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Haemophilus influenzae (Hi) € um importante patégeno causador de meningites (MB) e
pneumonias bacterianas (PB), principalmente em paises onde aimunoprevencao é precaria
ou inexistente. O Hi é classificado em tipaveis (sorotipos a, b, c, d, e, f) e ndo tipaveis
(HiNt), de acordo com a presenca ou auséncia da cdpsula polissacaridica, respectivamente.
A capsula é o principal fator de viruléncia dos Hi e o gene bexA, responsavel pela sua
expressdo, € comumente empregado na detec¢cdao molecular e vigilancia das MB e PB
causadas por Hi. Em 2010, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) implantou a PCR em tempo real
(gPCR) empregando esse alvo genético para a deteccdo de Hi. Entretanto, relatos de falha
na deteccdo de alguns Hi encapsulados e HiNt motivaram a substituicdo do gene alvo
para essa bactéria. Desta forma, em agosto de 2012, o IAL fez a substituicdo do bexA pelo
alvo genético hpd no ensaio de qPCR, permitindo a detec¢do de Hi tipaveis e ndo tipaveis.
Neste estudo, avaliamos o impacto da substituicdo do alvo genético na vigilancia das MB
e PB analisando o emprego do alvo genético bexA, no periodo de 2010 a julho de 2012,
em comparag¢ao com o emprego do hpd, de agosto de 2012 a 2019. Esta substituicao
promoveu a melhoria na detec¢do de variantes ndo vacinais de Hi nas MB e PB em 37% e
23%, respectivamente, com predominio de Hia e HiNt, contribuindo para o aprimoramento
da vigilancia laboratorial das doencas invasivas causadas por Hi.

PALAVRAS-CHAVE: H. influenzae, Meningites bacterianas, Pneumonias bacterianas, PCR
em tempo real, Diagndstico.

Haemophilus influenzae (Hi) is an important pathogen pathogen causing bacterial Meningitis
(BM) and bacterial pneumonia (BP), especially in countries where immunoprevention is poor
or absent. Hiis differentiated into encapsulated (serotypes a, b, c, d, e, f), and unencapsulated
(HiNt), according to the presence or lack of the polysaccharide capsule, respectively. The
capsule is the main Hi virulence factor; the bexA gene, responsible for its expression, has
been largely used for molecular detection and surveillance of BM and BP. In 2010, the
Adolfo Lutz Institute (ALI) implemented real-time PCR (gqPCR) using the bexA gene for
detecting Hi; but reports on its failing to detect some encapsulated Hi and HiNt caused
IAL to replace bexA with hpd as the target gene in the gPCR assay, extending Hi detection
to both encapsulated and unencapsulated Hi. In this study, we assessed the impact of
replacing the target gene on BM and BP surveillance, by analyzing the use of bexA target
gene, within the period from 2010 to July 2012, compared with the use of hpd, from



August 2012 to 2019. Adopting the hpd target gene in BM and BP surveillance improved
the detection of non-vaccine Hi variants by 37% and 23%, respectively, predominantly Hia
and HiNt; and it has contributed to improve laboratory surveillance of invasive Hi diseases.

KEYWORDS: H. influenzae, Bacterial Meningitis, Bacterial pneumonia, Real-time PCR,
Diagnosis.

Haemophilus influenzae (Hi) é um cocobacilo Gram-negativo, que continua sendo
um importante patoégeno causador de meningites (MB) e pneumonias bacterianas (PB),
principalmente em paises onde aimunoprevencdo é precdria ou inexistente. A nasofaringe
€ a principal via de entrada desta bactéria, podendo ou ndo causar doencas, sendo as
criancgas e bebés os seus principais reservatérios.?

A transmissdo ocorre de pessoa a pessoa, pelo contato direto com goticulas
contaminadas expelidas por doentes ou portadores, que podem atingir a mucosa
respiratdria e disseminar-se pelo organismo causando doencas em individuos de diferentes
grupos etarios, preferencialmente em criangas suscetiveis.2 Em neonatos, a transmissao
pode ocorrer pelo contato com fluido amnidtico ou secre¢cdo genital.t Alguns fatores
favorecem a disseminacdo e a suscetibilidade a doenca, tais como as esta¢ées climaticas
mais secas, aglomerados de pessoas, poluicdo, nutricdo deficiente, entre outros fatores.?

