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RESUMO

Ao longo dos ultimos anos, tem-se verificado um aumento significativo de
infecbes provocadas por bactérias da espécie Haemophilus influenzae, sobretudo
Haemophilus influenzae néo tipavel (NTHi).

NTHi trata-se de um pequeno cocobacilo de Gram-negativo, ndo capsulado
exclusivo dos seres humanos, comensal, do trato respiratorio superior, e que

ultimamente tem assumido um papel muito importante como agente patogénico.

Esta bactéria € uma das causas mais comuns de infecdes do trato respiratorio
superior e inferior, provocadas em criangas e adultos, tais como: sinusite bacteriana,
conjuntivite bacteriana, otite média aguda (OMA), pneumonia adquirida na comunidade
(PAC) e exacerbacdes na doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Por outro lado,
em situacGes mais pontuais, NTHi é também capaz de provocar infecdes invasivas

como meningite e septicémia.

No sentido de aprofundar melhor a patogénese de NTHi, uma vez que a mesma
ainda ndo estd bem esclarecida, a presente monografia, realizada no &mbito do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, apresentou como principal objetivo a realizacédo
de um levantamento dos conhecimentos adquiridos acerca de NTHi nos altimos 10 anos
e compreender de que forma as descobertas cientificas obtidas contribuiram para a
compreensdo deste agente patogénico e a melhoria da satde publica, nomeadamente ao

nivel da prevencao através da vacinagao.

Desta forma, através dos dados recolhidos foi possivel constatar que NTHi
apresentou maior incidéncia de infecGes desde a introducdo de uma vacina
polissacaridea conjugada contra H. influenzea tipo b e que atualmente € urgente a
necessidade de criacdo de uma vacina contra NTHi, sobretudo para prevencdo de

doencas invasivas.

Palavras-chave: Haemophilus influenzae ndo tipavel, epidemiologia, clinica,

patogénese, vacinacao
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ABSTRACT

Over the past few years, there has been a significant increase in infections
caused by bacteria of the species Haemophilus influenzae, particularly non-typeable
Haemophilus influenzae (NTHI).

NTHi, is an exclusive human, small Gram-negative coccobacillus, non
capsulated, normally found in the upper respiratory tract, and that lately has played a
very important role as a pathogen.

This bacteria is one of the most common causes of upper and lower respiratory
tract infections, in children and adults, such as bacterial sinusitis, bacterial
conjunctivitis, acute otitis media (AOM), community-acquired pneumonia (CAP) and
acute exacerbations in Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). Moreover, in
more specific situations, NTHi is also capable of causing invasive infections such as

meningitis and septicemia.

In order to better understand the pathogenesis of NTHi, since it’s not yet fully
well known, the present monograph, held under the Integrated Master's Degree in
Pharmaceutical Sciences, presented the main purpose of conducting a survey of the
knowledge acquired about NTHi in the last 10 years and understand how the relevant
scientific discoveries contributed to the understanding of this pathogen and

improvement of public health, particularly in terms of prevention through vaccination.

In this way, through the collected data it was established that NTHi had a higher
incidence of infections since the introduction of a polysaccharide conjugate vaccine
against H. influenzea type b and that there now is an urgent need to create a vaccine

against NTHi, especially for the prevention of invasive disease.

Keywords: non-typeable Haemophilus influenzae, epidemiology, clinic, pathogenesis,
vaccination
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PREAMBULO

Ao longo dos ultimos anos, a bactéria Haemophilus influenzae ndo tipavel
(NTHi) tem assumido um papel muito importante como agente patogénico, uma vez que
é uma das causas mais comuns de infe¢fes provocadas em criancgas e adultos, sobretudo
adultos com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (Farshid & Riesbeck, 2014;
Van Eldere, Slack, Ladhani, & Cripps, 2014).

Nesse sentido, a escolha deste tema esta fortemente relacionada com os motivos
supracitados, bem como com o facto de a patogénese molecular de NTHi ainda ndo
estar bem esclarecida (Farshid & Riesbeck, 2014).

Deste modo, no decorrer da presente monografia o principal objetivo focou-se
em realizar um levantamento dos conhecimentos adquiridos acerca deste microrganismo
nos ultimos 10 anos e compreender de que forma as descobertas cientificas obtidas
contribuiram para a melhoria da saide publica, nomeadamente ao nivel da prevencéo

através da vacinagéo.
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Introdugdo

INTRODUCAO

1. Perspetiva historica

As espécies pertencentes ao genero Haemophilus foram inicialmente descritas
por Robert Koch, mas a descoberta da bactéria Haemophilus influenzae foi conferida
aos bacteriologistas e fisicos Richard Pfeiffer e Shibasaburo Kitasato.(Taubenberger,
Hultin, & Morens, 2007)

Pfeiffer examinou amostras de secre¢des brénquicas de individuos que
morreram durante a pandemia da gripe de 1918, e observou nas mesmas, a existéncia de
um grande nimero de pequenos bacilos que tinham a singularidade de necessitar de um
meio enriquecido em sangue para um crescimento favoravel. Richard Pfeiffer designou
estes organismos por “Bacillus influenzae”, e considerou-0s, nessa altura, como 0s
agentes primarios causadores da doenca da gripe. (Schuchat & Messonnier, 2007)

Anos mais tarde, o virus humano da gripe foi descoberto e identificado como o
agente etiologico da gripe, 0 que colocou em ddvida a importancia de H. influenzae na
pandemia da gripe. Contudo, verificou-se que este poderia ter contribuido grandemente
para a elevada taxa de mortalidade durante a pandemia, precisamente pelo fato de estar

associada a infecGes bacterianas secundarias. (Taubenberger et al., 2007)
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Tabela 1- Microrganismos importantes da familia Pasteurellaceae e respetiva origem historica.
Adaptado de, Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2014

Origem historica

Haemophilus Haemo, sangue; Hilo, amor (“ ama o sangue”; requer sangue para
crescimento em meio de agar)
H. influenzae Originalmente considerado a 1? causa de Influenzae (Gripe)
H. aegyptius Aegyptius, egipcio (observado em 1883, por Robert Kock, em exsudados
de egipcios com conjuntivite)
H. ducreyi Microrganismo isolado pela primeira vez pelo bacteriologista Ducrey,
tendo sido 0 nome atribuido em sua homenagem
Actinobacillus Actinis, raio; bacilo, pequena haste (“Bacilo raio”- relacionado com o
crescimento de formas filamentosas)
Aggregatibacter Aggregare, unido; bacter, haste bacteriana; bactéria em forma de bastonete
agregado

: Comitans, acompanhar (‘“acompanha um actinomiceto”)
actinomycetemcomitans

A. aphrophilus Aphros, espumas; philos, amoroso
Pasteurella Nome em homenagem a Louis Pasteur
P. multocida Multus, muitos; cidus, matar (“mata muitos”; patogénico para muitas
espécies animais)
P. canis Canis, céo (isolado da boca do céo)

2. Taxonomia

A nivel taxonémico, a bactéria H. influenzae pertence ao filo Proteobacteria, a
classe Gammaproteobacteria, a ordem Pasteurellales, a familia Pasteurelaceae, ao

género Haemophilus e a espécie influenzae.

De entre as espécies adaptadas ao ser humano, para além de H. influenzae,
destacam-se H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. influnzae biotipo aegyptius, H.

ducreyi, H. segnis, H. aphrophilus e H. paraphrophilus (Gillespie & Hawkey, 2006).

2.1 Familia Pasteurellaceae

A familia Pasteurellaceae € composta por 65 espécies, as quais se encontram
distribuidas em 19 géneros sendo que 0s quatros principais géneros sdo Haemophilus,
Pasteurella, Actinobacillus, e Mannheimia (Bonaventura, Lee, DeSalle, & Planet, 2010;
Naushad et al., 2015).
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Introdugdo

Algumas espécies desta familia sdo agentes comensais do trato respiratorio
superior, bem como da cavidade oral, podendo, contudo, tornarem-se patogénicos. E
neste contexto que se da maior énfase ao microrganismo H. influenzae ndo tipavel, na
medida em que 0 mesmo esta presente no trato respiratério de muitos individuos, sendo
que poderé tornar-se patogénico quando se verifica uma supressao ao nivel do sistema
imunitéario (Bonaventura et al., 2010).

O género Haemophilus contém espécies responsaveis por uma diversidade de
patologias como é o caso de pneumonia, meningite bacteriana aguda e cancro mole (que
se trata de uma doenca sexualmente transmissivel). Por outro lado, espécies dos géneros
Mannheimia, Pasteurella e Actinobacillus podem estar na base da etiologia da febre de
transporte de bovinos, célera aviaria e pleuropneumonia em suinos, respetivamente
(Naushad et al., 2015).

2.2 Género Haemophilus influenzae

H. influenzae trata-se de um pequeno cocobacilo de Gram-negativo, comensal,
do trato respiratério superior, mais propriamente da nasofaringe, bastante fastidioso e
que necessita de fator X (hemina) e fator V (dinucleétido de nicotinamida adenina-
NAD) para o0 seu crescimento, sendo a sua temperatura étima de crescimento entre 0s
35 e 0s 37°C (Foxwell, Kyd, & Cripps, 1998; Paul T. King & Sharma, 2015).

A hemina podera auxiliar como fonte de ferro e protoporfirina e é utilizada,
opcionalmente, para o crescimento sob condi¢fes anaerdbicas. Por outro lado, NAD é
utilizado nos processos de oxidacdo-reducdo do metabolismo celular da bactéria (Reidl
et al., 2000).

A parede celular de H. influenzae apresenta uma estrutura tipica das bactérias de
Gram-negativo, sendo constituida por uma camada de peptidoglicano, que é responsavel
pela forma mais rigida das células e pela protecdo do citoplasma contra as diferencas
na pressdo osmotica, bem como trés outros componentes que a envolvem externamente:
lipoproteinas, cuja funcdo é estabilizarem a membrana externa e fixa-la a camada de
peptidoglicano; membrana externa, responsavel pela prevencdo da perda de proteinas
periplasmaticas (especificas de cada estirpe) e evitar o0 acesso de enzimas hidroliticas e

de certos antibiodticos ao peptidioglicano, e por ultimo lipooligossacarido (LOS), que
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apresenta a funcdo de endotoxina (Choi, Cox, Li, McCready, & Ulanova, 2014; Murray
et al., 2014).

Figura 1- Haemophilus influenzae (cocobacilos) observados em esfregaco com coloracdo de

Gram. Retirado de, Murray et al., 2014

Este microrganismo tem sido vastamente utilizado como microrganismo modelo,
a partir do qual tém surgido algumas conquistas cientificas ao longo da historia (Farshid
& Riesbeck, 2014).

