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podia mais.... e, que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor diante da vida!
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poderiamos conquistar e fazer se ndo fosse o medo de tentar.....

(adaptado da obra “beijos ndo séo contratos” de William Shakeaspeare)
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RESUMO

As bactérias do género Haemophilus, familia Pasteutelleaceae tém na espécie influenzae a
mais importante nas infeccbes humanas. O Hi, que inclui os sorotipos capsulares a-f e 0s
NT, é responsavel por diversos quadros infecciosos, predominando em criancas,
destacando-se a patogenicidade para 0 SNC e o trato respiratorio associada principalmente
ao Hib. Desde 1988 as doencas associadas ao Hib sdo preveniveis pela vacina conjugada
formada do PRP e uma proteina carreadora, incluida no PNI/MS em agosto de 1999. Foi
entdo criada uma linha de pesquisa sobre 0 Hi no INCQS-FIOCRUZ com énfase no estudo
de cepas isoladas antes e apds a implantacdo da vacina, que reduziu mas ndo impediu a
ocorréncia da doenca. O presente estudo incluiu 235 cepas, procedentes dos estados de
Santa Catarina (SC), Rio de Janeiro (RJ) e Pernambuco (PE). Verificamos que o Hib antes
da vacinagdo predominava em mais de 90% dos casos, sendo 0s outros tipos soroldgicos
raros. Apds a vacinagdo, cai 0 tipo b, crescem os tipos ndo b, em meningites, septicemias e
infeccOes respiratorias. Os biotipos | e Il foram os mais isolados. Houve variagdo da
sensibilidade aos antimicrobianos testados (ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
ceftriaxona, rifampicina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim), sobretudo na
associacdo SMX-TMP cuja resisténcia dos Hi aumentou de 32,6% para 65,8% entre os dois
periodos; enquanto se mantiveram taxas semelhantes de resisténcia para a ampicilina
(17,5% e 15,8%) e a presenca de cepas produtoras de a-lactamase; a sensibilidade a
amoxicilina-acido clavulanico e ceftriaxona foi de 100%. Alteracdo na resisténcia ao
cloranfenicol de 19,4 para 12,5% e da rifampicina de 8,2 para 9,7%.A tipagem soroldgica
realizada pelo método da SAL, teve bons resultados (96,2%) e a molecular, pela PCR,
diferenciou as cepas NT das capsuladas b". Embora a estrutura populacional dos Hi tenha
sido inicialmente descrita como clonal, os resultados obtidos através da técnica de ERIC-
PCR, revelaram diversidade genética nas cepas estudadas. As do sorotipo b, revelaram 4
clones com diferentes caracteristicas epidemioldgicas. A diversidade genética foi maior nas
Hinb e HINT. Dos estados estudados, PE teve a mais alta diversidade genética (6 clones
em 15 cepas) seguido do RJ (3 clones em 23 cepas) e SC (2 clones em 13 cepas).
Concluimos, portanto, que ha necessidade do monitoramento das cepas circulantes de Hi no
pais observando as possiveis alteracbes na prevaléncia dos sorotipos atuais e a real

estimativa do impacto da vacina contra o Hib atualmente utilizada no Brasil.

Xi
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ABSTRACT

The bacterial genus Haemophilus is included in the family Pasteurellaceae and the most
important specie causing infectious diseases in humans is the Hi. It shows capsular
serotypes (a-f) as well as NT strains. A great number of different acute infectious diseases
are caused by this organism, especially affecting the CNS, as well as RD, occurring
frequently in children, especially with the Hib. Since 1988 disease associated with Hib has
been vaccine-preventable, by means of the first conjugate vaccine showing great efficacy.
The vaccine is composed by the PRP and a carrier protein. However, the Hib is still
considered one of the most important human pathogens, which leaded us to develop
different research lines, with isolates from different source of infections, after the
introduction of the conjugate vaccine against Hib by PNI/MS in 1999. We used in our
study 235 Hi isolates, from the brazilian states of Santa Catarina, Rio de Janeiro and
Pernambuco. Our results, show that the rate of type b infections before vaccination was
more than 90%, whereas other serological types were rare. After the advent of the vaccine,
we observe a decrease of type b and an increase of non-b isolation. Biotypes | and Il are
still the most frequently isolated. The antimicrobial susceptibility found against ampicillin,
amoxicillin-clavulanate, ceftriaxone, rifampicin, chloranphenicol and TMP-SMX, showed a
recent increasing resistance against antibiotics commonly used to treat RD, especially
among the ones administrated by oral route, showing a resistance rate from 32.6% to 65.8%
between the two periods studied. Ampicillin, showed resistance rates of 17.5% and 15.8%
in the two periods studied and the presence of a-lactamase producing strains. Strains
evaluated against amoxicillin/clavulanate and ceftriaxone, were 100% sensible.
Chloranphenicol showed a decrease in the resistance rates of the strains isolated during the
post-vaccination period, while rifampicin, showed an increase in the resistance rate from
8.2 t0 9.7%. The seroaglutination method used for capsular typing, showed good results,
however, mutant b capsulated strains (b’), were only detected by the PCR, using specific
primers for the capsule region. The population structure of Hi which has been described as
clonal, revealed a great genetic diversity by ERIC-PCR. Therefore we can conclude that
there is a need of systematic tracking of circulating Hi strains in the country, continuously
watching possible epidemiological changes and the evaluation of the impact of the vaccine
against Hib used in Brazil to date.

xii
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SES Secretaria Estadual de Saude

SINAN Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo
SNC Sistema Nervoso Central

SUS Sistema Unico em Satide

SVS Secretaria de Vigilancia em Salde

TBE Tris — Borato-EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
TMP-SMX trimethoprim/sulfamethoxazole

WHO World Health Organization
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1. INTRODUCAO

A proposta dessa pesquisa, abrindo uma linha de investigacdo no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) pertencente a Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), esta associada a necessidade de, sob diferentes aspectos, monitorar o
comportamento dos processos infecciosos por Haemophilus influenzae (Hi) em todo o pais,
tomando por marco divisério a inclusdo da vacinagdo contra o Haemophilus influenzae b
(Hib) no Programa Nacional de Imunizac¢bes (PNI) do Ministério da Saude (MS), a partir de
agosto de 1999.

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

As bactérias do género Haemophilus pertencem a familia Pasteurellaceae e séo
microrganismos aerdbios, imdveis, ndo-hemoliticos (com excecdo das espécies hemolyticus e
parahemolyticus). Sdo também Gram-negativos, pleomorficos e ndo esporulados, conforme
mostrado na figural. Existem dezenove espécies, sendo dez parasitas obrigatorios do homem
e nove encontradas em outros animais. As espécies isoladas de humanos fazem parte da
microbiota dos tratos respiratdrio, geniturinario e da cavidade oral de individuos saudaveis
(MENDELMAN, 1987).

FIGURA 1 - Esfregaco de cultura do H. influenzae
(Coloracéo pelo método de Gram).
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A espécie Haemophilus influenzae é a mais importante e inclui diversos sorotipos
capsulares (a-f) bem como espécies ndo tipaveis. As doencas causadas por esse
microrganismo compdem um leque de infeccBes, de carater agudo, com maior patogenicidade
para o Sistema Nervoso Central (SNC) e o trato respiratorio alto e baixo, francamente
predominante em criangas e associadas principalmente ao Haemophilus influenzae do tipo
sorolégico b ou Hib.

Desde 1988 os processos infecciosos associados ao Hib sdo preveniveis por vacinagéo.
Contudo, anos depois, 0 Hib ainda é descrito como importante patdgeno humano, responsavel
por diversas infec¢Oes invasivas e graves, principalmente em criangas menores de 5 anos
(MURPHU et al., 1993; IWARSON,1993). A partir de 1997, a Organizacdo Panamericana da
Salde (OPAS) recomendou a aplicacdo da vacina contra o Hib em toda América Latina, sendo
0 Uruguai (1994) e Chile (1996) os pioneiros com reducdo importante na incidéncia da
meningite (BEPA, 2004).

No Brasil poucos estudos foram feitos sobre a frequéncia do Hib nas infec¢fes. Em
2002, Zanella e colaboradores analisaram 3204 cepas do Centro de Referéncia do Instituto
Adolfo Lutz — So Paulo, isoladas no periodo de 1990-1999, revelando o Hib na quase
totalidade (97,8%) seguido, muito distante, pelos H. influenzae néo tipavéis (1,5%) e pelo
sorotipo a (0,5%). Dados recentes mostraram que, de 229 cepas coletadas no periodo de 1990-
2003, originarias de trés estados brasileiros, 81,7% eram H. influenzae do tipo soroldgico b
sendo todas procedentes de pacientes com meningite (DE ALMEIDA et al., 2005). Este
microrganismo tem sido, classicamente, incluido entre os trés principais causadores de
meningite /meningoencefalite bacteriana, ao lado da Neisseria meningitidis e do Streptococcus
pneumoniae (FREIRE, 1987; JOKLIK et al.,, 1992; BARQUET et al., 1996). Outras
enfermidades causadas pelo Hib, de consideravel freqiiéncia e gravidade, envolvem epiglotite,
pneumonia, otite média aguda, celulite, abscessos, artrite séptica e conjuntivite (GRANOFF &
CATES, 1985; ANDERSON et al., 1989; LIPUMA, RICHMAN & TERRENCE, 1990;
IWARSON, 1993; BARQUET et al., 1996; KONEMAN et al., 1997). A infec¢do do SNC ¢ a
forma mais séria das doencas invasivas causadas por Haemophilus influenzae, principalmente
pelo tipo b, podendo ser letal ou deixar sequelas neuroldgicas permanentes como perda da
audicéo, retardo mental e convulsées (GRANOFF & CATES, 1985; BARQUET et al., 1996).
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A letalidade em criancas infectadas ja alcancou a faixa de 5 a 10%, em paises desenvolvidos,
e 30% em paises em desenvolvimento (MMWR, 1991; BIUILMER, 1991; JENNINGS & PON,
1991; IWARSON, 1993; ADAMS et al., 1993; BARQUET et al., 1996).

Com a utilizacdo da vacina conjugada contra o Hib houve acentuada diminui¢do em
bercarios e creches de surtos pelo Hib, antes frequientes, como os ocorridos nos anos 70 e 80
na Europa. Casos relatados por McVernon et al. (2004), de infeccdo por Hib com criangas
vacinadas, numa creche na Inglaterra, mostram a necessidade do controle dos portadores bem
como, profilaticamente, da administracdo de antibioticos nos comunicantes criancas e adultos.

O ser humano é o unico hospedeiro natural do Haemophilus influenzae. Esta bactéria é
encontrada na microbiota da nasofaringe de 60 a 90% das criancas sendo a presenca do
H. influenzae tipo b nas narinas e faringe de cerca de 5% de criangas normais
(MENDELMAN & SMITH, 1987). A transmissdo do Haemophilus influenzae da-se através
de goticulas nasofaringeas, de pessoa a pessoa, procedentes de portadores saos,
principalmente, ou doentes.

A microbiota da nasofaringe humana é estabelecida gradualmente durante o primeiro
ano de vida. Os microrganismos adquiridos nos primeiros dias apds o nascimento provém da
mde e de outros familiares, dos profissionais de saude envolvidos no momento do parto e até
dos microrganismos do ambiente. Outros microrganismos patogénicos, precocemente, podem
ser encontrados na microbiota do trato respiratorio, a partir do primeiro dia de vida. Também
0 Hib foi detectado na nasofaringe de recém-nascidos, em 0,7% deles (ANIANSSON et al.,
1992; CAMPOS, 1999). Porém estudo bem anterior na Nova Guiné mostrou que a maioria das
criancas estavam colonizadas por H. influenzae e S. pneumoniae ja no primeiro més de idade
(ROUNTREE et al., 1967).

Aproximadamente 80% das doencas por H. influenzae do tipo b ocorrem entre o
terceiro més e o terceiro ano de vida, sendo a maior incidéncia observada em lactentes com
idade entre seis meses e um ano; 35 a 40% dos casos observam-se em criangas com mais de
18 meses de vida (AMATO NETO et al., 1991). Essa bactéria foi responsavel até final da
década de 90 por cerca de 95 % das meningites bacterianas infantis (MURPHU et al., 1993;
BARQUET et al., 1996; ZANELLA et al., 2002; HEATH et al., 2001; BEPA, 2004; DE
ALMEIDA et al., 2005).
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Com a introdugdo da vacina conjugada especifica contra o Hib houve ndo somente
uma reducgdo dramética nas doencas por Hib como também diminui¢do desse microrganismo
nos portadores, tanto nas criangas vacinadas como ndo vacinadas (MEATS et al., 2003). Por
outro lado, entretanto, ap6s a politica mundial de imunizacdo com a referida vacina pouco se
conhece sobre a nova epidemiologia associada aos sorotipos circulantes e a expressao clinica
de infec¢des localizadas ou invasivas pelo H. influenzae (CAMPQOS et al., 2003).

Assim, torna-se necessario avaliar as possibilidades de um novo papel eco-

epidemioldgico e clinico dos sorotipos ndo b do H. Influenzae.

1.2. HISTORICO

Em 1882, Robert Koch foi quem primeiro descreveu um microrganismo semelhante ao
Haemophilus encontrado em exsudato conjuntival. Entretanto, considera-se Richard Pfeiffer
como o primeiro que identificou o patdgeno designando-o de Influenza bacillus em 1892. O
isolamento desta bactéria no esputo e em tecido de pulm&o de individuos que morreram na
pandemia de gripe, naquele mesmo ano, contribuiu para que fosse considerado como o0 agente
etiologico tornando-se responsdvel pela denominacdo gripe conhecida como influenza
(KILIAN, 1986). Ainda em 1892, Pfuhl fez o primeiro relato de meningite pelo Influenza
bacillus, tendo sido o organismo identificado ap6s a morte dos pacientes. Em 1898, Slawyk
relatou o isolamento do Influenza bacillus de um liquor purulento de um paciente ainda em
vida (FREIRE, 1987).

Winslow e colaboradores em 1917 sugeriram a denominagdo de Haemophilus para este
grupo de microrganismo por apresentar crescimento significativo quando cultivado em meio
sintético contendo sangue ou hem@cias lisadas. O reconhecimento desta denominacéo ocorreu
bem mais tarde quando o Comité de Nomenclatura da Associagdo Americana de
Bacteriologistas denominou-o de Haemophilus influenzae (PITTMAN, 1931). Neste mesmo
trabalho a autora revelou que o H. influenzae poderia ser encontrado sob duas formas:
encapsulado e ndo encapsulado. Foi também capaz de identificar seis tipos de capsulas
antigénicas, que caracterizou de a até f. Dando continuidade a esta linha de trabalho, Pittman
(1935) demonstrou que, dessas seis capsulas sorotipadas, 0 sorotipo b era o responsavel por
quase todas as infec¢bes graves causadas por H. influenzae, o que tem sido até hoje verificado
por outros autores (FREIRE, 1987; JOKLIK et al.,, 1992; ELLIS & GRANOFF, 1994).
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Pensava-se entdo que as linhagens ndo capsuladas, encontradas em 50-80% do trato
respiratorio de pessoas saudaveis como microbiota natural, ndo estariam relacionadas a
doengas invasivas (KILIAN & BIBERSTEIN, 1984; FREIRE, 1987; JOKLIK et al., 1992).

Em continuagdo a caracterizacdo fenotipica, Kilian (1986) subdividiu o Haemophilus
influenzae em quatro biotipos (I a IV). Esta classificacdo baseou-se em ensaios bioquimicos,
portanto em caracteres fenotipicos, associados as caracteristicas de produzir enzimas como:
urease, ornitina-descarboxilase e triptofanase. Atualmente sdo oito biotipos (I a VIII), e ndo
tém relacdo com os sorotipos (KONEMAN et al., 1997). Existe, porém uma associagdo entre a
capsula do tipo b e o biotipo I, que é o mais frequente, inclusive nos estudos pioneiros
realizados com cepas isoladas em Séo Paulo (LANDGRAF & VIEIRA, 1993).

1.3. PATOGENIA: A CAPSULA

A patogenicidade de H. influenzae esta relacionada a capsula, como principal fator de
viruléncia (ROBBINS, SCHIEERSON & PITTMAN, 1984; GRANOFF & CATES, 1985;
JOKLIK et al., 1992; KONEMAN et al., 1997). Na célula bacteriana esta estrutura, formada
de mondémeros contendo unidades de ribose, ribitol e fosfato, que constituem o polissacarideo
poliribosil-ribitol-fosfato (PRP), esta4 firmemente aderida & parede celular (CRISEL et al.,
1975).

A sintese e o transporte do polissacarideo para a capsula do H.influenzae sdo regulados
por um complexo de genes, denominado de locus cap, contidos em uma unidade funcional
chamada cassete. O locus cap tem uma organizagdo comum para todos 0s seis tipos
capsulados e é formado por trés regibes: I, Il e Ill. As regides | e Il conttm o0s gens
necessarios para o processamento e exportacdo do polissacarideo, que sdo comuns para todos
0s sorotipos. Estas regifes flanqueiam a regido Il, onde se encontram 0s genes responsaveis
pela sintese dos dissacarideos sendo, portanto, a regido capsular sorotipo-especifica. Na
maioria das cepas invasivas do tipo b, o cap é flanqueado por seqiiéncia de insercdo (1S1016).
Estes podem estar inseridos entre as regides | e Il, interferindo na funcionalidade do cap,
originando assim as cepas nao tipaveis (NT). Esta regido pode ser também flanqueada por
sequéncias repetitivas (KROLL et al., 1989; FALLA etal., 1994).

A organizagdo do cap predispde a duplicacdo ou perda do cassete capsular, podendo
faltar a regido I ou Ill. A maioria das cepas isoladas de Hib contém uma duplicacéo parcial do

cap, que consiste de uma copia intacta e uma segunda copia que carrega uma delecdo parcial
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do bexA estando localizado na regido |1do cap que participa na exportacdo do material
capsular e se apresenta conservada em todos os seis tipos capsulados (KROLL, HOPKINS &
MOXON, 1988; KROLL et al., 1989, 1990). A reacdo em cadeia da polimerase — bexA
(Polymerase Chain Reaction-bexA) visa, portanto, distinguir as cepas capsuladas das nédo
capsuladas. Portanto, a deteccdo da capsula tipo-especifico é de fundamental importancia
quando se deseja identificar as cepas invasivas de H. influenzae (VAN KETEL, DE WEVER
& VAN ALPHEN, 1990; KROLL, LOYNDS & MOXON, 1991). A figura 2 mostra o modelo

simplificado da organizacao do locus cap no genoma do H. influenzae.

Regiao | Regido Il Regiao Il

regido comum regido capsular tipo-especifico regido comum

bexA bexB bex C bex D

Genes associados ao Genes sorotipo-especificos Genes ligados a pos-

transporte de proteinas para polimerizacdo da capsula
capsula ATP-dependente

Regido truncada pelo IS 1016 IS 1016
1S 1016 (facultativa)

FIGURA 2 — Modelo simplificado da organizagédo do locus cap no genoma do H. influenzae.
1.4. AINFECCAO E A DOENCA

A aderéncia e colonizacdo do epitélio da nasofaringe € o primeiro passo para 0
desenvolvimento da infeccdo (subclinica) ou da doenca sistémica pelo Haemophilus
influenzae, sobretudo pelo Hib. Foi demonstrado que os contatos de pacientes com doenca
sistémica por Hib, como familiares e frequentadores de creches e orfanatos, apresentavam
maior intensidade de colonizagdo. Nestas familias foram encontradas taxas de 60 a 70% de
colonizacdo entre irmdos e 20% entre pais, concluindo-se que, pela maior exposi¢do, 0s
contatos citados estariam mais vulnerdveis a doenga.

Certamente a diferenca entre a taxa dos colonizados e os que adoecem deve
corresponder a proporc¢éo de infectados que desenvolverdo imunidade contra essa bactéria.

