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RESUMO

Objetivo: Descrever oito casos de doenca invasiva por Haemophilus
influenzaendo tipo b em criangas internadas no Hospital de Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas.

Descricao dos casos: Em 2015, ocorreram oito casos de doenca
invasiva por H. influenzaenao tipo b. Nas cepasidentificadas, testou-se a
sensibilidade a ampicilina e a producio de betalactamase, e realizou-se
a genotipagem. A tipagem molecular foi feita por Pulsed Field Gel
Electrophoresis. Em quatro pacientes, o diagnéstico foi de bacteremia;
em dois casos, H. influenzaefoiidentificado em liquido pleural, e dois
pacientes tiveram meningite. Comorbidades foram encontradas em
37,5% dos pacientes. Com excecao da cepa de um dos pacientes (que
nao foi enviada ao laboratério de referéncia), todas eram sensiveis
a ampicilina e ndo produtoras de betalactamase. A genotipagem
identificou quatro cepas ndo capsulares, uma cepa tipo c e duas cepas
tipo a. Atipagem molecular descartou a transmissdo intra-hospitalar,
ja que todos os sorotipos eram distintos quanto ao gendtipo.
Comentarios: O aumento dos casos de infeccdo invasiva por
H. influenzae ndo tipo b foi real. Ndo houve transmissao intra-
hospitalar e ndo foi encontrada justificativa para o aumento.
Esses dados indicam a necessidade de vigildncia para diagnosticar
corretamente, monitorar e entender o espectro da doenca causada
por H. influenzae nao tipo b.
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ABSTRACT

Objective: To describe eight cases of invasive non-type b
Haemophilus influenzae disease in children admitted to Hospital
de Clinicas of Universidade Estadual de Campinas.

Cases description: In 2015, there were eight cases of invasive
non-type b H. influenzae disease. We tested the ampicillin
sensitivity and beta-lactamase production of the strains
identified and performed the genotyping. Molecular typing was
determined by Pulsed-Field Gel Electrophoresis. Four patients
were diagnosed with bacteremia; in two cases, H. influenzae
was detected in the pleural fluid, and two patients had
meningitis. Patients with comorbidities represented 37.5%
of cases. Except for the strain of one patient — not sent to
the reference laboratory —, all were ampicillin-sensitive and
non-beta-lactamase-producing. Genotyping identified four
non-capsular, one type ¢, and two type a strains. Molecular
typing ruled out nosocomial transmission since all serotypes
were distinct regarding genotype.

Comments: The rise in cases of invasive non-type b H. influenzae
infection was real. There was no nosocomial transmission, and
we found no justification for the increase. These data indicate
the need for surveillance to correctly diagnose, monitor, and
understand the spectrum of non-type b H. influenzae disease.
Keywords: Ampicillin; Haemophilus influenzae; Child.
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INTRODUCAO

O Haemophilus influenzae (Hi) é um cocobacilo Gram negativo
considerado como constituinte da flora normal do trato respira-
tério superior dos seres humanos.! E classificado de acordo com
a presenga de um entre seis polissacarideos capsulares sorologi-
camente distintos, chamados sorotipos a, b, ¢, d, e e f, identifi-
cados pela aglutinacio na presenca de soro especifico para cada
sorotipo.? J& os Haemophilus influenzae nao encapsulados sio
conhecidos como nao tipveis (HiNT), porque nio podem ser
sorotipados por aglutinagio convencional com antissoro especifico.

A incidéncia de infeccoes graves por Hi declinou acentua-
damente desde a introdugio da vacina contra o sorotipo b.?
Embora todos os sorotipos possam causar doenga, especialmente
em lactentes e criangas, as cepas de HINT tém sido frequente-
mente relatadas como causa de doengas invasivas.*

O objetivo deste trabalho foi descrever oito casos de doenga
invasiva por Hi nio tipo b ocorridos em 2015 na unidade de
internagio pedidtrica do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC-Unicamp), Sao Paulo.