Entre estas, destaca-se o facto de H. influenzae ter sido utilizado como fonte de
isolamento da primeira enzima de restricdo; ter sido utilizado para desenvolver o
primeiro modelo animal ao nivel da meningite bacteriana, e por ultimo, por se tratar do
primeiro organismo vivo a ter o seu genoma completamente sequenciado (Farshid &
Riesbeck, 2014).
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Introdugdo

2.2.1 Serotipagem

As espécies desta bactéria sdo comummente divididas em dois grupos distintos,
derivando da presenca ou auséncia de cépsula polissacaridea (Puig et al., 2013). A
capsula tem a finalidade de evitar a opsonizacdo e a fagocitose por parte dos neutrofilos
(Rahman, 2009).

Assim sendo, sabe-se que a maioria das estirpes desta espécie € capsulada, o que
as torna menos vulneraveis aos mecanismos naturais de defesa do hospedeiro, e podem
dividir-se em seis serotipos tendo por base a sua capsula polissacaridea, 0s quais se
podem classificar de A a F (Van Eldere et al., 2014). Estes podem ser identificados por
métodos seroldgicos, ou seja, por testes de aglutinacdo por meio de antissoros
especificos para cada serotipo capsular, e/ou por técnicas moleculares através da
detecd@o do gene especifico para cada tipo capsular com recurso a reacdo de Polymerase
Chain Reaction (PCR) (Puig et al., 2013).

Por outro lado, quando H. influenzae é ndo-capsulado, ndo é possivel efetuar
qualquer tipo de serotipagem, passando a denominar-se H. influenzae nao tipavel- NTHi
(Puig et al., 2013).

De entre as estirpes tipaveis, destaca-se H. influenzae tipo b (Hib), por se tratar
do serotipo mais conhecido, mais estudado e mais patogenico (Paul T. King & Sharma,
2015).

Este, ao contrario do que acontece com as estirpes ndo tipaveis, esta fortemente
relacionado com o aparecimento de doengas invasivas, tal como meningites,

principalmente em criancas (De Chiara et al., 2014).

Anteriormente a introducao da vacina conjugada contra H. influenzae tipo b, este
serotipo era a causa de mais de 95% das infecdes invasivas causadas pelo género
Haemophilus (Murray et al., 2014), uma vez que é considerado o serotipo mais
virulento (Choi et al., 2014).

Por outro lado, desde a introducdo da vacina conjugada contra H. influenzae tipo
b, ha mais de 20 anos atras (Van Eldere et al., 2014), tem-se observado um decréscimo
ao nivel das infecdes provocadas pelo mesmo (Puig et al., 2013), o que se apresenta
como algo bastante positivo na medida em que permite prevenir doencas provocadas

por este microrganismo, uma vez que se tem conhecimento de que antes da introducao
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da mesma, este serotipo era a causa major de infegdes em recém-nascidos e criancas
(Puig et al., 2014).

Neste sentido, posteriormente a introducdo da vacina, a maioria das patologias
atualmente sdo provocadas por estirpes de NTHi (Murray et al., 2014). Tal fica a dever-
se ao facto de a vacina conjugada contra Hib ndo prevenir infegdes contra NTHi (Choi
et al., 2014).
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Desenvolvimento

ESTADO DA ARTE

Haemophilus influenzae n&o tipavel

1. Microbiologia

NTHi, tal como ja mencionado anteriormente, trata-se de uma estirpe de H.

influenzae que ndo possui capsula e que integra a flora microbiana da nasofaringe.

Embora se trate de um comensal da nasofaringe em individuos saudaveis, este
mesmo microrganismo apresenta patogenicidade aquando da sua presenga no trato
respiratorio superior e inferior, sendo um importante agente patogénico da mucosa
respiratoria (Paul T. King & Sharma, 2015).

Nesse sentido, e embora NTHi nunca tenha tido um perfil de incidéncia tado
elevado de infecbes em comparagdo com H. influenzae tipo b e S. pneumoniae (Van
Eldere et al., 2014), este pode estar envolvido em infecdes como sinusite, conjuntivite e
pneumonia adquirida na comunidade (PAC), e em casos raros pode provocar doencas
mais severas como septicémia ou meningite. Em situacdes pontuais podera também
estar presente no trato genital feminino (Gilsdorf, McCrea, & Marrs, 1997; Langereis,
de Jonge, & Weiser, 2014; Puig et al., 2013).

NTHi é também o microrganismo mais frequentemente encontrado em pulmdes
de individuos com exacerbacBes de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e é
ainda, a segunda causa mais comum de otite média bacteriana a seguir a S. pneumoniae
(Rosadini, Ram, & Akerleya, 2014).

Contudo, ao invés do que se observa com H. influenzae tipo b, NTHi é
invulgarmente associado a doengas invasivas (Rosadini et al., 2014), uma vez que é
considerado um agente patogénico extracelular, apesar de durante varias décadas alguns
estudos terem relatado numeros significativos de NTHi numa variedade de células
epiteliais respiratorias humanas, células sub-epiteliais e macrofagos, tanto in-vitro como

ex-vivo (Clementi, Hakansson, & Murphy, 2014).

Ainda assim, desde a introducdo da vacina conjugada contra H. influenzae tipo

b, observou-se o aparecimento de algumas infecbes invasivas causadas por
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Haemophilus influenzae ndo tipavel, como € possivel observar na tabela 2. Deste modo,
as doengas invasivas causadas por NTHi afetam individuos suscetiveis, tais como
criancas prematuras, idosos, imunodeprimidos, individuos com algum tipo de doenca
maligna, ou portadores de doencas cronicas cardiovasculares e respiratdrias (Van Eldere
et al., 2014).

Tabela 2- Doencgas predominantes causadas por NTHi e respetiva incidéncia. Adaptado de, Van
Eldere et al., 2014

Incidéncia
Otite média 55-95% dos casos em criancas
Conjuntivite bacteriana 44-68% dos casos em criangas; 25% dos casos em
adultos
Sinusite bacteriana 41% dos casos em criangas
Exacerbac6es na DPOC > 90% durante uma exacerbacdo aguda
Bronquite bacteriana persistente 81% dos casos em criangas
Fibrose quistica Até 30% de amostras de expetoracao

InfecOes do trato respiratorio inferior 20-94% dos casos associados a PAC; 15-40% dos

casos associados a pneumonia; 2-10% dos casos
associados a pneumonia bacteriana

InfecGes neonatais (Septicémia e Meningite) 1,6- 4,9 por 100 nados Vvivos

2. Clinica

2.1 Doencas ndo invasivas
A. InfecBes do trato respiratdrio superior

i. Sinusite bacteriana

A sinusite bacteriana € uma infecdo do trato respiratorio superior bastante
frequente, sendo a quinta causa mais comum para a prescricdo de antibiticos nos
Estados Unidos da América (EUA). Os sintomas tendem a aparecer durante a infancia,

contudo esta patologia pode afetar criangas e adultos.
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Esta infecdo € vulgarmente causada por S. pneumoniae e por varias estirpes do
género Haemophilus, porém a introducéo da vacina Prevenar®, dirigida contra varios
serotipos de pneumococos, levou a um aumento da colonizagdo da nasofaringe por
NTHi passando a verificar-se um aumento do aparecimento de sinusite bacteriana

causada pelo mesmo (Van Eldere et al., 2014).

ii.  Conjuntivite bacteriana

A conjuntivite bacteriana trata-se de um tipo de infecdo que afeta sobretudo
crianga, cujos principais sintomas se caracterizam pelo aparecimento de prurido,
irritacdo, sensacdo de corpo estranha, olhos lacrimejantes e aparecimento de secrecoes
purulentas (Epling, 2012).

NTHi provoca 44-68% das conjuntivites bacterianas em criangas enquanto que
em adultos apenas provocam 25% da referida infecdo. As percentagens apresentadas
estdo relacionadas, também, com o facto de em adultos as conjuntivites serem sobretudo

virais e ndo bacterianas (Van Eldere et al., 2014).

iii. Otite média aguda (OMA)

A otite media bacteriana, trata-se de uma infecdo do ouvido que afeta mais de
75% das criancas com idade inferior a 3 anos (Van Eldere et al., 2014).

Entre outros microrganismos, NTHi é encontrado no ouvido médio numa
percentagem de 55-95%, a qual varia de acordo com a regido geografica. Verifica-se
maior prevaléncia do mesmo em criancas que apresentaram insucesso a terapias
antimicrobianas, individuos com otite média bilateral e em individuos com otite média
aguda recorrente (Van Eldere et al., 2014).

Tal como supracitado, existem diversos patogénicos capazes de causar otite
bacteriana e nesse sentido € bastante usual a administracdo de uma vacina
pneumocacica conjugada a fim de prevenir otites causadas pela bactéria pneumococo.
Assim sendo, apos a introducdo da vacina Prevenar ®, NTHi passou a integrar a lista
das bactérias mais vulgarmente envolvidas em otites (Mizrahi et al., 2014).

No sentido de compreender a resisténcia de NTHi aos antibiéticos, bem como a
sua elevada patogenicidade, varios estudos sugerem, que NTHi esta inserido em

biofilmes. Biofilmes tratam-se de uma comunidade de microrganismos que a aderem a
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superficie celular e que se encontram envoltos numa matriz extracelular que os proprios
produzem. Desta forma, torna-se mais complicado a resposta do sistema imunitéario do

hospedeiro, assim como a resposta a terapéutica antibidtica (Mizrahi et al., 2014).

B. Infe¢Bes do trato respiratério inferior

I Pneumonia adquirida na Comunidade (PAC)

A pneumonia caracteriza-se por uma infecdo respiratdria aguda associada ao
aparecimento de uma mancha segmentar, lobar ou mutilobar no exame radiolégico, cuja
prevaléncia € cerca de cinco vezes superior em paises em vias de desenvolvimento
(Akter, Shamsuzzaman, & Jahan, 2014).

A PAC define-se como uma infecdo aguda do parénquima pulmonar que afeta
frequentemente individuos hospitalizados, caracterizando-se pela presenca de sinais de
respiracdo alterada (Puig et al., 2013).

H. influenzae é considerado a segunda causa mais comum de PAC em adultos, a

seguir a S. pneumonia (Puig et al., 2013).

ii. Exacerbacbes na Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva crénica, caracteriza-se por uma limitacao do fluxo
aéreo progressivo e, geralmente, irreversivel. Para além destes aspetos, verifica-se
também na DPOC uma reducdo da area de superficie dos pulmdes o que afeta a

elasticidade pulmonar, bem como as trocas gasosas (Ganesan et al., 2014).