Isso justificaria a raridade da doenga a partir dos sete anos de idade, a qual pode

eventualmente reaparecer nos grupos etarios avancados associando-se a queda da imunidade.
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A colonizagdo pode persistir na nasofaringe durante meses e seu sucesso depende da
cepa do Haemophilus influenzae e das defesas locais do hospedeiro. Existem evidéncias de
que a infecgéo viral concomitante pode potencializar a colonizacdo e a doenca invasiva.
O desenvolvimento da infecgdo sistémica exigiria uma grande quantidade de bastonetes
(BOUSKELA et al., 2000).

A patogenia da doenga por H. influenzae ndo esta compreendida inteiramente, embora a
presenca da capsula do polissacarideo seja considerada como o fator principal de viruléncia. A
invasdo sistémica pode se dar através do epitélio da nasofaringe, penetrando diretamente os
capilares sanguineos. A cépsula bacteriana dificulta a fagocitose e a lise, mediada pelo
complemento. Por isso considerava-se que as espécies ndo capsuladas ou ndo tipavéis fossem
menos invasivas, podendo aparentemente induzir uma resposta inflamatdria que levasse a um
quadro patgénico. Em 2003, Murphy chamou atencdo para outras estruturas antigénicas, além
da capsula, que fazem parte do mecanismo de patogenia dos Hi. O lipopolissacarideo (LPS) e
as proteinas de membrana externa (OMP) sdo fatores de viruléncia importantes, sobretudo
para se entender o isolamento do HiINT em processos infecciosos.

O H. influenzae, a partir da porta de entrada na nasofaringe, pode causar diversas
manifestacBes clinicas localizadas e sisttmicas como faringite, sinusite, otite, laringite,
pneumonia, meningite, septicemia, e outras possivelmente mais raras como: celulite,

osteomielite e artrite, como sintetizado no quadro 1.

QUADRO 1 - FISIOPATOLOGIA DAS INFECCOES POR HAEMOPHILUS
INFLUENZAE DETIPO b

CONTATO BACTERIA - HOSPEDEIRO

y

ADESAO/ COLONIZACAO
Epiglotitt 4——— NASOFARINGE —— Sjnusite

!

Laringo - Traqueo  CORRENTE SANGUINEA Otite
Bronquite l

Sepse 4——— LOCALIZACAO SECUNDARIA —— Pneumonia

Outros Meningite
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Os H. influenzae nédo tipaveis (HINT) sdo agentes freqlientes e comuns de otites e
sinusites infantis sendo por vezes associados também a pneumonias em adultos. O Hib, que
sempre se destacou como agente infeccioso, aparece somente em 20% das otites infantis
(AMATO NETO et al., 1991). Apo6s a utilizagdo da vacina conjugada essa taxa caiu para
5-10% (CDC, 2004).

Apresentamos, a seguir, a conduta e suas bases, a serem consideradas diante de pacientes
com suspeita de doenca por H. influenzae (DE ALMEIDA & MARZOCHI, no prelo).
Justifica-se ndo so pela relevancia do diagndstico clinico e laboratorial ao tratamento precoce,
capaz de evitar Obitos e seqlielas, mas como subsidio ao monitoramento dos casos suspeitos

no periodo pré-vacinal.

1.4.1 Quadro clinico

A meningite purulenta é ainda considerada a forma mais séria das doencas invasivas
causadas por Hib, que persiste como o terceiro principal agente de meningite bacteriana
purulenta aguda seguido de Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae (JOKLIK,
WILLETT & AMOS, 1980; FREIRE, 1987; BARQUET et al., 1996). Embora o 6bito ocorra
em menos de 10% dos casos, pode evoluir com manifestacbes graves ou complicagdes e
deixar seqiielas neuroldgicas permanentes (GRANOFF & CATES, 1985; BARQUET et al.,
1996). Outras enfermidades graves, além da infeccdo do SNC, podem ser causadas por esta
bactéria incluem, ainda hoje, infeccbes do trato respiratério, articulagcbes e pele
(ANDERSON et al., 1989; IWARSON, 1993). Entre as formas clinicas freqlientes estdo a
epiglotite, pneumonia, otite média aguda, celulite, artrite séptica e conjuntivite (GRANOFF &
CATES 1985; LIPUMA, RICHMAN & TERRENCE., 1990; MURPHU et al., 1993;
KONEMAN et al., 1997).

A meningite por H. influenzae, clinicamente indistinguivel das demais meningites
purulentas agudas, tem instalacdo rapida com febre alta, cefaléia, vomitos, comprometimento
do estado geral e sinais de irritagdo meningea. Pode acompanhar-se de sepse; porém, mais
raramente, nos casos de sepse grave, pode ocorrer choque e até mesmo parpuras nas primeiras
48 horas.

Na evolucdo da meningite, pode haver comprometimento sensorial e observar-se
progressivamente sonoléncia, desorientacdo, torpor e coma. Nas criangas menores, recém-

nascidos e lactentes, o diagndstico é mais dificil, pois a cefaléia ndo é caracterizada e os sinais
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meningeos e outros podem faltar, mas chamam a atencdo a irritabilidade, recusa alimentar,
abaulamento da fontanela, apatia, crise convulsiva, apnéia e instabilidade térmica. Essas
manifestacbes em geral denotam a presenga maior ou menor de edema cerebral. Sobretudo em
lactentes, pode ocorrer cole¢do subdural, capaz de evoluir a empiema subdural, e abscesso
cerebral. Nestes casos observam-se manutencdo ou retorno da febre e aparecimento de sinais
neuroldgicos focais e/ou convulsdes. A colecdo, de patogénese desconhecida, é
freqlientemente bilateral, contém liquido xantocrémico e estéril com volume varidvel (de 4 a
100 ml) e com alta concentracdo de proteinas; quando, excepcionalmente, esse liquido é
purulento e contém o agente etioldgico caracteriza o empiema. Diferentemente da efuséo
subdural que ndo costuma agravar o diagndstico, 0 empiema e o abscesso por seu efeito de
massa podem ndo ter boa evolucdo, requerendo de regra intervengdo cirdrgica.

Sequelas permanentes das meningites como surdez, comprometimento cognitivo de
diferentes niveis, epilepsia, hidrocefalia, cegueira, diabete insipido sdo referidas (GRANOFF
& CATES 1985; BARQUET et al., 1996). As baixas faixas etarias acometidas sdo em si
importantes fatores de risco. Ha registros de casos de purpura grave também ocasionando
sequelas como amputacgdes de membros, ou fulminantes, figura 3 (ADDERSON et al., 2001).

FIGURA 3 - Crianga com um ano
de idade com infeccdo no membro
inferior (parpura fulminante) por
Haemophilus influenzae sorotipo a
ocasionando amputacdo de dois
dedos (ADDERSON et al., 2001).
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Apresentacdes clinicas mais raras, isoladas ou acompanhando outros quadros, podem
ocorrer, como artrite, pericardite e endocardite.

E fundamental uma suspeita clinica etioldgica para o tratamento precoce, capaz de levar
mais provavelmente a evolucdo favoravel, sobretudo nas formas clinicas graves do
acometimento associavel ao H. influenzae. A historia clinica completa e acurada, com exame
clinico minucioso, incluindo a busca de infec¢bes consideradas como porta de entrada, como
otite, sinusite e pneumonia, sao essenciais, principalmente nos casos de meningites.

Exames laboratoriais inespecificos, inclusive de imagem, séo indicados na dependéncia
da orientacao clinica.

No caso da suspeita de meningite, deve-se sempre proceder a puncdo do liquido
cefaloraquidiano, salvo raras contra-indicacdes. O liquor caracteristico das meningites
purulentas mostra celularidade acima de 500, predominio acentuado de neutréfilos, aumento
de proteinas e reducdo de glicorraquia. O exame citoldgico e bioquimico do liquor, e séricos
como proteina C reativa (PCR) e dosagem de procalcitonina (VIALLON, 1999; TUNKEL et
al., 2004) contribuem para diferencar as meningites bacterianas das linfomonocitarias — viral e
tuberculosa ou fungica, entre os principais agentes.

A bacterioscopia, no caso do liquor ou eventualmente de outras espécimes, permite
evidenciar, na dependéncia da concentracdo bacteriana, formas de cocobacilos Gram
negativos, como mostra a figura 4. Entretanto, a diferenciacdo devida entre as bactérias

requer, obrigatoriamente, a busca de identificacdo do agente bioldgico.

FIGURA 4- Esfregaco de liquido cefalorraquidiano (LCR) com
Haemophilus influenzae (coloragdo pelo método de Gram)
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1.5-O DIAGNOSTICO CONFIRMATORIO
1.5.1 - Isolamento e Identificacdo do Microrganismo

A cultura da amostra de liquor, de sangue e/ou de outros materiais — secre¢des de
ouvidos, seios da face, celulites, abscessos e outras — é de fundamental importancia visando ao
isolamento do H. influenzae bem como a sua identificacéo, incluindo a determinagao do tipo
sorologico. Essas bactérias sdo oxidase positiva, porém a reacdo da catalase é varidvel.
Possuindo um sistema enzimatico inadequado para crescimento em meios de cultura ndo-
enriquecidos, torna-se necessdria a adicdo de nutrientes especiais como a nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD) e/ou a hematina, chamados de fator V e fator X,
respectivamente, 0s quais estdo presentes no sangue de alguns mamiferos. A exigéncia destes
fatores serve para definir o género Haemophilus e também distinguir as diferentes espécies do
género.

Os meios de cultura convencionalmente utilizados em Bacteriologia, na sua maioria,
utilizam o sangue de carneiro para confecgdo do cléssico agar sangue. Como a maioria das
espécies do género Haemophilus necessita dos fatores V e X, que estdo nas hemécias
utilizadas, ndo € indicado o uso do sangue desse animal. Isso porque o fator V, requerido para
0 crescimento é inativado em um processo natural de lise, pela enzima NADase que € liberada
das proprias células durante 0 armazenamento. Em contraste, o sangue de coelhos e cavalos
ndo libera NADase. Desta forma os meios de cultura ideais devem se constituidos de uma
base de nutrientes, esterilizada e posteriormente resfriada a 80°C, adicionando-se entdo o
sangue de um desses animais. O aspecto do meio de cultura torna-se escurecido sendo por iSso
chamado de *“agar chocolate” favorecendo o crescimento da maioria das espécies de
Haemophilus. Certamente este € um dos pontos limitantes para o isolamento destas bactérias
em material clinico suspeito e, muitas vezes, com quadro clinico sugestivo, de infeccdo por
Haemophilus (KILLIAN & BIBERSTEIN, 1984; LIPUMA, RICHMAN & TERRENCE,
1990; CAMPOS, 1999). Alguns microrganismos, incluindo espécies de Staphylococcus,
Neisseria e certas espécies de fungos podem sintetizar NAD ou fator V. Quando esses
microrganismos estdo presentes nas culturas mistas, espécies de Haemophilus, que requerem o
fator VV podem aparecer como pequenas coldnias, na area de producdo do NAD, proxima da
colnia da bactéria produtora. Este fendmeno chama-se de satelitismo, podendo desta forma
colaborar na identificagdo desses microrganismos (KONEMAN et al., 1989; CAMPQOS, 1999).
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1.5.2 - Sorotipagem

Todos os isolados de H.influenzae devem ser sorotipados. Este procedimento deve ser
solicitado especialmente tratando-se de pacientes menores de 15 anos, faixa etéaria na qual esta
sendo frequente o aparecimento de infeccdo pelo H. influenzae ap6s a introducdo da vacinacdo
de rotina contra o Hib. Este ensaio determina se um isolado é do tipo b, portanto, de
fundamental importancia considerando-se a especificidade da vacina. A sorotipagem é
usualmente feita pelos Laboratorios Centrais Estaduais de Salde Publica (LACEN). Outros
laboratorios podem também realizd-la com anti-soros disponiveis no mercado (Marcas Difco,
BBL, Oxoid).

A detec¢do do antigeno deve sempre ser feita, porém apresenta dificuldades em relagdo
aos resultados, sobretudo quando o paciente ja estd em uso de antimicrobianos e o
microrganismo podendo ndo estar viavel nas culturas. Entre os métodos indicados,
destacam-se (LIPUMA et al., 1990; CAMPOQOS, 1999):

a) Aglutinacdo em latex: rapido, sensivel, especifico para deteccdo do antigeno capsular do
Hib no liquor, soro, urina, fluido pleural e fluido de articulagcbes. Ha& disponibilidade no
mercado de Kits para este ensaio. Além disso, permite o diagndstico diferencial com outras
bactérias como Neisseria meningitidis (menos sorogrupo W135), Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus grupo B e Escherichia coli K.

b) Contraimunoeletroforese (CIE): similar a aglutinagdo em latex, porém é um método menos
sensivel, mais demorado e exige equipamento especifico.

c) Identificacdo molecular pela PCR: é uma reacdo mais rapida e sensivel por ser capaz de
detectar a presenga de fragmentos de DNA da bactéria mesmo na auséncia do crescimento
bacteriano em cultura. Pode ser realizada diretamente do fluido bioldgico suspeito ganhando-
se tempo. A desvantagem é o custo do equipamento e 0s reagentes especificos, porém o

investimento inicial pode compensar a rapidez do diagnostico.
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1.6 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DO H. influenzae: IDENTIFICACAO E
TIPAGEM

E de extrema necessidade que se tenha um método de tipagem capsular eficaz para a
caracterizacao das cepas de H. influenzae, principalmente as do tipo b, neste periodo de pds-
vacinagdo com a vacina conjugada contra o Hib. Portanto, sorologicamente, as cepas de H.
influenzae podem ser visualizadas como capsuladas (a-f) e ndo capsuladas (NC), onde se
inclui as b™ genotipo capsular. A incidéncia de infec¢Oes invasivas por Hi com cepas mutantes,
deficientes de capsula do tipo b (cepas b’) tem sido relatada. Na era das vacinas conjugadas
este tipo de H. influenzae é particularmente importante, porque podera ser considerado como
uma das causas de falha vacinal. Podem-se ter situacbes em que cepas do tipo b perdem
temporariamente a capsula, porém sao capazes de recupera-la ao invadir o organismo. O papel
das cepas b no periodo pds-vacinal ndo esta claro. Quando sdo detectadas associadamente a
uma infeccdo invasiva, elas podem ser classificadas como resultado de falha vacinal.
Entretanto, quando aparecem em portadores, considera-se uma fonte significante de cepas NC
invasivas (FALLA et al., 1994). Assim, cepas mutantes ndo encapsuladas de H. influenzae
tém sido reportadas em diferentes estudos como variantes desse microrganismo podendo
reverter para a forma capsulada. Portanto, deve ser visto com cautela a possibilidade da
doenca com o Hib invasivo em vacinado pois este podera ter sido um Hib que sofreu mutacao
em um individuo previamente imunizado contra o Hib. Nesta situacdo o uso de um método
eficaz de tipagem € importante para detectar e determinar a origem da doenca causada por
estas cepas. Por conseguinte, as cepas mutantes b~ podem ser confundidas com cepas NC
pelos métodos soroldgicos tradicionais (LUONG et al., 2004).

A classificacéo tradicional das cepas de H. influenzae pela determinacéo do biotipo e do
sorotipo, ou seja, pelas variacdes fenotipicas ndo fornece informacdes sobre sua origem
clonal. Para isso é necessaria a avaliacdo de variacBes no genoma do H. influenzae através de
técnicas de biologia molecular.

Muitos autores descreveram a existéncia de sequéncias genbmicas repetidas em
diversas bactérias e sua utilizagdo para determinar a relacdo genética entre diferentes cepas
da mesma espécie. Um tipo de seqiiéncia repetida foi inicialmente descrito em espécies
pertencentes as familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae e foi chamada de ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) (VERSALOVIC, KOEUTH. & LUPSKI,
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1991; DE BRUIJN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994; VAN BELKUM et al.,1998). Baseia-
se, portanto, no pareamento de iniciadores com sequéncias repetitivas, distribuidas no
genoma. Neste caso, os iniciadores ou “primers” promovem a amplificacdo do DNA presente
entre duas sequéncias ERIC proximas. Essas sequéncias ndo codificantes se repetem ao longo
do genoma em intervalos de tamanhos diferentes, sendo as mesmas repetidas como ponto para
0 anelamento dos "primers" ou iniciadores. Muitos estudos reportam a utilizacdo da tipagem
molecular para determinar a variabilidade genética em cepas de H. influenzae utilizando a
técnica da ERIC-PCR (GOMEZ-DE- LEON et al., 2000; PETTIGGREW et al., 2002).

1.7- PROFILAXIA: AVACINA

Os primeiros trabalhos com polissacarideos como antigenos e imunogenos partiram da
utilizacdo da capsula do Streptococcus pneumoniae. Na era pré-antibidtico, a pneumonia pelo
pneumococo foi a doenca mais freqiiente e a que mais causou mortes. Em 1923, Heidelberger
& Avery demostraram que polissacarideos eram o antigeno-tipo para imunizacdo. Em 1929,
os trabalhos de Avery & Goebel mostraram que os polissacarideos do pneumococo, quando
quimicamente conjugados a proteinas, aumentavam a imunogenicidade bem como as
respostas de reforco. Em 1945, foi demonstrado que os polissacarideos purificados de
pneumococo, se utilizados como vacina parenteral, poderiam prevenir a pneumonia por
pneumococo.

As vacinas bacterianas tradicionais sdo feitas com células inteiras ou mortas de
bactérias como a do Bacilo Calmette-Guérin (BCG) ou a Bordetella pertussis, e toxdides
(toxinas bacterianas quimicamente inativadas) como as vacinas contra tétano e difteria.
Expectativas de grandes descobertas e avancos tecnologicos foram ampliadas com a
possibilidade de vacinas conjugadas. Estas incluem veiculos protéicos, mais imunogénicos,
acoplados a polissacarideos especificos formando o terceiro grupo de vacinas bacterianas. As
tradicionais, no entanto, sdo produzidas em alta escala e a custo ndo elevado tendo sua
producdo difundida em todo o mundo, enquanto as conjugadas ainda sdo restritas a poucos
pelo alto custo tecnoldgico. O custo por dose € de US$ 2.50 (trés doses US$ 7.50), o que
compensa grandemente visto que o custo de um paciente com meningite por Hib pode variar
de US$ 1000 a 10.000 para livra-lo da morte, em casos extremos (RUSSELL et al., 2003) ou
como ja mencionado nesse trabalho, minimizar as sequelas, muitas vezes graves, deixadas

com essa doenca.
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O desenvolvimento das vacinas polissacaridicas conjugadas foi um marco na produgédo
de imunobioldgicos apds a disponibilidade da classica triplice bacteriana (contra a difteria,
tétano e coqueluche /DTP). Neste novo grupo, a primeira vacina conjugada apresentada foi
contra 0 Haemophilus influenzae tipo b (Hib), destinada a prevenir, principalmente, a
meningite por Hib. Previu-se, entdo, que o sucesso desse imundgeno traria novas vacinas
conjugadas de polissacarideos contra doencas causadas por outras bactérias patogénicas, como
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa (POOLMAN,
1990).

