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_Introdugéo

O Haemophilus influenzae (H. influenzae) é um microrganismo
Gram negativo cujo nicho ecoldgico € o trato respiratério humano. Para
além de colonizar a nasofaringe de pessoas saudaveis, o H. influenzae
€ normalmente responsavel por infecdes respiratorias e ainda infe¢des
invasivas graves como a meningite e a septicemia, principalmente
nas criancas (1), A presenca ou auséncia de capsula tem sido associada
a maior ou menor viruléncia das estirpes. As estirpes responsaveis por
infecOes invasivas possuem cépsula, ao contrario da maior parte das
estirpes isoladas de outras infe¢des ou de pessoas saudaveis. Estas
estirpes foram agrupadas em seis serotipos, designados de a-f.

_As estirpes capsuladas, nomeadamente as de serotipo b (Hib) eram,
até a introducédo da vacina conjugada, responsaveis pela maior parte
dos casos de infegao invasiva (%). A vacina para o Hib, licenciada em
Portugal em 1994 e incluida no Programa Nacional de Vacinagao (PNV)
no ano 2000 para administracéo a criangas até aos 5 anos de idade,
resultou na eliminacao da quase totalidade das infe¢des invasivas por
este serotipo nas populagdes onde a vacinagéo foi implementada (3 4).
Contudo, esta vacina ndo protege contra a infegéo invasiva por estirpes
nao capsuladas (NC) ou de serotipos ndo b sendo, atualmente, as
estirpes NC as responsaveis pela maior parte destas infegdes (5 6).
A vacinagdo tem também impacto na ecologia da colonizagéo do trato
respiratorio, assim como nos perfis de resisténcia aos antibiéticos.

_O Laboratdrio Nacional de Referéncia a Infecdes Respiratérias - Agentes
bacterianos, do Departamento de Doencas Infeciosas, INSA, IP,
tem como uma das suas fungdes principais, no &mbito da referéncia e
vigilancia, a monitorizagdo da infegdo (*) por H. influenzae, em estreita
colaborac&o com a Direccéo Geral de Satde e com o “European Center
for Disease Prevention and Control”, sendo responsavel por caracterizar
todas as estirpes isoladas de infe¢éo invasiva, divulgando os resultados
as Autoridades de Saude competentes.

_O objetivo deste estudo é monitorizar a infe¢ao a H. influenzae apés
a introducao da vacina Hib no nosso pais, através da caracterizagéo de
estirpes isoladas entre 2001 e 2012 de criangas em idade pré-escolar
(< ou =5 anos), dando destaque ao serotipo capsular e a resisténcia
ao0s agentes antimicrobianos.

_Material e Métodos

Caracterizaram-se 1742 estirpes de H. influenzae isoladas no

periodo pds vacinal, de criangas com idade igual ou inferior a 5 anos
em 30 Laboratdrios Hospitalares em Portugal. Destes,

apenas 16 Laboratdrios (**) tiveram uma participacdo mais ativa

na vigilancia desta infecdo, enviando 5 ou mais estirpes para

caracterizagao.

Grafico 1: Distribuicao por grupo etario.
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_A produgdo de p-lactamase foi pesquisada pelo método colorimétrico,
utilizando nitrocefin como substrato. A determinag&o da concentracéo
inibitéria minima (CIM, mg/L) foi realizada pelo método de microdiluicéo
em placa (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. USA) para 13 antibidticos
(ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefaclor, cefuroxima, ceftriaxone,
cefepime, meropenem, cloranfenicol, tetraciclina, rifampicina,
trimetoprim/sulfametoxasol, ciprofloxacina e azitromicina); os ‘breakpoints”
utilizados foram os estabelecidos pelo CLSI (7). Foi efetuada a pesquisa
de capsula e caracterizado o serotipo capsular por “Polymerase Chain
Reaction” ©).

_Resultados

Da amostra analisada verificou-se que as infe¢des mais comuns foram
as infecdes respiratdrias com 49,8% dos casos. Seguiram-se as
conjuntivites (29,9%), e as otites (12,3%). A infe¢éo invasiva foi, como
esperado, a menos frequente representando apenas 4% do total de
infecbes em criangas

