N°1,

F I/’_.- ., 0021-7557/97/73-01/26
B

Jornal de Pediatria
) Copyright © 1997 by Sociedade Brasileira de Pediatria

1997

ARTIGO ORIGINAL

Prevaléncia de Haemophilus influenzae resistentes a ampicilina,
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chloramphenicol and cotrimoxazol isolated from laboratories in the city of Sdo Paulo, Brazil
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Resumo

Objetivo: Determinar aresisténcia a ampicilina e outros antimi-
crobianos de amostras de H. influenzae isoladas de diferentes
materiais clinicos.

Métodos: As amostras de H. influenzae foram identificadas por
cultura com fatores V e X e prova do acido amino-levulinico. A
producdo de B-lactamase (8Lac) foi detectada pela nitrocefina. A
sensibilidade aos antimicrobianos foi testada por difusdo do disco
e diluicdo em meio s6lido. O sorotipo b foi testado por coaglutina-
¢do.

Resultados: De 245 H. influenzae identificados, 155 foram
testados para o sorotipo b e 28% (43/155) mostraram-se positivos.
A taxa global de amostras BLac-positivas foi de 9% (22/245). A
resisténcia no sorotipo b (11,6%) nao diferiu das amostras nao-
tipaveis (9,8%) (p>0,05). Tampouco houve diferenca de produgao
de BLac quanto a origem do material e a idade dos pacientes. As
resisténcias a outros antimicrobianos foram (por dilui¢do em meio
solido e difusdo pelo disco, respectivamente): cloranfenicol 3,3 e
7,1%; cefaclor: 1,6 e 3,9%; cotrimoxazol: 9,1 ¢ 10,5%. Nao foi
detectada resisténcia ao cefotaxime; 63% (5/8) das amostras BLac-
positivas foram resistentes ao cloranfenicol pelo método das dilui-
¢des, contra apenas 3% (4/118) entre as BLac-negativas (p<0,001).

Conclusdes: A resisténcia de H. influenzae a ampicilina mos-
trou-se inferior a referida em estudos de base hospitalar em Sdo
Paulo e compardvel com as taxas encontradas em pacientes exter-
nos. A associagao das resisténcias a ampicilina e ao cloranfenicol foi
significante e, onde este padrao prevalecer, o tratamento inicial de
infecgdes severas por H. influenzae - como meningites - deveria
compreender uma cefalosporina de terceira geracao.

J. pediatr. (Rio J.). 1997; 73(1):26-31: infecgdes por Haemo-
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Abstract

Objective: To determine Haemophilus influenzae resistant to
ampicillin and other antibiotics isolated from different clinical
specimens.

Methods: Isolates of H. influenzae were identified by culture
with V and X factors and the aminolevulinic test. Nitrocefin was
used to detect beta-lactamase (BLac) production isolates were tested
for antimicrobial susceptibility by disc diffusion and agar dilution
methods. Serotype b was assessed by slide co-agglutination.

Results: From 245 H. influenzae identified, 155 were tested for
serotype b, 28% (43/155) of which were positive. The global rate of
B-lactamase-positive isolates was 9% (22/245). Resistance was
similar among serotype b (11.6%) and non-type b H. influenzae
(9.8%) (p>0.05). No difference on BLac production was found
according to specimen's origin or the patients’age.

Resistances to other antibiotics (by agar dilution and disc
diffusion method, respectively) were: chloramphenicol 3.3 to 7.1%;
cefaclor: 1.6 t0 3.9% and cotrimoxazol: 9.1 to 10.5%. No resistance
to cefotaxime has been detected; 63% (5/8) B-Lac-positive isolates
by agar dilution showed also resistance to chloramphenicol, com-
pared to 3% (4/118) in the B-Lac-negative group (p<0.001).

Conclusions: H. influenzae ampicillin-resistance has shown to
be lower than other hospital-based-studies in Sdo Paulo, and com-
parable to rates found in healthy carriers. The association between
ampicillin and chloramphenicol resistance was significant: where
this pattern is frequently found, the initial therapy for severe H.
influenzae infections - like meningitis - should include a third
generation cephalosporin.

J. pediatr. (Rio J.). 1997; 73(1):26-31: Haemophilus influenzae
infections, ampicillin resistance, chloramphenicol, beta-lactamase.

