de genes de resistência  

 
Todas as amostras resistentes foram pesquisadas quanto à presença dos genes 

responsáveis pela resistência à ampicilina pelo mecanismo da produção de beta-lactamase 

utilizando os seguintes iniciadores: Tem-tem (para pesquisa do gene blaTEM), Rob-San, Rob-tem, 

blaROB (para pesquisa do gene blaROB) e PBP (para pesquisa do gene da proteína PBP-3. O gene 

bla-ROB foi pesquisado de acordo com o que foi descrito por Tenover e colaboradores (1994) e 

Sanbogi e colaboradores (2006). No entanto, os iniciadores indicados nesses estudos não 

resultaram em amplificação de bandas compatíveis com o esperado. Foram então desenhados 

novos iniciadores para a amplificação desse gene. A Tabela 6 apresenta a lista de iniciadores  

utilizados no estudo e suas respectivas sequências de nucleotídeos. Os programas utilizados na 

amplificação bem como as concentrações dos reagentes utilizados nas reações da PCR foram 

aqueles apresentados pelos respectivos autores, também apresentados na Tabela 6.  

 

Tabela 6 - Iniciadores utilizados: 
Nome Sequência 5’ – 3’ Gene Alvo Produto (bp) Referência 
HiP6 ACTTTTGGCGGTTACTCTGT 

TGTGCCTAATTTACCAGCAT 
 

P6 
 

273 Van Ketel et 
al. (1990) 
 Hi CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC 

TGATGAGGTGATTGCAGTAGG 
bex A 343 Van Ketel et 

al. (1990) 
 Hia CTACTCATTGCAGCATTTGC 

GAATATGACCTGATCTTCTG 
 

acs  250 Falla et al., 
1994 

Hib GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC 
GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA 
 

bcs  480 Falla et al., 
1994 

Hic TCTGTGTAGATGATGGTTCA 
CAGAGGCAAGCTATTAGTGA 

ccs  250 Falla et al., 
1994 

Hid TGATGACCGATACAACCTGT 
TCCACTCTTCAAACCATTCT 

dcs  150 Falla et al., 
1994 

Hie GGTAACGAATGTAGTGGTAG 
GCTTTACTGTATAAGTCTAG 

ecs 1350 Falla et al., 
1994 

Hif GCTACTATCAAGTCCAAATC 
CGCAATTATGGAAGAAAGCT 

fcs 450 Falla et al., 
1994 

Pbp-Ubu GTTGCACATATCTCCGATGAG 
CAGCTGCTTCAGCATCTTGC 

PBP-3 
 

1050 Ubukata et 
al., 2001 
 ROB-San TCCCGAAACCCAAAAATACG 

GATTGCCTGTTGCGTTATTG 
blaROB 337 Sanbogi et 

al., 2006 
 ROB-Tem ATCAGCCACACAAGCCACCT 

GTTTGCGATTTGGTATGCGA 
 

blaROB 692 Tenover et 
al., 1994 

TEM- Tem TGGGTGCACGAGTGGGTTAC 
TTATCCGCCTCCATCCAGTC 

blaTEM 526 Tenover et 
al., 1994 
 Bla-Rob CATTCGGTAACGTCTAATCC 

TCTTCGGTAAATTGCGTACT 
 

blaROB 740 Este trabalho 
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Na reação da PCR, para a detecção do gene blaROB, utilizou-se os iniciadores específicos 

(blaROB e blaROB2). Foi utilizado um volume total de 25 µL, sendo constituído de: 2,5µl de tampão 

(10mM), 1,0 µl dNTP (10mM), 2,0 µl MgCl2 (50mM), 0,2 µl de Taq polimerase (2U), todos estes 

do kit Invitrogen- Taq DNA Polymerase, mais  1 µl  de cada iniciador (50pmol) e 2,0µl de DNA 

genômico. As etapas da PCR foram desenvolvidas da seguinte forma: 35 ciclos de 1 minuto a 

94°C,1 minuto a 45°C, 1 minuto a 72°C e uma extensão final de 10 minutos a 72°C. Os produtos 

da PCR com 740pb foram analisados em um gel a 1% de agarose (Sigma Aldrich, MO, USA) 

contendo 0,5 µg/mL brometo de etídio (Promega) e submetido a eletroforese por 1 hora a 100V, 

utilizando como marcador de peso molecular o 100bp Ladder (Invitrogen). 

As amostras que não apresentaram na reação da PCR os genes da beta-lactamase foram 

submetidas à amplificação e posterior sequenciamento do gene PBP3 para determinar se o 

mecanismo de resistência dessas cepas era por possíveis alterações neste gene.  As amostras que 

apresentaram bandas em alturas diferentes da esperada após a amplificação do gene blaROB, , 

também foram submetidas ao sequenciamento do gene PBP3.  