Ao invés do que se observa nas vias aéreas de individuos com pulmdes
saudaveis, individuos com DPOC clinicamente estaveis podem apresentar entre 25 a

50% de microrganismos patogénicos respiratorios (Agrawal & Murphy, 2011).

Sabe-se ainda que 50% das exacerbacdes estdo associadas a causas bacterianas e
que H. influenzae é a causa bacteriana mais comum das mesmas. E possivel inclusive
compreender que a presenca de NTHi em amostras de exsudado brénquico manifesta
um aumento de 33% em doentes com DPOC estavel para 87% em doentes com
exacerbacoes (Agrawal & Murphy, 2011; Van Eldere et al., 2014).

32



Desenvolvimento

Nesse sentido, e por forma a sustentar o supracitado, é de realcar que NTHi é o
microrganismo mais frequentemente isolado a partir das vias respiratérias inferiores dos
adultos com exacerbagdes da DPOC e que aquando da sua presenca se verifica um
aumento da inflamacdo das vias aéreas, 0 que se trata de uma caracteristica especifica
das exacerbag6es na DPOC (Agrawal & Murphy, 2011; Rosadini et al., 2014).

Desta forma, compreende-se que a colonizagdo do trato respiratorio inferior por
NTHi é a maior causa de inflamacéo das vias aéreas, assim como de danos teciduais.

iii.  Fibrose quistica

H. influenzae ndo tipavel é comummente isolado de amostras de expetoragédo de
individuos com fibrose quistica e também frequentemente encontrado em biofilmes das

vias respiratorias de criancas com a mesma patologia.

Desta forma, quando NTHi se torna patogénico, apresenta grande facilidade em
provocar lesbes pulmonares o0 que possibilita iniciar os processos inflamatérios que
permitem a colonizacdo e consequente infe¢cdo por Pseudomonas aeruginosa (Agrawal
& Murphy, 2011; Van Eldere et al., 2014).

Este facto é sustentado por estudos que evidenciam a presenca de NTHi em
biofilmes no epitélio das vias aéreas, que manifestam um aumento da resisténcia

antimicrobiana (Van Eldere et al., 2014).

C. InfecBes do trato genital feminino

Apesar da escassa informacdo acerca deste tipo de infecdo, sabe-se que NTHi

esta presente no trato genital feminino em situacdes pontuais.

E relevante referir que H. influenzae foi descrito pela primeira vez, enquanto
causador de uma pielonefrite devido a calculos renais, por James Homer Wright no ano
de 1905.

De entre as infecBes causadas por este microrganismo, destacam-se as infecdes

urinarias e a endometrite, sobretudo em individuos que apresentam patologias ao nivel
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do trato genital. Esta observacdo pode ser justificada com o facto de a urina ser
altamente bactericida para H. influenzae.

Ainda assim, NTHi apresenta um papel minoritario no que respeita as doencas
do trato urinario (Gilsdorf et al., 1997; Wallace et al., 1983).

2.2 Doengas invasivas

A doenca invasiva causada por H. influenzae caracteriza-se pelo isolamento de
microrganismos a partir de locais que normalmente sdo estéreis, podendo manifestar-se
sobretudo sob a forma de infecBGes graves como meningite ou septicémia (Ladhani et al.,
2010).

Com a introducéo da vacina conjugada contra H. influenzae tipo b, na década de
1990, em programas de imunizacgdo infantil, observou-se um decreéscimo significativo
nas infecBes invasivas causadas por Hib, nos paises que incorporaram a mesma nos seus
programas de vacinacdo, como se observa na tabela 3 (Ladhani et al., 2010; Ulanova &
Tsang, 2009).

Assim sendo, na era pos vacinacao, outras estirpes deste mesmo microrganismo
ganharam relevo e maior importancia como causa de doengas invasivas. Como tal THi
ndo foi excecdo, chegando mesmo a ser a estirpe que maior nimero de doencas
invasivas causa. O foco da incidéncia destas infecGes desencadeadas por NTHi é
sobretudo em criancas com idade inferior a 1 ano e em individuos com idade superior a
65 anos, ao invés do que se verifica com H. influenzae tipo b que provoca sobretudo
meningite em criancas saudaveis com idades inferiores a 5 anos. Porém, individuos
imunodeprimidos ou portadores de doencas crénicas cardiovasculares e respiratorias

podem igualmente ser afetados (Agrawal & Murphy, 2011; Van Eldere et al., 2014).
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Incidéncia 104

S B

<1lano 1-4anos 5-14anos 15-44anos 45-70anos > 70anos

Figura 2- Distribui¢do da incidéncia de infe¢Bes invasivas causadas por NTHi de acordo com a idade dos
individuos. Adaptado de, Hernando, Roma, & Pe, 2004

Tendo em conta que a doenca invasiva provocada por NTHi tem aumentado ao
longo dos anos (tabela 3), sendo bastante mais prevalente em contraste com H.
influenzae tipo b, que apresenta apenas um peso de 20% no total das infe¢des invasivas,
torna-se crucial compreender os motivos que levaram a um aumento de infecGes

invasivas causadas por NTHi.

As razdes aparentam ser trés:(Langereis & Jonge, 2015)

Tabela 3- Casos de doenga invasivas causadas por Haemophilus influenzae desde a introducéo

de uma vacina polissacaridea conjugada contra H. influenzae tipo b. Adaptado de, Langereis & Jonge,

2015
. C A . Serotipos
Local Perlodg da Incidéncia dos_ Sgrotlpo b NTHi isolados n30-b
colheita casos de NTHi isolado .
isolados
Europa 1996-2006 0 35% 56% 9%
Portugal 2002-2010 0 13% 77% 10%
Espanha 2008-2013 1 1% 85% 14%
E.UA 1999-2008 0 4% 70% 26%
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v Introducdo de uma vacina polissacaridea conjugada contra
H.influenzea tipo b- Esta vacina possui um elevado potencial imunogénico por
acdo do seu conjugado polissacarideo, contudo apenas confere protecdo contra o
serotipo b, o que aumenta a probabilidade de NTHi causar infecdo invasiva. O
facto de a taxa de transmissdo em pais de criancas vacinadas ter aumentado de
23%, num periodo de pré vacinacao, para 40% num periodo p6s vacinacdo leva
também a concluir que a transmissdo é agora mais abundante em adultos
saudaveis o que pode contribuir para 0 maior aparecimento de infecdes invasivas
observadas nos Gltimos 20 anos, como indica o estudo evidenciado pela tabela 3
(Langereis & Jonge, 2015).

v' Aumento da viruléncia das estirpes de NTHi- A versatilidade
genética que NTHi possui, permite que sejam efetuadas trocas de ADN entre as
estirpes com alguma frequéncia, o que resultara na aquisicdo de novos fatores de
viruléncia, sendo esta uma das possiveis razdes para 0 aumento de infecGes
invasivas por NTHi (Langereis & Jonge, 2015).

v" Mudancas demograficas- Tal como referido anteriormente nesta
seccdo, a epidemiologia das infecGes causadas por H. influenzae tem sofrido
mudancas bastante evidentes nos ultimos 20 anos. Ao contrario do que se
observava ha uns anos atras, em que as doencas invasivas eram provocadas
sobretudo por H. influenzae tipo b, nos dias de hoje NTHi € uma das maiores

causas de doencas invasivas, particularmente em criangas e idosos.

Embora as razbes para esta incidéncia ainda estejam pouco estudadas,

existem algumas explicacdes que podem sustentar este facto.

O sistema imunoldgico do hospedeiro possui um papel crucial na defesa
contra infecdes causadas por NTHi e nesse sentido, facilmente se compreende
que o sistema imunoldgico das criancas € menos desenvolvido e o dos idosos
apresenta-se mais debilitado. Assim sendo, existe menos capacidade de resposta

por parte destes dois grupos, motivo pelo qual poderdo ser os mais afetados.

Também os fatores predisponentes ou de risco poderdo induzir a
colonizacdo de NTHI, sendo o tabagismo um dos fatores de risco com maior

relevancia.

36



Desenvolvimento

Por outro lado, recentemente, alguns estudos evidenciam a importancia
da ligacao de IgM a superficie bacteriana. Esta descoberta enfatiza o papel desta
imunoglobulina na defesa imunoldgica contra este agente patogénico. Por forma
a compreender melhor este mecanismo de defesa é de referir que as células
produtoras de IgM, CD27+, sdo pouco abundantes em criangcas e aumentam
cerca de 20% nos adultos, contudo volta a verificar-se um decréscimo nos
idosos. Neste sentido, quanto menor a quantidade de imunoglobulina menor a

capacidade de resposta contra infegdes invasivas causadas por NTHi.

Por ultimo, no caso particular dos idosos, estes também apresentam a sua
imunidade celular comprometida, com uma diminuicdo da funcdo dos
neutréfilos. Desta forma, e tendo por base o facto de estes serem bastante
eficazes no processo de fagocitose, facilmente se depreende que a diminuicdo da
capacidade fagocitaria é algo que leva a um compromisso do sistema de defesa
do hospedeiro (Langereis & Jonge, 2015).

3. Fatores de viruléncia

As estirpes de H. influenzae capsuladas, sdo seguramente mais virulentas do que

as estirpes de NTHi, devido a presenca da capsula polissacaridea.

Contudo, as estirpes de NTHi, apresentam estruturas de superficie que lhes

confere viruléncia, tornando-as capazes de causar doenca.

Nesse sentido, torna-se essencial perceber quais os fatores de viruléncia
associados a NTHi, bem como os seus mecanismos de interacdo com as células
hospedeiras (Erwin & Smith, 2007).

3.1 Adesinas

i. Fimbrias ou Pilis

As fimbrias, também denominadas de pilis, sdo caracteristicas de H. influenzae

tipo b, bem como de algumas estirpes de NTHi.
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Estas estruturas sdo consideradas fatores de colonizacdo desta mesma bactéria, o
que indica que tém a capacidade de promover a adesdo a0 muco respiratorio, assim
como a adesdo bacteriana as células epiteliais. A referida adesdo constitui um papel
crucial no processo de infecdo (Ronander et al., 2009).

As fimbrias de H. Influenzae sdo compostas por uma proteina Major (HifA) e
duas proteinas Minor (HIifD e HifE). A proteina HIfE tem a capacidade de provocar
hemaglutinagdo e de favorecer a adesdo as células epiteliais (Rahman, 2009).

Por outro lado, em estirpes de H. Influenzae ndo tipavel, conhece-se também a
presenca de uma outra proteina, P5-Fimbrina, cuja estrutura é bastante semelhante a
proteina P5 da membrana externa, e que tal como acontece com a proteina HifE,
favorece a adesdo as células humanas (Rahman, 2009).