A primeira vacina disponivel para preven¢do de doencas provocadas por Haemophilus
influenzae tipo b foi desenvolvida no inicio dos anos 70, composta basicamente de capsula
polissacaridica purificada de Hib (RODRIGUES et al.,, 1971; ANDERSON et al., 1972;
ADAMS et al., 1993). O polissacarideo purificado demonstrou uma eficiéncia satisfatoria em
criancas acima de 18 meses (GRANOFF & CATES, 1985; WHO, 1991; MMWR, 1991,
ADAMS et al., 1993). Estudos realizados na Finlandia, a partir de 1974, demonstraram a
capacidade imunogénica da vacina constituida pelo polissacarideo capsular do Haemophilus
influenzae, o polirribosil-ribitol-fosfato ou PRP (MAKELA et al., 1977, 1988; PELTOLA et
al, 1977, 1984). Os autores concluiram que o PRP era capaz de conferir protecdo a 90% das
criangas vacinadas com 18 a 71 meses de idade contra todas as formas de doenca invasivas
causada por H. influenzae tipo b. Observaram também que a vacina ndo conferia imunidade a
criangcas menores e que a resposta imunogénica tornava-se mais intensa e duradoura com 0
aumento da idade, passando a ser semelhante entre adultos e criangas a partir do sexto ano de
vida. A persisténcia de nivel protetor de anticorpos, nos vacinados entre 18 e 35 meses de
idade, variou de um ano e meio a trés anos e meio. A eficécia protetora dessa vacina, em 90%
das criangas entre 24 e 59 meses de idade, foi também comprovada (HARRISON, BROOME
& HIGHTOWER, 1989). Em outros estudos realizados nos EUA, a vacina utilizando o PRP
sozinho protegeu 41 a 88% das criancas estudadas com idade igual ou superior a 18
meses.(MMWR, 1991).
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1.8 - MECANISMO IMUNE ENVOLVIDO

A resposta imunitaria ao polissacarideo desenvolve-se pela presenca do antigeno e
ativacdo do linfécito B, sem intervencgdo dos linfécitos T. Isto provoca uma resposta primaria
do tipo IgM, sem grande amplitude e que ndo permite estimular a memoria imunitaria
duradoura.

O PRP, como todo polissacarideo, é um antigeno timo-independente. Até a idade de 18
meses os linfécitos B do lactente se encontram em estado de maturagdo, insuficiente para
permitirem resposta sem ajuda do linfécito T. Foi necessario acoplar ao PRP uma proteina
carreadora para se obter uma resposta timo dependente, eficaz em criangas com idade abaixo
dos 18 meses. Desta forma, a resposta imunitaria passa entdo pela estimulacdo dos linfocitos
T, que ativam os linfocitos B por intermédio de fatores sollveis. Isto permite uma producao
precoce, a partir do segundo més, de anticorpos anti-PRP nos quais a IgG predomina, e doses
subseqiientes estimulam a memoria imunitaria. E esta a base da vacinago atual.

Em 1980, a partir deste conhecimento, Schneerson e colaboradores fizeram
modificacdes que tornaram o polissacarideo de Haemophilus influenzae tipo b mais
imunogénico, ligando-o quimicamente a uma proteina carreadora. A vacina constituida por
este composto foi testada em criancas de diferentes faixas etarias e o resultado foi bastante
satisfatorio para criangas menores de 18 meses.

Em 1987, a vacina PRP foi substituida, nos EUA, por vacinas conjugadas mais eficazes
dotadas de capacidade imunogénica em criangas menores (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 1988, 1989, 1990; MMWR, 1988, 1991).

1.9-TIPOS DE VACINA

Atualmente, quatro tipos de vacinas conjugadas contra Hib sdo licenciadas para
criancas a partir de seis semanas, adotando-se, de regra, o critério da primeira dose com 2
meses de idade . Todas elas utilizam o mesmo principio imunogénico variando apenas quanto

ao tipo de carreador protéico, como sintetizamos a seguir no quadro 2:
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QUADRO 2 - Tipos de vacina conjugada contra o H. influenzae tipo b (Hib)

Vacina Proteina Carreadora Produtor
PRP-D toxoide diftérico Connaught Labs.
HbOC proteina de mutante Lederle/Praxis

de C. dipheteriae

PRP-T toxdide tetanico Pasteur Merieux
SmithKline

Bio-Manguinhos

PRP-OMP proteina de membrana externa
de N. meningitidis B Merck S. Dhome

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

b) HbOC: utiliza oligossacarideos da capsula (segmentos curtos de PRP) sdo conjugados com
a proteina de uma cepa mutante de Corynebacterium diphtheriae, a CRM 197.

c) PRP-T: possui 0 PRP conjugado com o toxdide tetanico.

d) PRP — OMP: neste tipo o PRP esta conjugado com as proteinas da membrana externa do
meningococo do grupo B.
Adaptado de WHO (1991)
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1.10 - EPIDEMIOLOGIA

Antes da implementagdo de vacinas conjugadas contra H. influenzae tipo b nos Estados
Unidos ao final da década de 1980, o indice anual de incidéncia de infec¢bes causadas por esta
bactéria estava na faixa de 67 a 129 casos / 100.000 criangas de até 5 anos de idade, sendo que
50% dos casos ocorriam em criangas com idade inferior a 2 anos. Com a generalizacdo do uso
das vacinas conjugadas para Hib nos paises industrializados, as infeccdes classicas invasoras
produzidas por este microrganismo tém diminuido drasticamente (LOPEZ et al., 2000).

Apos o inicio da vacinagdo em 1988, houve um declinio de 80 a 85% dos casos totais de
meningite por H. influenzae tipo b em criancas, ndo somente nos EUA, mas também em
paises da Europa (ADAMS et al., 1993; BROADHURST et al., 1993; MURPHU et al., 1993;
BARQUET et al., 1996; MENDELMAN et al., 1997). Em 1998, Foxwell e colaboradores, em
uma avaliagdo da vacinagdo iniciada nos Estados Unidos e na Europa, descreveram e
reforgcaram os esforcos empreendidos para o desenvolvimento da vacina conjugada contra o
Hib mostrando sua eficacia, mas consideraram também que o foco nesta area da saude
humana tem revelado uma mudanca para os H. influenzae néo tipaveis (HiNT), explicado pelo
fato da vacina conjugada anti-Hib, ao agir diretamente contra a capsula do polissacarideo tipo
especifico, ndo tem, portanto, capacidade de prevenir infeccGes causadas pelos HiNT, bem
como pelos outros tipos capsulares.

De fato, com a reducdo das doengas invasivas na Europa e Estados Unidos pelo
decréscimo do Hib, os problemas de Salde Publica apontam para a observacdo dos outros
tipos capsulares (a,c e f) e das cepas ndo capsuladas (GOMEZ-DE-LEON et al., 2000).

Estudos recentes realizados no Reino Unido e Republica da Irlanda (HEATH et al.,
2001) mostraram que, com o declinio das doencas causadas pelo Haemophilus influenzae tipo
b devido a ampla utilizacdo das vacinas conjugadas, o Haemophilus influenzae n&o b (Hinb)
aparece em muitos processos infecciosos como agente principal, o que podera torna-lo a mais
importante causa da doenga por Haemophilus influenzae. Os H. influenzae néo b constituem,

atualmente, um campo de investigacbes em diversas regides do mundo.
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Nas criancas vacinadas com a vacina conjugada contra o Hib, os Hi ndo b poderdo ser
expressivos agentes infecciosos de doenca (HEATH et al., 2001). Reforgando este
pensamento, Adderson et al., 2001 consideram que, com a drastica diminuicdo e a hipotética
eliminacdo do Haemophilus influenzae tipo b, outros sorotipos podem adquirir forte viruléncia
e emergir como importantes patdgenos em criangas (REIS et al., 2002; DE ALMEIDA et al.,
2005), como foi mostrado na figura 3.

Em paises desenvolvidos, onde o uso da vacina conjugada contra o Hib teve eficacia
de 95-98% e os sistemas de vigilancia epidemioldgica séo ativos e rastreadores facilitando o
inicio imediato das acBes necessarias para o controle da situacdo, tém-se relatado casos por
HINT (FALLA etal., 1993).

J& nos paises pobres ou em desenvolvimento os sistemas de salde existentes sdo
muitas vezes limitados nas agdes pertinentes para a situacdo emergencial requerida. Ali,
muitos recém-nascidos prematuros, com tempo de gestacdo de 28-30 semanas, nascem com
complicacOes respiratorias, e dificilmente sobrevivem, tendo-se em 90% desses ébitos o
isolamento do HiNT em hemoculturas (FRIESEN, C. A & CHO C. T., 1986; GARCIA et al.,
1985). Estudos recentes em Israel relataram, pela primeira vez, 9 casos de recém-nascidos
prematuros, que desenvolveram septicemia e pneumonia tendo em 8 deles o isolamento do
HINT e um Hid no periodo de 2000 a 2004 (HERSHCKOWITZ et al., 2004).

Pequisas realizadas (GRANOFF & CATES, 1985; BIJLMER, 1991; JENNINGS &
PON, 1991; MMWR,1991; WHO, 1991; ADAMS et al, 1993; IWARSON, 1993;
BARQUET et al., 1996; MURPHY, 2003) reforcam claramente que as infeccdes do trato
respiratorio associadas aos HiNT ainda sdo frequentes, como na década de 80, em muitos
paises em desenvolvimento ou ndo industrializados como uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade, ou ambas, em criancas, onde o Hib ja alcancou até 30% de
letalidade como citado anteriormente (item 1.1).

Em nosso pais onde a vacinagao so teve inicio, na segunda metade de 1999, atingindo
entdo a maioria dos municipios, seu impacto na diminui¢do dos casos de meningite por Hib é
conhecido parcialmente, havendo caréncias de publicacGes. Dados do CDI/ CENEPI/ FNS,
atualizados em 11/02/03, mostram que em 1999 foram notificados 1616 casos, enquanto 2003
houve 111 casos confirmados de meningite por H. influenzae tipo b, uma redugdo de 93,3%

em relacdo a 1999, ano do inicio da vacinagdo no Brasil.
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A figura 5 ilustra a estrutura da vacina brasileira cuja fracdo imunogénica é o PRP-T.

ESTRUTURA DA VACINA PRP-T
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- FIGURA 5 - Estrutura da vacina conjugada contra o H. influenzae tipo b (Hib).
Composta de polissacarideo capsular poliribosil-ribitol-fosfato (PRP) purificado de Hib,
covalentemente ligado ao toxdide teténico.

A apresentacdo desse imunobioldgico na forma de liofilo, facilitou sua combinagédo a
vacina DTP (Difteria, Tétano e Pertussis) que, por sua vez, sendo apresentada na forma
liquida, funcionou também como “diluente. Constituiu-se assim a vacina tetravalente que
permite reduzir o numero de injecOes, evasao de retorno para doses subsequentes e custos por
utilizar apenas uma seringa. Ambos os produtos, PRP-T e DPT, s&o produzidos no Brasil
pelos Institutos Bio-Manguinhos / FIOCRUZ e Butantan, respectivamente. O esquema de

vacinagao atualmente utilizado no pais pelo PNI/MS, é apresentado no quadro 3.
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QUADRO 3 - Calendario Basico de Vacinagdo contra o H. influenzae tipo b (Hib)-PNI/MS

IDADE VACINAS DOSES DOENCAS EVITADAS
Difteria, tétano, coqueluche,
2 meses Vacina Tetravalente 1°Dose meningite e outras infeccdes
(DTP + Hib) causadas pelo H. influenzae
tipo b.
4 meses Vacina Tetravalente 2° Dose idem
(DTP + Hib)
6 meses Vacina Tetravalente 3° Dose idem
(DTP + Hib)
12 a 23 meses Meningite e outras
com esquema Hib 1 dose infecgdes causadas pelo
incompleto e H. influenzae tipo b.
néo vacinados

Como existem diferentes esquemas vacinais, utilizando trés ou quatro doses, 0 Ministério
da Salde optou pelo esquema de trés doses no primeiro ano de vida, dispensando o refor¢o
aos quinze meses. Criancas de 12 a 23 meses que ndo completaram o esquema de trés
doses ou nédo se vacinaram no primeiro ano de vida, deverdo fazer apenas uma dose. Se a
imunizacdo priméria for feita com vacina conjugada com proteina da membrana externa
da N. meningitidis B (PRP-OMP), recomenda-se a aplicacdo de somente duas doses no
primeiro ano de vida, sendo necessario o reforco (Capacitacdo de Pessoal em Sala de
Vacinacdao — Manual do Monitor-FUNASA, 2001; ANFARMAG, 2005). Alguns paises
como 0s da peninsula Escandinavia, onde se deu inicio a vacinagdo contra o Hib houve

uma reducdo da incidéncia da meningite pelo Hib em quase 100%. Na Dinamarca,
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segundo Hviid & Melbye (2004), a eficacia com 3 doses foi de 99,29%. Na Finlandia o
uso de 3 doses, iniciado desde 1988, é até hoje utilizado com sucesso (4, 6 e 14 — 18
meses), embora trés casos de meningite por Hib em vacinados tenham sido descritos nos
altimos dez anos, um em 1995, de uma menina de 6 anos de idade, vacinada com as trés
doses de PRP-D; um em 1999, um menino de 4 anos de idade, vacinado com trés doses de
HbOC; e um em 2000, um menino de 4 meses de idade, este vacinado somente com uma
dose da vacina HbOC. Outros trés casos de meningites, porém, por Hi ndo b, foram
encontrados nesse periodo: dois pelo Hif e um pelo HINT, de pacientes sem problemas
imunoldgicos (PELTOLA, SALO & SEXEN, 2005). Anteriormente, Campos Marques &
Aracil Garcia (2003) ja relatavam o aparecimento de falhas vacinais na Europa, sobretudo
apos o uso das vacinas combinadas. O Reino Unido passou a administrar uma dose de
reforgo, em 2003, recomendada a todas as criangas de 6 meses a 4 anos; ali sdo usadas
rotineiramente vacinas combinadas de Hib com: poliovirus inativado (IPV), triplice
bacteriana tradicional, a célula inteira da B. pertussis (DTP), DTP com o componente
pertussis acelular e com a anti-hepatite B. A Holanda que ndo faz uso da DTP com o
componente acelular e sim a DTP tradicional combinada com a vacina contra o Hib,
também teve casos de falha vacinal. O significado clinico ainda ndo foi esclarecido. A
Espanha que usa Hib+DTP acelular adotou uma dose de reforco da vacina conjugada
contra 0 Hib aos 18 meses. Dessa forma os autores concluiram que o uso da dose de
reforco tornou-se importante quando se observou o declinio de anticorpos especificos
(anti-PRP). Este cenario nos leva a prever estudos futuros da permanéncia dos anticorpos
em niveis protetores, j& que em nosso pais, desde 2002, é utilizada pelo PNI/MS no

calendario de vacinacdo, a vacina combinada Hib+DTP, como citada anteriormente.
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2-0OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Ampliar os conhecimentos epidemioldgicos sobre o Haemophilus influenzae tipo b
(Hib) e o ndo b (Hinb), através da caracterizacdo de cepas isoladas de material clinico por
marcadores fenotipicos e moleculares, visando ao monitoramento das cepas circulantes em
diferentes areas geograficas e a deteccdo de possiveis clones relacionados filogeneticamente,

em periodos pré e pos - vacinacgdo contra Hib no Brasil.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizagdo dos sorotipos e biotipos de isolados clinicos de Haemophilus influenzae por

metodologias soroldgicas e biogquimicas (Manuscrito 1).

Avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos utilizados no tratamento de infeccbes por
Haemophilus influenzae, bem como a deteccdo de cepas produtoras de b-lactamase

(Manuscrito 2).

Determinacdo da variacdo genética pela técnica "Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC-PCR)" e observacdo da relacdo genética entre as diferentes cepas da espécie

H. influenzae utilizadas (Manuscrito 3).

Caracterizagao e tipagem molecular por amplificacdo dos genes da regido capsular cap das

cepas isoladas de H. influenzae (Manuscrito 3).
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3-RESULTADOS
Optamos por apresentar os resultados obtidos nessa tese no formato de coletanea de
artigos cientificos, com a apresentacdo de trés manuscritos. O primeiro publicado em maio de

2005 (Manuscritol), o segundo recentemente (Manuscrito 2) e o terceiro ja submetido

(Manuscrito 3).
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3.1 - MANUSCRITO 1 - Occurrence of Haemophilus influenzae strains in three Brazilian
states since the introduction of a conjugate Haemophilus influenzae type b vaccine
(publicado em Brazilian Journal of Medical Biological Research, 38 (5):777-781, 2005).
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3.2- MANUSCRITO 2 - Antimicrobial susceptibility of Haemophilus influenzae isolates
collected from four centers in Brazil (1990-2003).(publicado em Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease, 54 (1):57-62, 2006).
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3.3 - MANUSCRITO 3 - Molecular and phenotypic characterization of Haemophilus
influenzae strains isolated from Brazilian patients before and after vaccination against
Haemophilus influenzae type b (Hib). (submetido para publicacdo na Journal of
Medical Microbiology em setembro de 2005).
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4 - DISCUSSAO

O Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude (INCQS), pertencente a
Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ no Rio de Janeiro — RJ, tem como missdo contribuir
para a promocao e recuperacdo da salde e prevencdo de doengas atuando como referéncia
nacional para as questdes cientificas e tecnologicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria.

Assim, se justifica possuir colecGes de microrganismos de referéncia a serem utilizadas
nos ensaios oficiais. Neste sentido, a partir de 1990 criou-se uma nova colecéo de isolados
bacterianos de processos infecciosos humanos por Haemophilus, considerando-se o interesse
em projetos de pesquisa de relevancia ou programas de monitoramento de diagnostico e
controle para a salde publica, na &rea da Microbiologia.

A iniciativa do INCQS de obtencdo de isolados de casos clinicos com suspeita de
meningites bacterianas, comegou no periodo de 1989-1990 quando foram implementadas
campanhas de vacinagdo com a vacina produzida em Cuba, em Sdo Paulo e Rio de Janeiro,
visando o controle da meningite causada pela N. meningitidis sorogrupo B, que ja apresentava
uma taxa de ocorréncia elevada na populacdo (DE FILIPPIS, 2005). A partir de entdo passou-
se a preservar as cepas isoladas, iniciando-se com aquelas procedentes do estado do Rio de
Janeiro, através do Instituto Estadual de Infectologia Sdo Sebastido (IESS)/ SES. Este
integrava, juntamente com o INCQS e outros participantes, o grupo técnico de Meningites do
Rio de Janeiro - RJ. Observou-se desde ai que, uma parte consideravel dos isolados clinicos
enviados ao INCQS era de Haemophilus influenzae b (Hib). Ao mesmo tempo,
acompanhavamos a persisténcia ou 0 avanco das meningites bacterianas em todo o mundo,
inclusive a causada pelo Hib em nosso pais, conforme mostrado no graficol. A partir de 2003,
constatava-se 0 sucesso da primeira vacina conjugada contra o Hib, aplicada na populacdo
brasileira desde 1999, apesar de disponivel em outros paises desde 1988, capaz de proteger
criancas menores de 2 anos, como se observava na Finlandia e nos EUA, e a seguir na
Dinamarca, Reino Unido e Canada (HVIID & MELBYE, 2004; McVERNON et al., 2004;
PELTOLA, SALO & SEXEN, 2005; SCHEIFELE et al., 2005).
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GRAFICO 1 - MENINGITE P/ HAEMOPHILUS - Série historica de casos e
Brasil, 1980 — 2003.
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Esse fato fez com que o PNI/MS se decidisse por sua inclusdo no calendario das
vacinas infantis. Preocupava-nos o fato de que, no Brasil, raras pesquisas haviam sido
publicadas sobre o H. influenzae b (ou outros sorotipos) seja como agente de meningite ou de
outros quadros clinicos. A necessidade de possiveis analises desses aspectos nos motivou a
realizar o presente estudo dentro dos objetivos considerados nesse projeto.

A proposta inicial, mais abrangente, envolvia todas as regides brasileiras, pela incluséo
de cepas de H. influenzae de pelo menos um estado de cada regido. Pretendia também
estabelecer correlacdo entre as cepas isoladas e os aspectos clinicos da infecgdo incluindo
forma clinica, resposta terapéutica, letalidade e historia vacinal dos pacientes. Entretanto, a
heterogeneidade no preenchimento das fichas obtidas trazendo informacdes muitas vezes
incompletas, levaria a uma reducdo da inclusdo de casos e, portanto, de isolados, que porém
poderiam ser aproveitados sob outros aspectos considerados no estudo. Contudo, as analises
néo realizadas nesta oportunidade, deverdo ser feitas posteriormente, com a continuacédo dessa
linha de pesquisa.