DESCRICAO DOS CASOS

A unidade de internagio pedidtrica é composta pela enferma-
ria de Pediatria (48 leitos) e pela Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) pedidtrica (10 leitos), que atendem pacientes clinicos
e cirtrgicos, e estd inserida no HC-Unicamp, um hospital
escola, tercidrio e geral. A média de internagbes mensais ¢ de
170 pacientes na enfermaria e de 35 na UTL

A vigilancia epidemiolégica identificou uma crianca com
doenga invasiva por Hi em 2013 ¢, em 2014, foram diagnostica-
das outras duas. Entretanto, entre marco e agosto de 2015, foram
diagnosticados oito casos de doenga invasiva por Hi nio tipo b
em pacientes internados na unidade de internagio pedidtrica.

As cepas de Hi isoladas dos pacientes foram identificadas
no Laboratério de Patologia Clinica do HC-Unicamp e, pos-
teriormente, encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz Central,
em Sio Paulo, onde foi refeita a identificacio, realizado o anti-
biograma por disco-difusio, os testes de sensibilidade por con-
centragio inibitéria minima (CIM), pesquisa de betalactamase,
pesquisa do tipo capsular, genotipagem por reagao de polime-
rizagio (PCR) em tempo real e tipagem molecular por Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE) em seis cepas.

Em trés pacientes (casos 2, 3 e 6), o diagnéstico foi de bac-
teremia sem foco, embora todos estivessem internados na UTI
por quadro de bronquiolite viral aguda por mais de 10 dias.
Em dois pacientes (casos 1 e 4), a bactéria foi isolada em amos-
tra de liquido pleural presente na admissao. Em uma paciente
(caso 5), internada para cirurgia de tumor de adrenal e que apre-

sentava sintomas de infecgio respiratdria alta, a bactéria foi isolada

na hemocultura no primeiro dia de internagao. Dois pacientes
(casos 7 e 8) tiveram o diagndstico de meningite, sendo o caso 7
com menos de 48 horas de internago e o caso 8, apds 5 dias da
admissao hospitalar (Tabela 1). Os dois pacientes com menin-
gite tinham fator de risco predisponente: um deles com histéria
de trauma de base de crinio (com multiplas fraturas de 6rbita)
e o outro com diagndstico de pansinusite relacionada 2 linfan-
gioma cervical gigante. Comorbidades foram encontradas em
37,5% dos pacientes, sendo asma (caso 1), tumor de adrenal
(caso 5) e linfangioma cervical gigante (caso 7). Com excegio do
caso 7, que evoluiu ao dbito, todos tiveram evolugio favordvel.

Todas as criangas haviam sido vacinadas contra Hi tipo b,
tendo recebido a quantidade adequada de doses para a faixa
etdria em que se encontravam, com exce¢do das duas criangas
com 1 més de vida (casos 3 e 6), que nao haviam atingido a
idade minima para receber a vacina. Em relacio ao uso prévio
de antibidticos, os casos 2, 3, 5, 6 ¢ 8 ndo tinham histéria de
antibioticoterapia durante o més que antecedeu a internacio,
enquanto os casos 1, 4 e 7 tinham recebido, respectivamente,
amoxicilina por via oral, penicilina cristalina endovenosa e
amoxicilina com clavulanato por gastrostomia.

Passou-se a investigar como um possivel surto de ocorréncia
hospitalar apés o aparecimento do quinto caso, por isso a cepa iso-
lada do paciente ntiimero 4, recuperada de amostra de liquido pleu-
ral, nao foi encaminhada para o laboratério de referéncia. A pos-
sibilidade de transmissao intra-hospitalar existia, jé que haviam
sido notificados quatro casos no mesmo més, embora eles tenham
ocorrido em pacientes internados em 4reas fisicas distintas (UTT e
enfermaria) e com equipes médicas e de enfermagem diferentes.