Figura 3- Figura representativa de fimbrias de Haemophilus influenzae. Retirado de,
Moxon, Rainey, Nowak, & E. Lenski, 1994

3.2 Proteinas auto-transportadoras

i. HMW1 e HMW2

Estas proteinas de elevado peso molecular, tém propriedades adesivas, sendo

também denominadas, por isso adesinas,
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Sao consideradas os principais fatores de viruléncia de NTHi e a sua principal
fungdo, tal como o proprio nome indica, € promover a adesdo a células epiteliais

humanas.

A sua presenca verifica-se exclusivamente em estirpes de NTHi, sendo que se
encontram em quase 80% das mesmas (Rahman, 2009).

ii.  Proteina Hap

Hap pertence a um grupo de proteinas denominadas auto-transportadoras, e
trata-se de uma proteina adesiva, com um peso molecular de 155 kDa, cujas principais
funcdes sdo as de adesdo e invasdo das células epiteliais respiratdrias, assim como a
adesdo a proteinas da membrana externa.

Esta proteina apresenta dois dominios: um que contém uma regido adesiva que
promove a adesdo a células epiteliais e a proteinas da matriz extracelular, como a
fibronectina, laminina e colagénio 1V; e outro dominio com uma serina protease que
interfere com a clivagem auto-proteolitica, atividade essa que atua melhor apds invaséo
celular.

O facto de existirem duas regides distintas nesta proteina, tem suscitado bastante
interesse por parte de varios cientistas, principalmente no que respeita a descoberta de
novas vacinas para combater as infecdes por NTHi (Rahman, 2009; N. a. Spahich & St.
Geme, 2011; N. A. Spahich et al., 2014).

3.3 Protease IgA

A protease IgA existe em mais de 97% das estirpes de NTHi e é um fator que
estd fortemente relacionado com a viruléncia e consequente patogenicidade da bactéria
(Rahman, 2009).

Esta proteina bacteriana, tem a capacidade de clivar a imunoglobulina humana

predominante na cavidade nasofaringea (IgAl).

A imunoglobulina humana impede a aglutinacdo de bactérias nas membranas,

inibindo a interacdo da bactéria com a superficie das mesmas, devido a fagocitose, a
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ligagdo e neutralizagdo de toxinas e enzimas microbianas (Clementi et al., 2014; N. a.
Spahich & St. Geme, 2011).

Por outro lado, a protease IgA possui acdo proteolitica, clivando e eliminando
estes mecanismos de protecdo, o que favorece, consequentemente, a colonizagéo
bacteriana (N. a. Spahich & St. Geme, 2011).

Deste modo, pensa-se que a protease IgA é um fator crucial para que NTHi
persista nas células epiteliais do aparelho respiratério (Clementi et al., 2014).

Recentemente, foram identificadas em NTHi duas variantes da protéase IgA,
IgaA e IgaB. Embora as funcbes das referidas protéases ndo estejam totalmente
esclarecidas, bem como de que forma IgaA aumenta o tempo de permanéncia de NTHi
nas células hospedeiras, sabe-se que IgaA permite facilitar a invasdo das células
epiteliais e lgaB tem a capacidade de aumentar a persisténcia intracelular de NTHi
(Farshid & Riesbeck, 2014).

3.4 Proteina D

Esta lipoproteina é encontrada em estirpes de NTHi e esta envolvida na

patogénese das infecdes do trato respiratorio causadas por este microrganismo.

A capacidade virulenta desta proteina, esta relacionada com a acdo da sua
glicofosfodiesterase, que liberta fosforilcolina e dessa forma, possui capacidade de

danificar os cilios da nasofaringe.

Uma vez que a proteina D é um dos fatores mais virulentos de NTHI mas
também um dos mais conservados, pensa-se que a criacdo de uma vacina utilizando-a
como alvo podera ser utilizada com sucesso, com o objetivo de impedir, entre outras,
uma das doencas mais causadas por esta bactéria nos humanos, a otite média (Forsgren,
Riesbeck, & Janson, 2008; Rahman, 2009).
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3.5 Lipooligossacarido

A maioria das bactérias de Gram negativo possui uma endotoxina, denominada
lipopolissacérido (LPS) (Choi et al., 2014).

Contudo, a espécie H. influenzae, ao invés do que acontece com outras bactérias
de Gram negativo, contém uma endotoxina que ndo tem cadeia lateral terminal
repetitiva, a qual da pelo nome de antigénio O, e nesse sentido denomina-se
lipooligossacarido (LOS) (Rahman, 2009).

O LOS trata-se de um componente principal e essencial da membrana externa
bacteriana, que esta fortemente relacionado com a patogenicidade do género H.
influenzae (Morey et al., 2013).

3.6 Proteinas da membrana externa (PME)

A membrana externa bacteriana, tal como mencionado anteriormente, trata-se de
um dos componentes da parede celular, sendo responsavel pela prevencédo da perda de
proteinas periplasmaticas (especificas de cada estirpe), assim como evitar o acesso de
enzimas hidroliticas e de certos antibioticos ao peptidioglicano.

Da membrana externa fazem parte varias lipoproteinas, também denominadas
proteinas da membrana externa, as quais se encontram na camada interna da mesma (L.
V. Michel et al., 2013a).

Nesse sentido, para NTHIi, sdo conhecidas as proteinas de membrana P2, P5 e

P6, as quais serdo apresentadas de forma mais detalhada abaixo.

i. Proteina de membrana externa P2

A proteina de membrana P2 é a mais abundante, correspondendo a 50% das

proteinas de membrana externa (Ostberg, Russell, & Murphy, 2015).

Esta apresenta-se sob a forma de uma porina homotrimérica, permitindo por este
motivo a entrada de nutrientes na célula bacteriana. Por outro lado, possui a capacidade
de atuar como um prido, o que significa que por si s6 atua como uma molécula

patogénica (Rahman, 2009).
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Quanto a sua importancia, esta esta fortemente relacionada com o facto de P2 ser
considerada como um potencial antigénio vacinal. Desta forma, varios estudos tém
investigado uma forma eficaz de prevenir infegdes causadas por NTHi. Assim sendo,
sabe-se que através da utilizacdo de anticorpos bactericidas, se demonstra uma atividade
bactericida favoravel, levando a constatar que a utilizacdo dos referidos anticorpos
confere protegéo.

Ainda assim, varios desafios se tém colocado no caminho, sendo que o principal
sera a heterogeneidade da sequéncia de P2 entre as diferentes estirpes. Neste sentido, o
sucesso de uma vacina baseada em P2 necessitaria de uma estabilidade de sequéncias
durante a colonizacdo, por forma a considerarem-se epitopos imunologicamente e
estruturalmente estaveis (Hiltke, Sethi, & Murphy, 2002; Ostberg et al., 2015; Rahman,
2009).

il. Proteina de membrana externa P5

A proteina P5 tem recebido uma consideravel atencdo enquanto potencial
candidato a uma vacina, uma vez que estd envolvida na colonizacdo e patogénese
bacteriana, possuindo capacidade de se ligar aos recetores de membrana do hospedeiro,
como por exemplo celulas epiteliais bronquicas e moléculas do antigénio
carcinoembrionario.

Contudo, a interacdo de P5 com estes recetores ainda ndo se encontra bem
esclarecida (Hill et al., 2001; Zakharian & Reusch, 2007).

iii. Proteina de membrana externa P6

Outra proteina de membrana com relevancia, € a P6. Esta proteina aparece
associada ao peptidoglicano e possui uma atividade imunomoduladora, assim como tem
a particularidade de ser um indutor seletivo de citocinas pro-inflamatorias de

macrofagos humanos.

Desde a sua descoberta, na década de 1980, P6 tem sido um forte candidato para

uma vacina contra infecdes provocadas por NTHi.
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Nesse sentido, algumas descobertas tém sido realizadas e sabe-se nos dias de
hoje que, ao contrario do que se observa com P2, P6 apresenta 0os seus dominios
conservados entre as diversas estirpes patogenicas, uma vez que apresenta uma elevada

homologia na analise de amino&cidos.

Portanto, os anticorpos produzidos contra esta proteina detém atividade
bactericida contra a mesma e permitem uma eficacia a longo prazo, uma vez que podem
permanecer no soro humano por longos periodos de tempo (L. V. Michel et al., 2013b;
Rahman, 2009).

3.7 Biofilme

Um biofilme caracteriza-se por ser uma comunidade estruturada de celulas
bacterianas, envoltas numa matriz aderente polimérica, autoproduzida pelo conjunto de
microrganismos, € que possui capacidade para aderir as superficies celulares do

hospedeiro e material inerte. (Murphy & Kirkham, 2002)

A estrutura de um biofilme compreende a presenca de varias moléculas, as quais
tém a funcdo de fornecer nutrientes essenciais, assim como criar condigdes ambientais

favoraveis para a sobrevivéncia do biofilme e oferecer integridade a matriz.

A matriz polimeria microbiana que constitui o biofilme é altamente hidratada,
uma vez que mais de 97% da sua composicdo é agua, o que favorece ligacdes de
hidrogénio entre as células microbianas incorporadas. O elevado teor de &gua desta
estrutura permite ainda um correto fluxo de nutrientes e oxigénio, 0 que proporciona um
ambiente favoravel a sobrevivéncia da comunidade existente no biofilme.
(Ranganathan, 2014)

Por outro lado, existem outros componentes que compdem esta mesma matriz,
incluindo células microbianas (2-5%), polissacarideos (1-2%), proteinas, DNA e RNA
essenciais para a estrutura do biofilme, e ides. Estas substancias conferem protecéo ao
biofilme, aumentam a sua estabilidade mecanica e regulam os processos metabolicos.
(Ranganathan, 2014)

A formacédo do biofilme também é algo que tem recebido bastante atencdo por

parte dos investigadores e € um processo que se divide em quatro etapas: 1) contacto
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inicial com a superficie; 2) adesdo reversivel; 3) adesdo irreversivel; 4) maturacdo e

dispersdo do biofilme.

Desta forma, numa fase inicial acontece a adesdo bacteriana por acdo de forgas
gravitacionais, assim como pela expressdo de fatores de adesdo por intermediario das
propriedades fisico-quimicas e forcas eletrostaticas entre as bactérias e o substrato.
Assim, a interacdo inicial entre a comunidade bacteriana e a superficie é favorecida e a

primeira etapa de formagao do biofilme esta concluida.

Numa segunda fase, sucede a adesdo reversivel, através da motilidade flagelar, o
que permite que as bactérias superem os efeitos repulsivos das for¢as hidrodinamicas e
eletrostaticas, formando uma monocamada. Esta adesdo é resultado das forcas que
existem entre as bactérias e a superficie e ocorre durante a fase plancténica. Fatores

ambientais, como pH, temperatura e forcas ionica do meio influenciam esta fixacao.