Como o Instituto Adolpho Lutz de S. Paulo-SP (IAL-SP) inclui o Centro Nacional de
Meningites, planejamos inicialmente a realizacdo da pesquisa em parceria. Porém (em que
pese a concordancia da Diretoria, 0 envio do projeto e a visita pessoal para acertos entre as
partes envolvidas), ndo obtivemos colaboracédo, o que foi entdo justificado por estar sendo ali
desenvolvido projeto semelhante ao proposto. Diante disso, admitimos que uma possivel
dupla abordagem poderia ser interessante para comparagdo. Assim, optamos por desenvolver
nosso estudo com as cepas que dispunhamos, procedentes das trés maiores regides
populacionais do Brasil, Sul, Sudeste e Nordeste, através dos estados de Santa Catarina, Rio
de Janeiro e Pernambuco, respectivamente, os quais, por vinculos prévios, nos enviavam
cepas desde o periodo pré-vacinagdo contra o Hib.

Justamente a regido norte ficou sem material representativo em nosso projeto, como
também ocorreu no estudo de Zanella et al. (2002) que utilizaram a cole¢do do IAL-SP, porém
com a auséncia de cepas representantes de nove estados brasileiros. Esses autores propuseram
a principio, fazer uma andlise retrospectiva dos sorotipos, biotipos e da resisténcia aos
antimicrobianos nas 3204 cepas de Hi isoladas de 1990-1999, antes da vacinagdo. Os
resultados apresentados foram de 97,8% para o tipo soroldgico b e também para os biotipos | e
Il. A frequéncia do tipo a foi de 0,5% e somente 1,5% dos NT.
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A importancia de estudos colaborativos envolvendo a regido norte do pais, nessa linha
de pesquisa, se reforca pelas observactes de Bouskela et al. (2000), que demonstraram nessa
regido que a letalidade pelo Hi alcangou 35% em 1987 contra 22% para 0 Brasil como um
todo. Os autores, porém, apontam falhas nos dados nacionais que podem mascarar a
incidéncia e a letalidade regionais pelo Hi. Comparam também a incidéncia no Brasil em
1991, que foi de 18,4 em 100.000 criangcas menores de 1 ano, enquanto no Distrito Federal foi
de 175 em 100.000 criangas entre 4 e 6 meses. Implementando essas observacodes, o estudo de
Miranzi e colaboradores (2003) sobre a situacdo epidemioldgica no Estado de Minas Gerais
no periodo de 1987 a 1996, considera que as taxas nacionais encontradas poderiam estar
subestimadas pelo fato de que, nesse periodo, as meningites sem especificacdo de etiologia
corresponderam a um terco das meningites notificadas, e que varios estados brasileiros nao
enviaram dados. Esses pontos destacados nos mostram a necessidade de haver pessoal
motivado e treinado em servicos de referéncia distribuidos por todo o pais para o diagnéstico
clinico e laboratorial, ndo somente das meningites mas de outros processos infecciosos cujas
etiologias podem ser definidas.

O baixo numero de isolados de Hib diante de suspeitas clinicas, portanto nédo
confirmadas laboratorialmente, pode ser explicado por falta dos procedimentos minimos de
exigéncia técnica para o isolamento e identificagdo desse agente.

Devemos considerar que, ainda hoje, existe grande parte de meningites que ndo séo
diagnosticadas completamente, ficando apenas na bacterioscopia, tendo como resultado final a
notificacdo de meningites bacterianas inespecificas e por bastonetes Gram-negativos que em
grande parte podem ser o Hib, como mostra o grafico 2 da FNS/MS (BOUSKELA et al.,
2000). Reforcando essas considerac@es, o grafico 3 mostra que as meningites bacterianas nao
especificadas no Rio de Janeiro, no periodo de 1997-2002 mantém numeros elevados
(MARZOCHI et al., 2004).
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GRAFICO 2 - Incidéncia de meningite por diversas causas em criangas menores
de 4 anos, Brasil, 1987 a 1991.
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Fonte: Centro de Doengas Infecciosas (CDI) Centro Nacional de Epidemiologia (CENEPI)/ Fundacéo Nacional
de Salde (FNS), 1993.

GRAFICO 3 - Evolugéo dos casos de meningite bacteriana nio especificada
no municipio do Rio de Janeiro.
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O gréfico 4 mostra particularmente as meningites em geral no Rio de Janeiro. Em 1998
h& um aumento da taxa de incidéncia chegando a 22,56 / 100.000 habitantes. Observa-se que
desde 1999, ano de inicio da vacinagdo com a vacina conjugada contra o Hib, comeca a

diminuir essa incidéncia.

GRAFICO 4 -Taxa de incidéncia de meningites no municipio do Rio de Janeiro — 1997 a 2002

100.000 hab

2000

2001 2002

Fonte: MARZOCHI et al., 2004

Como esperavamos, no periodo pos-vacinagdo, o recebimento de cepas de isolados de
H. influenzae foi baixo. Entretanto, fica dificil explicar o porqué de ter sido especialmente nos
anos 2000 e 2001, periodo em que se restringiram a quatro e trés isolados, respectivamente,
tendo sido todos do sorotipo b e procedentes do Rio de Janeiro.

Nesse periodo chegamos a supor que a reducdo tdo acentuada de isolados clinicos devia-
se a incorporacdo da vacina conjugada contra o Hib que teria resolvido de imediato 0s
problemas associados a essa doenca. O grafico 5 nos mostra a evolucao de casos de meningite
por Hi no municipio do Rio de Janeiro com auséncia de notificagdo em 2002. Porém, dados do
MS/SVS/SINAN (2003) relatam 11 notificagbes, em 2002, no Rio de Janeiro, o que vem
reforcar as observacdes descritas de falhas nos dados de vigilancia (BOUSKELLA et al.,
2000; MIRANZI, CAMACHO & VALENTE, 2003).
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GRAFICO 5 - Evolug&o dos casos de meningite por H. influenzae no municipio
do Rio de Janeiro (1997-2002)
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Fonte: MARZOCHI et al., 2004

Como ja foi citado anteriormente, trata-se de uma vacina altamente eficaz; mas a
evolugdo no tempo apontou para a necessidade do acompanhamento da situacdo
epidemioldgica nacional. Assim, a tentativa de isolar o Hi de todos os processos infecciosos
passiveis de serem causados por essa bactéria, mesmo ap0s a vacina¢do com a vacina
conjugada contra o Hib, deve ser incentivada, para se verificar o real decréscimo do tipo b nas
meningites em criancas e seu eventual deslocamento de faixa etaria, bem como o possivel
ressurgimento deste, de outros sorotipos e dos NT em outros quadros infecciosos antes raros
(BOKERMANN et al., 2003; CERQUETTI et al., 2003; BRUUN et al., 2004; DE ALMEIDA
et al., 2005; VEGA-BRICENO et al., 2005). Isso, porém, requereria um trabalho coordenado
de diagndstico hierarquizado, uma vez que, muito mais expressiva em todas as regides do
Brasil é a auséncia de identificacdo da espécie e do tipo soroldgico do Hi. Ja o diagndstico
pelo menos da meningite por Hib pode ser obtido com mais facilidade: pela cultura do liquor,

hemocultura, deteccdo do antigeno no LCR, soro ou na urina.
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Contando com essas dificuldades é que, muitas vezes, o clinico inicia imediatamente o
tratamento de meningites quando considera o Hi como agente suspeito mais provavel, com
base empirica, associando os dados clinicos de historia, porta de entrada e idade com o0s
resultados inespecificos de laboratdrio. Disso, por sua vez, podem resultar insucessos quanto a
resposta terapéutica, pela falta de apoio no antibiograma que também tem um papel a ser
considerado. Apesar de tudo deve ser buscada, através de um diagnostico acurado, a
identificacdo do agente etioldgico. E assim, em sintese, a relevancia desse trabalho prende-se
ao monitoramento do diagndstico do H. influenzae requerido pela existéncia do programa de
imunizagdes contra o Hib no Brasil, sobre o qual o INCQS também tem um devido papel a
cumprir.

Poucas vacinas na historia da humanidade levaram a uma queda na incidéncia, em
curto espaco de tempo, como a vacina conjugada contra o Hib (PELTOLA, 2000; HEATH et
al, 2001; HVIID & MELBYE, 2004; DE ALMEIDA et al., 2005). Em nosso pais, antes da
incluséo deste imunobioldgico no calendario do Programa Nacional de Imunizagdes — PNI do
Ministério da Salde, em agosto de 1999, os casos das infec¢bes graves, sobretudo das
meningites bacterianas pelo Hib, representavam mais que 95% das infec¢Ges invasivas. Essas
taxas elevadas, que também eram comuns em paises como Estados Unidos, Reino Unido e
outros paises da Europa, diminuiram muito (SLACK et al. 1998; SANTOSHAN, M.2000;
SATOLA, SCHIRMER & FARLEY, 2003; HVIID & MELBYE, 2004). No Brasil, as
estatisticas mostraram que, em 1999, foram registrados 1368 casos, enquanto em 2001,
notificaram-se somente 234 casos; uma reducdo de 83% em apenas dois anos, gracas a
introducdo da vacina conjugada (FUNASA, 2003). Porém, o grafico 1, apresentado
anteriormente, mostra que esses dados estavam incompletos tendo seus valores alterados de
1616 em 1999 para 408 casos em 2001 (CDI/ CENEPI/ FNS 2003).

Dados do CENEPI/FUNASA/MS mostram que, no periodo entre1990 e 1999, portanto
correspondente ao periodo considerado de pré-vacinagdo em nosso estudo, a incidéncia da
meningite por Hib em criangas de um a quatro anos variou entre 22,3 e 8,8% casos por 100.000
habitantes, em que pesem as dificuldades de isolamento do H. influenzae j& consideradas. A
letalidade nesta fase foi de 19,9 e 17,1 %, respectivamente. A vacina¢do, maior responsavel
pela mudanca deste cenario nos anos de 2002 e 2003, conseguiu atingir 92,91 e 95,99 %,

respectivamente, das criancas entre dois meses até cinco anos de idade.
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No Brasil, sdo conhecidos poucos estudos sobre esse assunto anteriores a 1990. O
trabalho de Landgraf & Vieira (1993), do Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP), revelou a situacdo
na cidade de S&o Paulo. Outros estudos (CRITCHLEY et al., 2000; SADER et al. 2000) se
voltam para isolados em infec¢des respiratdrias frente ao uso de antimicrobianos. Publicagdes
como a de Zanella et al.(2002), também do IAL, citadas anteriormente nesse trabalho, mostram
0 panorama nacional do Hib na fase pré-vacinagdo. O estudo contou com 3204 cepas de H.
influenzae, das quais 1534 (47,8%) eram procedentes de S. Paulo, e as restantes representavam
alguns dos estados brasileiros. O predominio do tipo b foi elevado (97,8 %).

Sabe-se que a cultura deste microrganismo € dificil, exigindo procedimentos iniciais

rapidos ja nos primeiros repiques, o que, quando ndo seguidos pode tornar a cultura invidvel
gerando falsos negativos ou até, dependendo do sitio de obtencdo do material, a presenca de
outros microrganismos contaminantes, como Unico crescimento obtido. Também o uso
indiscriminado de antibidticos, sem a realizacdo da cultura prévia, é freqiente, contribuindo
para inviabilizar o crescimento do microrganismo, como comentado nos Manuscritos 1 e 2.
As cepas que fazem parte deste estudo foram isoladas de pacientes pediatricos de 0 a 10 anos
de idade, com doencas como: meningite (185), septicemia (3), bronquite crénica (37), sinusite
(2), escarro sanguinolento (7) e otite (1). Estes isolados clinicos fazem parte da Colecéo de
Pesquisa do INCQS, como ja dito anteriormente. O Instituto recebeu os isolados de diferentes
regides do Brasil. Procederam do Nordeste (Pernambuco, n=54), do Sul (Santa Catarina,
n=19), ambos enviados pelos Laboratdrios de Saude Publica estaduais /LACEN) e do Sudeste
(Rio de Janeiro, n=162) fornecidos pelo Instituto Fernandes Figueira - IFF da FIOCRUZ e
pelo IESS da Secretaria Estadual de Satde do Rio de Janeiro - RJ. O estudo destas 235 cepas,
originarias de trés regides brasileiras, com a determinacdo de suas caracteristicas fenotipicas e
moleculares, bem como a determinagdo do perfil da sensibilidade aos antimicrobianos mais
utilizados, pioneiro nessa area, contribuiu de alguma forma para o diagnostico da situacéo
epidemioldgica do Brasil pds-vacinacao.

Apresentamos na tabela 1 as peculiaridades de cada manuscrito, que compdem 0s

resultados do nosso projeto:
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TABELA 1 —Cepas de H. influenzae (Hi), tipo b (Hib) e Hi ndo b utilizadas
em cada manuscrito.

Manuscrito 1 Manuscrito 2 Manuscrito 3
Total = 229 Total =174 Total = 235
Pré-vacinacéo
Total (Hi) 167 98 159
Hib 165 96 155
Hindo b 02 02 04
Pés-vacinacéo
Total (Hi) 62 76 76
Hib 33 43 43
Hindo b 29 33 33
Origem por estado

PE 54 49 54
Pré-vacinacéo 30 30 30
Pés-vacinacéo 24 19 24
RJ 156 106 162
Pré-vacinacéo 124 55 116
Pés-vacinacéo 32 51 46
SC 19 19 19
Pré-vacinacéo 13 13 13
P6s-vacinagéo 06 06 06

No Manuscrito 1 apresentamos a pesquisa realizada com parte desta colecdo, utilizando
229 cepas de Hi isoladas de trés estados brasileiros (PE, RJ e SC), em que associamos 0S
achados das trés regides do pais representadas. No periodo de 1990 a 2003, portanto incluindo
as fases pré e pds-vacinacdo, observamos que todas as cepas coletadas até 1999 foram isoladas
de casos de meningite (167) e destas, 98,8% (165) foram do tipo soroldgico b, o que esta de
acordo com outros estudos anteriores (MURPHU et al., 1993; RIBEIRO et al., 2003; SIMOES
et al., 2004). Contudo, a presenca do sorotipo b, na fase pds-vacinacdo (apds 1999 no caso do
Brasil), ainda é demonstrada em varias pesquisas (ADAMS et al., 1993; MURPHU et al.,
1993; HARGREAVES et al., 1996; ADDERSON et al., 2001). Nas cepas estudadas deste
periodo ocorreu uma queda acentuada de numeros absolutos dos isolados de Hib que,
entretanto, representaram por 20% (33/165). Todos estes pacientes ndo receberam o esquema
completo de vacinagdo, mas apenas uma dose. Isso pode explicar a redugdo acentuada de

notificaces (>80%), porém ainda a presenca da infeccdo pelo Hib.

71

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Observamos também que nesse periodo outros tipos de quadros infecciosos com
localizagdes mais raras envolvendo o trato respiratorio alto aparecem em criangas vacinadas; e
ainda tendo o tipo sorolégico b como principal agente infeccioso, que antes da vacinagéo era
raro nesses processos patogénicos. Por outro lado, ha uma diminuigdo drastica das formas
classicamente chamadas de invasivas, 0 que estd demonstrado no Manuscrito 1. Na tabela 1
desse manuscrito, vemos que nos anos de 2001 a 2003, 22 dos 25 isolados foram de liquor
(meningite por Hib) e 3 casos em hemocultura (associados a septicemia) sendo 1 do sorotipo a,
1 do sorotipo ¢ e 1 do sorotipo d. Os isolados no ano de 2000 ndo participaram deste
manuscrito por terem apresentado problemas de contaminacdo (a conseqliente purificacdo
permitiu sua utilizagdo no Manuscrito 2).

Nossos resultados no Manuscrito 1 demonstram que a detec¢do dos outros sorotipos,
que raramente apareciam em processos infecciosos antes da vacinagdo, Como 0S outros tipos
sorolégicos ndo b, comecam a aparecer mais frequentemente a partir do ano de 2002. As
amostras coletadas nesse ano mostram a presenca de, praticamente, todos 0s sorotipos
soroldgicos, inclusive os ndo tipaveis (NT). Devemos ressaltar que os sorotipos a e ¢ ja faziam
parte dos nossos isolados clinicos. Porém, por problemas de baixa viabilidade, a cepa de Hi
sorotipo ¢, excepcionalmente, sé participou nos Manuscritos 2 e 3. Deste modo a tabela 1 do
Manuscrito 1 demonstra claramente a mudanca quanto a quase totalidade de Hib nos isolados
clinicos no periodo pré-vacinacéo, para os sorotipos ndo b apds. A rela¢do entre os sorotipos de
Hi ndo b e o Hib era de 2/165 (1,2%) passando para 29/33 (88%) no periodo de pds-vacinagao.

A presenga nos nossos isolados dos sorotipos a e ¢, nas duas fases da vacinagcdo merece
comentarios. Os estudos de grupos brasileiros (RIBEIRO et al., 2003 e SIMOES et al., 2004)
com o isolamento do sorotipo a mostram que houve alteracdo de sorotipos, que raramente eram
encontrados no Brasil, em areas como a regido Nordeste (Bahia) e Centro-Oeste (Goias). Este
panorama também foi demonstrado apds o uso da vacina conjugada contra o Hib, em paises
como Coréia e Argentina segundo Kwak et al. (2000) e Gatti et al. (2004), respectivamente.

Outros isolados que nos levam a refletir correspondem aos tipos soroldgicos d, e e f de
casos clinicos como sinusite e secre¢do bronquica (Manuscritos 1 e 2). Waggoner-Fountain et
al. (1995), Campos et al. (2003), Cerquetti et al. (2003) e Bruun et al.(2004) relataram casos de
infec¢des invasivas como meningites e raras pneumonias, pelos tipos e e f, na Europa e EUA

no periodo pos-vacinagao.
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O tipo d estd também presente nos isolados desse nosso estudo. Relatos como de
Dabernat et al.(2004) com estudo de 752 Hi coletados na Franca em 2001, mostram que 311
(41,3%) desses foram de secrecdo brénquica, onde estavam presentes 0s tipos sorolégicos b, d,
e e f. Na Argentina, no periodo de 1996-2002, Gatti et al. (2004) mostraram que, de 146
criancas estudadas com processos infecciosos sugestivos de Hi, 112 (77%) foram do tipo b e
33 (23%) de Hi nédo b (1c, 1d, 4e, 3f e 24 NT). Isso nos leva a ter mais atencéo nesses sorotipos
de Hi como potenciais agentes de casos graves, inclusive por serem capsulados, portanto
facilmente invasivos. A tabela 2 mostra os primers ou iniciadores descritos por Falla et
al.(1994) utilizados para a tipagem molecular dos Hi estudados em nossa tese; e na figura 6, a

foto da eletroforese em gel 1 % (1XTBE) com o produto da reagdo da PCR com esses isolados.

Tabela 2- Iniciadores (primers) para as regides capsula - especifico e tipo — especifico do
genoma do H. influenzae.