Para descartar a transmissdo intra-hospitalar, o laboraté-
rio de referéncia também realizou a tipagem molecular por
PFGE em cepas de seis criangas do surto e em outras cepas de
duas criangas internadas em outro hospital da mesma cidade.
Observa-se, na Figura 1, que as cepas do tipo a mostraram-se
geneticamente correlacionadas por pertencerem ao mesmo
tipo capsular, porém nio eram idénticas. J4 as cepas de HINT
mostraram grande variabilidade genética, nao caracterizando
a disseminagio da bactéria entre os pacientes.

Durante a investigagio, o Centro de Vigilancia Epidemiol6gica
orientou para uma vigilancia ampliada, solicitando o envio de
cepas isoladas em outros materiais estéreis, como liquido pleu-
ral. Foi realizada a revisao dos processos nas unidades de inter-
nagio e também no laboratério de microbiologia. Nao houve
aumento da coleta de hemoculturas, comparando-se com trés anos
anteriores. Também nao houve alteragao no processamento das
amostras no laboratdrio, nem no processo automatizado (hemo-
culturas) ou no processamento dos outros materiais. Da mesma
forma, nio houve aumento da incidéncia de doenca invasiva

por Hi no servigo de neonatologia que, embora esteja localizado
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em outro prédio, tem as culturas realizadas no mesmo labora-
tério. Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unicamp (011/2017), homologado em 27 de junho de 2017.

DISCUSSAO

A transmissio intra-hospitalar de Hi ¢ possivel, ji que a bacté-
ria coloniza a via aérea superior. Essa coloniza¢io em criangas jd
era conhecida, mas com a introducio da vacina conjugada para
o0 pneumococo, houve um aumento significativo da colonizagao
por HINT nas criangas vacinadas.>” Uma pesquisa de colonizagao
de nasofaringe realizada em Goi4nia com 1.192 criancas mostrou
que 32,1% delas eram portadoras de Hi na nasofaringe, sendo
que 23,3% eram ndo tipdveis.® Outro estudo descreveu a trans-
missdo intra-hospitalar de cepas de HINT.” Na presente casuis-
tica, essa era uma possibilidade nio remota, uma vez que os casos
ocorreram em nimero muito maior que o habitual e em curto
espago de tempo. No entanto, os exames realizados mostraram
que as infecgdes foram causadas por Hi de dois sorotipos dife-
rentes (a e ¢) e quatro delas por HiNT; e todos eles distintos do
ponto de vista genotipico, o que afastou a possibilidade de trans-
missdo intra-hospitalar.

O HiNT, em geral, causa doenga de vias aéreas superiores
nas criangas, como otites e sinusites.'’ Entretanto, pode cau-

sar doengas invasivas, por exemplo, bacteremia, pneumonia

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

Canaleta 2 —Hitipo c (caso nimero 1); Canaletas 3,4 e 5 —Hitipoa
(canaleta 3 corresponde ao caso 6; canaleta 4, ao caso 7; e canaleta
5, a caso de outro hospital); Canaletas 6, 7, 8 e 9 — HiNT (canaleta
6 corresponde ao caso 2; canaleta 7, ao caso 3; canaleta 8, ao caso
5; e canaleta 9, a caso de outro hospital); Canaleta10 — HiNT, de
secrecdo de cérnea; Canaletas1 e 11 — peso molecular.

Figura 1 Perfil do DNA gendmico de cepas de H.
influenzaeisoladas de seis pacientes obtido por Pulsed
Field Gel Electrphoresis.

Tabela 1 Informacdes referentes aos pacientes e as cepas de H. influenzaeisoladas de cada paciente.