Introducao

As infecgdes por Haemophilus influenzae (H. Influen-
zae) podem ocorrer por dissemina¢do hematogénica ou
por contigiiidade. O sorotipo capsular b (Hib) é responsa-
vel pelas infeccdes hematogénicas, das quais a meningite
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€ a mais freqiiente e ocorre predominantemente em crian-
cas menores de 5 anos de idade!. As cepas ndo-capsuladas
causam infec¢des superficiais que afetam o trato respira-
tério superior, conjuntivas e o trato génito-urindrio, em
qualquer faixa etdriaZ.

A resisténcia do H. influenzae 2 ampicilina foi compro-
vada inicialmente em 19723. Ela se deve a producio
bacteriana de uma enzima B-lactamase (BLac), que destréi
o nucleo ativo de benzilpenicilinas e cefalosporinas de
primeira geracdo. Esta resisténcia enzimatica estaria codi-
ficada nos suportes genéticos extra-cromossomicos, 0s
plasmidios*.

A prevaléncia de H. influenzae resistentes a ampicilina
foi alvo de extensos levantamentos multicéntricos em
diversos paises’"10; as taxas mostraram variagdes de 6 a
60% segundo os paises e o periodo de estudo, a exemplo
dos EUA, cuja resisténcia variou de 15,2 em 1984 para
20,0 em 1986.

A Organizag¢ao Mundial da Sadde pesquisou o padrao
de resisténcia a ampicilina em 426 amostras de H. influen-
zae isoladas de criancas em 11 paises em desenvolvimento
(duas amostras brasileiras), sendo a resisténcia média de
6%!1.

Em outros estudos realizados no Brasil, as taxas de
resisténcia de H. influenzae & ampicilina variaram de 16 a
60%. O niimero de espécimes analisados foi pequeno e nao
houve detec¢io de atividade de BLac!2"13,

O objetivo deste estudo foi determinar a taxa de H.
influenzae resistentes a ampicilina e outros antimicrobia-
nos e correlaciond-la com a idade do paciente, a origem do
material e o sorotipo b.

Material e Métodos

Isolamento e identificagcdo

Por conveniéncia dos autores, foram escolhidos arbi-
trariamente como fonte dos materiais os seguintes labora-
torios de Microbiologia de Sdo Paulo: Instituto Emilio
Ribas de Infectologia, Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP, Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo, Universidade Federal de Sao
Paulo, Lab. Lavoisier e Lab. Integrado de Andlises Clini-
cas. As coldnias foram ressemeadas em agar-chocolate
enriquecido com fatores V e X a 1%. A identificacdo de
espécie foi realizada pelo estudo do crescimento em meios
seletivos contendo apenas fator V (nicotinamida adenina
dinucleotideo) ou fator X (heme ou hemina) e pela prova
do dcido aminolevulinico (ALA)®. A presenca de cépsu-
la foi verificada pelo método de coaglutinacdo em lamina
(Pharmacia) ou pelo soro anticapsular especifico do soro-
tipo b (Difco)!”.

Detecgdo de f3-lactamase

Para a identificacdo rdpida dos H. influenzae resisten-
tes a ampicilina, utilizou-se o teste da nitrocefina (Cefina-
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se BBL), uma cefalosporina cromégena que vira vermelho
em presenca de BLac!8.

Testes de sensibilidade

A sensibilidade aos antimicrobianos foi testada pelo
método do disco de Kirby e Bauer modificado!®. Os
diametros limites dos halos (em mm) para a ampicilina
foram: Resistente (R) <19, Sensivel (S) >20; cefaclor: R
>14, S <18; cefotaxime: R <14, S >18; cloranfenicol R
<12, S >18; Cotrimoxazol: R <10, S >16.

A resisténcia a drogas também foi testada pelo método
de dilui¢io em meio s6lido%? em diversas amostras. As
concentracdes de antibidtico variaram de 0,08 a 10 pug/ml.
Considerou-se como Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) a concentrag@o de antimicrobiano que inibia 90%
ou mais do crescimento bacteriano. As CIM indicadoras
de resisténcia foram: 2,5 pg/ml para ampicilina e 5 ug/ml
para cloranfenicol, cefaclor, cefotaxime e cotrimoxazol.
Para controles de crescimento foram utilizadas as mesmas
amostras em meio sem antibidtico.

Para andlise estatistica foram utilizados o teste de qui-
quadrado para tabelas 2 x 2 2 x N e, quando necessario, o
teste exato de Fisher. O limite de significancia considera-
do (erro de tipo I) foi sempre de 5% (p < 0,05).

Resultados

Procedéncia das amostras

As amostras provenientes de laboratérios de Microbi-
ologia da cidade de Sao Paulo foram colhidas no periodo
entre 1989 e 1990. Os dados dos pacientes foram obtidos
retrospectivamente do laboratério, assim o uso prévio de
antimicrobianos e o estado clinico do paciente sdo ignora-
dos.