O Hi é classificado em tipdveis (sorotipos a, b, c, d, e, f) e ndo tipaveis (HiNt) pela
presenca ou auséncia da capsula polissacaridica, respectivamente.* A capsula é o principal
fator de viruléncia do Hi, a qual confere resisténcia a atividade bactericida do sistema
complemento do hospedeiro, favorecendo assim o estabelecimento de uma infec¢do.>

A introducdo da vacina contra o Hi do sorotipo b (Hib), nos anos 1980-1990,° teve
grande impacto na epidemiologia do Hi no mundo. Antes da vacina, o Hib era o principal
patégenonas MB e PBemcriangas de paises em desenvolvimento, respondendo por 20-60%
e 30% desses agravos, respectivamente.? Atualmente, limita-se a casos esporadicos em
comunidades fechadas ou locais que ndo implementaram a vacina contra o Hib. Por outro
lado, o HiNt, que antes do advento da vacina era mais comum em infec¢des inflamatdrias
de mucosas, como sinusite, otite e conjuntivite e no agravamento da doenca pulmonar



obstrutiva cronica, tem sido frequente em infecgdes invasivas, especialmente em criancas
e idosos."®?

Com a redugdo da prevaléncia do Hib, um aumento nas doencgas associadas aos
demais sorotipos ndo-b e HiNts tem sido relatado.2?1L Segundo o Relatério Epidemioldgico

Anual de 2018 sobre Doencas Transmissiveis na Europa https://www.ecdc.europa.eu/sites/
default/files/documents/AER_for 2018 haemophilus_influenzae.pdf, o HiNt respondeu

por 78% das doencas invasivas por Hi dentre as amostras submetidas a tipagem.

No Brasil, a vacina contra o Hib foi introduzida em 1999, resultando em uma reduc¢ao
expressiva nos casos de MB, em aproximadamente 90%%1% e de PB em cerca de 31%% e na
letalidade dos casos de MB e PB em menores de 5 anos de idade e em bebés abaixo de
18 meses de vida.2 No Estado de Sao Paulo, segundo o Sistema de Informacdo de Agravos
de Notificacdo-SINAN, houve um declinio no coeficiente de incidéncia de MB por Hib,
passando de 1,18/100.000 habitantes em 1998 para 0,13 em 2019.

Considerando a possibilidade de transmissdo, doengas invasivas por Hi sdo de
notificacdo imediata, segundo a Lista Nacional de Notificacdo Compulsdria de Doengas,
Agravos e Eventos de Saude Publica e portaria 264 de 17 de fevereiro de 2020, do Ministério
da Saude — Brasil. O diagndstico clinico da infeccdo considera os sinais e sintomas, que
podem ser inespecificos, seguido da confirmacdo laboratorial. O tratamento desses
agravos envolve administragdo de antibidtico a partir da suspeita clinica, principalmente
na meningite, dada a gravidade e alta mortalidade desta doenca.

Ao longo do histérico das MB no Brasil, o diagndstico foi realizado por meio de
diferentes exames: cultura bacteriana, aglutinacdo em latex, contraimunoeletroforese
(CIE), quimiocitoldgico de liquor (LCR), bacterioscopia e Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).%*3 A cultura é a técnica padrdo-ouro para o diagndstico laboratorial das infecgdes
bacterianas, porém a antibioticoterapia prévia a coleta da amostra bioldgica pode
prejudicar a sensibilidade deste exame.2