Na etapa de adesdo irreversivel, esta envolve a acdo das fimbrias, as quais
exercem uma adesdo irreversivel ao substrato, formando um aglomerado de células em

varias camadas dentro da matriz.

A formacdo do biofilme culmina com a maturacdo e dispersdo do mesmo. O
crescimento tridimensional do biofilme seguido da fase de ades&o irreversivel indica a
maturacdo do mesmo. As celulas que compdem o biofilme maturado apresentam
caracteristicas diferentes das respetivas células planctonicas, uma vez que possuem
caracteristicas fisiologicas distintas. Nesta fase, uma vez atingida a populacado desejada
para um determinado biofilme, as células sdo dispersas e é iniciado um novo ciclo

através do crescimento de células planctonicas. (Ranganathan, 2014)

As vérias etapas de formacdo e desenvolvimento do biofilme, mencionadas

acima sao ilustradas pela figura 4.
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Figura 4- Etapas de formacdo e desenvolvimento de um biofilme. Adaptado de,
Ranganathan, 2014

Ao longo dos ultimos anos NTHi tem sido associado a este tipo de estrutura,
dando énfase a sua importancia enquanto agente patogénico multirresistente. Isto
porque, bactérias que se encontram em biofilmes, tém demonstrado uma importancia

extrema enquanto causadoras de infecGes com baixa resposta a terapéutica antibiotica.

Os biofilmes sdo mais resistentes a acdo antibacteriana, em comparagdo com
infecBes bacterianas cujas bactérias ndo se encontram inseridas neste tipo de estrutura,

assim como apresentam maior resisténcia ao sistema imunitario do hospedeiro.

Neste sentido, compreender a natureza molecular da matriz do biofilme de NTHi
é de interesse no desenvolvimento de estratégias com o intuito de combater infecdes
crénicas mais virulentas (Cho et al., 2015; Gallaher, Wu, Webster, & Aguilera, 2006;
Murphy & Kirkham, 2002; Swords, 2012).
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Figura 5- Imagem de biofilme de Haemophilus influenzae néo tipavel com recurso a

microscopia eletrénica sob diferentes condigdes de crescimento. Lamelas de vidro estéril cobertas com

suspensdes de NTHi em caldo BHI. Retirado de Gallaher et al., 2006

4. Epidemiologia

Desde a introducdo da vacina contra Hib, NTHi ganhou bastante destaque

enquanto causador de infecBes invasivas como é o caso de doengas como a meningite

ou septicémia.

150+
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Figura 6- Numero de NTHi isolados de individuos com infe¢do invasiva entre 1992-2013 na

Holanda. Retirado de, Langereis & Jonge, 2015

46



Desenvolvimento

Por conseguinte, os estudos epidemiolégicos realizados a nivel mundial, europeu
e em Portugal recaem sobre situagdes mais complicadas e preocupantes para a saude

publica como as infe¢des invasivas.

Assim sendo, na presente monografia sera abordada a epidemiologia das
doencas invasivas causadas por NTHi no mundo, na europa e em Portugal, na esperanga
porém de que estudos posteriores avaliem a epidemiologia global de NTHi enquanto

causador de infegcdes ndo invasivas.

4.1 Epidemiologia Mundial e na Europa

Com a introducdo da vacina contra Hib entre 1990 e 2009 em todos os paises da
europa, os relatos de doengas invasivas tornaram-se menos frequentes para o serotipo b
(European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2015).

Os casos de infecdes invasivas causadas por Hib representam desde entdo uma
incidéncia consideravelmente menor e NTHi ganhou destaque enquanto causador destas
infecOes especialmente em criancgas até aos 5 anos de idade e em individuos com idade
> 65 anos de idade, sobretudo no género masculino. Esta tendéncia pode ser verificada
por varios estudos realizados até agora, tais como: um estudo realizado pela ECDC, em
30 paises da Unido Europeia (UE) e da Area Econdémica Europeia (AEE) no periodo
entre 2008 e 2012, como se observa na figura 7 e num estudo do Center for Disease
Control and prevention (CDC) nos EUA (Califérnia, Colorado, Connecticut, Georgia;
Maryland, Minesota, Novo México, Nova York, Oregon e Tennesse) ilustrado pela
tabela 4, que também demonstra esta mesma realidade.(CDC, 2013; MacNeil et al.,
2011) (MacNeil et al., 2011)
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Figura 7- Casos de doenca invasivas causadas por H. influenzae na Europa no ano de 2012,
segundo a idade e o género. Retirado de, European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
2015

Tabela 4- Casos de infegdes causadas por Hib e NTHi, de acordo com a faixa etaria no ano de
2012 em varios estados dos EUA (California, Colorado, Connecticut, Georgia; Maryland, Minesota,
Novo México, Nova York, Oregon e Tennesse). Adaptado de, CDC, 2013
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Tanto em paises da Unido Europeia assim como pelo mundo, em paises como
Australia e Estados Unidos da América, NTHi aumentou a incidéncia a partir da era em

que se introduziu a vacinagéo.
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Estes dados s@o sustentados com dois estudos, o primeiro estudo decorreu
durante o periodo de 1996-2004 no estado do Illinois (EUA), como ilustra a figura 8, o
segundo estudo publicado pela ECDC que demonstrou este mesmo aumento de
incidéncia entre 2008 e 2012 em paises da EU e da AEE, como comprova a figura 9.
(Berndsen, Erlendsdéttir, & Gottfredsson, 2012; Blain et al., 2014; European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC), 2015; MacNeil et al., 2011).
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Figura 8- Percentagem de cada serotipo de Haemophilus influenzae entre 1996-2004 em Illinois
(EUA). Retirado de, Dworkin & Borchardt, 2007
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Figura 9- Casos reportados de doengas invasivas causadas por H. influenzae por ano e serotipo
na EU/AEE. Retirado de, European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2015
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Segundo dados da European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), no ano de 2012 foram confirmados 2545 casos de doenca invasiva causada por
H. influenzae em 27 paises, tendo-se observado uma tendéncia ligeiramente ascendente

comparativamente ao periodo de 2008-2011.

As taxas mais elevadas em 2012 foram relatadas pela Suécia e Noruega, seguido
da Finlandia, Dinamarca e Reino Unido, sendo que em Portugal foram relatados 45 do
total dos casos de doenca invasiva (European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), 2015).

Assim sendo, é importante manter-se as taxas de imunizacdo das populacées por
meio de vacinagcdo, uma vez que a mesma se mostrou bastante eficaz segundo os dados
epidemioldgicos e realizar uma monitorizacdo de todas as estirpes, nomeadamente as

mais virulentas por forma a realizar uma correta avaliacdo da epidemiologia global.

4.2 Epidemiologia em Portugal

A vacina contra Hib é comercializada em Portugal desde 1994, sendo que apenas
passou a integrar o Plano Nacional de Vacinacdo (PNV) desde Junho do ano 2000 para
todas as criangas em idade pré-escolar (< 5 anos de idade). A introducdo da mesma no
PNV tem vindo a demonstrar uma elevada eficacia no combate as infecdes causadas por

Hib, levando a quase total erradicacéo do serotipo b (Paula Lavado, 2009).

Em Portugal os estudos acerca de dados epidemiologicos das infecdes invasivas
causadas por H. influenzae sdo escassos, sendo que o primeiro estudo remonta ao
periodo de 1989-2001. No referido estudo, Bajanca et al. descreveram mudancas no que
respeita ao tipo capsular, mais propriamente relatando um declinio nas estirpes do tipo b
acompanhado com um aumento das estirpes ndo tipaveis e da resisténcia antimicrobiana
dos isolados de H. influenzae. O estudo abrangeu trés periodos: a era pré-vacinagdo
(1989-1993), o periodo em que a vacina contra Hib se tornou disponivel, contudo ainda
ndo era contemplada no PNV (1994- 1999), e os primeiros 18 meses apds a sua
introducdo no PNV (2000-2001) (Bajanca & Canica, 2004).

Mais recentemente foi realizado um estudo em Portugal no periodo pos

vacinacdo (2002-2010), o qual revelou uma diminuicdo de Hib enquanto causador de
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doencas invasivas, com uma percentagem de apenas 13,2%, comparando com o periodo
pré-vacinacdo, em que a percentagem era de 81%. Também o aumento do nimero de
casos de doencas invasivas causadas por NTHi foi reportado neste estudo, apresentando
uma incidéncia de 77,1% (Bajanca-Lavado, Simdes, Betencourt, & Sa-Ledo, 2014).

Ambos 0s estudos apresentaram resultados semelhantes, com uma diminuicéo da
incidéncia de Hib no periodo p6s vacinagdo e um aumento no aparecimento de estirpes
de NTHi.

Tendo em conta estes dados, & possivel compreender que a realidade em
Portugal foi sofrendo alteracdes, uma vez que nos dias de hoje NTHi é a estirpe mais

prevalente enquanto causadora de infe¢Ges invasivas, como ilustra a figura 9.
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Figura 10- Distribuicdo dos serotipos de 144 doentes com infecdo invasiva a H. influenzae entre
2002 e 2010. Retirado de, Bajanca-lavado & Simdes, 2014

5. Imunidade

A bactéria NTHi é geralmente comensal do organismo humano. Porém, quando
se verifica um compromisso do sistema imunitario do hospedeiro, NTHi pode tornar-se

patogénico (Barenkamp, 2013).
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Desta forma, quando NTHi se torna patogénico e interage com células epiteliais
e células do sistema imunitario do hospedeiro, rapidamente sdo desencadeados varios
mecanismos de resposta imune inata ou adquirida, por forma a combater uma possivel
infecdo (Deknuydt, Nordstrom, & Riesbeck, 2014).

Neste sentido, torna-se crucial compreender a acdo do sistema imunitario do
hospedeiro, uma vez que se trata de um fator essencial na prevencdo das doencas
causadas por NTHi (Paul T. King & Sharma, 2015).

5.1 Defesa estrutural das vias aéreas

A integridade estrutural das vias aéreas é um dos componentes fundamentais da
imunidade. Assim, aspetos importantes, implicando um epitélio respiratorio intacto, a
producdo de muco, a depuracdo mucociliar por acdo dos cilios e a capacidade de tossir
representam mecanismos fundamentais na prevencdo contra infecbes causadas por
NTHI.

No caso particular de individuos com fibrose quistica, estes apresentam uma
limitacio ao nivel da funcdo mucociliar o que permite que NTHi seja um
microrganismo frequentemente encontrado neste tipo de patologia e com elevada

capacidade de causar infecéo.