  

3.8.4 Sequenciamento  

 

         Após amplificação pela PCR dos DNAs dos isolados, os produtos foram quantificados e 

suas concentrações ajustadas para 200 ng/µL.  Utilizou-se o kit BigDye Terminator Cycle 

Sequencing e a reação de sequenciamento, para cada gene específico, foi constituída de 5,5 µL de 

DNA (200ng), 2 µL dos respectivos iniciadores (1,6 pmol/µL), 1 µL de reativo BigDye (Applied 

Biosystems), 1,5 µL de tampão BigDye, num volume final de 10 µL. A reação de sequenciamento 

foi conduzida em termociclador ApolloTMATC 401 com as seguintes condições: 40 ciclos de 

94°C por 10 segundos, 50°C por  5 segundos e 60°C por 4 minutos. A seguir, o produto das 

reações foi precipitado adicionando-se a cada poço 30 µL de isopropanol 75%. A placa foi levada 

ao vortex e submetida a um “spin” por 10 segundos a 1000 rpm. A placa ficou em repouso sob 

proteção da luz por 15 minutos. A placa foi centrifugada por 90 minutos a 2000 rpm. O 

sobrenadante foi desprezado, invertendo a placa em papel toalha. Foi colocada a placa invertida 

na mesa e foi realizado movimento circular com a placa para desprezar o excesso de isopropanol. 

Adicionou-se 50 µL de etanol 75% em cada poço. Centrifugou-se por 30 minutos a 2000 rpm. O 
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sobrenadante foi desprezado, invertendo a placa em papel toalha. Foi colocada a placa invertida 

na mesa e foi realizado movimento circular com a placa para desprezar o excesso de etanol. A 

placa foi colocada invertida na centrífuga e deu-se um pulso até 500 rpm. A placa foi deixada à 

temperatura ambiente, protegida da luz, por 2 horas para secar. Após, o DNA presente no poço da 

placa, foi ressuspendido em 5,5 µL de água (GIBCO®). Deixou-se em repouso por 1 hora e 

agitou-se no vortex.        

        Após, a placa foi encaminhada para o setor de sequenciamento para a reação de 

desnaturação. A reação de sequenciamento foi realizada segundo metodologia padrão, por 

eletroforese capilar em um aparelho ABI Prism 3700 Genetic Analyzer Sequencer (Plataforma 

PDTIS/FIOCRUZ).  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS E PERFIL DOS PARTICIPANTES 

 

Foram isoladas três colônias de cada placa das crianças, identificadas inicialmente pelo 

aspecto morfológico e, após a confirmação pelos testes fenotípicos, genotípicos e de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, aquelas que apresentaram as mesmas características, tais 

como: resultados semelhantes no teste de SAL, na identificação de biotipos, resistência às 

mesmas drogas no antibiograma, receberam a mesma identificação. 

Após os resultados das provas fenotípicas, a partir de 57 de um total de 73 swabs 

coletados das crianças (78,08%) foram identificadas como Haemophilus influenzae. Nos 

materiais coletados das 16 crianças restantes do grupo, não foram obtidos crescimentos 

sugestivos de Hi. Foram isolados micro-organismos frequentes na microbiota do trato 

respiratório, porém após a realização da coloração do Gram, provas bioquímicas e exigências dos 

fatores V e X, foram identificadas como não Hi, portanto não consideradas de interesse neste 

estudo. 

 Das 73 crianças participantes do estudo, 39 são do sexo masculino e 34 feminino e a taxa 

de colonização por sexo foi de 79,5% e 82,3% respectivamente. 

A Tabela 7 mostra a colonização da nasofaringe quanto à faixa etária. 

. 

Tabela 7 - Faixa etária das crianças estudadas portadoras de Hi 
Faixa etária: Nº crianças 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%) 
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Tabela 8 - Número de colônias diferentes Hi de acordo com a classificação fenotípica ou 

susceptibilidade aos antimicrobianos 

Nº de crianças (N=57) Colônias diferentes Total de isolados 

48 01 52 

08 02 12 

01 03 03 

Total (57) - 67 

 

 

O Gráfico 1 apresenta os resultados da classificação dos biotipos, obtidos a partir da 

combinação de resultados de provas de indol, urease e ornitina. 

 

Gráfico 1- Biotipos de Hi isolados 
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4.2 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS PELO MÉTODO DILUIÇÃO EM 

AGAR 

 

O teste de susceptibilidade foi realizado em todos os 67 isolados de Hi, utilizando-se 

discos dos 11 antimicrobianos. Os percentuais de resistência observados são apresentados na 

Tabela 9. 

  
Tabela 9 - Resistência aos antimicrobianos em isolados de Hi. 

Amostras resistentes/ N total Antimicrobianos 

          AD                                              CIM/Etest/% 

                                 R                                          I 

Amoxicilina+Ácido clavulânico (20/10 µg) 1/67 0/67 0/67 

Ampicilina (10 µg) 33/67 (49,2%) 33/67 (49,2%) 0/67 

Azitromicina (15µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Ceftriaxona (30 µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Cloranfenicol (30 µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Ciprofloxacina (5 µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Meropenem (10 µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Rifampicina (5 µg) 0/67 Não realizado* Não realizado* 

Sulfametoxazol+trimetoprim (1,25/23,75 µg) 45/67(67,1%) 37/67 (55,2%) 8/67 (12%) 

AD: ágar diluição      R: resistente      I: intermediário     N: número de amostras 
* somente cepas sensíveis 

 

O maior percentual de resistência observado entre os isolados de Hi foi o de 

sulfametoxazol + trimetoprim (SUT). Quanto ao método diluição em agar, 45 isolados das 67 

(67,2%) cepas estudadas apresentaram resistência a esse antimicrobiano. Ao ser realizado o Etest, 

oito destas cepas foram classificadas como intermediárias e as 37 restantes confirmaram a 

resistência. 