Nome dos iniciadores Iniciadores (5’to 37) Tipo capsular
al CTACTCATTGCAGCATTTGC a
a2 GAATATGACCTGATCTTCTG
bl GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC b
b2 GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA
cl TCTGTGTAGATGATGGTTCA C
c2 CAGAGGCAAGCTATTAGTGA
di TGATGACCGATACAACCTGT d
d2 TCCACTCTTCAAACCATTCT
el GGTAACGAATGTAGTGGTAG e
e2 GCTTTACTGTATAAGTCTAG
fl GCTACTATCAAGTCCAAATC f
f2 CGCAATTATGGAAGAAAGCT

HI-1 CGTTTGTATGATGTTGATCCAGAC a-f
HI-2 TGTCCATGTCTTCAAAATGATG

Fonte: Fallaet al. (1994)
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FIGURA 6 - Eletroforese em gel de agarozea 1% (1% TBE) com produto da reagdo da PCE
Az cepas de Hi sorotipo d 20 tiveram reagdes reveladas para o componente capsular com os
HI-2 (linhas 8-10%. Para oz demais sorotipos houve também amplificacies cotn os iniciad
respectivarnente (linhas 1-7 e 11-16). Linhas ] e 2 (cepa ATCC 9006 e cepa clinica P2623E; =
ATCC 10211, cepas clinicas; P25327 sorotipos b e P2520 mutante b); linhas 6 e 7 (cepa AT C(
sorotipos c); linhas 5-10 (cepa ATCC 9008 e cepas clinicas P2511 e P2662, sorotipos d); linhs
e cepa clinica P2499, sorotipos ), linhas 13 & 14 (cepa ATCC 9833 & cepa clinica P2481,
Coepa ATCC 49247 e cepa clinica P2619, ndo tipdveis - NT), linha 17 (controle negativo), P
100bp (& esquerday e 1Eb plus (& direita),
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E importante mencionar que obtivemos quatro isolados de material clinico de Hi que
pela Sorologia de Aglutinagdo em Lamina (SAL), realizada paralelamente com a referéncia
ATCC 9008 (Hid), foram caracterizados como sorotipo d. Porém, ao serem submetidos a
reacdo da PCR com os iniciadores descritos por Falla et al.(1994) para confirmacdo do
componente capsular e do tipo-especifico, s foram obtidas reacGes com os iniciadores (HI-
1 e HI-2), isto é, para o componente capsular; ndo houve, portanto, amplificagdo com os
iniciadores, descritos pelos autores para o componente tipo-especifico. A sequéncia dos
iniciadores utilizados foi entdo submetida ao banco de seqiiéncias génicas (GenBank), para
confirmacdo da especificidade para o sorotipo d. A Unica sequiéncia depositada com 100%
de homologia usando os iniciadores descritos nesse projeto, foi a seqiiéncia de 150 bp
(pares de base) depositadas pelos autores, que corresponde ao fragmento de DNA, o qual
se esperava amplificar ap6s a reacdo da PCR utilizando os iniciadores em questdo.
Infelizmente ndo existe no GenBank nenhuma outra seqiiéncia de Hi do sorotipo d, para que
pudéssemos confirmar a especificidade dos iniciadores utilizados. Torna-se necessario ser
descrito um par de iniciadores especificos para a amplificacéo da regido do cap responsavel
pela identificacdo do componente tipo-especifico do Hid incluindo a propria cepa de
referéncia ATCC 9008.

Outros estudos (HARGREAVES et al., 1996; SHARMA et al., 2002; STEINHOFF
& GOLDBLATT 2003) mostram o retorno do Hib em diferentes paises onde ja se haviam
iniciado estratégias vacinais com seus respectivos programas de vacinacdo. Estas
observacbes devem servir de alerta para o Ministério da Salde e o PNI visto que ainda
encontramos entre as cepas estudadas, o sorotipo b em processos infecciosos. Os resultados
obtidos com o trabalho da caracterizagdo molecular (Manuscrito 3) revelaram que as cepas
NT, classificadas inicialmente pelo método tradicional (da SAL), ao serem tipadas pelo
método molecular, através da reacdo da PCR descrito por Falla et al. (1994), mostraram que
dessas 15 cepas NT isoladas, ao serem caracterizadas pela PCR, 7 (47%) pertenciam aos
sorotipos a (1),b (4) e b (2).

Esta diferenca encontrada em relagdo as cepas consideradas NT pelo SAL ndo invalida este
método tradicional, mas deve servir como um alerta para que se tenha um controle maior da
qualidade nas diversas fases do ensaio, incluindo os reagentes envolvidos. Se todas as fases

do processo fossem realizadas dentro das exigéncias minimas necessarias, certamente
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dariam resultados mais confiaveis (CDC 2002 a, b). Assim, em paises com laboratdrios de
salde publica apresentando diferentes niveis de complexidade quanto as metodologias de
diagnéstico empregadas na rotina, deve-se buscar uniformizar a qualidade em relacdo as
técnicas basicas, e neste caso incluindo a SAL, através de investimento maci¢co em
treinamento de pessoal.

A técnica da PCR fornece resultados seguros (CDC 2002 a,b; LA CLAIRE et al.,
2003), porém exige reagentes caros, com caracteristicas especiais de conservacdo e
manuseio, muitos deles com prazos de validade curtos. Entretanto, estas cepas classificadas
em nosso trabalho (Manuscritol) inicialmente pela SAL como NT, foram identificadas pela
PCR como sorotipos a, b e b” ( Manuscrito 3), o que nos leva a pensar na possibilidade de
diagnosticos duvidosos e, conseqlentemente, em falhas na determinacdo da situacéo
epidemioldgica nacional atual. Assim, o ideal seria investir também na metodologia da PCR,
pelo menos nos LACEN regionais, para torna-los auto-suficientes, propiciando rapidez e
confiabilidade nos diagnosticos realizados.

Na época de poOs-vacinacdo das vacinas conjugadas contra o Hib, a vigilancia
cuidadosa dos sorotipos de Hi, que causam doencas invasivas, é essencial para: a) avaliar a
eficacia da vacinacdo na populacdo em geral e detectar possiveis casos de falha vacinal,
b) detectar possivel mudanca epidemioldgica com substituicdo nas infecgdes invasivas por
outros tipos capsulares, distintos do b, bem como das cepas ndo capsuladas. Sabe-se que
criangas com esquema de vacinagdo completa podem apresentar enfermidades do tipo
invasivas, incluindo meningite por Hib ou Hi néo b. Esta situacdo pode ou nédo sugerir uma
falha vacinal, e estar até associada a uma cepa capsulada distinta do b (sobretudo de a, e ou
f) ou a cepas ndo capsuladas (NITTA et al,1996; URWIN et al., 1996). Dai a necessidade
de cuidadoso estudo laboratorial no caso de isolamento de Hi, envolvendo a identificacdo
da cepa por laboratério de referéncia com reconhecida competéncia especifica.

Por outro lado, deve-se proceder a continuidade dos estudos com o uso das vacinas
combinadas, como em nosso pais, pelo PNI/ MS, com as vacinas DTP+Hib. Clemens et al.
(2003) realizaram estudos em 108 criangas brasileiras utilizando as vacinas produzidas
pelos Institutos Butantan (S.Paulo) e Bio-Manguinhos (Fiocruz - Rio de Janeiro).
Resultados favoraveis e promissores foram demonstrados. Sabe-se, porém, que em certos

paises da Europa, como a Holanda, houve administragdo simultdnea da vacina conjugada
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contra a N. meningitidis C, o que levou ao aumento dos casos da falha vacinal (RIJKERS et
al., 2003), bem como no Reino Unido, onde a combina¢do com a vacina pertussis acelular
pode ter comprometido o sistema imunitario das criangas vacinadas (MCVERNON et al.,
2003). Portanto, nesta fase em que se avalia a eficacia da vacina conjugada contra Hib, com
a consequente queda do tipo b, é fundamental que a determinacdo dos tipos soroldgicos
pos-vacinacdo de massa sejam monitorados e fornegam resultados seguros e confiaveis para
avaliar os procedimentos atuais e nortear 0s proximos.

Nos nossos isolados (Manuscrito 3) o aparecimento de duas cepas mutantes (b’)
originérias de material clinico (uma de secrecdo brénquica e outra de escarro), do periodo
pos-vacinal, mostraram que nédo se deve desprezar isolados de infec¢des ndo invasivas.

Nos estudos recentes, La Claire et al. (2003) e Luong et al. (2004) embora néo
tenham encontrado cepas mutantes b, incentivam a necessidade de pesquisas desta forma do
sorotipo b. Estudos de Falla et al.(1994), Mlhlemann et al. (1996) e Smith-Vaughan et al.
(1998) sugerem a possibilidade de haver reversdo nas cepas de Hi ndo capsuladas, mutantes
de b, para a forma capsulada, causando assim novos surtos por Hi invasivos, dai a
necessidade do monitoramento da presenca dos Hi em bercarios, creches e outros ambientes
coletivos infantis.

A questdo do papel do portador em relacdo a cepas identificaveis nestes individuos
assintomaticos deve ser tratada mais detidamente, pois implica muitas lacunas do
conhecimento, mas ndo foi objeto da presente pesquisa (VILLASENOR-SIERRA et al.,
1996; RAPOLA et al., 1997; BRICKS et al., 2004). Em muitos paises que ja tém
incorporado nos programas de imunizagdes a vacinagdo contra o Hib, tiveram seu quadro
epidemioldgico alterado, com a diminuicdo dos casos clinicos pelo Hib, e levando inclusive
a que taxas de colonizacdo de nasofaringe diminuissem mesmo nas crian¢as ndo vacinadas,
protegendo parcialmente o portador, porém ndo eliminando o risco da infec¢do por este
microrganismo (BOUSKELA et al., 2000; SANTOSHAN, M. 2000 BRICKS et al., 2004).

A Dbiotipagem, utilizando métodos fenotipicos, constitui uma das ferramentas
utilizadas para pesquisas epidemioldgicas nos Hi conforme mostrado no Manuscrito 1. Os
biotipos | e 1l sdo mais frequentes nas cepas de Hib, muitas vezes produzindo quadros
graves (SHARMA et al., 2002; ZANELLA et al., 2002). Em nosso estudo observamos que,

justamente no periodo 1990-1999 onde foram dominantes os casos de meningite,
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prevaleceram estes dois biotipos: | e Il. No periodo pds-vacinal, estes biotipos ainda
predominam, mas percentualmente os outros biotipos identificados estdo em ligeira
elevacdo, merecendo um estudo com maior numero de isolados clinicos. Moustaoui et al.
(2000) mostraram que se pode associar certos biotipos com o sitio da infeccdo. Em
concordancia, Zanella et al. (2002), utilizando cepas brasileiras, mostraram 0 aumento para
16,7% dos outros biotipos diferentes dos I e Il em isolados de hemocultura, enquanto nos
anos anteriores, a vacinagdo foi de somente 8,8%.

Visando analisar a evolucdo de padrdes de sensibilidade aos antimicrobianos mais

frequentemente usados nas infecgOes por H. influenzae (Manuscrito 2), avaliamos 174 cepas
de Hi, sendo que 98 da fase pré e 76 da fase p6s-vacinacdo. Uma adequada identificacdo do
agente etiologico é fundamental, bem como a terapia especifica para cada caso. O uso dos
antibidticos deve ser cuidadoso, com base no monitoramento por antibiograma, evitando-se
ndo sO a resisténcia entre isolados clinicos, problema real e crescente em todo mundo
(DOERN et al., 1986; ANDRADE et al., 2001), mas garantindo um melhor prognostico.
Porém, lamentavelmente, na pratica clinica, mesmo diante de suspeita de meningite
bacteriana, muitas vezes ndo se realiza a puncdo lombar por diversas razdes, inclusive pela
falta de preparo do clinico ou de acesso deste a exame laboratorial, como ja considerado.
E assim, boa parte da populagdo incluindo criangas, ndo tem acesso as facilidades
tecnoldgicas que a medicina oferece para um diagndstico rapido e seguro (DOMINGUEZ &
DAUM, 2003; RUSSEL et al., 2003). Também, de regra, mesmo com condic¢des de pung¢do
e diagnostico laboratorial, impde-se a indicacdo imediata de antibioticoterapia pds-puncéo.
Dai a necessidade do monitoramento permanente de padrbes regionais /locais de resisténcia
antimicrobiana para uma adequada orientagdo antecedendo os resultados de laboratorio.

Um recente aumento da resisténcia aos antimicrobianos envolvidos nas infec¢des do
trato respiratorio (ITR) onde os agentes infecciosos sdo freqliientemente H. influenzae e S.
pneumoniae, sobretudo nos de administracdo oral, mostra a necessidade de uma reavaliacdo
no emprego dos mesmos. Esta observacéo ficou claramente confirmada ap6s o emprego da
vacina conjugada contra o Hib, com o aumento de infecc¢des pelos sorotipos ndo b, incluindo

0s ndo tipaveis (NT), estes classicamente responsaveis pelas ITR (Manuscritos 1 e 2).
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Quando avaliamos os padrfes de resposta aos antimicrobianos comparando 0s anos
de 1990-1999 e 2000-2003 (Manuscrito 2), observamos a mudanca de resisténcia da
associagdo sulfametoxazol-trimetoprim (SMX-TMP) de 32,6% para 65,8% dos isolados.

O trabalho de Andrade et al. (2001) cita que a OMS e os Ministérios da Salde de
paises da América Latina ainda recomendam o SMX-TMP, como droga de primeira linha
pelo baixo custo e facil dosagem, o que favorece o tratamento empirico da maioria das ITR,
incluindo pneumonia. No periodo de 2000-2003 nossos resultados mostraram também a
presenca dos H. influenzae ndo b causando infecgdes como bronquites, otites, sinusites e
outras. A recente publicagdo de Hammitt et al. (2005) mostrou que, tradicionalmente, o Hi
ndo b raramente é causador de infecgdes invasivas. Porém, este cenario sem duvida sofreu
alteracdo no Brasil. Nossos resultados demonstraram o incremento, com tendéncia
crescente, dos outros tipos sorologicos, embora ainda a presenca do tipo b seja
predominante. Contudo, a incidéncia de 45% dos tipos a, b, d e NT é destacada nos isolados
de secrecOes bronquicas, cabendo as amostras dos casos do estado do Rio de Janeiro a taxa
de 19%. Andrade et al. (2001) enriqueceram os estudos feitos com SMX-TMP através de
pesquisas com pacientes com infeccdo por HIV que fizeram uso rotineiro da associacdo
SMX-TMP nessa endemia, 0 que pode ter potencialmente contribuido para a elevagdo no
indice da resisténcia das cepas de Hi isoladas nas infec¢des respiratdrias.

Outra observacdo que merece destaque (Manuscrito 2), tabela 1, € o nimero de
isolados clinicos de Hib no periodo de 2000 — 2003. Apesar de estarem em queda
acentuada, pelo inicio da vacinacdo em 1999, ainda aparecem 25 casos de meningites e 2
septicemias nas trés regifes estudadas. Em 2003, houve dois isolados de meningite por Hi
ndo b (la e 1c), totalizando, portanto, 29 casos de isolados clinicos de Hi, no periodo pos-
vacinacdo de sitios organicos chamados estéreis.

Pernambuco foi o estado que teve maior nimero de isolados clinicos de casos graves.
Em 2002 obtivemos somente dois isolados do tipo b, um de hemocultura, de paciente com
septicemia, e outro de cultura de LCR com meningite. Porém, em 2003 ocorreu alteragdo no
quadro com o aumento de isolados de cepas de Hi (17 amostras), s6 recebidas no inicio de
2004. Portanto, do periodo de p6s-vacinacdo obtivemos da regido nordeste (Pernambuco) o
total de 19 isolados de Hi sendo que 14 do tipo b: 10 de meningite, 1 de hemocultura com

septicemia e 3 de area chamada nédo-estéril (secrecdo brénquica). Quanto aos Hi ndo b
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foram 5: 1 de meningite, do tipo a, e 4 de areas ndo estereis sendo esses 1 de sinusite do tipo
d e 3 de secrecdo bronquica, nao tipavel (NT).

Em relagdo a ampicilina, ainda é uma droga amplamente utilizada em muitos paises,
inclusive no nosso, como de escolha para tratamento das infecgdes por Hib e outros Hi
(Guia de Vigilancia Epidemioldgica-FUNASA, 2002). Em 1980 foi documentada o
aparecimento de cepas resistentes a este antibiotico (RUBIN et al., 1981). No presente
estudo, verificamos taxas elevadas de resisténcia como as encontradas por Reis et al. (2002),
em Salvador-Bahia. Estes autores estudaram 150 pacientes e encontraram a resisténcia
presente em 10 cepas (6,7%) dos Hi estudados. Nossos isolados clinicos revelaram no
periodo pré-vacinagdo um percentual de 17,3% das quais em 90% com a CIM de 32ng/ml.
As cepas coletadas ap6s 1999, portanto pds-vacinagdo, mostraram uma ligeira diminuigdo
da resisténcia (15,8%), porém com a CIM de 8ng/ml em 90%, ainda considerado elevado. A
presenca de isolados com b - lactamase positiva confirma estas observagdes. Podemos supor
que tal fato deveu-se a critérios mais rigorosos na utilizagdo deste antimicrobiano, bem
como o inicio da vacinagdo com a vacina conjugada contra o Hib mostrando também, assim,
a queda das infeccOes pelo H. influenzae b. Entretanto, nos isolados clinicos de Pernambuco,
nesse periodo, houve uma pequena elevacdo das cepas produtoras da enzima b - lactamase,
conforme mostra a tabela 2 desse manuscrito.

Ainda o Manuscrito 2 mostra que o cloranfenicol atingiu valores elevados de
resisténcia (CIM >16 ng/ml). Observamos também que 8 isolados clinicos de meningite,
originarios de Pernambuco, revelaram resisténcia simultdnea a ampicilina e cloranfenicol
com a CIM >64 ng/mL e >16 ng/mL, respectivamente, como descrito anteriormente
(CASAGRANDE et al., 2002; ZANELLA et al., 2002). E provavel que exista um
mecanismo de resisténcia comum nessas cepas. Esta investigacdo constituird um dos
desdobramentos desse projeto. Como a maioria dessas cepas foi de isolados clinicos de
meningites esse fato € preocupante por ser o cloranfenicol uma das drogas de escolha ainda
muito utilizada. Torna-se, portanto, urgente 0 monitoramento das cepas resistentes a este
antibidtico para verificar se esta ocorrendo um processo de selecdo de cepas resistentes
(DOERN et al., 1988; DUKE et al., 2003; CERQUETTI et al., 2004).

No Brasil, como em outras partes do mundo, nos ultimos anos, 0 aumento dos casos

de tuberculose tem contribuido para o0 aumento do uso da rifampicina como droga profilatica
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conforme descrito no Guia de Vigilancia epidemioldgica / FUNASA, 2002. Os resultados
apresentados no Manuscrito 2, mostram que este fato pode ter contribuido para o
crescimento da resisténcia nas cepas isoladas do periodo (1990-2003). Os isolados clinicos
de Hi estudados das trés regiGes brasileiras, revelaram um CIM com valores >8ng/ml,
indicando assim a necessidade de continua vigilancia, visto ser uma das opc¢des de
tratamento para a tuberculose e prevengéo de meningite por H. influenzae.

Das 174 cepas de Hi estudadas todas foram sensiveis a amoxicilina-acido
clavulanico e a ceftriaxona. Concluimos, portanto, que dos antimicrobianos testados estes
podem ser uma boa opc¢éo para o tratamento dos pacientes suspeitos de infecgdes pelo Hi.

Medidas profilaticas como a vacina conjugada contra o Hib tem sido altamente
efetiva, porém o Hi sorotipo b ndo foi totalmente eliminado e ainda ndo existem vacinas
especificas contra os outros tipos soroldgicos e os NT. Muitos pesquisadores consideram
urgente o desenvolvimento de vacinas para prevenir as diversas patogenias que hoje sdo
associadas aos H. influenzae ndo b (HOU & GU, 2002; CODY et al., 2003). Caso recente
foi relatado no Chile, onde ha um sistema de salde publica modelo, por Vega-Bricefio et
al.(2005), de pneumonia com o HINT , em lactente de 16 meses e esquema de vacinagdo
completo com a vacina conjugada contra o Hib. Os autores sugerem fortemente o
investimento em vacinas para 0s outros tipos de Hi incluindo os HiNT. Este fato também
intensifica o uso da tipagem pela PCR, sobretudo para os NT como ja mencionado neste
trabalho. Desta forma, enquanto ndo dispomos destes imunopreveniveis é de fundamental
importancia a vigilancia epidemioldgica, a estudos sobre portadores e, sobretudo, rever a
indicacdo da antibioticoterapia atualmente preconizada no Brasil contra essas infecgdes.
Portanto, a orientagdo de clinicos quanto a possibilidade da etiologia por Hi associada a
variadas formas clinicas, inclusive em vacinados contra o Hib, é relevante para desenvolver
0 monitoramento laboratorial, e consequentemente, epidemioldgico.