Portanto, a insuficiéncia da funcdo mucociliar esta bastante associada a infec6es
causadas por NTHi, uma vez que este produz fatores de viruléncia capazes de inibirem
ou causarem danos ao nivel dos cilios, 0s quais compreendem o LOS e a proteina D,
assim como tem a capacidade de secretar mediadores inflamatérios (Finney, Ritchie,
Pollard, Johnston, & Mallia, 2014; Paul T. King & Sharma, 2015).

5.2 Imunidade inata

A resposta imune inata ndo é especifica para um determinado microrganismo e,
desta forma, depende de algumas proteinas e células que medeiam a fagocitose por
forma a reconhecer caracteristicas exclusivas de cada microrganismo patogénico. Esta

estd envolvida na protecdo de primeira linha contra as infeces e contém uma

52



Desenvolvimento

componente tanto estrutural como celular (Alberts et al., 2002; Paul T. King & Sharma,
2015).

5.2.1 Sistema do complemento

O sistema do complemento compreende a primeira linha de defesa do sistema
imunitério inato e possui uma parte essencial das defesas do hospedeiro.

Neste sentido, quando se d& uma interacdo entre NTHi e o hospedeiro, através da
colonizacdo da mucosa do trato respiratorio, o sistema do complemento é iniciado e
desencadeia o0s seus trés principais mecanismos funcionais, sendo eles: a ativacdo da
inflamacdo; opsonizacdo de agentes patogénicos para posterior fagocitose; e lise dos

microrganismos suscetiveis através do complexo de ataque membranar.

Os agentes patogénicos podem ativar o sistema do complemento através de trés
vias: a via classica de ativacdo do complemento que € mediada pela ligacdo de
imunoglobulinas (IgM ou 1gG) aos antigénios, ou atraves do surgimento de proteina C
reativa; a via da lectina, que € iniciada pela ligacdo de lectina & manose presente na
superficie microbiana; por ultimo, a via alternativa que é ativada pela libertacdo de

componentes superficiais dos microrganismos patogénicos.
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Figura 11- Sistema do complemento e respetivas vias de atuacdo. As trés vias levam a formacéo

de convertase C3 que possui a capacidade de clivar C3 a C3a (anaflitoxina) e C3b (opsoninas). Apos este
processo verifica-se a formagdo de C5 convertase e de seguida todas as vias seguem 0 mesmo percurso
através do complexo de ataque membranar. Adaptado de, Hallstrém & Riesbeck, 2010

Embora o sistema do complemento seja crucial nas defesas do hospedeiro, na
medida em que permite evitar danos extensos, € de realcar o facto de NTHi utilizar
mecanismos de evasdo contra o sistema do complemento por forma a persistir com a
sua colonizacdo no hospedeiro. Assim, NTHi constréi barreiras fisicas que permitem a
deposicdo de proteinas do complemento e adquire reguladores do complemento que
previnem a lise bacteriana.

Posto isto, € de referir que a resposta imunitaria do hospedeiro com recurso ao
sistema do complemento é um assunto a aprofundar, uma vez que podera representar
um novo alvo terapéutico (Finney et al., 2014; Hallstrom & Riesbeck, 2010; Paul T.
King & Sharma, 2015).
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5.2.2 Resposta imunitaria celular

A resposta imune celular é uma importante defesa contra agentes patogénicos
respiratérios, como é o caso de NTHi.

Neste tipo de imunidade, a resposta € mediada por macrofagos presentes nas vias
respiratérias, em situacdes de inflamacéo crénica, e em situacdes de inflamagdo aguda a

resposta imune é mediada por neutrofilos.

Em situacGes de resposta inflamatéria cronica, os macr6fagos tém a capacidade
de reconhecer recetores de superficie dos microrganismos patogénicos, como é 0 caso
dos recetores Toll-like (TLR). A ligacdo destes recetores a superficie celular de NTHi
possui um papel primordial na conducéo de respostas celulares, e dessa forma tem como

consequéncia a fagocitose e consequentemente uma acao bactericida.

A presenga de LOS na estrutura de NTHi € um dos motivos pelos quais existe
reconhecimento por parte dos recetores TLR, mais especificamente o recetor TLR 4,
assim como a PME 2 que € reconhecida pelo recetor TLR 2. Desta forma, estdo
apresentados os motivos pelos quais a colonizacdo de NTHi desencadeia uma resposta
imunitaria celular(Finney et al., 2014; Paul T. King & Sharma, 2015).

5.3 Imunidade adquirida

A resposta imunitaria adquirida compreende a imunidade humoral e a imunidade
mediada por células. Esta é mediada por células B, numa vertente humoral, através da

producdo de anticorpos e por células T, numa vertente celular.

Desta forma, a imunidade adquirida caracteriza-se sobretudo pela capacidade
que o organismo humano ganha para reconhecer elementos estruturais dos
microrganismos patogénicos, mais propriamente antigénios, e consequente capacidade
para gerar mecanismos com vista a destruir ou inativar 0s mesmos microrganismos
(Paul T. King et al., 2003).
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5.3.1 Imunidade humoral

A imunidade humoral do hospedeiro, por agéo dos anticorpos produzidos pelas
celulas B, é induzida como resposta a uma vasta variedade de antigénios produzidos por
NTHi. Exemplos especificos de antigénios produzidos por NTHi sdo as suas proteinas
de membrana externa P2, P5 e P6, assim como adesinas, protease IgA e proteina D.

Desta forma, a imunidade humoral em associagdo com outros tipos de
imunidade mencionados acima, como € o caso do sistema do complemento, tem um

papel fundamenta na prevencéo das infecGes causadas por NTHi.

De realcar que no estudo de King et al. os resultados sugeriram que a presenca
de IgM é um dos fatores fundamentais para que se verifique uma estimulagdo continua
da resposta imunitaria. Ainda assim, sabe-se que uma deficiéncia imunologica em 1gG

esta fortemente relacionada com infe¢des causadas por NTHi.

Neste sentido, compreende-se que a resposta imunitaria humoral tem um papel
decisivo na agdo bactericida contra NTHi (P. T. King et al., 2008; Paul T. King &
Sharma, 2015).

5.3.2 Imunidade mediada por células

A imunidade mediada por células tem por base a ativacdo de macrofagos pela
acdo das células T, por forma a prevenir exacerbacdes na doenca e conferir uma

imunidade protetora.

Durante o inicio de uma infecdo causada por NTHi as células T tornam-se
funcionais, sobretudo as células T helper 1 e 2 e, nesse seguimento sdo libertadas
interleucinas e citocinas. Para além disto, as células T helper 1 possuem, também,
capacidade para reconhecer os recetores TLR 4, o que ira resultar em fagocitose e na

morte celular bacteriana.

Assim, entende-se que a proliferacdo de linfécitos é importante na prevencdo de
infecdes causadas por microrganismos patogénicos como é o caso de NTHi (Paul T.
King & Sharma, 2015; Sharma & Pichichero, 2014).
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6. Fatores de risco

Existem fatores de risco e situacBes clinicas que aumentam a prevaléncia de
infecBes causadas por NTHi, uma vez que afetam a resposta imunitaria e a colonizagéo.
As situacfes com maior relevancia a este nivel sdo o tabagismo e a existéncia de

infecBes virais como é o caso particular de Rhinovirus (Paul T. King & Sharma, 2015).

Neste seguimento, pretende-se esclarecer de que forma responde o sistema
imunitario do hospedeiro nas situagbes supracitadas.

6.1 Tabagismo

O tabagismo e a exposi¢do passiva ao fumo sdo fatores de risco de extrema
importancia na medida em que o fumo do tabaco altera a estrutura pulmonar, a fungéo
celular e também contribui para o aumento de infe¢bes do trato respiratorio, como é o
caso particular da DPOC causada por NTHi (Paul T. King & Sharma, 2015; Kulkarni et
al., 2010).

Desta forma, compreende-se que os fumadores, sobretudo os ativos, acarretem
um risco particularmente elevado para desenvolverem infecbes tanto do trato
respiratorio superior como inferior, ndo so pelas alteracfes estruturais mas também pela
diminuicdo da resposta imune do hospedeiro que também ¢ afetada.(Kulkarni et al.,
2010)

Assim, com a imunidade comprometida, verifica-se uma situacdo de stress
oxidativo que resulta na ativacdo de macrofagos, células epiteliais e células T. Assim,
da-se uma resposta inflamatéria amplificada, com secrecdo de citocinas inflamatorias e

proteases que provocam danos tecidulares e dificultam a reparacao dos tecidos.

Portanto, com as alteracdes supracitadas a colonizacdo do hospedeiro por NTHi

aparece facilitada, assim como o processo infecioso (Marti-Lliteras et al., 2009).
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6.2 InfecOes virais

Uma co-infecdo viral, principalmente por Rhinovirus, tem mostrado um papel
muito importante na infe¢do bacteriana por NTHi sobretudo em individuos com DPOC
(Paul T. King & Sharma, 2015).

Uma infegdo viral por Rhinovirus, resulta numa baixa da resposta imunitaria do
hospedeiro. Nesta situagdo verifica-se um aumento da aderéncia bacteriana as células
epiteliais do aparelho respiratdrio, o que consequentemente influencia negativamente a

resposta bacteriana aos estimulos dos macréfagos (Mallia et al., 2012).

Assim, uma vez que a integridade estrutural do trato respiratério se encontra
comprometida, estes factos indicam que uma infecdo por Rhinovirus permite maior
suscetibilidade por parte do hospedeiro para uma infecdo bacteriana por NTHi (Paul T.
King & Sharma, 2015; Mallia et al., 2012).

No estudo de Mallia et al., os resultados indicaram que uma infecdo por
Rhinovirus induziu uma coinfeccdo bacteriana por NTHi em 60% da populacdo em

estudo com DPOC em comparacao com 10% do grupo controlo (Mallia et al., 2012).

7. Tratamento

7.1 Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

A resisténcia de H. influenzae aos antibidticos p-lactamicos, como
aminopenicilinas ou cefalosporinas, apresenta um enorme desafio clinico, na medida em
que a terapia antimicrobiana empirica € comummente implementada em situacdes de

infecdes do trato respiratdrio (Barbosa, Giufre, Cerquetti, & Bajanca-Lavado, 2011).

Desde a década de 1980 que as estirpes de Hib e NTHi resistentes a ampicilina
surgiram e comecaram a ser definidos os fendtipos com base na referida resisténcia
(Garcia-Cobos et al., 2007).

Existem dois mecanismos principais relacionados com a resisténcia de NTHi a

ampicilina. Assim sendo, um dos referidos mecanismos é 0 mecanismo enzimatico, o
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qual se caracteriza pela hidrélise dos anéis B-lactdmicos por acdo das enzimas f-
lactamases produzidas pela bactéria.