Quanto à ampicilina, 33 dos 67 isolados (49,25%) se mostraram resistentes. Vinte e oito 

amostras (41,8%) eram resistentes aos dois antimicrobianos, conforme a Tabela 10. Apenas uma 

amostra apresentou resistência à amoxicilina + ácido clavulânico, porém não foi confirmada pelo 

método de Etest, em que amostra apresentou sensibilidade à droga. 
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Tabela 10 - Amostras de Hi resistentes a dois tipos de antimicrobianos. 
Antimicrobiano N (%) 
Ampicilina 33 (49,25%) 
SUT 45 (67,2%) 
Ampicilina e SUT 28 (41,8%) 

 SUT: Sulfametoxazol + trimetoprim 
 
  

Durante a entrevista, os pais/responsáveis de oito crianças relataram o uso de 

antimicrobianos na época ou até seis meses anteriores à coleta. Destas, apenas uma não 

apresentou colonização por Hi. As outras sete crianças deste grupo estavam colonizadas por Hi e 

todas elas apresentaram resistência a pelo menos uma droga. A Tabela 11 apresenta os 

antibióticos usados pelas crianças e a resistência apresentada no antibiograma. 

 

Tabela 11 - Crianças que estavam/estiveram em uso de antimicrobianos. 
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 últimos 6 meses      AMP- ampicilina       SUT: sulfametoxazol+trimetoprim 
R: resistente    S: sensível      NP: não portador  

 

4.3 PESQUISA DE β-LACTAMASE 

 

Das 33 amostras que apresentaram resistência à ampicilina, 27 (81,8%) foram produtoras de β-

lactamase e classificadas como BLPAR (β-lactamase positivo ampicilina resistente) e as seis 

amostras não eram produtoras da enzima, classificadas como BLNAR (β-lactamase negativo 

ampicilina resistente). 
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4.4 PESQUISA DOS GENES P6 e bexA  

 

As amostras classificadas fenotipicamente como Hi foram submetidas à pesquisa do gene 

P6 e do bexA, cujas presenças indicam a espécie e presença da cápsula respectivamente. Em 

todas as amostras foi encontrado o gene P6. A Figura 3 apresenta os produtos da reação de PCR 

multiplex de quatro amostras, em que todos amplificaram apenas o gene P6, já o bexA foi 

amplificado apenas na amostra controle. Este resultado foi encontrado em todas as reações de 

PCR das amostras. Somando-se estes resultados aos resultados dos testes fenotípicos, todos os 

isolados foram classificados com HiNT. Na pesquisa de amostras do tipo b- ou a- não foi 

encontrado amostra positiva para esta particularidade. 

 
 
                                     Figura 3 - Produtos da reação da PCR multiplex de algumas cepas de Hi. 

 
Eletroforese em gel de agarose a 1% (1x TBE) com produto da reação da PCR de cepas de H. 
influenzae. (PM) / TM: tamanho molecular 100bp.  021, 035, 044, 045: cepas de Hi. Controle 
(C+) ATCC 10211 (Hib) amplificações para o gen P6 e bexA..  

 

 

 

 

 



50 
 

4.5 DETECÇÃO DOS GENES DA RESISTÊNCIA AOS β-LACTÂMICOS 

 
Todas as amostras resistentes à ampicilina foram submetidas a PCR para pesquisa dos 

genes blaTEM e blaROB. A Tabela 12 apresenta as características das amostras resistentes à 

ampicilina, associadas com a produção da enzima β-lactamase e os resultados da pesquisa dos 

genes blaTEM, blaROB e PBP pela PCR. O gene blaTEM  foi detectado em 29 amostras (87,8%). 

A Tabela 12 também apresenta o perfil das seis amostras β-lactamase negativas ampicilina 

resistentes (BLNAR) em que, quatro (021, 034-4, 062-2, 072) apresentaram o gene blaTEM e duas 

amostras (015 e 030) não amplificaram este gene. Duas amostras (030 e 062-2) amplificaram o 

gene blaROB, porém na altura 1100bp (acima do esperado), sendo realizado o sequenciamento. 

Das 27 amostras β-lactamase positivo ampicilina resistente (BLPAR) 25 apresentaram o 

gene blaTEM. Os produtos das duas amostras (026-3 e 031-2) que não apresentaram o gene, foram 

purificados e em seguida o sequenciados. Para o PBP3  o detalhamento do encontrado estão nas 

tabelas 12 e 13.  
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Tabela 12 - Perfil das amostras resistentes à ampicilina 
   Pesquisa de genes 

Isolados β-lac SUT Bla-TEM Bla-ROB PBP3 

002(1) Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

003 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

006 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

007 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

09(2) Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

010 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

011 Positivo Sensível Positivo Negativo Positivo 

013 Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

015 Negativo Sensível 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 Sensível Positivo Negativo Positivo 

026 (3) Positivo Resistente Negativo Negativo Positivo 

030 Negativo Sensível Negativo Negativo Positivo 

031 (1) Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

031 (2) Positivo Resistente Negativo Negativo Positivo 

034 (3) Positivo Resistente Positivo Negativo Positivo 

034 (4) Negativo Sensível 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 Sensível Positivo   Negativo Positivo 

SUT: sulfametoxazol+trimetoprim           Amp: ampicilina 
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4.6 SEQUENCIAMENTO 
 

As seis amostras BLNAR e as duas BLPAR (026-3 e 031-2) que não apresentaram o gene 

blaTEM foram sequenciadas para estudar uma possível alteração na proteína PBP3.  