Na continuidade dos nossos objetivos propostos, a caracterizacdo molecular e
fenotipica das cepas estudadas originou o Manuscrito 3. A caracterizacdo fenotipica foi
amplamente discutida quando se abordou o Manuscrito 1, bem como suas vantagens e
desvantagens frente ao metodo de tipagem capsular utilizado por Falla et al. (1994). Este é
considerado um classico e dele originaram-se varias linhas que forneceram métodos para

avaliar as variagfes do genoma do H. influenzae. Alguns estudos descreveram a existéncia

81

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

de sequiéncias gendmicas repetidas em diversas bactérias e passaram a utilizar estas
sequéncias para determinar a relacdo genética entre diferentes cepas da mesma espécie. A
técnica chamada de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)-PCR tem
sido utilizada para tipagem molecular de muitos patdgenos conforme estudos anteriores
(VERSALOVIC, KOEUTH. & LUPSKI, 1991; DE BRUUJIN et al., 1992; VERSALOVIC

et al., 1994). A figura 7 mostra o modelo simplificado do funcionamento da técnica de

ERIC- PCR em parte do genoma do H. influenzae.
| Repetitive | > Consensus - ERIC-PCR

1-TARLCCCARAATAATTCGAGT TGCAGCARGGCEGCARGTGA . AMCGCAGCCAACGCAGCTGCAGCT TGAAATATGACGGGTATA-12

5'-GTGAATCCCCAGGAGC ATAA GTGACTGGGGTGAGCG-37
ERIC-1R 3'-CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5’

5"-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3°
3 -CACTTAGGGGTCCTCG AATA CGAGG! TAAGTG-5"

FIGURA 7- Modelo simplificado do funcionamento da técnica de
ERIC — PCR em parte do genoma do H. influenzae.

Dando seguimento a esta linha observou-se que estes elementos se repetem de modo
randémico ao longo do genoma bacteriano em intervalos semelhantes entre cepas
geneticamente relacionadas. Esses elementos de repeticdo foram encontrados no genoma de
outros microrganismos, além das enterobactérias, como o H. influenzae (HULTON,
HIGGINS & SHARP,1991; HOOD et al., 1996; van BELKUM et al., 1994, 1998). Desta
forma escolhemos usar o ERIC-PCR para determinar a diversidade genética das cepas
isoladas de alguns estados brasileiros e em periodos diferentes de tempo: antes e apds a

introducdo da vacina conjugada contra o Hib. Na figura 2 do Manuscrito 3, o dendrograma
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apresentado mostra a maioria das cepas de Hi estudadas neste objetivo proposto. Existem
representantes dos trés estados brasileiros estudados e dos dois periodos (pré e pos-
vacinacao) e também dos diversos tipos soroldgicos encontrados. Com 70% de similaridade,
observamos quatro clones reunindo cepas com diferentes caracteristicas epidemioldgicas.
Cada clone tem pelo menos duas cepas de diferentes sorotipos, uma cepa de HiNT e
isolados dos dois periodos estudados. Esta analise também mostrou uma populagdo bastante
variavel quanto as cepas do sorotipo b que estavam presentes nos quatro clones agrupados,
fato este confirmado na figura 3 do Manuscrito 3, onde todas as cepas séo do sorotipo b.

A andlise das cepas ndao b mostra maior diversidade genética que as cepas do tipo b.
Na figura 4 do Manuscrito 3, o ponto de corte em 70% de similaridade, revela sete
diferentes gendtipos com 17 cepas analisadas. Ao analisarmos as cepas dos diferentes
estados com 0 mesmo ponto de corte, observamos que Pernambuco foi o estado com a mais
alta diversidade genética (15 cepas e 6 clones). O estado de Santa Catarina por sua vez,
revelou apenas 2 clones em 13 cepas estudadas, enquanto os isolados do estado do Rio de
Janeiro geraram 3 clones nas 23 cepas estudadas. Quando analisamos somente cepas Hi ndo
tipavéis, a diversidade genética foi maior que a encontrada com as cepas de Hi ndo b
(incluindo sorotipos a, ¢, d e NT) com menor evidéncia de clonalidade. Essa anélise revelou
que das 6 cepas de HINT, isoladas no periodo pos-vacinal no estado do Rio de Janeiro, o
ponto de corte de 70% mostrou 5 diferentes gendtipos (figura 5 do Manuscrito 3).

Embora a estrutura populacional dos Hi tenha sido inicialmente descrita como clonal
(MUSSER et al., 1988), nossos resultados estdo em concordancia com trabalhos mais
recentes onde a diversidade genética encontrada entre isolados de Hi é bem mais alta
(GOMEZ-DE-LEON et al., 2000; PETTIGREW et al., 2002; FARJO et al., 2004; SACCHI
et al., 2005). Os dados apresentados mostram que a continua ocorréncia de isolados dos
sorotipos ndo b, geneticamente relacionados com cepas Hib, é um fator importante que deve
ser monitorado para detectar um possivel aumento de casos, devido a reversdo de sorotipos.
E importante observar a grande diversidade genética encontrada ente as cepas ndo tipavéis, o
que pode ser um fato importante, pois levaria esses isolados a apresentarem a capacidade de
expressar a capsula polissacaridica, responsavel pelo mais importante fator de viruléncia do
Hib. Outra importante questdo, jaA mencionada anteriormente, é que, ap6s a sorotipagem pela

PCR, a presenca de cepas mutantes b™ isoladas de pacientes com doencas ndo invasivas,
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quando sorotipadas pelo método da SAL, resulta em cepas HiNT (figura 1 do Manuscrito 3).
Dessa forma, cepas mutantes capsula-deficiente podem rapidamente reverter para a forma
Hi capsulada, por pressdes imunoldgicas do organismo, levando ao aparecimento da doenca
invasiva. Queremos mais uma vez, ressaltar a grande sensibilidade e especificidade da
sorotipagem pela PCR que certamente contribuirad para monitorar as possiveis alteracdes na
prevaléncia os sorotipos de H. influenzae, bem como a real estimativa do impacto da vacina

contra o Hib no Brasil.

5. CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

5.1- CONCLUSOES
No presente estudo podemos concluir que:

As cepas estudadas do Haemophilus influenzae (periodo pré-vacinal) sustentam os
dados epidemioldgicos da literatura mundial do predominio do sorotipo b (97%). O
aparecimento de outros sorotipos (a e ¢) em meningites, neste periodo é considerado
raro.

Ocorreu uma selecdo de cepas resistentes a antimicrobianos classicamente
empregados contra o Hi, apds o emprego da vacina conjugada contra o Hib nas
amostras estudadas.

Os isolados b-lactamase positiva das cepas Hib foram mais freqlientes na fase de
pré-vacinagdo. No periodo pos-vacinacao, houve uma diminuigdo, porém a CIM em
90% das culturas ainda revelou-se elevada ao nivel de 8ng/mL.

Os resultados obtidos indicam que os antibidticos de escolha devem ser,
preferencialmente, ceftriaxone e amoxicilina-4cido clavulanico, por terem
apresentado 100% de sensibilidade.

No dendrograma das cepas originadas dos trés estados brasileiros estudados,
Pernambuco, Rio de janeiro e Santa Catarina, encontram-se 4 clones reunindo cepas

com diferentes caracteristicas epidemioldgicas.

84

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

As cepas do sorotipo b dos periodos pré e pos-vacinagcdo mostraram uma populacio
bastante variavel e estdo presentes nos 4 clones agrupados.

As cepas ndo b apresentaram maior diversidade genética do que as do tipo b.

O estado de Pernambuco teve a mais alta diversidade genética com 6 clones em 15
cepas, enquanto o de Santa Catarina revelou apenas 2 clones em 13 cepas estudadas
e 0 estado do Rio de Janeiro apresentou 3 clones em 23 cepas estudadas.

Na andlise das cepas H. influenzae ndo tipavel (HINT) a diversidade genética foi
maior que a encontrada no H. influenzae ndo b (Hinb).

Existe uma continua ocorréncia dos isolados ndo b geneticamente relacionados aos
isolados de Hib, o que deve ser monitorado quanto a possibilidade de reversdo dos

sorotipos hoje encontrados ( n&o b para Hib).

5.2 -PERSPECTIVAS

Devido a grande diversidade genética de HiNT encontrada nas cepas desse estudo,
acreditamos que o mesmo deva ser ampliado, pois estes isolados podem apresentar
cepas mutantes b” expressando-se mais tarde com o principal fator de viruléncia: a
capsula polissacaridica (NT® b'® b").

No ambito da Vigilancia em Salde, consideramos relevante a promocéo de estudos
amostrais de provaveis casos clinicos de Hi procedentes de todas as regiGes do
Brasil, para se definir a real situacdo epidemioldgica do pais, sua diversidade, e
medidas de intervencao.

Visando contribuir para o conhecimento da situacdo de portador de Hi em criancas
vacinadas com a vacina combinada (Hib+DTP) utilizada desde 2002, consideramos
de interesse o estudo de portadores em populacdes fechadas como de creches.
Realizacdo de estudos em neonatos, inclusive prematuros e em criangas vacinadas,
para pesquisa da incidéncia dos HINT (Hib?) diante da suspeita clinica de

pneumonia e outras infecgdes respiratorias.
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Considerando os resultados obtidos neste estudo quanto a susceptibilidade do Hi aos
antimicrobianos, esta indicada sua avaliacdo incluindo outros antibidticos como
quinolonas e novas cefalosporinas, visando 0 monitoramento no pais.

Fomento a projetos integrados aos LACENS de capacitagdo do SUS para
isolamento e identificacdo de Hi abordando o uso de técnicas fenotipicas e
moleculares para transferéncia dessas metodologias e sua aplicacdo a rotina,
visando a promover a qualidade da vigilancia das infecgdes por Hi com
monitoramento das cepas.

Dar continuidade ao presente estudo abrangendo todas as regibes brasileiras,
visando a estabelecer correlagdes entre a distribuicdo geografica e aspectos clinicos
da infeccdo, incluindo forma clinica, resposta terapéutica, letalidade e historia
vacinal dos pacientes, com cepas isoladas e clones identificados por métodos
moleculares utilizados para tipagem e monitoramento como PFGE (Pulsed-Field
Gel Electrophoresis / Eletroforese em Campo Pulsado) e MLST (Multilocus

Sequence Typing / Analise Multilocus de Sequéncias).
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7- ANEXOS

7.1- ANEXO 1:

DE ALMEIDA, A E. - VariacOes da Sensibilidade das Bactérias aos Antimicrobianos:
O Comportamento de Cepas de Haemophilus influenzae — antes e ap6s a vacinagdo com a
vacina contra o Hib. (Palestrante) I Simpdsio de Multirresisténcia Bacteriana, UFPE —
dezembro 2002.
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7.2 - ANEXO 2:

ALMEIDA, A. E.C.C. et al — Estudo das cepas de Haemophilus influenzae circulantes no
Rio de Janeiro. Avaliacdo dos sorotipos mais frequentes apés o emprego da vacina
conjugada contra o Haemophilus influenzae tipo b (Hib). | SIMBRAVISA - Simpdsio
Brasileiro de Vigilancia Sanitéria - Revista Brasileira de Epidemiologia, Brasil, p. 86, 2002.
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7.3—-ANEXO 3:

ALMEIDA, AEE.C.C. et al — Controle de Qualidade da vacina conjugada contra o
Haemophilus influenzae tipo b (Hib). Ensaio de identidade do polissacarideo capsular b.
Comparacdo de Métodos. | SIMBRAVISA - Simpdsio Brasileiro de Vigilancia Sanitéria -
Revista Brasileira de Epidemiologia, Brasil, p.96, 2002.
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7.4- ANEXO 4:

ALMEIDA, A.E.C.C. et al — Estudo de cepas de Haemophilus influenzae isoladas no
Brasil no periodo de 1990 a 2003. IV Bienal de Pesquisa da FIOCRUZ, Brasil , n.159,
2004.

113

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

114

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

115

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

7.5- ANEXO 5:

DE ALMEIDA, A.E.C.C. ; MARZOCHI, K.B.F. Doencas por Haemophilus. In:LOPES,
A. C., (Ed). Clinica Médica. Sédo Paulo: Rocca, [s.d.]. No prelo.
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Abstract

Few vaccines in history have induced such a dramatic decline in
incidence over such a short period of time as the Haemophilus
influenzae type b (Hib) conjugate. This vaccine was introduced in
1988 in the United States, but only in 1999 was Hib immunization
introduced by the Brazilian Ministry of Health as part of the routine
infant National Immunization Program. The authors analyzed 229 H.
influenzae (Hi) isolates from Public Health Laboratories in three
Brazilian states: Pernambuco (Northeast, N = 54), Santa Catarina
(South, N =19), and Rio de Janeiro (Southeast, N = 156). The isolates
were collected from Brazilian children 0-10 years of age with menin-
gitis and other infections from 1990 to 2003 and were part of the
research collection of the National Institute of Quality Control in
Health, FIOCRUZ. Bacterial strains were characterized by serotyping
and biotyping. During the pre-vaccination period the prevalence
infection due to Hib was of 165 isolates and only 2 non-b Hi among all
the notified meningitis infections caused by Hi. Our results showed a
significant decrease in the prevalence of Hib meningitis from 165 to
33 isolates after 1999. However, during the post-vaccination period of
2001-2003 we observed an increase in the number of non-b Hi
isolates: only 2 non-b strains isolated from 1990 to 1999 and 29 from
1999 to 2003. Based on the present data, the authors emphasize the
need for more sensitive epidemiological and bacteriological studies
aiming the improvement of the available Hib vaccine, in order to
protect the susceptible population to infections due to other serologi-
cal types of Hi and the reevaluation of immunization schedules used
by the National Immunization Program.

Key words

« Haemophilus influenzae

« Haemophilus influenzae
non-b

« Hib conjugate vaccine

« Immunization

« Hib meningitis

In Brazil, during the pre-vaccination pe-
riod from 1990 to 1999, the coefficient of
incidence (annual mean) of Haemophilus
influenzae type b (Hib) meningitis in chil-
dren up to 1 year and up to 4 years of age was

22.3 and 8.8 cases per 100,000 inhabitants,
respectively (CENEPI, FUNASA, Brazilian
Ministry of Health). The lethality rates in
these age groups were 19.9 and 17.1%, re-
spectively. In August 1999, the Hib conju-
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gate vaccine was introduced by the Brazilian
Ministry of Health as part of the routine
infant National Immunization Program. Chil-
dren aged <1 year were scheduled to receive
3 vaccine doses given at 2-month intervals.
The vaccination schedule followed in Brazil
does not include the booster dose after 12
months. Children aged 12-23 months were
scheduled to receive a single vaccine dose.
Data from the Brazilian National Health
Foundation/National Immunization Program
(FUNASA/PNI/Ministry of Health) show that
in 2002 and 2003, 92.91 and 95.99% of
eligible children received the vaccine, re-
spectively (1). Before the advent of Hib
vaccination, pediatric invasive H. influenzae
(Hi) disease was caused almost exclusively
by Hib isolates. After the implementation of
vaccination, serotype b disease decreased,
and it has been predicted that after the eradi-
cation of Hib, other Haemophilus serotypes
and non-typeable strains could become rela-
tively more important (2,3).

The current study was based on a collec-
tion of 229 Hi strains isolated from Brazilian
children from 1990 to 2003. We analyzed Hi
strains (198 serotype b and 31 non-b strains)
isolated from pediatric patients with menin-
gitis (N = 189), septicemia (N = 3) and
bronchial secretion (N = 37). Clinical iso-
lates were part of the research collection of
the National Institute for Quality Control in
Health (INCQS) at the Oswaldo Cruz Foun-
dation (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Bra-
zil. The Institute has monitored the evolution
of phenotypic and genotypic characteristics
of Hi strains before and after the introduc-
tion of the Hib vaccine by the National Im-
munization Program. The Institute receives
clinical isolates from different regions of
Brazil, mainly from the Regional Public
Health Laboratories of Pernambuco (North-
east, N = 54) and Santa Catarina (South, N =
19) and from two other Public Health Labo-
ratories in Rio de Janeiro (Southeast, N =
156), Fernandes Figueira Institute, FIOCRUZ
(N =46) and Sao Sebastiao State Institute of
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Infectology, State Secretary of Health (N =
110). Reference strains of Hi serotypes a to f
were obtained from the Reference Culture
Collection of the INCQS/FIOCRUZ. All ref-
erence strains were originally from the Ameri-
can Type Culture Collection (USA).

H. influenzae isolates were confirmed by
Gram staining, recognition of typical mor-
phology after growing for 24 h in 5% CO, on
chocolate agar consisting of Mueller Hinton
agar base (Difco Laboratories, Detroit, M1,
USA) enriched with 10% defibrinated horse
blood and 1% IsoVitaleX. The biotyping
analysis scheme used was based on the pro-
duction of indole, ornithine decarboxylase,
and urease. Serotypes of Hi strains were
identified by reaction with monovalent anti-
sera (Difco) against the capsular antigens a,
b, ¢, d, e, and f. Non-typeable Hi strains were
determined by lack of agglutination against
any of the above-mentioned antisera (4,5).
Strains were stored at -70°C in supplemented
brain heart infusion broth containing 20%
glycerol.

The frequency of serotypes and source of
isolates are shown in Table 1. We note that
165 of 167 strains maintained in our collec-
tion from the pre-vaccination period (1990-
1999) are serotype b and only two are non-b
strains (type a). These strains were isolated
from children with meningitis aged one month
to 10 years. Of these, 94% (N = 157) were
from children under 5 years of age following
the introduction of Hib conjugate vaccine in
Brazil (1999). Thus, our findings show an
expected and rapid reduction in the number
of invasive Hib infections (from 165 to 33),
but other Hi serotypes and non-typeable
strains showed increased isolation rates com-
pared to the pre-vaccination period (Table
1). Based on data from the Brazilian Na-
tional Health Foundation (FUNASA/Minis-
try of Health), following the introduction of
Hib conjugate vaccine, the incidence of Hib
meningitis in Brazil decreased by 83% in 2
years, from 1368 cases in 1999 to 234 cases
in 2001 (1).
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During the period from 2001 to 2003, we
observed the appearance of other serotypes
(non-b Hi) as well as an upward trend in both
type b and non-typeable Hi. In Brazil no
epidemiological pattern has been determined
for the country as a whole, suggesting differ-
ences in the quality of meningitis surveil-
lance programs in each Brazilian geographic
area (6). The Hib strains causing invasive
disease during this period may be represen-
tative of the pool of strains circulating among
carriers, or they may have been a subset of
these carrier strains. It is also possible that
the invasive strains were introduced from an
unrecognized source. It is therefore of inter-
est to determine differences between inva-
sive and carrier Hib strains. Invasive Hi dis-
ease is now associated primarily with non-
typeable Hi or with Hi of capsule types a, c,
d, e, and especially f (4). An adequate epide-
miological surveillance system would be
helpful to evaluate the role of these non-b Hi
and non-typeable Hi strains as significant
pathogens showing an increase in isolation
rates.

It is important to determine the potential
pathogenicity of Hi strains by encouraging
the use of molecular typing methods for
molecular epidemiology studies based on
geographic origin and isolation periods. It is
also important to investigate associations
between the types/biotypes and clinical mani-
festations and age groups during the post-
vaccination versus the pre-vaccination pe-
riod. We call attention to the fact that severe
forms of disease are still present during the
post-vaccination period. Table 1 shows that,
despite the drastic decrease of reported cases
between the pre-vaccination (1990-1999) and
post-vaccination (2001-2003) periods, 22 out
of 25 strains isolated from meningitis and
septicemia were type b, 1 was type a, 1 type
¢, and 1 type d. There are few publications
about Brazilian Hib strains, and one of the
latest studies examining strains isolated in
the Northeast region of Brazil showed an
increase in type a isolates after vaccination

against Hib (7,8).

Recent studies show an increase of non-
b Hi isolates, suggesting possible serotype
replacement, a potential concern for public
health surveillance, since so far there are no
vaccines available against serotypes a, c, d,
e, and f (4,5,9). Other studies show the re-
emergence of Hib strains among vaccinated
patients in different countries, despite the
different vaccination strategies used in their
respective Immunization Programs (10,11).
Some reports have described increased rates
of non-b Hi invasive disease in regions where
Hib conjugate vaccines have been used
(12,13) and outbreaks of Hib disease have
been reported (14). Results reported by the
Centers for Disease Control show that be-
cause Hib vaccines protect against type b
and not against other Hi strains, serotyping
of all Hi isolates from patients with invasive
disease is necessary to monitor the effective-
ness of the vaccination program and the
national progress towards Hib elimination.
Serotype information is needed to measure
the sensitivity of the surveillance system and
to detect the emergence of invasive disease
from non-type b Hi strains (15).