Outro dos mecanismos esta relacionado com a diminuic&o de afinidade dos anéis

B-lactamicos para as proteinas de ligacéo as penicilinas (PLP).

As estirpes que exibem o mecanismo de resisténcia ndo enzimatico, tém
apresentado um impacto cada vez maior em todo o mundo e sdo designadas de estirpes
“ndo produtoras de B-lactamases ampicilina resistentes” (BLNAR) ou “ndo produtoras
de B-lactamases ampicilina suscetiveis” (BLNAS). As estirpes BLNAR caracterizam-se
por terem uma concentracdo minima inibitéria (CMI) de 4ug/ml de ampicilina (Barbosa
et al., 2011; Barry, Fuchs, & Brown, 2001; Witherden, Montgomery, Henderson, &
Tristram, 2011).

O mecanismo nao enzimatico é também o mais comum encontrado nas estirpes
de H. influenzae, sendo que num estudo realizado em Portugal, 93,1% das estirpes em
estudo foram classificadas como estirpes BLNAR (Barbosa et al., 2011; Garcia-Cobos
et al., 2008).

Por outro lado, existem ainda estirpes que apresentam ambos 0s mecanismos de
resisténcia e nesse caso, verifica-se resisténcia a ampicilina e ao acido clavulanico.
Assim, o fenotipo caracteriza-se como “produtora de B-lactamase ampicilina acido
clavulanico resistentes” (BLPACR) (Barbosa et al., 2011).

Estes mecanismos de resisténcia sdo resultado de alteracdes nas sequéncias de

aminodcidos das PLP, derivado do uso inadequado de antibioticos orais.

Nesse sentido, estudos posteriores serdo necessarios por forma a haver maior
compreensdo destes mecanismos de resisténcia. Um conhecimento mais aprofundado a
este nivel pode ajudar no estabelecimento de medidas terapéuticas e preventivas
adequadas para evitar as resisténcias apresentadas por estas estirpes (Barbosa et al.,
2011; Garcia-Cobos et al., 2007).
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7.2 Terapéutica antibittica

i. Sinusite bacteriana

De acordo com as normas publicadas pela American Academy of
Otolaryngology- Head and Neck Surgery Foundation (AAO-HNS), a terapéutica de
primeira linha a instituir numa situacdo de sinusite bacteriana é a administracdo de
amoxicilina.

Este € um antibidtico derivado das penicilinas e a justificacdo para a sua
utilizacdo como terapéutica de primeira linha relaciona-se com o facto de este farmaco
ser seguro, eficaz e possuir baixo custo.

Por outro lado, aquando de uma situacéo de resisténcia microbiana a amoxicilina
ou a presenca de algum dos fatores indicados na tabela 5, justifica-se a toma de
amoxicilina em associacdo com &cido clavulanico. Assim sendo, a dose recomendada é
de 90 mg/Kg/dia por via oral, durante um periodo nao inferior a 14 dias (Rosenfeld et
al., 2015; Vidya R Devarajan, 2015).

Tabela 5- Situagbes que justificam a associagdo de amoxicilina com acido clavulanico em

detrimento do uso exclusivo de amoxicilina. Adaptado de, Rosenfeld et al., 2015
. .. .
Utilizagcao de amoxicilina no més anterior
Prestador de cuidados de saude ou proximidade
com um ambiente de cuidados de saude
Situagoes de provavel resisténcia bacteriana Falha terapéutica com amoxicilina prévia
Proximidade com criangas em idade escolar
Fumador
Infe¢des recorrentes apesar da profilaxia
Historia clinica de sinusites recorrentes
Presenca de infe¢oes moderadas a graves Sintomas moderados a graves
Sintomas prolongados
Individuos diabéticos, com doenca cardiaca,
Presenca de comorbilidades ou extremos renal ou hepatica
etarios Individuos imunocomprometidos

Idade acima dos 65 anos de idade
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Por outro lado, em situacBGes particulares de reacdo de hipersensibilidade as
penicilinas, existe necessidade de reajustar o tratamento, substituindo a terapéutica
empirica. Nesse sentido, é preconizada uma terapéutica com recurso a tetraciclinas,
como por exemplo a doxiciclina, ou a fluoroquinolonas, como a levofloxacina. A
efetividade das fluoroquinolonas é bastante semelhante a da amoxicilina, contudo os
efeitos adversos sdo superiores, por este motivo esta classe antibidtica ndo € utilizada

como escolha de primeira linha.

Quando as reacBes de hipersensibilidade as penicilinas ndo sdo rea¢des do tipo
anafilaticas mas sim reacfes citotdxicas ou celulares, a terapéutica a instituir
compreende a utilizagdo de clindamicina em associagdo com uma cefalosporina de

terceira geragdo, como por exemplo a cefixima (Rosenfeld et al., 2015).

ii.  Conjuntivite bacteriana

O tratamento da conjuntivite bacteriana causada por NTHi € geralmente um
tratamento topico e deve ser realizado com recurso a classe das sulfonamidas, mais
propriamente com sulfacetamida, cuja apresentacdo pode ser em colirio ou pomada.
Este antibiotico, atua ao nivel do DNA bacteriano, reduzindo o desconforto causado

pela infecdo como a vermelhidao e as secrecfes purulentas.

Por outro lado, o tratamento desta mesma infecdo também pode ser efetuado por
acdo de um antibiotico da classe dos macrolidos como a eritromicina (Vidya R
Devarajan, 2015).

iii.  Otite média aguda

A instituicdo da terapéutica na otite causada por NTHi carece de uma associa¢édo

entre analgésicos, anti-inflamatérios e antibioticos.

Assim sendo, segundo as normas da Direcdo Geral da Saude (DGS) para o
diagnéstico e tratamento da otite média aguda em idade pediatrica, a terapéutica

empirica para o tratamento desta infecdo compreende a utilizacdo de amoxicilina, com
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uma dose de 80-90 mg/Kg/dia (Fernanda, Brett, Januario, Marques, & Goncalves, 2014;
Tristram, Jacobs, & Appelbaum, 2007).

No caso de se observar a persisténcia dos sintomas apds 48-72 horas do inicio do
tratamento com amoxicilina, deve recorrer-se a utilizacdo de amoxicilina com &cido
clavulanico. A cefuroxima ou ceftriaxona utiliza-se no caso de existir faléncia das

opcoes prévias ou impossibilidade de toma por via oral.

Em situacOes especiais de hipersensibilidade as penicilinas como anafilaxia,
deve-se dar primazia a utilizacdo de macrélidos (claritromicina, eritromicina e

azitromicina) (Fernanda et al., 2014).

Antibidtico Via Dose N° tomas Duragdo
12 linha Amoxicilina oral 80_,9[) mg.fklg.n'dla 12/12h
(max 2 g/dia)
Amoxicilina + 20-90 mg/kg/dia
ac. clavulanico® oral/i.v. (de amaoxicilina) 12/12h
(formulacdo 14:1) [max 3 g/dia)
. oral 30 rrwglkgfdla 12/12h
22 linha Cefuroxima (max 1 g/dia) 7 dias se:
i 80-100 mg/kg/dia a/gh e |dade <2 anos
(max 6 g/dia) * OMA recorrente
Ceftriaxona®* i.v./im. =0 mg:’kgfdla 24/24h * Faléncia o do
(max 4 g/dia) tratamento inicial
Claritromicina oral 15 frngfkgfclha 12/12h
Alergia 2 (max 1 g/dia)
ee;;i:ﬁn: Eritromicina oral 50 mg/kg/dia 6/6h ou s dias se:
P (méax 2 g/dia) 2/sh & |dade = 2 anos
tipe 1 10 Vkgidi
i icina* ¥ ME/ke/dla
Azitromicina oral (méx 500 mg/dia) 24/24h
Alergia a oral 30 mg/kg/dia 12/12h
penicilina Cefuroxima [max 1 g/dia)
ndo tipo iy 80-100 mg/kg/dia 2/sh
1 o (max 6 g/dia)

* Usar como 17 linha se tratamento nos 30 dias prévios com amoxicilina ou se suspeita de infecdo por 5. gureus. Nesta ultima
situacdo preferir as outras formulagdes de amoxicilina + acido clavulanico.

** Tratamento durante 1 ou 3 dias. Recomendada duracdo de 3 dias se administrado por faléncia do tratamento antibidtico inicial.

*** Tratamento durante 3 dias.

Figura 12- Quadro resumo acerca dos antibidticos utilizados no tratamento da OMA segundo as
normas da DGS. Retirado de, Fernanda et al., 2014

iv.  Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC)

A abordagem a terapéutica da PAC exige antes de qualquer implementacédo, a

realizacdo de uma radiografia toracica. Apos a confirmacgéo da infecdo, a terapéutica de
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primeira linha em individuos previamente saudaveis e sem recurso a antibioterapia nos
trés meses anteriores, segundo a DGS € a amoxicilina numa dose de 500mg de 8/8
horas. Em contrapartida, em situagdes de hipersensibilide ou resisténcia bacteriana a
ampicilina, deve recorrer-se a utilizacdo de azitromicina, 500mg por dia ou
claritromicina, 500mg de 12/12 horas ou Doxiciclina, 200mg dose inicial, passando
posteriormente a 100mg de 12/12 horas. Os macrdlidos sdo uma opc¢do terapéutica de
segunda linha devido ao menor nimero de efeitos secundérios frente a outras

alternativas (Monteiro, Santos, Caetano, Pinto, & Heleno, 2011).

Por outro lado, em situacdes que se observem doenca cardiaca cronica, doencas
pulmonares, doenca hepéatica, doenca renal, diabetes mellitus, condicbes
imunossupressoras ou utilizacdo de antibidticos nos 3 meses anteriores, a terapéutica a
instituir é diferente da mencionada anteriormente. Dessa forma, a DGS e a American
Thoracic Society indicam a utilizacdo de antibioticos B-lactamicos (amoxicilina ou
cefalosporinas) em associagdo de um macrolido. Em caso de se observar intolerancia a
terapéutica de 12 linha, deve optar-se por fluoroquinolonas, levofloxacina, numa dose de
500mg uma vez por dia (Mandell et al., 2007; Monteiro et al., 2011).