As amostras 030 e 062-2 também foram sequenciadas com o iniciador blaROB para se 

observar  possíveis alterações na sequência de nucleotídeo ou presença de elemento de inserção 

no gene blaROB.  

A Tabela 13 apresenta o resultado do sequenciamento. Das seis amostras BLNAR, quatro 

apresentaram alterações nas sequências de nucleotídeos referente a proteína PBP3. A amostra 021 

apresentou quatro alterações, nas posições 377, 522, 526 e 547, enquanto que a amostra 015 

apresentou uma alteração na posição 422. Na posição 547 também houve alteração na sequência 

das amostras 034-4 e 030. 

 
Tabela 13 - Alterações de aminoácidos detectadas no sequenciamento do gene PBP3 de 13 amostras 

   Presença dos 
genes  

     Substituição de aminoácidos Amostra 

MIC Amp β-lac blaTEM blaROB  273 

S 

377M 422 

N 

522A 526 

N 

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 -- -- -- -- I 

021  >64 R - - -  -- I -- V K I 

015  >64 R - - -  -- -- S -- -- -- 

034-4  R - + -  -- -- -- -- -- I 

072  R - + ND  ND ND ND ND ND ND 

ND: não determinada      R: resistente      β-lac: presença de β-lactamase   A: alanina  F: fenilalanina  I: isoleucina  K: 
lisina M: metionina  N: asparagina  S: serina V: valina 
 

As sequências de DNA utilizadas para pesquisar alterações na PBP3 foram depositadas no Gen-

Bank sob os números de acessos: KC831771-KC831774. 
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5 DISCUSSÃO 

 

         O Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saúde (INCQS), pertencente à Fundação 

Oswaldo Cruz - FIOCRUZ no Rio de Janeiro – RJ, tem como missão contribuir para a promoção e 

recuperação da saúde e prevenção de doenças atuando como referência nacional para as questões ci-

entíficas e tecnológicas relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e serviços vincula-

dos à Vigilância Sanitária. Entre os produtos de interesse para a saúde, destacam-se as vacinas utili-

zadas no Brasil através do Programa Nacional de Imunizações do Ministério da Saúde, que inclui a 

aplicação da vacina contra Hib. 

Após 13 anos do início da vacinação com a vacina conjugada contra o Hib consideramos 

necessário e relevante o estudo com crianças que tiveram a vacinação completa, no sentido de 

avaliar a situação pós-vacinação em relação às cepas atualmente presentes em populações suscep-

tíveis, como as crianças que frequentam ambientes coletivos como creches. Estudos nestas condi-

ções são raros. Em nosso país os dados publicados são escassos, o que nos deixa ávidos por essas 

informações (SILVA et al, 2004; MARIN & SILVA, 2005; JOURDAIN, S. et al., 2011).  

Em função da carência de informações, principalmente na região nordeste do Brasil, 

optou-se então em estudar uma creche na Bahia, cidade de Jacobina, povoado de Cachoeira 

Grande. Coletou-se amostras de todas as crianças de apenas uma creche por questão de logística. 

Tratava-se de um povoado distante do laboratório de apoio, onde seriam realizadas apenas as 

etapas iniciais: semeadura das placas, incubação com visualização do primeiro crescimento 

microbiano e passagem para nova placa de meio de cultura, porém sem bacitracina. Os testes de 

identificação e confirmação dos micro-organismos foram realizados no Rio de Janeiro (INCQS).  

Foi encontrado um percentual de 78,08% de portadores de Hi na população estudada, 

dado de acordo com o estudo realizado em Ribeirão Preto, que relatou 72% de portadores em 

crianças, também frequentadoras de creches (SILVA et al, 2004). A aglomeração pode ser 

considerada um importante fator de risco, já que as crianças ficam mais expostas e este fator pode 

explicar as taxas elevadas de colonização encontradas neste e também em outros trabalhos 

(MASUDA et al., 2002; SULIKOWSKA et al., 2004). Apesar de não ter sido abordado o fator 

situação econômica durante a entrevista, ficou evidente que as crianças estudadas pertencem à 
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famílias de classe econômica baixa e que, em sua maioria convivem com irmãos não vacinados, o 

que pode ter contribuído para colonização por Hi. 

O uso da vacina contra o Hib é considerado um marco na saúde pública de todo mundo, já 

que no período pós-vacinal, o índice de doenças causadas pelo micro-organismo diminuiu 

drasticamente nos países que incluíram a vacina em seus calendários de imunização. No presente 

estudo, 100% das cepas isoladas foram caracterizadas como HiNT. A ausência de colonização do 

Hib, que é o sorotipo ao qual a vacina oferece proteção, neste e em outros trabalhos reforça a 

eficácia da vacina contra o Hib (DABERNAT, 2003). 