Grafico 2: Tipo de infegéo.
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_A resisténcia & ampicilina por producéo de fp-lactamase foi observada
em 12,5% das amostras. Entre as estirpes ndo produtoras de f-lactamase,
2,2% demonstraram uma suscetibilidade diminuida & ampicilina e a
amoxicilina/acido clavulanico (CIM > ou = 2 mg/L) assim como as
cefalosporinas. Estas estirpes designam-se por BLNAR (f-lactamase
negativas e resistentes a ampicilina) pela sua diminuicéo de afinidade
aos antibioticos p-lactdmicos devido a mutagdes no gene fts/ que codifica
a PBP3 (9). Ainda relativamente a suscetibilidade aos antibiéticos
(considerando as estirpes de suscetibilidade intermédia e as resistentes)
salienta-se 16,6% de resisténcia a ampicilina, 9,5% ao cefaclor, 4,3%
a cefuroxima e 30% de resisténcia ao trimetoprim/sulfametoxasol. H4
a referir a auséncia de estirpes resistentes as cefalosporinas de 32
geragao (cefotaxime) e 42 geragao (cefepime), assim como a ciprofloxaxina

_Em relacéo ao serotipo capsular, a grande maioria (98,3%) das estirpes
eram ndo capsuladas. A pequena percentagem (1,7%) de estirpes que
apresentam cépsula abrangeu todos 0s serotipos capsulares com
excluséo do serotipo c. Uma estirpe de serotipo d foi pela primeira vez
caracterizada em 2009 num latente com meningite, ndo sendo conhecido
até entdo qualquer caso de uma infecéo invasiva por H. influenzae
serotipo d na Europa (19),

_Discussao

Desde a implementagéo da vacina Hib que a epidemiologia das infecbes
a H. influenzae tem sofrido alteragcdes. Nas décadas de 80-90, o
H. influenzae tipo b era responsavel por mais de 90% dos casos de
infe¢do invasiva em criancas, apresentando com elevada frequéncia um
perfil de multirresistencia a 3 ou mais antibiéticos (ampicilina, tetraciclina,
cloranfenicol e por vezes trimetoprim/sulfametoxasol). As estirpes NC
eram nessa altura responsaveis por infecées de menor gravidade (7).

_Como consequéncia da introdugéo da vacina, observou-se ndo sé a
diminui¢&o na circulag@o do serotipo b como ainda a diminui¢&o no
numero de estirpes com perfil de multirresisténcia. Observou-se também
uma diminuicdo drastica da infe¢do invasiva, assim como uma
quase eliminacdo das meningites associadas a este agente.
As estirpes NC sao atualmente responsaveis pela maior parte das
infecdes, incluindo as invasivas. Outros serotipos (a, d, e, f) tém sido
caraterizados em todo o tipo de infegdes (*: 10 12), Com efeito, no nosso
Laboratdrio foi caracterizada, pela primeira vez, em 2001 uma estirpe
invasiva de serotipo ndo b (serotipo f) isolada de um doente de 91 anos
de idade ().

_Relativamente a resisténcia a ampicilina, por producao de p-lactamase,
a percentagem tem variado anualmente entre 10 a 13 %, n&o havendo
alteragdes a assinalar em relagé@o a este mecanismo de resisténcia.
Contudo, o fenétipo de resisténcia BLNAR s6 foi detetado no periodo
pés-vacinal, o que indica uma alteragédo no mecanismo de resisténcia
nao enzimatica aos antibiéticos p-lactamicos. Nos nossos estudos de
vigilancia o fenétipo de multiresisténcia foi caraterizado pela Ultima vez
em 1994,

_0O trabalho desenvolvido revela uma alteracdo na epidemiologia da
infecdo a H. influenzae doze anos apos a introducédo da vacina Hib, com
um aumento de estirpes NC e a caracterizacdo de outros serotipos
circulantes. Por esta razdo torna-se essencial a continuidade desta
monitorizacao através de mais e melhores estudos de vigilancia.

Grafico 3: Resisténcia aos antibidticos (n=1445)
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Meropenem e Azitomicina: as percentagens sé incluem estirpes de suscetibilidade intermédia. continua
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(**) Laboratérios participantes:

Centro Hospitalar Barreiro-Montijo, EPE (A. Jesus)

Centro Hospitalar de Coimbra, EPE (L. Albuquerque)

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho, EPE (L. Felicio)
Hospital Cuf Descobertas (A. Neto)

Hospital Dona Estefania (R. Ramos)

Hospital Espirito Santo (Laboratdrio de Bacteriologia)

Hospital Fernando da Fonseca, EPE (L. Sancho)

Hospital Garcia da Orta (J. Diogo)

Hospital Maria Pia (F. Teixeira)

Hospital Santa Luzia, Viana do Castelo (A. Santos)

Hospital Santa Maria (J. Melo Cristino, L. Lito, L. Monteiro, A. Fonseca)
Hospital Santo Anténio (Laboratdrio de Bacteriologia)

Hospital S&o Francisco Xavier (F. Martins)

Hospital S&o Teotdnio (J. Ribeiro)

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, IP (Laboratdrios de Bacteriologia, Lisboa/Porto)