Biotyping of Hi isolates can be used for
epidemiological research purposes, but it is
of minor value for patients. Likewise, bio-
types I and Il were the most prevalent among
invasive strains. Biotype I, serotype b, for
instance, is often associated with severe

Table 1. Frequency distribution of source of isolates
lus influenzae strains isolated from 1990 to 2003.

779

and serotypes of 229 Haemophi-

Year of isolation Source Serotypes

CFS B BS a b € d e f NT
1990-1999 167 0 0 2 165 0 0 0 0 0
2001 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0
2002 9 2 16 0 14 0 1 1 1 10
2003 10 1 21 8 16 8 2 0 0 8
Total 189 3 37 5 198 8 3 1 1 18

82.5% 1.3% 16.2% 2.2% 86.5% 1.3% 1.3% 0.4% 0.4% 7.9%

CFS = cerebrospinal fluid; B = blood; BS = bronchial secretion; NT = non-typeable.
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Table 2. Frequency distribution of biotypes of 165 Haemophilus influenzae strains

isolated from 1990 to 2003.
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lating strains and their temporal evolution.
The continued monitoring of all invasive

Year of isolation Biotypes

infections caused by Hi in Brazil is impera-
tive in order to provide accurate epidemio-

logical data that will permit more effective

FUNASA - Boletim Eletronico Epidemioldgico. http://www.funasa.
gov.br. Accessed June 12, 2003.
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Abstract

Antimicrobial susceptibility was determined for 174 Haemophilus influenzae strains collected from patients with infection before and
after vaccination against Hib (1990-1999 and 2000-2003, respectively) from 4 public health -laboratories in 3 Brazilian states. All strains
were characterized for serotype and {-lactamase production and in vitro activity of the following antimicrobial agents: -ampicillin,
amoxicillin/clavulanate, ceftriaxone, rifampin, chloramphenicol, and trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX). Minimum inhibitory
concentrations were determined according to the guidelines of the National Committee for Clinical Laboratory Standards. Overall, ampicillin
resistance was observed in 29 strains (17%), all p-lactamase producers. All isolates were susceptible to amoxicillin/clavulanate and
ceftriaxone. The prevalence of TMP-SMX-resistant isolates increased from 32.6% in the period 1990-1999 to 65.8% during the period
2000-2003. Among these isolates, 10.0% and 12.5% were resistant to ampicillin and chloramphenicol, respectively. Resistance to rifampin
was detected in 8.2% and 9.7% of the strains, in 2 periods, respectively. Continued surveillance is necessary to monitor trends with the
H. influenzae disease in Brazil.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Haemophilus influenzae; Antimicrobial susceptibility; Hib vaccine; Brazil

1. Introduction than 5 years has declined dramatically (Adams et al., 1993;
CDC, 2002). In Brazil, during the prevaccination period,
from 1990 to 1999, the incidence coefficient (annual mean)
of H. influenzae type b meningitis in children aged up to
1 year and up to 4 years were 22.3 and 8.8 cases per 100.000
inhabitants, respectively (FUNASA, 2003). The lethality
rates among these age groups were 19.9% and 17.1%,
respectively. In August 1999, the H. influenzae type b
conjugate vaccine was introduced as part of the routine
National Immunization Program in Brazil, under the
Ministry of Health. Children aged <1 year were scheduled
to receive 3 vaccine doses given at 2-month intervals. The
actual vaccination schedule followed in Brazil does not
include the booster shot after 12 months. Children aged
mespon ding author. Tel.: +55-21-3865-5236; fax: +55-21-2290- 12-23 months were scheduled to receive a single vaccine
0915. dose. Data from the Brazilian National Health Foundation/

E-mail address: eugenio@incgs.fiocruz.br (A.E.C.C. de Almeida). National Immunization Program (FUNASA /PNI/Ministry

Haemophilus influenzae is a pathogenic Gram-negative
bacterium responsible for a wide variety of infections in
both children and adults, from bronchitis to meningitis.
H. influenzae is classified into 2 major groups: typeable
(encapsulated) and nontypeable (nonencapsulated) strains.
Six capsule serotypes have been described (a—f) by Pittman
et al. (1931), Satola et al. (2003), and Campos et al. (2004).

With the widespread use of H. influenzae type b
conjugate vaccines in the United States starting in 1988
(Adams et al., 1993; LaClaire et al., 2003), the incidence of
invasive type b H. influenzae disease in children younger

0732-8893/$ — see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.diagmicrobio.2005.08.001



58 A.E.C.C. de Almeida et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 54 (2006) 57—62

of Health) show that in 2002 and 2003, 92.91% and 95.99%,
respectively, of eligible children received the vaccine.

Before the advent of H. influenzae type b vaccination,
pediatric invasive H. influenzae disease was caused almost
exclusively by H. influenzae type b isolates. After the
implementation of vaccination, serotype b disease de-
creased, and it has been predicted that after the eradication
of H. influenzae type b, other Haemophilus serotypes and
nontypeable strains could become relatively more important
(Heath et al., 2001; Miihlemann et al., 1996; De Almeida
et al., 2005). The advent and widespread use of the protein-
conjugated type b capsular polysaccharide H. influenzae
vaccine have largely eliminated the risk of life-threatening
infections due to encapsulated type b strains (Black et al.,
1992), but localized infections caused by nonencapsulated
H. influenzae strains remain frequent. Antimicrobial resis-
tance has emerged in both H. influenzae and Streptococcus
pneumoniae, and effective patient management requires
physicians to be aware of the patterns and clinical
significance of antibiotic resistance in these pathogens. This
knowledge is obtained, for the most part, from periodic
systematic epidemiologic surveillance studies (Jacobs et al.,
1999; Mendes et al., 2004).

An adequate identification of the etiological agent is
therefore important, as well as the correct specific antibiotic
therapy for each case, because antimicrobial resistance
among clinical isolates of H. influenzae has become an
increasingly prevalent problem (Doern et al., 1986). In
addition, in many countries, antibiotics are frequently used
in patients before diagnostic testing and, in some cases, the
clinical practice for the diagnosis of suspected meningitis
does not dictate routine lumbar punctures. Moreover, many
children may not have access to medical facilities, and
diagnostic capabilities are often not available (Dominguez
and Daum, 2003; Russel et al., 2003).

For many years, ampicillin and/or chloramphenicol were
recommended for the treatment of meningitis in infants.
Between 1972 and 1974, the first ampicillin-resistant
H. influenzae isolates were reported in Europe and the
United States, and after that the prevalence of nonsuscep-
tible strains has increased and spread worldwide (Jacobs
et al., 1999; Jordans and Slack, 1995; Jorgensen, 1992). The
emergence of antimicrobial resistance in H. influenzae and
S. pneumoniae has been widely reported (Koeth et al.,
2004). The primary mechanism of aminopenicillin resis-
tance of H. influenzae is plasmid-mediated production of
p-lactamase. The prevalence of p-lactamase production also
varies by country, but seems to have reached a plateau in
recent years (Jones, 1999). The rate of P-lactamase
production of H. influenzae strains in Brazil has recently
been reported in the range of 10—13% (Sader et al., 1999).

The objective of this study is to determine the suscepti-
bility to different antimicrobial agents of H. influenzae
isolated from children to verify the possibility of increas-
ing in the resistance during the prevaccination period
(1990-1999) and the postvaccination period (2000-2003),

with conjugate vaccine against Hib in 4 centers from
3 Brazilian regions.

2. Materials and methods

2.1. Organism collection

Clinical isolates were part of the research collection of
the National Institute for Quality Control in Health
(INCQS), at the Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ),
Brazil. The institute has monitored the evolution of
phenotypic and genotypic characteristics of H. influenzae
strains before and after the introduction of the H. influenzae
type b conjugate vaccine by the National Immunization
Program. The current study was based on a collection of
174 H. influenzae strains isolated from Brazilian children
from 1990 to 2003. INCQS receives clinical isolates from
different geographic regions of Brazil (States), mainly from
the regional public health laboratories in Pernambuco
(Northeast) (n = 49), Santa Catarina (South) (n = 19),
and Rio de Janeiro (Southeast), both from the Fernandes
Figueira Institute-FIOCRUZ (n = 43) and the Sao
Sebastido State Institute of Infectology—State Secretariat of
Health (n = 63).

We analyzed 98 H. influenzae strains isolated from
cerebrospinal fluid (CSF) during the prevaccination period
(1990-1999). The criteria used by public hospitals to collect
the clinical specimens from patients admitted to the regional
public health laboratories and sent to the laboratories of
Pernambuco, Santa Catarina, and Rio de Janeiro to be
immediately processed for this study were the following:
patients aged 0-5 years presenting symptoms of bacterial
meningitis were submitted to lumbar puncture for the
collection of CSF, which was cultured on chocolate brain—
heart infusion agar plates (Difco Laboratories, Detroit, MI),
supplemented with 10% defibrinated horse blood and 1%
IsoVitaleX (BBL Microbiology Systems, Cockeysville,
MD), Gram stained, and tested for bacterial antigens by
Slidex méningite-Kit 5 (bioMerieux, Marcy 1’Etoile, France)
to confirm Hib.

After 1999, during the postvaccination period, localized
infections caused by nonencapsulated and other H. influen-
zae serotypes have been one of the most important causes of
respiratory tract infections (RTIs) in Brazil. Thus, new
criteria were included to H. influenzae infection in this
study, not only the growth of H. influenzae from a normally
sterile site, for example, blood culture or CSF, but also the
inclusion of patients who were admitted with symptoms of
RTI: the etiology was established by isolates cultured from
patients with bronchial secretion obtained during bronchoal-
veolar lavage of vulnerable populations, such as broncho-
pneumonia in the exacerbations of chronic bronchitis, and
sputum culture was obtained from a deep cough (tracheo-
bronchial sputum). Patients with a history of antibiotic
therapy and those currently receiving antibiotics were
excluded. Patients with infections that include otitis media
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Table 1

Correlation and frequency of source of 174 H. influenzae strains isolated in 1990-2003

Source of clinical specimens

No. of H. influenzae strains isolated and serotypes (a—f) by year of isolation

1990-1999 2000 2001 2002 2003
Sterile (n = 127)
CSF (n = 124) a=2,b=096 b=4 b=3 b= a=1b=8c=1
Blood Culture (n = 3) 0 0 0 b=1c=1 b=1
Nonsterile (n = 47)
Bronchial secretion (n = 37) 0 0 0 b=5d=1,¢e=1; a=2b=7c¢c=2;
f=1;NT =38 d=1,;e=1;NT =38
Sinusitis (n = 2) 0 0 0 0 c=1d=1
Sputum (n = 7) 0 0 0 a=1;b=5NT=1 0
Middle ear infection (n = 1) 0 0 0 NT =1 0
Total 98 4 3 35 34
% 56.3 2.3 1.7 20.1 19.6

NT = nontypeable.

and acute suppurative sinusitis: the etiology of patients with
acute suppurative sinusitus and otitus media infections was
established by culture of paranasal sinus and middle ear
fluid, respectively. These isolates were bronchial secretion
(n = 37), sputum (n = 7), middle ear fluid (n = 1), and
paranasal sinuses fluid (n = 2). In addition, H. influenzae
strains were isolated from CSF (n = 26) and blood culture
(n = 3) as shown in Table 1. From the 174 H. influenzae
strains isolated during the pre- and postvaccination period,
139 were serotype b and 35 were non-serotype b.

During the postvaccination period, these isolates were
collected between October 1999 and December 2003 from
76 children aged <10 years, and all serotype b strains were
isolated from unvaccinated or partially vaccinated children.
Isolates from patients admitted to public hospitals were
included, like prevaccination period, but only from speci-
mens collected within 48 h of admission. Clinical specimens
were sent to the regional public health laboratories of
Pernambuco, Santa Catarina, and Rio de Janeiro, where
primary isolation was performed by inoculation on selective
medium consisting of chocolate brain—heart infusion agar
plate (Difco), supplemented with 10% defibrinated horse
blood and 1% IsoVitaleX (BBL), with 300 mg/L bacitracin.
The isolates were identified by Gram staining and typical
morphology on chocolate agar plates. H. influenzae serotype
b was characterized by Slidex méningite-Kit 5 (bioMerieux).
All the other serotypes were characterized by slide
agglutination serotyping with polyvalent antiserum (Difco).

During the pre- and postvaccination period, all
H. influenzae isolates were sent to INCQS. At this institute,
the isolates were confirmed as H. influenzae through Gram
staining and recognition of typical morphology, after
growing for 24 h in 5% CO, on chocolate agar consisting
of Mueller—Hinton agar base (Difco), enriched with 10%
defibrinated horse blood and 1% IsoVitaleX (BBL). Sero-
types of H. influenzae strains were identified by reaction
with monovalent antisera (Difco) against the capsular
antigens a, b, ¢, d, e, and f. Nontypeable H. influenzae
strains were determined by lack of agglutination against any
of the above-mentioned antisera (Campos, 1999). Reference

strains of H. influenzae serotypes a—f were obtained from the
Reference Culture Collection at the INCQS/FIOCRUZ and
were stored at —70 °C in supplemented brain heart infusion
broth containing 20% glycerol. All the reference strains were
originally from the ATCC (Manassas, VA).

2.2. Antimicrobial susceptibility testing

All strains were subcultured twice on chocolate agar
plates consisting of Mueller—Hinton agar base (Difco)
enriched with 10% defibrinated horse blood and 1%
IsoVitaleX (BBL) and incubated at 37 °C in 5% CO, for
18-24 h before testing. minimum inhibitory concentrations
(MICs) of antimicrobial agents were determined as described
by the National Committee for Clinical Laboratory Stand-
ards (NCCLS, 2000; Reynolds et al., 2003) by the agar
dilution plates method using Haemophilus test medium agar,
supplemented with 15 pg/mL of bovine hematine, 15 ng/mL
of NAD, and 15 pg/mL of yeast extract (Difco), containing
one of the following antimicrobial agents at a 2-fold dilu-
tion: 1-64 pg/mL ampicillin, 1/1-16/8 pg/mL amoxicillin/
clavulanate, 0.06-4 pg/mL ceftriaxone, 0.125-16 pg/mL
rifampin (Sigma Chemical, St. Louis, MO), 0.125-16 ng/mL
chloramphenicol (United States Pharmacopeia—INCQS/
FIOCRUZ, Brazil), and 0.125/0.59-16/152 pg/mL trimeth-
oprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX; INCQS/FIOCRUZ,
Brazil). The quality control organism was H. influenzae
ATCC 49247, which was used in every assay; results were
only accepted when the reference strain MIC values were in
the range specified by NCCLS (2000).

The production of P-lactamase was determined by the
chromogenic cephalosporin method (O’Callaghan et al.,
1972) using reconstituted lyophilized nitrocefin (Glaxo
87/312 Glaxo Research, Unipath, Hampshire, UK).

3. Results

The prevalence of serotypes is shown in Table 1. We
note that 96 of 98 strains from the prevaccination period
(1990-1999) were serotype b and only 2 were non-serotype
b strains (2 type a), isolated from meningitis cases in children
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Table 2
Distribution of P-lactamase—positive strains of 174 H. influenzae isolated
from 1990 to 2003 in 3 Brazilian states

States 1990-1999 2000-2003
No. of p-Lactamase—  No. of p-Lactamase—
strains positive (%) strains positive (%)
isolated isolated
Rio de Janeiro 55 12.3 51 53
(Southeast)
Pernambuco 30 4.1 19 7.9
(Northeast)
Santa Catarina 13 1.0 06 2.6
(South)
Total 98 17.4 76 15.8

1 month to 10 years of age. Of these, 92 (94%) were from
children younger than 5 years before the introduction of
H. influenzae type b conjugate vaccine in Brazil (1999).
Thus, our findings showed an expected and rapid reduction
in the number of invasive H. influenzae type b infections
in the postvaccination period after 1999, but other
H. influenzae serotypes and nontypeable strains showed
increased isolation rates as compared with the prevaccination
period (2 of 33). However, major expression of serotype b
(39 out 96) is still observed.

Based on data from the Brazilian National Health
Foundation (FUNASA/Ministry of Health), after the intro-
duction of H. influenzae type b conjugate vaccine, the
incidence of H. influenzae type b meningitis in Brazil
decreased 83% in 2 years, from 1368 cases in 1999 to 234
cases in 2001. The susceptibility of H. influenzae to the
antibiotics tested is shown in Tables 2 and 3.

Of the 174 isolates collected in our study, 17 (17.4%)
and 12 (15.8%) in the pre-and postvaccination periods,
respectively, were P-lactamase—positive by the nitrocefin—
chromogenic cephalosporin method (O’Callaghan et al.,
1972) (Table 2). Overall, ampicillin resistance observed
among those 29 strains showed MICy, values of 32 and
8 ng/mL, respectively. All the B-lactamase—negative isolates
were fully or intermediate-susceptible to ampicillin. It is of
note, however, that 100% of the H. influenzae strains were
susceptible to amoxicillin/clavulanate and ceftriaxone. The

Table 3

MIC ranges and the MICsq and MICy, for all strains are
shown in Table 3.

The susceptibility values for chloramphenicol and
rifampin were 80.6% and 86.7%, respectively, among
strains isolated from 1990 to 1999; during the postvaccina-
tion period the susceptibility of the 72 isolated H. influenzae
type b was 87.5% for both agents. One should note that the
MICy, for 9.7% of strains tested against rifampin was very
high (=4 pg/mL) (Table 3).

The highest prevalence of TMP-SMX-nonsusceptible
strains (21.1% intermediate, 65.8% resistant) was found
in the period of 2000-2003, whereas in the prevaccina-
tion period (1990-1999) it was 24.5% and 32.6%, respec-
tively (Table 3).

4. Discussion

The recent increased resistance of the major respiratory
pathogens H. influenzae and S. pneumoniae to oral
antimicrobial agents showed the need to reevaluate treat-
ment options for RTIs (Green and Wald, 1996; Dowell
et al., 1998).

The WHO and the Brazilian Ministry of Health have
recommended TMP-SMX as a first-line drug because of its
lower costs and easy dosage (WHO, 1995) for empiric
treatment of most cases of RTIs, including pneumonia. The
present study showed a high resistance rate of 65.8% for
TMP-SMX in isolates of H. influenzae during the postvac-
cination period (2000-2003), when a decrease in the
number of meningitis cases due to H. influenzae (mainly
type b) was observed together with an increased isolation of
H. influenzae non-type b causing other infections such as
bronchitis, otitis, sinusitis, and others. Hammitt et al. (2005)
showed that non-type b H. influenzae is an uncommon
cause of invasive disease in children. However, with the
decline of Hib disease, the relative importance of infections
caused by nonencapsulated and non-type b encapsulated
H. influenzae has increased as observed in the present
study. The greatest incidence found (45%) was among
H. influenzae types a, b, ¢, d, and nontypeable, isolated from
bronchial secretion, with 19% from the Rio de Janeiro state

Summary of MIC and MIC interpretation data of 174 isolates of H. influenzae isolated from pediatric patients in Brazil in the 1990—-1999 and 20002003

periods

Antimicrobial agents 1990-1999 (n = 98)

2000-2003 (n = 76)

MIC (png/mL)

Isolates that were (%)

MIC (pg/mL) Isolates that were (%)

Range 50% 90% S I R Range 50% 90% S 1 R
Ampicilin 1-64 1 32 76.5 6.2 17.3 1-64 1 8 77.7 6.5 15.8
Amoxicillin/clavulanate  1/1-16/8 1 1 100 — — 1/1-16/8 1 1 100 - -
Ceftriaxone 0.06-4.0 0.5 1 100 - - 0.06-4.0 0.5 1 100 - -
Chloramphenicol 0.125-16 1 16 80.6 — 19.4  0.125-16 1 16 875 - 12.5
Rifampin 0.125-16 0.5 8 86.7 82 0.125-16 0.5 8 87.5 2.8 9.7
TMP-SMX 0.125/0.59-16/152  1/38  16/152 429 245 32.6  0.125/0.59-16/152 8/76  16/>152 13.1 211 65.8

S = susceptible; I = intermediate; R = resistant. Interpreted using NCCLS (2000).
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alone. Only 2 type b H. influenzae strains were isolated
from CSF and septicemia, respectively, from the Pernam-
buco state (Tables 1 and 3). According to Mendes et al.
(2004), resistance to antimicrobial agents in Brazil was
>40% during the period of 1997-2002 with H. influenzae
Brazilian isolates. In addition, De Andrade et al. (2001)
showed that in the last decade there has been an “epidemic
use” of TMP-SMX in patients with HIV infection, which
could have also potentially contributed to the increased
overall resistance among H. influenzae isolates. Our
data suggest the need to determine the resistance to TMP-
SMX and monitor the incidence of H. influenzae in
acute respiratory infections and other diseases where
H. influenzae is frequently the etiologic agent.