A colonização da nasofaringe humana é considerada o primeiro passo na série de eventos 

que resultam na infecção por H. influenzae e em uma doença invasiva. A predominância de 

colonização pelo HiNT encontrada neste e em outros trabalhos realizados em creches ressalta a 

importância da vigilância dos casos de infecções e/ou colonização deste micro-organismo 

(SULIKOWSKA et al., 2004; CASTILLO-FEBRES et al., 2005; BARBOSA-CESNIK et al., 

2006).  Considerando-se a importância da colonização para o desenvolvimento da doença, 

verifica-se uma crescente preocupação com relação às cepas não capsuladas, isto porque se refere 

a um importante patógeno de doenças respiratórias ao longo dos anos, cujo número de casos de 

doenças causadas pelo NT tem aumentado consideravelmente. Em estudo realizado na Eslovênia, 

observou-se um aumento de 12% (no período pré-vacinal) para 85,2% (pós-vacinal) dos casos de 

doenças causadas por este micro-organismo (KASTRIN et al., 2010). Em outro estudo realizado 

com crianças com bronquite, dos Estados Unidos, foram isoladas HiNT em 49% das amostras 

(ZGHEREA et al., 2012). Além disso, já existem relatos da associação do HiNT com a forma 

mais grave da doença, a meningite, como descreveram  Zanella e colaboradores (2011) com 

amostras de CSF de um centro de referência nacional, onde foi observado um aumento de 

meningite causada por HiNT, passando de 13 isolados no período de 2000-2002, para 64 (2006-

2008). 

Reforçando esta questão, a inclusão em 2010 pelo PNI/MS, no esquema de vacinação das 

crianças brasileiras, da vacina PHiD-CV, onde o  HiNT fornece a proteína carreadora, merece 

considerações. Trata-se de proteção contra um dos principais patógenos da OMA, S. pneumoniae.  

Porém a presença da proteína do HiNT deverá contribuir para a diminuição das infecções onde o 

Hi aparece  como agente infeccioso. Já existem relatos que correlacionam este micro-organismo 

com doenças invasivas, inclusive meningites e septicemia conforme já citado (ITO et al., 2011 ). 
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Observamos que as crianças participantes deste trabalho não receberam a vacina 

antipneumocócica, pois não tinham a faixa etária sugerida na época da introdução da mesma no 

calendário de vacinação brasileiro. Portanto, é possível que a prevalência de colonização de Hi 

em crianças tenha diminuído nos últimos anos, tanto por causa da vacina PHiD-CV, que oferece 

imunização contra HiNT, quanto pela imunidade de rebanho conferida pelas vacinas conjugadas, 

o que nos sugere um estudo posterior para avaliar o impacto da vacina, tendo como referência 

crianças que frequentam creches. 

Os sorotipos Haemophilus influenzae não b, incluindo o HiNT, raramente eram causado-

res de infecções invasivas (NIZET, 1996). Porém, este cenário sem dúvida sofreu alteração no 

Brasil e no mundo (DE ALMEIDA et al., 2010, ADAM et al, 2010; CALDEIRA et al, 2013). 

Nossos resultados demonstraram o incremento dos HiNT na população microbiana das crianças 

vacinadas, o que certamente poderá contribuir para infecções graves com estes micro-

organismos.  

Outras características foram investigadas para identificar/confirmar possíveis fatores de 

risco para o desenvolvimento da doença. O principal deles é a relação idade/colonização (WARD 

et al. 1986; TAKALA 1989; MURPHY et al. 1989; MARIN & SILVA, 2005) que não foi 

observado neste trabalho, já que a taxa de colonização foi homogênea em todas as faixas etárias 

das crianças estudadas. É importante ressaltar que a faixa etária mais afetada, segundo estes 

autores, é a de crianças com idade inferior a dois anos, porém na creche estudada não é 

frequentada por crianças com essa idade (MARIN & SILVA, 2005). 

A colonização de 72,7% e 74,07% das crianças do sexo masculino e feminino 

respectivamente, não caracteriza diferença significativa de colonização entre os sexos, estando de 

acordo com o estudo realizado em Taubaté-SP por BRICKS e colaboradores (2004). 

A biotipificação, utilizando métodos fenotípicos, constitui uma das ferramentas utilizadas 

para pesquisas epidemiológicas nos Hi conforme relatos da literatura. Os biotipos I e II são mais 

frequentes nas cepas de Hib, muitas vezes produzindo quadros graves (SHARMA et al., 2002; 

ZANELLA et al., 2002, de Almeida et al, 2005).Um dos trabalhos pioneiros nesta área com cepas 

brasileiras, concluiu que há uma associação entre os biotipos I com o sorotipo b (LANDGRAF & 

VIEIRA, 1993). Em nossos resultados, o biotipo III foi o mais prevalente, seguido do biotipo II, 

estando de acordo com o trabalho de DABERNAT (2002), sobre isolados clínicos da França. Eles 

obtiveram maior prevalência entre os biotipos II e III respectivamente. Um dos poucos relatos 
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publicados com dados obtidos de creches brasileiras, o estudo de Silva e colaboradores (2006) 

realizado na cidade de Ribeirão Preto-SP, revela que os biotipos I e II foram os mais prevalentes. 

Outro dado importante analisado foi o uso de antimicrobiano na época ou até seis meses 

antes da coleta. Das oito crianças que usaram algum antimicrobiano, cinco apresentaram 

resistência a sulfametoxazol+trimetoprim e à ampicilina, apenas uma não era portadora de Hi. 

Estes resultados nos levam a sugerir que o uso de antimicrobianos por muito tempo, pode 

contribuir e até implementar a seleção de cepas resistentes. 