A CIE é uma técnica imunoldgica que foi amplamente utilizada no Brasil para o
diagndstico das infec¢Ges por Neisseria meningitidis (Men) e Hi. Esta técnica foi introduzida
na década de 70 e empregada por ser rapida, simples e de baixo custo, contemplando a
deteccdo de antigenos bacterianos (Men-Sorogrupos A, B e C e Hib) para o diagndstico das
MB.** Contudo, esse ensaio diagndstico foi gradualmente descontinuado no pais devido
a relatos de reatividade cruzada entre S. pneumoniae (Spn) e Hib,> comprovados pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL), que detectou 57% de resultados falso-positivos para Hib.%t
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Outra técnica amplamente utilizada, principalmente em hospitais, é a aglutinacao
em latex, cujas particulas sensibilizadas com anticorpos especificos para os sorogrupos/
sorotipos promovem a formac¢dao de um precipitado visivel aos olhos na presenca de
antigenos sollveis liberados pelas bactérias presentes em amostras bioldgicas. Essa
estratégia contempla a detec¢do de Men (alguns sorogrupos), Spn e Hib, com sensibilidades
de 80%, 94% e 90%, respectivamente e 97% de especificidade. No entanto, em 2018, um
dos kits comerciais mais utilizados no Brasil comunicou a ocorréncia de resultados falso-
positivos para Spn, cujos resultados evidenciaram reatividade positiva em amostras de
solugdo fisioldgica (Carta ao cliente- FSCA 10-18 IDD-BioRad AC_003/2018). Solucionado
este problema, a apresentacdo atual do kit de latex para MB restringe o seu emprego a
amostras de LCR e sobrenadante de hemocultura, excluindo amostras de soro (Bula do kit
— Pastorex™ Meningitis; Marnes-la-Coquette, Franga: Bio-Rad, 2017).

A técnica molecular de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) foi
implantada por Sacchi e colaboradores na rotina diagndstica do IAL em 2010* e tem
contribuido para o diagndstico fidedigno de casos de MB no municipio de Sao Paulo. A
diminuigdo do niumero de casos de MB indeterminadas foi de 50% desde sua implantagdo
até o ano de 2015.7

O ensaio de gPCR identifica simultaneamente Men, Spn e Hi e sua introdu¢dao na
rotina diagndstica contribuiu para o aumento da deteccdo desses agentes em 85%, 52%
e 20%, respectivamente, em relagdo a cultura.'* Neste ensaio, para a deteccdo de Hi foi
proposto o emprego do alvo genético bexA direcionado aos seis tipos capsulares (a, b, c,
d, e, f), tendo sido amplamente utilizado na deteccdo e vigilancia de Hi invasivo.1&2%

No entanto, apesar da alta sensibilidade e especificidade da qPCR para o Hi, Sam &
Smith (2005) reportaram problemas com a utilizacdo do alvo bexA para a deteccdo dos
tipos Hie e Hif, devido a possivel falha de reconhecimento da regido | do locus cap do alvo
genético bexA pela sonda.?? Ademais, Kroll e colaboradores observaram 16,5% de diferenca
entre nucleotideos do gene bexA em cepas Hib de origens diferentes.?®> Em consequéncia,
o emprego do alvo genético bexA implica em menor notificacdo de doencgas por Hi devido
a efetividade comprovada da vacina contra o Hib, que proporcionou a emergéncia dos
outros tipos circulantes e HiNt.12-11.24.2>

Com o intuito de reverter as limitacdes do bexA, varios estudos foram desenvolvidos
na busca por novos alvos genéticos, visando a melhoria no diagndéstico molecular de
Hi.222622 Wang e cols. (2011) documentaram o emprego do alvo genético hpd como uma
alternativa promissora capaz de detectar todos os tipos de hemofilos, além dos HiNts.20



Neste contexto, o IAL propds alterar a composicao da gPCR triplex (Men, Spn e Hi),
com o intuito de ampliar a sensibilidade de detec¢dao do componente Hi. A qPCR triplex
com hpd foi avaliada e implementada na rotina diagndstica do IAL em agosto de 2012.%*

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar os gendtipos circulantes
de Hi no estado de S3o Paulo, tendo como base os resultados obtidos por qPCR pelo
Laboratério de Diagndéstico Molecular de Infecgdes Bacterianas do Centro de Imunologia
do IAL (LDMIB-IAL) em amostras de casos suspeitos de MB e PB em um periodo de 10
anos. Para tanto, foram levantados dados secunddrios, armazenados em sistema digital,
comparando-se o periodo antes (2010 a julho/2012) e apds (agosto/2012 a 2019) a
substituicdo do alvo genético responsavel pela detec¢ao de Hi na qPCR.

Resultados de gPCR em amostras de LCR, ou soro de casos suspeitos de MB e de liquido pleural
ou soro de casos suspeitos de PB, provenientes do Estado de S3o Paulo, foram extraidos do
Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH), no periodo de 2010 a 2019.