- - S00mg horas
12 linha Amaoxicilina &8
Previamente saudaveis
e sem antibioterapia nos 3 Azitromicing 500 per diz
meses anteriores Alternativas | Claritromicing 0™ 12/12 horss
Doxiciclina 200 mg dose inicial depois 100 mg 1212 horas
a _aps + 8/8h . -
Amoxicilina® = associada a uma das trés
seguintes:
Doentes com al; . . . 500mg "
bilidades* 12 linha Azitromicina Perd@ gy
comorbilidades™® ou . . . 500mg12/12 horas
. . Claritromicina g1/ ou
antibioterapia nos 3 meses Doxicicling 200 ™ dose inicial depois 100 mg 1212 horas

anteriores

. SO0, 2424 h
Alternativas Levofloxacing S00ms 24/24 horas
ou Moxifloxacina %00 ™s 2%/24 horas

* Comoerbilidades: DPOC; diabetes mellitus; doenga cardiaca, hepéatica ou renal cronicas; neoplasia; alcoolismo;
esplenectomia, imunocomprometido ou farmacos imunossupressores. T A cefuroxima (250 a 500mg de 12/12
horas) & uma alternativa caso exista intolerdncia.

O tratamento deve ter uma duracdo de 7 dias. Se o tratamento incluir sé claritromicina ou sé uma
fluoroquinolona pode-se descontinuar aos 5 ou 6 dias caso o doente se apresente apirético ha 48-72 horas
e clinicamente estavel. O tratamento s6 com azitromicina deve ter uma duracdo de 3 dias.

Figura 13- Quadro resumo acerca dos antibi6ticos utilizados no tratamento da PAC segundo as
normas da DGS. Retirado de, Monteiro et al., 2011
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v. Exacerbac6es na DPOC

A DGS apenas recomenda a utilizacdo de antibioterapia em situagc0es exclusivas
de exacerbacdes bacterianas na DPOC associadas a expetoracdo purulenta ou quando
ocorre necessidade de ventilagio mecéanica, sendo que ndo € recomendada a
administracdo profilatica de antibi6ticos num doente com DPOC estavel.

Assim sendo e apdés um correto diagndstico com recurso a culturas de
expetoracdo dos doentes, a terapéutica antibidtica empirica deverd incluir amoxicilina
ou amoxicilina em associagdo com &cido clavulanico, macrolidos ou doxiciclina durante

um periodo de tratamento de 5 a 10 dias (Antonio Bugalho de Almeida et al., 2013).

Vi. InfecOes invasivas

Tendo em conta o facto de a meningite pertencer ao grupo de doencas infeciosas
causadas por NTHi, a sua terapéutica deve ter uma a¢do mais rapida e nesse sentido faz-

se por via sistémica e ndo por via oral.

Assim sendo, os antibioticos de elei¢cdo para o tratamento de uma infecdo deste
tipo incluem cefalosporinas de terceira geracao, de largo espetro, por via intravenosa,
como cefotaxima ou ceftriaxona em associacdo com vancomicina. No caso de ndo se
verificar uma resposta positiva a terapéutica empirica, deve optar-se pela utilizacdo de
terapias alternativas incluindo azitromicina, antibidticos da classe das fluoroquinolonas

no caso exclusivo dos adultos, ou cloranfenicol.

Estirpes BLNAS devem ter como terapia padrdo uma cefalosporina de largo

espetro como a ceftriaxona (Tristram et al., 2007; Vidya R Devarajan, 2015).

No caso da septicémia, deve iniciar-se a terapéutica com administracdo de
antibioticos por via sistémica, como a ampicilina para estirpes B-lactamase negativas e
que ndo pertengam ao fendtipo BLNAR ou cefalosporinas para estirpes B-lactamase
positivas. Posteriormente deve-se dirigir a terapéutica para a patologia causadora deste
tipo de infecdo generalizada com base no microrganismo causador da mesma (Tristram
et al., 2007).
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8. Prevencao

8.1 Vacinacao

A vacinacdo é a medida preventiva de eleicdo contra um vasto nimero de
microrganismo e no caso particular de H. influenzae é mesmo o Unico recurso por forma

a garantir a prevencgéo.

Em paises que possuem um programa de vacinacdo ativo contra Hib, NTHi
ganhou grande notoriedade e relevancia, sendo mesmo a estirpe deste género que mais

infecdes causa, sobretudo OMA e exacerbagdes na DPOC (Murphy, 2015).

Pelo motivo supracitado, o desenvolvimento de uma vacina contra NTHi é
necessario e urgente, direcionada principalmente para a prevencdo e diminuicdo da
incidéncia de OMA em criangas e exacerbacbes na DPOC em adultos. Contudo,
progressos neste sentido tém apresentado grandes desafios ao nivel da investigacéo
devido a elevada heterogeneidade genética que se observa entre as estirpes de NTHi
(Smith-Vaughan et al., 2014).

Vaérios fatores de viruléncia de NTHi tém sido e continuam a ser investigados
como possiveis antigenios vacinais. Os progressos recentes tém permitido a
caracterizacao de varios desses antigénios, sobretudo no que respeita aos seus papeéis na
patogénese bacteriana, na sua utilidade potencial enquanto antigénios vacinais, e nos

seus papéis como alvos de resposta imune do hospedeiro.

Alguns dos alvos vacinais incluem as proteinas de membrana externa P2, P5 e
P6, como ja referido anteriormente neste trabalho, as adesinas, as proteinas auto-
transportadoras HMW1 e HMW2, o LOS e também a proteina D, sendo estes fatores de
viruléncia os alvos de pesquisa por parte de varios autores, com o intuito de descobrir
uma vacina ativa contra 0s mesmos que induza uma resposta imunitaria protetora no
hospedeiro. Contudo, a identificacdo de regibes conservadas destas moléculas também
apresenta um enorme desafio, e por se tratar de um aspeto essencial para garantir a
eficidcia da vacina, carece de uma investigacdo exaustiva (Grijalva, Leach, & Patel,
2014).

Neste sentido, a proteina D tem mostrado bastante relevancia enquanto antigénio

candidato a uma vacina contra NTHi, e embora ainda ndo exista nenhuma vacina
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desenvolvida exclusivamente contra NTHi, existe no mercado uma vacina
pneumocdcica polissacaridea conjugada com proteina D de NTHi, cujo nome comercial
é Synflorix® e é activa contra 10 serotipos de Streptococcus pneumoniae (Smith-
Vaughan et al., 2014).

Esta € uma vacina administrada para prevencdo da pneumonia e a otite média
aguda causada pelo S. pneumoniae em lactentes e criangas a partir das 6 semanas até aos
5 anos de idade, que tem o objetivo de induzir alteraces na coloniza¢do microbiana da
nasofaringe (GlaxoSmithKline Inc., 2015).

Contudo, no estudo de van den Bergh et al. a administragdo da vacina
pneumocécica polissacaridea conjugada (NTHi proteina D) ndo mostrou qualquer
influéncia na colonizacdo da nasofaringe por NTHi, e no estudo de Feazel et al. ndo se
observou uma alteragdo significativa no microbioma da nasofaringe, do qual faz parte
NTHi (Bergh et al., 2013; Feazel et al., 2015).

Existe ainda uma outra vacina pneumococica polissacaridea conjugada com
proteina D, ativa contra 11 serotipos de S. pneumoniae. Esta ainda se encontra em fase
de estudo, mais especificamente me fase 11, sendo que por esse motivo ndo se encontra
licenciada. A referida vacina apresenta a particularidade de cada um dos sacaridos de S.
pneumoniae estar conjugado com derivados da proteina D de NTHi.

A avaliacdo do beneficio da administracdo desta vacina enguanto preventiva
contra NTHi encontra-se em estudo, ainda assim existem resultados que indicam uma
reducdo de 35% na incidéncia de OMA causada por NTHi, apds exposi¢do ao antigénio,
assim como uma tendéncia para a diminuicdo da colonizacdo nasofaringea por NTHi
(Bergh et al., 2013; Smith-Vaughan et al., 2014).

Neste sentido, mais estudos e esforcos sdo necessario na abordagem a prevencao
com recurso a vacinacao contra as infe¢fes causadas por NTHi, especialmente no que

respeita as doencas invasivas.
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CONCLUSAO

Ao longo da presente monografia constatou-se que na Gltima década, NTHi é
uma das bactérias com maior prevaléncia em conjuntivite bacterianas e infe¢des do trato
respiratorio superior e inferior, como otite média aguda, sinusite bacteriana, pneumonia
adquirida na comunidade e exacerbacfes na DPOC sobretudo em extremos etarios
como ¢ o caso de criangas com idade < 5 anos de idade e idosos com idade > 65 anos de
idade. Para além dos extremos etarios, existem também fatores de risco que aumentam a
probabilidade de colonizacdo por NTHi no trato respiratério, sendo elas o tabagismo e

infecdes virais, especialmente infe¢es causadas por Rhinovirus.

Foi também possivel concluir que existe uma escassez de estudos
epidemiologicos no que respeita as doencas ndo invasivas causadas por NTHi, sendo
gue 0S mesmos apenas recaem sobre situagcdes mais complicadas e preocupantes para a

salde publica como as infecdes invasivas.

A realidade epidemioldgica tanto no mundo e na europa como em Portugal, no
que respeita a incidéncia de NTHi enquanto causador de infecdes invasivas mudou
bastante desde a introducdo de uma vacina polissacaridea conjugada contra H.
influenzae tipo b, uma vez que se observou um decréscimo das estirpes Hib e um

aumento significativo nas estirpes de NTHi.

Assim sendo, e uma vez que a vacina supracitada apenas confere imunizagédo
contra Hib, os outros serotipos do género Haemophilus ganharam destaque, sobretudo

NTHi, enquanto causadores de doencas como meningite e septicémia.

No presente trabalho foi possivel constatar que NTHi apresenta elevadas taxas
de resisténcia a ampicilina, uma vez que possui dois mecanismos de resisténcia, um
mecanismo enzimatico, que leva a hidrélise dos anéis p-lactdmicos por acdo das
enzimas B-lactamases e outro mecanismos relacionado com a diminuicéo de afinidade
dos anéis B-lactamicos para as PLP. Neste seguimento, é de extrema importancia uma
vigilancia constante por parte dos grupos de investigacdo a este nivel por forma a
compreender quais as terapéuticas mais eficazes para combater as infe¢Ges causadas por

este microrganismo.
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Por Gltimo, é também possivel reconhecer a urgente necessidade para a criacdo
de uma vacina contra NTHi. Existem muitos esfor¢cos nesse sentido, contudo a
heterogeneidade genética das sequéncias antigénicas deste agente patogénico, como
PME, adesinas e LOS tém apresentado um enorme desafio na produgdo de uma vacina
efetiva contra NTHi.

Desta forma, os dados recolhidos permitem afirmar que é pertinente continuar a
investir no conhecimento de H. influenzae ndo tipavel, essencialmente na abordagem a
prevencdo com recurso a Vvacinacdo contra infeces causadas pelo mesmo,

nomeadamente no que respeita as doencas invasivas.
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