Os resultados dos ensaios de susceptibilidade (diluição em agar e CIM) com os 

antibióticos: azitromicina, ceftriaxona, cloranfenicol, meropenem, amoxicilina+ácido 

clavulânico, fluoroquinolonas (levofloxacina e ciprofloxacina) e rifampicina demonstraram alta 

atividade in vitro contra H. influenzae, podendo portanto, servir como base para a escolha do 

tratamento de infecções causados por este micro-organismo. Em contrapartida, mostram que H. 

influenzae apresenta alta resistência à ampicilina e sulfametoxazol+trimetoprim. 

O alto índice de amostras resistentes à sulfametoxazol+trimetoprim (67,2%) confirma os 

resultados encontrados em isolados de Hi recuperados durante o período 1998-2004, em estudo 

realizado com 718 amostras de várias regiões do Brasil (São Paulo, Florianópolis, Porto Alegre, e 

Brasília) (CASTANHEIRA et al., 2006). As altas taxas de resistência parecem ser atribuídas à 

elevada utilização deste agente para o tratamento de infecções respiratórias no Brasil, comuns em 

crianças, hipótese apoiada pelo fato de trimetoprim/sulfametoxazol ser de baixo custo no Brasil, 

além de ter um regime de dosagem simples (CASTANHEIRA et al., 2006).  

Após o emprego da vacina conjugada contra o Hib, diversos autores confirmaram que 

houve aumento de infecções pelos sorotipos não b, incluindo os não tipáveis, estes classicamente 

responsáveis pelas infecções do trato respiratório (ITR). Estudos de quase uma década, já mos-

travam, que a resistência aos antimicrobianos envolvidos nas infecções do ITR, sobretudo nos de 

administração oral, necessitavam de uma reavaliação no emprego dos mesmos. Estudos com ce-

pas brasileiras de Hi descrevem a mudança do perfil de resistência da associação sulfametoxazol-

trimetoprim de 32,6% para 65,8% dos isolados (DE ALMEIDA et al., 2006).  

Andrade e colaboradores (2001) citam que a OMS e os Ministérios da Saúde de países da 

América Latina ainda recomendam o sulfametoxazol+trimetoprim, como droga de primeira linha 

pelo baixo custo e fácil dosagem, o que favorece o tratamento empírico da maioria das ITR, in-

cluindo pneumonia.  Estes mesmos autores mostraram o número crescente de cepas resistentes, 
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através de pesquisas com pacientes com infecção por HIV que fizeram uso rotineiro da associa-

ção sulfametoxazol+trimetoprim, o que pode ter potencialmente contribuído para a elevação no 

índice da resistência das cepas de Hi isoladas nas infecções respiratórias. 

O estudo da resistência à ampicilina é de grande importância, já que por muitos anos esta 

droga foi a primeira opção para tratamento de meningites. Sendo assim, esclarecer sua 

efetividade é fundamental para se evitar uso desnecessário e disseminação da resistência. Neste 

trabalho, 49,25% dos isolados apresentaram resistência à ampicilina, valores acima dos 

encontrados no trabalho de Zanella e colaboradores em 2011, que encontraram resistência de 

22% em 860 cepas estudadas e o grupo de Hashida (2008) que encontrou 37,2% amostras 

resistentes, de um total de 363 amostras. Nestes dois estudos, todas as amostras resistentes eram 

produtoras de β-lactamases.  

Estudos de quase uma década, já mostravam que a resistência aos antimicrobianos envol-

vidos nas infecções do trato respiratório (ITR) onde os agentes infecciosos são frequentemente H. 

influenzae e S. pneumoniae, sobretudo nos de administração oral, necessitavam de uma reavalia-

ção no emprego dos mesmos. Esta observação ficou confirmada, por diversos autores, que após o 

emprego da vacina conjugada contra o Hib, com o aumento de infecções pelos sorotipos não b, 

incluindo os não tipáveis, estes classicamente responsáveis pelas ITR. Estudos com cepas brasi-

leiras de Hi descrevem a mudança do perfil de resistência da associação sulfametoxazol-

trimetoprim de 32,6% para 65,8% dos isolados (DE ALMEIDA et al., 2006).  

Neste trabalho observamos que além da alta resistência à ampicilina, o principal 

mecanismo envolvido foi a produção da enzima β-lactamase observada em 81,8% das amostras 

resistentes a esse fármaco. Além disso, detectou-se o gene blaTEM em 87,8% das amostras, 

confirmando os resultados do estudo de Karlowsky e colaboradores no Canadá (2000), que 

encontraram o índice de 90,7%. Resultados semelhantes também foram encontrados por Farrell e 

colaboradores, em 2005, com isolados de Hi de vários países, incluíndo o Brasil, onde 

encontraram média de 93,7% cepas positivas para o gene blaTEM. 

O gene blaROB foi pesquisado utilizando três pares de iniciadores devido à dificuldade de  

ajuste do programa e à falta de um controle positivo. Utilizando-se os iniciadores Rob-SAN 

(SANBOGI et al., 2006) e RobTEM (TENOVER et al., 1994), seguindo-se os programas de PCR 

disponibilizados por seus respectivos descritores, não conseguimos encontrar resultados 

positivos. Foi então necessário desenhar outro par de iniciadores (blaROB). Na PCR utilizando 
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este último par de iniciadores, observou-se que duas amostras apresentaram amplificação, porém 

em altura diferente daquela encontrada em teste in silico. Para esclarecer se a banda amplificada 

era produto do gene com algum elemento de inserção, os amplicons dessas amostras foram 

sequenciados. Os resultados do sequenciamento mostraram que o fragmento amplificado não era 

o gene blaROB, concluindo que as bandas amplificadas eram inespecíficas, já que não houve 

similaridade da sequência das amostras com as dos banco de dados. A ausência do gene ROB 

pode ser confirmada com a ausência de cepas resistentes à ceftriaxona correlacionados em alguns 

estudos (KARLOWSKY, 2000) 

As amostras BLNAR foram sequenciadas para se investigar possíveis alterações na PBP3. 