No sistema SIGH foram empregados filtros para separacdo dos resultados por ano,
suspeita clinica e tipo de exame solicitado, a saber: PCR para meningites bacterianas
(MENPCR), PCR para pneumonias bacterianas (PNEPCR) e genotipagem para Hi (HITIP).
Os dados coletados foram analisados em planilha Excel de maneira que refletissem o nimero

de casos, ou seja, cada caso foi contabilizado independentemente do nimero de amostras
analisadas.

A andlise do impacto da substituicdo do alvo genético na detecc¢ao do Hi foi dividida
em dois periodos. De 2010 a julho de 2012 empregou-se o alvo genético bexA e de agosto
de 2012 a 2019 o alvo genético hpd.

Todas as amostras de DNA positivas para Hi pela qPCR foram submetidas a tipagem
molecular (HITIP). No entanto, neste estudo, as amostras do periodo de 2010 a julho de
2012, que foram triadas para Hi pelo alvo genético bexA e mostraram resultado negativo
no HITIP para os tipos a, b, ¢, d, e, f, foram denominadas “ndo definidas” (HiND), pois o
alvo bexA pode ter falhado em detectar os tipos Hie e Hif nesta amostragem, uma vez que
todas as amostras detectdveis por esse gene deveriam ser positivas para algum dos tipos
capsulares. Da mesma forma, amostras triadas pelo alvo genético hpd, com resultado
negativo no HITIP foram denominadas como HiNt.

Este estudo foi desenvolvido em consonancia com as resolu¢des do Conselho Nacional
de Saude 441, de 12 de maio de 2011 e 466, de 12 de dezembro de 2012, removendo-se



identificadores pessoais que pudessem comprometer o anonimato dos pacientes, no
intuito de assegurar a confidencialidade dos dados. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do IAL e cadastrado na Plataforma Brasil com o protocolo CAAE:
10760812.6.0000.0059.

Entre 2010 e 2019 foram analisados 19.645 casos suspeitos de MB por Men, Spn ou
Hi pelo LDMIB-IAL. Desses, 5.663 (28,8%) casos revelaram-se positivos para os agentes
bacterianos pesquisados pela gPCR: 3.091 (15,7%) para Men, 2.267 (11,5%) para Spn e 305
(1,6%) para Hi. A estes 305 casos de MB por Hi do estado de S3o Paulo foram acrescidos
70 casos provenientes do interior do estado, perfazendo um total de 375 casos positivos
para Hi que foram submetidos a genotipagem (HITIP). Desse total, 78 corresponderam ao
periodo de 2010 a julho de 2012 (bexA) e 297 de agosto de 2012 a 2019 (hpd).

A frequéncia dos genotipos identificados nos 375 casos de MB por Hi, nos periodos
avaliados, estd detalhada na Tabela 1. E possivel observar que os HiNts foram responsaveis
por cerca de um terco dos casos de MB por hemofilos apds a introducao do alvo genético
hpd. Ademais, a troca do alvo genético para hpd possibilitou a identificacdo de Hie e Hif,
devido a correcdo na falha da detecgdo desses genotipos, levando a um acréscimo de 3%
na genotipagem.

Tabela 1. Frequéncia de genotipos de H. influenzae detectados por gPCR em DNA de amostras de LCR ou
soro de 375 casos suspeitos de meningite bacteriana, no periodo de 2010 a 2019, com divisdo do ano de
2012 entre julho e agosto devido a substituicdo do alvo genético bexA pelo hpd na rotina do laboratério.

Meningite Bacteriana por H. influenzae

bexA (2010-julho/2012) hpd (agosto/2012-2019)
Genotipos (n) N° Casos Frequéncia N° Casos Frequéncia
a(128) 31 39,7% 97 32,7%
b (123) 35 44,9% 88 29,6%
c(0) - - - -
d(3) 1 1,3% 2 0,7%
e(2) - - 2 0,7%
f(7) - 7 2,3%
ND (11) 11 14,1% - -
Nt (101) - - 101 34,0%
TOTAL (375) 78 100% 297 100%

Legenda: Hi: Haemophilus influenzae; ND= Hi ndo definidos; Nt= Hi ndo-tipaveis.



A distribuicdao dos gendtipos de Hi estdo representados na Figura 1, no qual se pode
observar a reduc¢do na frequéncia do Hib e aumento de Hia, bem como a emergéncia
de outros sorotipos no decorrer do periodo avaliado. A mudanca no alvo genético hpd
proporcionou, a partir de agosto de 2012, a deteccdo dos HiNts, Hie e Hif.