The overall prevalence of H. influenzae with decreased
susceptibility to ampicillin observed in our study was higher
than the one reported for Brazil (Mendes et al., 2004). Reis
et al. (2002) showed that from 150 H. influenzae isolates
from Salvador (Brazil), 10 (6.7%) patients developed
meningitis due to antibiotic-resistant strains routinely used
for the prophylactic treatment of bacterial meningitis in
Brazil. However, our results show that there was a little
reduction in ampicillin- and chloramphenicol-resistant
strains after the vaccination with H. influenzae isolates.
It is important to note that isolates from the Pernambuco
state showed the highest MIC values for chloramphenicol
(>16 pg/mL) and ampicillin (>64 pg/mL). All these
isolates were 3-lactamase—positive. It is therefore extremely
important for health authorities to keep monitoring the
possible emergence of resistant strains to those antibiotics.

In Brazil, in the last years, the growth of tuberculosis
cases has contributed to the increased use of rifampin as a
prophylactic drug, which can also have potentially contrib-
uted to rifampin resistance found among the strains isolated
from 1990 to 2003 in the 3 states studied (Pernambuco, Rio
de Janeiro, and Santa Catarina). This resistance showing
MIC values >8 pg/mL among H. influenzae isolates
indicates the necessity to continue the surveillance program.

Because all isolates of H. influenzae strains were
susceptible to amoxicillin/clavulanate and ceftriaxone, we
conclude that these antimicrobial agents could be an option
for the treatment of H. influenzae disease for patients with
suspected H. influenzae infections.

In short, our results show that there is an urgent need
for periodic surveillance of antibiotic resistance profiles
in developing countries. Prophylactic measures such as
H. influenzae type b conjugate immunization have been
highly effective, but H. influenzae type b and especially
H. influenzae non-type b isolates have not yet been totally
eliminated. It is expected that the H. influenzae type b
carriage will be maintained until the herd immunity levels
are sufficient to avoid transmission (Bokermann et al., 2003).
These findings also emphasize the need for close clinical and
epidemiologic surveillance by improving bacteriologic
services in public health laboratories, as well as the need to
review the present antibiotic therapies used in Brazil.
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Abstract

In this study we reported the molecular characterization of 235 Haemophilus influenzae
(Hi) strains collected from children with meningitis, septicemia, bronchial secretion,
sinusitis, sputum and middle ear infection, before and after vaccination against H.
influenzae b (Hib) (1990-2003) from three Brazilian states: Pernambuco, n=54, Rio de
Janeiro, n=162, and Santa Catarina, n=19. Our results showed that invasive non-type b
encapsulated and non-typeable (NT) Hi increased after 1999.The isolates were capsular
typed by slide agglutination serotyping (SAST) and serotypes were confirmed by PCR
assay. Comparison of the two methods showed some discrepancies. Seven of the isolates
characterized by SAST as NT were determined to be capsular type a (n=1), b (n=4), b’
(n=2) and 2 characterized as serotype d were identified as capsule type a by PCR. The
genetic diversity of invasive and non-invasive Hi strains was determined by ERIC-PCR.
Our data suggest that non-b Hi strains circulating in Brazil before and after vaccination,
show a recombining population structure, since strains belonging to different serotypes,
isolated from different geographic locations, at different time, clustered in the same
electrophoretic type. This feature was observed also, with strains isolated from different
clinical sources. According to the results achieved, we believe that two important aspects of
the circulating strains in Brazil, should be taken in account toward Hib elimination and
control of the non-b strains: (1) adequate determination of Hi capsular serotypes and (2)

monitoring of the circulating genotypes.
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INTRODUCTION

Before the introduction of highly immunogenic vaccines against Haemophilus influenzae
type b (Hib), this serotype was the leading cause of bacterial meningitis and a common
cause of other invasive infections in young children (Satola et al., 2003; Campos et al.,
2004). Six capsule serotypes of Haemophilus influenzae (Hi) have been described so far,
named a to f (Pittman, 1931). Invasive infections caused by non-serotype b encapsulated
Hi, are now less common than were Hib infections in the pre-vaccine era, but sporadic
infections with these organisms are well recognized and associated to morbidity and
mortality (Waggoner-Fountain et al., 1995; Slack et al., 1995; Kroll et al., 1996; Fickweiler
et al., 2004). These findings reinforce active surveillance studies suggesting that invasive
non-type b encapsulated and nontypeable Hi infections, have increased in recent years
(Mihlemann et al., 1996;Heath et al., 2001). Conventionally, Hi serotypes were identified
by slide agglutination serotyping (SAST) against six specific anti-sera (a to f), for each
capsular antigen. PCR has been used for serotyping Hi strains, showing more sensitivity
and specificity when compared with SAST (Falla et al., 1994; Hidalgo et al., 2003; La

Claire et al., 2003).

In August 1999, Hib conjugate vaccine was introduced as part of the routine infant National
Immunization Program in Brazil, under the Ministry of Health. The immediate response to
this action, was the dramatic decrease of invasive infections due to serotype b. Based on
data from the Brazilian National Health Foundation (FUNASA/Ministry of Health),
following the introduction of Hib conjugate vaccine, the incidence of Hib meningitis in
Brazil decreased 83% in 2 years, from 1368 cases in 1999 to 234 cases in 2001(FUNASA,

2003). However, recent studies with Brazilian Hi strains showed an increase of type a and
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other serotypes isolated after vaccination against Hib (Ribeiro et al., 2003; Simdes et al.,

2004; de Almeida et al., 2005).

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) has been used for
molecular typing of several pathogens (Versalovic et al., 1991, 1994;de Bruijn, et al.,
1992). Recently, ERIC elements were found in the genome of other organisms than
enterobacteria, such as H. influenzae (Hulton et al,1991; Hood et al., 1996;van Belkum et
al., 1994, 1998). In our study we used ERIC-PCR to determine the genetic relation of
strains isolated from different locations, at different time before and after the introduction

of the conjugate vaccine against Hib.

The aim of the present study is to show the progress achieved toward Hib elimination after
the introduction of the Hib conjugate vaccine, but also to attract attention to the importance
of the continuous surveillance of Hi disease, monitoring possible changes in the
epidemiology of Hib, allowing the replacement of their ecological niche by non-type b

strains.
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METHODS

Bacterial isolates. Clinical isolates were part of the research collection of the National
Institute for Quality Control in Health (INCQS), at the Oswaldo Cruz Foundation
/[FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil. We analyzed 235 Hi strains isolated from Brazilian
children from 1990 to 2003, 9 years before and 4 years after the introduction of the
conjugate vaccine. The strains analyzed were isolated from different geographic regions of
Brazil (States), mainly from the Regional Public Health Laboratories of Pernambuco (PE)
state (northeast, n=54), Santa Catarina (SC) state (south, n=19) and Rio de Janeiro (RJ)
state (southeast, n=162). All Hi isolates were confirmed as Haemophilus influenzae through
Gram staining and recognition of typical morphology after growing for 24h in 5% CO, on
chocolate agar consisting of Mueller Hinton agar base (Difco Lab, Detroit, MI, USA),
enriched with 10% defibrinated horse blood and 1% IsoVitaleX (BBL Microbiology
Systems, Cockeysville, MD, USA). Serotypes of Hi strains were identified by reaction with
monovalent antisera (Difco) against the capsular antigens a, b, c, d, e, and f. Non-typeable
Hi strains were determined by lack of agglutination against any of the above-mentioned
antisera (Campos, 1999). Reference strains of Hi serotypes a to f, were obtained from the
Reference Culture Collection at the INCQS/FIOCRUZ. All the strains used in this study

were freeze-dryed and stored at —20°C.

DNA extraction and purification. After growth in chocolate agar at 37°C in a 5% CO;
atmosphere for 24 hours, ten colonies of H. influenzae strains were scraped from agar plates
and DNA was extracted using the “Dneasy Tissue Kit” (QIAGEN, Hilden, Germany),

according to manufacturer instructions.
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Confirmation of serotype and detection of capsule gene by PCR. After SAST all Hi isolates
were subjected to PCR as previously described (Falla et al., 1994). Briefly, we used primers
directed to the bexA region (HI-1 and HI-2). Subsequently, PCR with six pairs of primers
included al-a2, b1-b2, c1-c2, d1-d2, el-e2 and f1-f2 was performed for capsular typing (a
through f), for all the typeable strains in order to confirm serotypes. Each reaction was
performed in 25 i volume containing 1M of each oligonucleotide primer (Invitrogen,
USA) 2.5n of 10x Taq Buffer (Promega, Madison, USA), 4mM MgCl,, 10mM each dNTP
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.5U of Taq polymerase (Promega) and 1.5nm of DNA
template. The reaction mix was cycled 25 times at 95°C for 15 s, 60°C for 1 min (we used
57°C to serotype e), and 72°C forl min, followed by a final 10 min incubation at 72°C. In
further experiments, the non-typeable strains were subjected to PCR with primers b1 and
b2, which are specific for capsular type b, to detect type b” strains. A strain would be
considered to be type b’, if it shows a negative result by PCR with primers HI-1 and HI-2

and a positive result with primers bl and b2 (Falla et al, 1994).

ERIC-PCR and amplification conditions. ERIC-PCR was performed on the purified
genome DNA as previously described (van Belkum et al. 1994; Gomez-de-Leon et al.,
2000). Briefly, extracted DNAs were amplified by using primers outwardly directed to the
spacer regions between ERIC elements. Each reaction mixture included 35pmol of each
primer (ERIC 1R and ERIC 2; ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC and
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG, respectively). Each reaction was performed in 25
volume containing 1nM of each oligonucleotide primer (Invitrogen) 2.5m of 10x Taq

Buffer (Promega), 4mM MgCl,, 10mM each dNTP (Invitrogen), 0.5U of Taq polymerase
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(Promega) and 2.5 of DNA template. Samples were cycled 35 times at 94°C for 1 min,

52°C for 1 min, and 74°C for 4 min, followed by a final 10 min incubation at 74°C.

Analysis of polymerase chain reaction products. Ten nl of all PCR products were
resolved by 1% agarose gel electrophoresis at 60 V for 30 min and 80 V for 60 min in 0.5
Tris-borate-EDTA (pH 8.0). Gels were stained with 0.5 ng/mL ethidium bromide. Gel
images were digitalized with the Video Documentation System (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) and analyzed with BioNumerics software (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, Belgium).

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

RESULTS AND DISCUSSION

The correlation and frequency of source of the isolates are showed in Table 1. Table 2
shows the serotypes isolated in all infection processes with Hi. We noted that during the
pre-vaccination period (1990-1999) 155 out 159 strains were serotype b and only four (two
type a and two type c, respectively) were isolated. All isolates were from meningitis. In the
post-vaccination period (2000-2003) other Hi serotypes and non-typeable strains have been
isolated showing increased isolation rates when compared to the pre-vaccination period
(Tables 1 and 2). However, an important expression of serotype b (43 out 155) is still

observed.

After 1999, a decrease in the number of meningitis cases due to Hi type b (155 to 26) was
observed together with an increased isolation of Hi non-b causing other infections such as
bronchial secretion, sinusitis, sputum and middle ear infection. Table 1 and 2 show that
from 76 Hib and non-b isolates, 47 (62%) were from others sources and other serotypes not
frequently isolated in Hi infections. When results of SAST and PCR were compared, only 9
(3.8%) discrepant results between the two methods, were found. Isolates serotyped initially
by SAST, after PCR serotyping, showed the following results: a (n=2) identified by SAST
as serotype d, and 7 NT after SAST serotyping, were classified as a (n=1), b (n=4), b’
(n=2), by PCR (Table2). However, comparison between PCR and SAST showed that the
concordance was of 94.2%. The discrepancy found shows that wrong serotyping results,
could be associated with weak or slow reactions, which further demonstrate the
interpretation difficulties encountered by using SAST (Gonin et al 2000, CDC 2002a,b).
An increased in the incidence of Hia meningitis after initiation of Hib vaccination was

described in Brazil (Ribeiro et al., 2003) and others countries. Our results showed that in
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the pre and post vaccination periods, serotypes a and ¢ have been isolated from meningitis
(Table 1). Thus, unequivocal methods to assigning capsular type are required to monitor
infection due to uncommon serotypes (a, c, d, e and f). Expression of capsular
polysaccharide is not sufficient to detect non-b Hi by SAST. Figure 1 shows strains mutants
b” from clinical samples which initially were serotyped by SAST, as NTHi. Undoubtedly,
PCR assay showed much more sensitivity and specificity that SAST, but it is still an
expensive method to be established in public laboratories of developing countries, such as
Brazil. Using the slide agglutination method, the frequency of errors fell substantially when
standardized reagents, reference strains and routine quality control are followed during the
test according to LaClaire et al. (2003) and CDC (20023, b). When SAST is conducted
under a strict quality control program, it remains a sensitive and specific tool for serotyping
Hi. Adequate determinations of Hi capsular serotypes are an important step toward Hib

elimination and control of non-b strains.

Determination of genetic diversity

In order to determine the genetic diversity of the strains analyzed, we used the ERIC-PCR
method, to determine the genetic relation of strains isolated from different locations, at
different time before and after the introduction of the conjugate vaccine. ERIC sequences
appeared to be randomly repeated along the bacterial genome, but strains genetically
related showed the same intervals between these sequences. Recently, ERIC elements were
found in the genome of other organisms than Enterobacteria, such as H. influenzae (Hulton
etal.,, 1991; Hood et al., 1996) Although limited, our data suggest that Hi strains
circulating in Brazil before and after vaccination, show a recombining population structure,

since strains belonging to different serotypes, isolated from different geographic locations,
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at different time, clustered in the same electrophoretic type. This feature was observed also,
with strains isolated from different clinical sources. Dendrogram of Figure 2, shows the
overall relatedness of the majority of Hi strains used in this study. Even with a high cutoff
point of similarity (70%), each of the 4 clones generated, gather strains with different
epidemiological characteristics. Each clone has at least two strains with different serotypes,
one of which is a nontypeable strain and isolates from different periods (at least one from
the pre-vaccination and one from the post-vaccination periods). ERIC-PCR analysis of 35
Hib strains also showed a mixed population since serotype b strains isolated before and
after vaccination, were present in all the 4 clones generated (Figure 3). The analysis non-
type b strains, showed a higher genetic diversity than type b strains. In fact the dendrogram
of Figure 4 shows that a cutoff point of 70%, generated 7 different genotypes within 17
strains analyzed. The same cutoff point used in the dendrograms generated after ERIC
analysis of strains isolated from different states, showed that PE was the state with the
higher genetic diversity with 15 strains and 6 clones, while the other two states analyzed,
showed a more clonal population structure, since ERIC analysis of strains isolated from SC,
generated 2 clones within 13 strains and strains isolated from RJ, generated 3 clones within
23 strains (data not shown). When we analyze only non-typeable strains, the genetic
diversity is much higher even of that found with non-type b strains (which includes
serotypes a, ¢, d and NT), with less evidence of clonality. After analysis of 6 NT strains,
isolated in the post-vaccination period in the state of RJ, at the same cutoff point of 70%,
we found 5 different genotypes (Figure 5). Although the population structure of Hi was first
described as clonal (Musser et al., 1988), our results are in accordance with most recent
works where high genetic diversity of Hi has been found (Sacchi et al., 2005; Farjo et al.,

2004; Pettigrew et al., 2002; Gomez-de-Leon et al., 2000).
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The data here presented, show that the continued occurrence of non-b serotypes genetically
related with Hib strains, is an important issue that should be monitored to prevent increase
in disease due to serotype replacement. Also it is important to note the high genetic
diversity found among non-typeable strains which could be an important factor for the
acquisition of the capacity to express the capsular lipopolysaccharide, a major virulence
factor responsible for strain virulence. Another important question raised after PCR
serotyping, is the presence of b” mutant strains isolated from patients with invasive disease
which were serotyped by SAST as NT Hi. Such capsule-deficient mutant strains, could
rapidly revert to encapsulated H. influenzae due to immunologic pressure and cause
invasive disease. Finally, the high sensitivity and specificity of PCR-based serotyping
method, should be valuable for serotyping invasive H. influenzae strains in Brazil.
Although it is still an expensive method for developing countries, its use should be
encouraged in reference laboratories for monitoring the changes in the prevalence of H.

influenzae serotypes and for accurately estimating the impact of the Hib vaccine in Brazil.
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Tablel. Correlation and frequency of source of 235 H. influenzae strains isolated in 1990-2003.

Source of clinical Period of isolation
specimens
1990-1999 2000-2003

No. % No. %
Sterile (n=188)

*CSF (n=185) 159 67.7 26 11.1

Blood culture (n=3) 0 0 3 1.3

Non-sterile (n=47)

Bronchial secretion (n=37) 0 0 37 15.7
Sinusitis (n=2) 0 0 2 09
Sputum (n=7) 0 0 7 29

Middle ear infection (n=1) 0 0 1 04
TOTAL (%) 159 67.7 76 323

*CSF-Cerebrospinal Fluid
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Table 2. Correlation between the results of SAST method and PCR capsule
typing results for 235 H. influenzae strains isolated from 1990 to 2003.

Serotyping results by PCR

Serotype N° of isolated Agreement with Disagreement with
by serotype by SAST SAST
SAST periods
N° % Typeable %
1990-1999 2000-2003 and NT

a (n=8) 2 6 8 100 0 0
b (n=198) 155 43 198 100 0 0
¢ (n=9) 2 7 9 100 0 0
d (n=3) 0 3 1 33 28 67
e (n=1) 0 1 1 100 0 0
f (n=1) 0 1 1 100 0 0
NT(n=15) 0 15 8 53 7° 47
TOTAL 159 76 226 96.2 9 3.8

SAST: Slide agglutination tests

NT: Non-typeable strains

?Identified as capsule type a

®|dentified as capsule type 1(a), 4(b) and 2(b").
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Figure 1 —Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from b and b strains of
H. influenzae by using PCR primers HI-1, HI-2 (lanes 1 to 5) and b1, b2 (lanes 6 to 11).
Lane MW: 100bp molecular weight marker (Invitrogen); lanes 1, 3, 6 and 8: Hi mutant b
(clinical samples); lanes 2 and 7: reference strain ATCC 9007, serotype c; lanes 4 and 9:
reference strain ATCC 49247 (NT); lanes 5 and 11: negative control ; lane 10: reference
strain ATCC 10211, serotype b.
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Figure 2. ERIC-PCR analysis of Hi strains isolated from different Brazilian states before and after

vaccination. Columns from left to right are
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Figure 3. ERIC-PCR analysis of Hib strains isolated from different Brazilian states before and after
vaccination. Columns from left to right are: strain number, serotype, state and year of isolation.
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Figure 5. ERIC-PCR analysis of non-typeable Hi strains isolated from different Brazilian states before and
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after vaccination. Columns from left to right are: strain number, serotype, state and year of isolation.
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