A alteração na PBP3 foi encontrada em quatro amostras. A Tabela 13 mostra os aminoácidos e 

locais de substituições. Esta observação pode sugerir que o mecanismo de resistência à 

ampicilina dessas cepas, não é a produção da enzima β-lactamase, mas a alteração na proteína 

PBP3 interferindo na afinidade dos beta-lactâmicos pelo micro-organismo e consequentemente, 

reduzindo a efetividade da droga. As amostras 062-2 e 072, também pertenciam ao grupo do 

BLNAR, mas nessas amostras o provável mecanismo de resistência é o gene blaTEM, já que as 

duas apresentaram o gene e não apresentaram alteração na PBP3. 

A susceptibilidade aos diferentes β-lactâmicos parece ser afetada por uma ou múltiplas 

substituições em posições específicas (CERQUETTI, 2007). Neste trabalho, houve uma alteração 

incomum. Observou-se uma substituição do aminoácido 547V por 547I, encontrada em três 

amostras, 021, 030, e 034-4. Alteração também encontrada nos trabalhos de Kubota et al 

colaboradores (2006), Cerquetti et al (2007) e Skaare et al (2009). Além desta alteração (posição 

547), a amostra 021 apresentou outras alterações: a substituição de aminoácidos nas posições 377 

e 526 já descritas por Ubukata e colaboradores em 2001 e, posteriormente observadas por Osaki 

(2005), Kubota (2006) e Shaare e colaboradores (2009). Esta mesma amostra também apresentou 

outra alteração na posição 522, onde uma alanina (A) foi substituída por uma valina (V) que não 

foi observada nas publicações anteriores, porém em conjunto com as outras mudanças, pode ter 

contribuído para resistência à ampicilina.  

A amostra 015 apresentou uma substituição na posição 422 de uma asparagina (N) por 

uma serina (S), não observada nos trabalhos da área publicados até o momento. Esta mudança na 

PBP3 também pode ter induzido a resistência à ampicilina, já que essa amostra não apresentou o 

gene blaTEM. 
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Dessa forma, o estudo com cepas de portadores vacinados com a vacina conjugada contra  

Hib, deverá contribuir para monitorar as possíveis alterações na prevalência dos sorotipos de Hi, 

a frequência destes nos casos infecciosos, o perfil da resistência aos antimicrobianos e  

certamente na estimativa do impacto da vacina contra o Hib no Brasil. 

 

6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS: 

 

6.1 CONCLUSÕES 

 

A prevalência de crianças portadoras de Haemophilus influenzae foi de 78,08%, todas 

HiNT, o que demonstra que creches representam um importante fator de risco, já que além de 

encontrar uma alta taxa de colonização, houve homogeneidade quanto aos sorotipos, sugerindo 

que a aglomeração pode contribuir para a disseminação do micro-organismo. Portanto, torna-se 

necessária a prevenção da colonização e, consequentemente de doenças causadas pelo micro-

organismo. 

A ausência de isolados de sorotipos b neste trabalho, somando-se aos resultados 

encontrados por outros autores, confirmam a eficácia da vacina contra o Hib. 

A maioria dos antimicrobianos indicados no tratamento de doenças causadas pelo Hi 

apresentou eficiência nos testes in vitro, portanto, continuam sendo uma boa opção para 

tratamento dessas doenças. 

A determinação da susceptibilidade pelo MIC permitiu observar que a maioria dos 

isolados apresentou resistência à ampicilina e a sulfametoxazol + trimetoprim, portanto, é 

necessária vigilância da susceptibilidade destes fármacos, já que são indicados constantemente no 

tratamento de outras infecções. 

O principal mecanismo de resistência apresentados pelas cepas estudadas foi a produção de β-

lactamase presente na maioria das cepas resistentes à ampicilina e confirmada a presença do gen blaTEM, 

encontrado em 87,8% destas amostras. 

O mecanismo de resistência observado nas amostras BLNAR foi por alterações na PBP3 

ou pela presença do gen blaTEM. 

O gen blaROB não foi evidenciado nas amostras testadas. 
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 O tratamento de infecções causadas pelo Hi, o estudo dos mecanismos de resistência e a 

susceptibilidade das cepas devem ser analisados nos laboratórios clínicos e de pesquisa, já que 

medicamentos que antes eram considerados opções para tratamento de doenças causadas pelo Hi 

têm apresentado resistência, indicando a necessidade de vigilância contínua e medidas para 

restringir o uso de antibióticos desnecessários. 

Desta forma, o presente trabalho que agora concluímos, com o alcance dos objetivos 

propostos, deve ser considerado como contribuição para a Saúde Pública, sobretudo por ter 

estudado crianças imunizadas com a vacina contra o Hib numa população fechada (creche) em 

uma cidade do Nordeste brasileiro (Jacobina), o que coloca nossos resultados como pioneiros no 

tema proposto e abordado naquela região do Brasil. 