Diagnéstico de

Caso Idade/ internagdo/local de Sensibilidade a Betalactamase | Genotipagem
comorbidade isolamento/local de ampicilina-antibiograma/CIM pag
internacao
8 anos/asma Pneumonia com derrame
1 11/04 l pleural/sangue e liquido Sensivel/1 yg/mL Negativa Tipo ¢
eve
pleural/UTI
03/05| 7 m/ausente BVA em VM/sangue/UTI Sensivel/0,125 ug/mL Negativa N&o capsular
3 10/05| 1 m/ausente BVA em VM/sangue/UTI Sensivel/0,5 pg/mL Negativa N&o capsular
4 18/05 5anose7m/ Pneumorpa com derrame Resistente/NR NR NR
ausente pleural/liquido pleural/E
1anoedm/ Virose respiratéria e pré-
5 28/05 carcinoma >P p Sensivel/0,25 pg/mL Negativa N&o capsular
operatério/ sangue/E
adrenal
6 14/07 | 1 m/ausente BVA em VM/sangue/UTI Sensivel/0,5 pg/mL Negativa Tipo a
4 anos,
linfangioma N )
. . Pansinusite, HIC e vasculite . . )
7 11/08 | cervical glgaqte, cerebral bilateral/liquor/UT! Sensivel/0,25 pg/mL Negativa Tipo a
tragueostomia e
gastrostomia
TCE e multiplas fraturas de . ) -
8 21/08 | 6 anos/ausente 6rbita/sangue e liquor/E Sensivel/0,125 ug/mL Negativa N&o capsular

CIM: concentracao inibitéria minima — critérios CLSI do ano vigente: sensivel (€1 pg/mL); indeterminado (=2 ug/mL); e resistente (=4 pg/mL);
m: meses; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; BVA: bronquiolite viral aguda; VM: ventilacdo pulmonar mecanica; E: enfermaria; HIC: hipertensdo
intracraniana; TCE: traumatismo cranioencefélico; NR: ndo realizado.
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e meningite.>!"'> Em relagio aos sorotipos encapsulados nio
tipo b, alguns predominam em localidades geograficas dis-
tintas, como o tipo a no norte do Canadd e em Israel,'"'>'4
enquanto que em outros sistemas de vigildncia hd predominio
do sorotipo e ou £.2'*!5 Infeccdes causadas pelos sorotipos ¢ e
d sdo raras e hd pouca informagao sobre elas, sendo escassos os
relatos de casos sobre o assunto.'! Sabe-se, contudo, que todos
os sorotipos podem causar doenga invasiva, como bacteremia,
meningite, pneumonia e, mais raramente, artrite séptica.>''¢!

Langereis et al. sugerem que esteja havendo um aumento real
das doengas invasivas causadas pelo HiNT, relatando uma inci-
déncia seis vezes maior nas duas tltimas décadas, na Holanda.*
Por outro lado, em neonatos, na Inglaterra, a incidéncia se man-
tém entre 2,1 e 4,8/100.000 nascidos vivos de 2000 a 2013.'8
Ladhani et al. relatam um aumento lento das infecgoes invasi-
vas pelos sorotipos e e f." No Brasil, foi detectado um discreto
aumento dos encapsulados nao tipo b na primeira década apés
a vacinacdo para o Hi tipo b."” Van Eldere et al. sugerem que
0 aumento na incidéncia relatado por diversos autores possa
ser uma combinacio de fatores, como o reconhecimento do
espectro da doenca, a mudanca na prética clinica (aumento na
coleta de hemoculturas) e também o aumento na sensibilidade
dos testes laboratoriais com a automagio dos equipamentos.”

No Canad4, um estudo epidemioldgico realizado de 2004 a
2013 mostra um nitido aumento da incidéncia de HiNT prin-
cipalmente nos extremos da vida, em menores de 1 ano e em
maiores de 65 anos. Os autores sugerem que HiNT, Hi tipoae
Hi tipo f sdo patdgenos emergentes e devem ser monitorados.?!
A maijor incidéncia das infec¢des por HINT em pacientes por-
tadores de comorbidades identificada na maioria dos referidos
estudos pode estar associada 2 maior sobrevida desses pacientes.
Em uma andlise dos fatores de risco associados a doenca inva-
siva em criangas, Livorsi et al. concluem que a doenga invasiva
por HiNT foi associada a maior tempo de internacio e maior

mortalidade, quando comparado 4 doenca causada por Hi
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