Figura 1. Proporgdo de gendtipos de H. influenzae detectados em 375 casos de meningite
bacteriana no periodo de 2010 a 2019, com divisdo do ano de 2012 entre julho e agosto

devido substituicdo do alvo genético bexA por hpd no ensaio de qPCR no LDMIB.
Nt= hemodfilos ndo-tipaveis; ND= hemodfilos ndo definidos.

Em relagdo a faixa etaria, a frequéncia de casos de MB por Hi estdo distribuidos na
Figura 2. Agrupando-se as idades, ha maior frequéncia de MB por Hi entre os menores de
cinco anos, que contabilizaram 59% dos casos. Ainda, na amostragem analisada, houve
maior predominio de Hia entre os menores de 5 anos (77,3%; 99/128) e de HiNt entre os
maiores de 40 anos (46,0%; 52/113).

Figura 2. Distribuicdo, por faixa etaria, nos 375 casos de MB por Hi
provenientes do estado de Sao Paulo e identificados pela qPCR em
amostras de DNA de LCR ou soro analisadas no LDMIB, 2010-2019.



Ao contrdrio das MB, as PB ndo figuram no rol de doencas de notificacdo compulsodria
e a pesquisa do agente etiolégico s6 é recomendada para pacientes com quadros graves ou
mal respondedores a antibioticoterapia prévia.?? Esses fatos provavelmente influenciaram
no menor numero de amostras encaminhadas ao LDMIB-IAL para o diagnéstico deste
agravo (2010-2019).

Com relacdo as PB, foram analisados 1.075 casos. Destes, 227 (21,1%) foram
positivos, 843 (78,4%) negativos e 5 (0,5%) inconclusivos. Dos 227 casos positivos, 210
(19,5%) foram positivos para Spn e 17 (1,6%) para Hi (Tabela 2).

Tabela 2. Agentes bacterianos detectados por qPCR em DNA de amostras de soro ou liquido pleural e
genotipagem de Hi nas suspeitas clinicas de pneumonias bacterianas analisadas pelo LDMIB-IAL, no periodo
de 2010 a 2019, com divisdo no ano de 2012 entre julho e agosto devido a substituicdo do alvo genético
bexA pelo hpd na rotina do laboratério.

. PNEPCR Genotipagem de Hi
TOTAL SPN HI NEG INC Hia Hib Nt Total
2010 113 10 - 103
2011 108 16 1 91 1
Jan-Jul 2012 42 7 - 35
Ago-Dez 2012 19 4 - 15
2013 215 22 4 189 1 1
2014 84 20 1 63
2015 56 7 2 47 1
2016 107 31 1 72 3 1
2017 114 19 2 92 1 1 1
2018 107 39 4 63 1 4
2019 110 35 2 73 = 2
Total 1.075 210 17 843 5 9 1 3 13

Treze das 17 amostras positivas para Hi foram submetidas a genotipagem, sendo que
9 (69%) foram identificadas como Hia, 1 (8%) Hib e 3 (23%) como HiNt.

Nas amostras de PB, a substituicdo do alvo genético bexA por hpd resultou em
acréscimo de 23% na deteccdo de Hi pela identificacdo de HiNts (3/13). Entre os gendtipos
detectados, houve predominancia de Hia (69%) nos casos avaliados.

Com relacdo a distribuicdo por faixa etdria, os menores de cinco anos concentraram
84,6% dos casos de PB causadas por Hi, distribuidos em 23,1% (3/13) nos menores de 1 ano
e 61,5% (8/13) entre 1 e 4 anos, ao passo que os individuos com idades entre 5 e 14 anos
perfizeram 15,4% do total de PB causadas por Hi.