 

 

 

6.2 PERSPECTIVAS  

 

� Realizar nova pesquisa envolvendo maior número creches, utilizando dados 

estatísticos, especificamente de amostragem estratificada com crianças de áreas 

diferentes, avaliando a colonização de Hi e também de S. pneumoniae. 

 

� Realizar estudos com casos clínicos de otites, em crianças vacinadas com a vacina  

PCV-10 para observações da frequência dos isolados, bem como a 

susceptibilidade aos antimicrobianos utilizados no tratamento da infecção. 
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ANEXO A – RELAÇÃO DAS AMOSTRAS E SUAS CARACTERÍSTIC AS 
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ANEXO B- QUESTIONÁRIO APLICADO  

 

FICHA DE INFORMAÇÕES DE PACIENTES                                            N°  AMOSTRA 
CRECHE MÃE ROSA –CACHOEIRA GRANDE- JACOBINA-BA. 

 

Responsável pelo preenchimento................................................. 

NOME: 

DATA DE NASCIMENTO:        /     /                               SEXO       F (        )         M (        )    

Raça:   � Branco                   � Negro                         � Outros                                � desconhecida 

 VACINADO CONTRA  Haemophilus influenzae tipo b (Hib) ? (     )  com a DPT/ quadrupla  (    ) 

NÃO (       )    SIM   (       )         QUANTAS DOSES? (       )         DATA DA ÚLTIMA DOSE:            /            /      

TEM OU TEVE CONTATO COM ALGUÉM COM SINTOMAS  DE DOENÇAS RESPIRATÓRIAS NOS ÚLTIMOS 6 
MESES? 

NÃO (       )                          SIM  (       )   ONDE? 
INTERNAÇÃO ANTERIOR (ATÉ 6 MESES) ?   QUANDO? 
NÃO (       )  
SIM  (        )     MOTIVO: 
TIPO DE MATERIAL COLETADO: swab de nasofaringe 

DATA DA COLETA:              /            /                    
DOENÇA CRÔNICA? 
NÃO (        )                          SIM  (        )       QUAL:       
PARENTE INTERNADO NOS ÚLTIMOS 6 MESES? 
NÃO (       )  
SIM  (       )    MOTIVO: 
PACIENTE EM USO DE MEDICAMENTO?  
NÃO (        )    
SIM  (        )      QUAL?                                                      QUANTO TEMPO? 
PACIENTE EM USO DE ANTIBIÓTICO?     
NÃO  (        )    
SIM   (        )      QUAL?                                                      QUANTO TEMPO? 
PACIENTE TRATADO COM ANTIBIÓTICO ANTERIORMENTE (ÚLTIMOS 6 MESES )? 
NÃO (       )                                                                                                                                                        SIM  (       )       
β-LACTÂMICOS       (      )    QUANDO?                               MACROLÍDEOS (      )   QUANDO? 

CEFALOSPORINAS  (      )   QUANDO?                               TETRACICLINAS (     )   QUANDO? 

CLORANFENICOL    (      )   QUANDO?                              QUINOLONAS   (      )     QUANDO? 

VANCOMICINA        (      )   QUANDO?                               AMINOGLICOSÍDEOS (      ) QUANDO? 

OUTRO  (      )   QUAL?                                                QUANDO? 
OBS. Anexar  cópia-xerox da carteira de vacinação. 

AUTORIZO A UTILIZAÇÃO DO MATERIAL COLETADO PARA FINS DE PESQUISA SEM A DIVULGAÇÃO 

DO NOME DO SUJEITO DA PESQUISA.  

___________________                         ____________________________________________                                    
             Data                                                                Assinatura do responsável   
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Autorizo a coleta de secreção de nasofaringe (regiã o entre nariz e garganta), do(a) 

menor.............................................. ................................................, o(a) qual sou responsável 

e que freqüenta a CRECHE MÃE ROSA – CACHOEIRA GRAND E-JACOBINA-BA. Estou 

ciente de participar do projeto “Ocorrência de Haemophilus influenzae em crianças 

saudáveis menores de cinco anos, vacinadas com a va cina conjugada contra o Hib, em 

uma creche do município de Jacobina, Bahia”. Sei qu e não há riscos e desconfortos na 

coleta deste material. Sei também que a coleta será  feita por profissional da área de 

saúde, treinado e capacitado. 

Estou ciente que as crianças serão consultadas, ant es de ser processada a coleta do 

material, e será respeitado o desejo daquela que se  negar a fazê-lo. 

Os benefícios esperados serão da maior relevância p ara a ciência brasileira e 

contribuirão para a melhoria e desenvolvimento da s aúde pública. 

Autorizo que os dados obtidos sejam publicados, sem  a identificação dos pacientes, para 

as fontes cientificas, que o responsável deste proj eto, considere adequada. Concordo 

também em fornecer os dados que fazem parte deste t ermo através de ficha (em anexo). 

Tenho o acesso dos telefones e endereço do pesquisa dor e de onde será realizada esta 

investigação: 

Antonio Eugenio Castro Cardoso de Almeida 

FIOCRUZ-INCQS 

Av. Brasil, 4365 

21045-900-Manguinhos - Rio de Janeiro 

Tels. 21-38655243 (Horário comercial) 

21-30421167 ou 94013081 (Particular do pesquisador)  

Jacobina (Bahia), _________________________________ _______________ 

_______________________________________________________ 

  Assinatura do pai, mãe ou responsável -                                 Nº  amostra: 

 
 

 