A introducdo da vacina contra o Hib permitiu a alteragdao do cenario epidemiolégico
do Hi, em escala mundial. Uma vez que a imunoprevengao é sorotipo-especifica, seu efeito
promoveu redugdo na incidéncia de doencas invasivas e na colonizacao da nasofaringe para
o tipo b, sem interferir nas demais variantes de Hi.®2113 De fato, apds a introdugdo da vacina
no PNI do Brasil, em 1999, ocorreu um declinio de aproximadamente 40% no isolamento de
cepas de Hib.22

A identificacdo correta dos sorotipos de Hi tem papel fundamental no monitoramento
das variantes circulantes e também auxiliam na compreensdo da epidemiologia desse
agente, bem como nas acdes de controle das doencgas causadas pelo Hi. Nesse contexto,
testes diagnodsticos de alta sensibilidade, especificidade e rapidez atuam como a chave no
sucesso das terapias e cuidados ao paciente, favorecendo acdes imediatas de controle e de
contencdo de surtos e epidemias.

Ensaios moleculares voltados preferencialmente ao Hib precisaram ser reavaliados
para melhorar o diagnéstico do Hi, empregando um alvo genético de amplo espectro, pois a
emergéncia de variantes ndo-b e HiNts era esperada.2

No estudo sentinela de MB realizado de 2006 a 2009, Sacchi e cols. (2011) propuseram
no IAL o ensaio gPCR triplex baseado na utilizacdo do alvo genético bexA.»® Este ensaio,
capaz de detectar somente variantes encapsuladas, detectou apenas 3 casos positivos para
Hi em 660 amostras analisadas, possivelmente pela limitacdo do componente bexA do
ensaio qPCR triplex.1

Diantedisso, o IAL (Laboratdrio de Referéncia Nacional para o Diagndstico de MB-LRNM),
baseado em estudos anteriores,2%3* prop6s a melhoria na detec¢do do Hi promovendo a
substituicdo do alvo genético bexA pelo hpd no ensaio de qPCR triplex, com a finalidade
de melhorar a vigilancia laboratorial deste agente. De fato, este ensaio qPCR triplex hpd
modificado mostrou-se mais eficiente em aumentar a deteccdo de Hi em amostras clinicas
no periodo estudado.? Esse ensaio modificado foi introduzido na rotina diagndstica do 1AL
a partir de 2012.

O presente estudo comparou a capacidade de deteccao de Hi do ensaio qPCR triplex
com bexA (2010 a julho/2012) versus hpd (agosto/2012 a 2019) em amostras clinicas de
pacientes com suspeita de MB e PB.

Em um estudo brasileiro realizado por Zanella e cols. (2011) com 3.910 isolados de
Hi causadores de meningites enviados ao LRNM para sorotipagem, reportou-se que o Hib



respondeu por 98% dos casos de meningite por Hi no periodo pré-vacinal (1990-1999),
decaindo para 59% apds a introdugdo da vacina (2000-2008). Na era pds-vacinal, os autores
observaram aumento dos sorotipos ndo b (1% para 19%) e dos HiNts (2% para 22%).1°
No presente estudo, realizado no Estado de S3o Paulo na segunda década pds-vacinal
(2010-2019), foi observado maior detecgao dos sorotipos ndao b, bem como dos HiNts nas
MB e PB, em face do declinio do Hib promovido pela vacinacdao. Nas MB, o Hia representou
34% (128/375) e os HiNts, 27% (101/375) dos casos analisados de 2010-2019. Nas PB,
o Hia representou 69% (9/13) e os HiNts, 23% (3/13) no mesmo periodo. McNeil e cols.
(2021) chamam a atencdo sobre o aumento de doencas invasivas causadas pelo Hia e HiNt,
no periodo de 2011 a 2018, em populacdo pedidtrica nos Estados Unidos, sem aparente
aumento dos demais Hi capsulados.23

Com relagdo a faixa etaria observamos maior vulnerabilidade as infecgdes invasivas
por Hi entre os menores de cinco anos, perfazendo 59% dos acometidos nas suspeitas
de MB e 85% nas PB, corroborando com as informagdes disponiveis no site da Vigilancia
Epidemiolégica do Estado de Sdo Paulo (Sinan/DDTR/CVE/CCD/SES-SP), que relatam 57% de
prevaléncia de infec¢Ges por Hi, nesta faixa etdria nos ultimos dez anos.

Os demais sorotipos capsulares Hic, Hid, Hie e Hif, que esporadicamente causam
infeccOes por Hi, corresponderam a 3,2% de todos os casos de MB e estiveram ausentes
nas PB analisadas no presente estudo. Dentre esses, o Hif foi o mais comum neste estudo e
em outras investigaces reportadas na literatura.®3332 As frequéncias desses genotipos em
nosso estudo assemelham-se as de cepas de Hi ndo a/b isoladas de casos de MB no Brasil no
periodo pds-vacinal (2000-2008), como registrado por Zanella e cols. (2011),22 com 0,2% de
Hic, 0,9% de Hid, 0,5% de Hie e 2,4% de Hif. Os resultados do presente estudo corroboram com
registros de dezanosdevigilancialaboratorial de Hi (2010-2019) em paises latino-americanos,
cujos resultados mostram menos de 1% de casos clinicos associados aos Hic, Hid ou Hie
(registros de 2010-2012 disponiveis nos Informes epidemiolégicos da Rede SIREVAII:
https://www3.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&
id=5536:2011-sireva-ii&ltemid=3966&lang=en e de 2013-2019, nos Boletins do IAL:
http://www.ial.sp.gov.br/ial/publicacoes/boletim . Estudo realizado em Israel por Bamberger

e cols. (2014)*® mostraram resultados similares aos acima apresentados, ou seja, baixas
frequéncias de casos clinicos associados aos Hi ndo a/b.

Vale ressaltar que, embora os sorotipos “e” e “f” sejam pouco frequentes nas
infeccdes invasivas por Hi, no presente estudo, a qPCR triplex com o alvo genético hpd foi
capaz de detectar estes 2 sorotipos, promovendo um ganho de 3% na identificacdo de
Hi nas MB.


https://www3.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=5536:2011-sireva-ii&Itemid=3966&lang=en
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A presenca dos HiNts tem sido destaque na era pds-vacinal. Esse aumento ja vinha
sendo reportado em diferentes paises da América Latina.?’ No presente estudo, os HiNts
corresponderam a um terco dos casos de MB (34%) e a 23% dos casos de PB avaliados
pelo ensaio de qPCR modificado, sendo estes dados equivalentes aos obtidos por Zanella
e colaboradores, que identificaram 33% de HiNts entre 371 cepas isoladas no periodo
pds-vacinal (2000-2008) no estado de Sdo Paulo.l? Esses dados ratificam a importancia da
substituicdo do gene alvo do Hi no ensaio de qPCR triplex, que anteriormente ndo detectava
essas estirpes.

Um estudo conduzido porKinge cols. (2012) relatou que os HiNts sdo menos virulentos e
raramente causam doencas invasivas, sendo considerados patdgenos primarios da mucosa.®
Por outro lado, Slack (2015) descreveu que, nas infec¢des invasivas, o HiNt foi responsavel
por 37% de bacteremia sem causas aparentes, 27% de pneumonia e 12% de meningite.'*
Além disso, outros estudos reportaram aumento de colonizacdo da nasofaringe por HiNt em
populacdo pediatrica que recebeu vacina conjugada contra Spn, indicando a participacao
cada vez mais expressiva do HiNt tanto nas doencas invasivas quanto na porta¢do.324

Um fator que poderia ter contribuido para o aumento de doencgas invasivas por HiNts
no periodo pds-vacinal foi a melhoria no diagndstico, com emprego de alvos genéticos
de amplo espectro em ensaios moleculares que promoveram a detec¢do de variantes
encapsuladas ou ndo, bem como de ensaios de identificacdo dos varios genotipos de Hi que
antes se voltavam apenas para o Hib.2

Neste cenario, faz-se necessdario o aprimoramento continuo dos testes diagndsticos,
pois a confirmacdo laboratorial de casos de doencas causadas por Hi é fundamental para
manutencdo da vigilancia ativa deste agente, permitindo avaliar possiveis falhas vacinais e/
ou mudancas na média de idade de individuos acometidos para adoc¢do de novas estratégias
e politicas publicas de controle epidemioldgico da doenca.

A alteragdo do alvo genético bexA para hpd no ensaio molecular em formato triplex
desenvolvido pelo LDMIB-IAL resultou em eficiéncia de 37% e 23% na detecc¢do de casos
de MB e PB causados por Hi, respectivamente, devido ao acréscimo na deteccdo de Hie-fe
HiNts. Essa observacdo possibilitou o aumento na detec¢do de variantes ndo vacinais (com
predominio de Hia, seguido do HiNt), além de auxiliar no monitoramento epidemiolégico
da emergéncia de outros sorotipos capsulares.
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