Material de origem e sorotipos

Foram estudadas 245 amostras de H. influenzae, sendo
49 provenientes de liquido céfalo-raquidiano (LCR). Os
materiais estdo discriminados na Tabela 1.

De 225 amostras de pacientes com idade conhecida,
62% do total (139/225) e 100% (57/57) das isoladas a
partir de liquor e sangue provieram de criangas com menos
de 6 anos. Das amostras isoladas de liquor e sangue, a
distribuicdo por ano de vida foi a seguinte: 49% até 1 ano,
82% até 2 anos e 91% até 3 anos de idade.

O sorotipo b foi testado em 155 amostras de H. influ-
enzae e 28% foram positivas (Hib) (43/155), das quais
93% (40/43) provenientes de liquor e sangue, 1 de pulmao,
1 de conjuntiva e 1 de escarro.

Producgdo de ffLac

Nove por cento (22/245) das amostras foram BLac-
positivas (Tabela 1); para as amostras origindrias de LCR,
a taxa foi de 14,3% (7/49), mas essa diferenca nio foi
significativa (p = 0,15).
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Tabela 1 - Freqiiéncia de amostras de H. Influenzae produtores
de beta-lactamase, segundo os materiais

Materiais N° de Produtoras de B-Lac
amostras N° (%)
Liquor 49 7 (14,3)
Olho 46 3 (6,5)
Vias aéreas superiores* 42 2 4,8)
Escarro 39 3 7,7
Vias aéreas inferiores** 23 2 (8,7)
Empiema pleural 3 2 (66,6)
Trato-génito urindrio*** 26 2 (7,7)
Sangue 9 1 (11,1)
Outros**** 8 0 (0,0)
Total 245 22 (9,0)

*

Nariz, boca, faringe, seio da face e ouvido

Traquéia, bronquios e pulmao

*** Vagina, uretra, esperma

**** Liquido ascitico (2 amostras) e origem desconhecida (6)
X2=16,13 p=0,04

Liquor vs demais materiais: NS

*h

A resisténcia nos pacientes menores de 6 anos foi de
11,5% e de 5,8% naqueles com idade acima de 6 anos,
diferenca nao significativa (p = 0,15).

A Tabela 2 mostra a distribui¢@o do sorotipo b entre os
diferentes materiais analisados. Observamos que todas as
amostras de liquor foram do sorotipo b e houve apenas
uma amostra isolada de sangue ndo-tipavel.

Tabela 2 - Freqiiénciade H. influenzae do sorotipo b segundo os

materiais

Materiais H. influenzae

N° de sorotipob (%)

amostras

Liquor 35 35 (100)
Sangue 6 5 (83)
Pulmao/empiema pleural 3 1 33)
Secr. ocular 14 1 @)
Escarro 37 1 3)
Outros 60 0 )
Total 155 43 (28)
X2=1,93 p= NS

Liquor vs demais materiais: p<0,001

Dos 157 pacientes com idade conhecida, o sorotipo b
foi isolado exclusivamente de 57 criangas menores de 6
anos de idade, segundo a distribuicdo da Tabela 3.

De 155 amostras sorotipadas, houve resisténcia em
11,6% (5/43) no sorotipo b e em 9,8% (11/112) no grupo
ndo-tipavel, ndo havendo diferenca significante entre os
dois grupos (p = 0,47).
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Resisténcia do H. influenzae aos antimicrobianos in
vitro

A Tabela 4 mostra a distribui¢do de amostras segundo
a resisténcia a cada antimicrobiano (pelos métodos de
dilui¢do em agar e difusdo do disco). Observamos que ndo
houve resisténcia ao cefotaxime entre as amostras. Os dois
métodos foram equivalentes para avaliar a resisté€ncia aos
antimicrobianos. Os valores da resisténcia pelo método de
dilui¢do em dgar foram geralmente menores em relacio ao
método de difusdo pelo disco.

A Tabela 5 mostra a distribui¢do das amostras bacte-
rianas (produtoras ou ndo de BLac) segundo as CIM dos
antibiéticos.

Tabela 3 - Distribuicdo das amostras de H. influenzae isoladas
de liquor e sangue em criangas, segundo a idade

Idade em meses H. influenzae

N° de Amostras (%)
0all 28 (49.1)
12 a23 19 (33,3)
24 a 35 5 (8,8)
36 a47 3 (5,3)
48 a 59 1 (1,7)
60 a 72 1 (1,7)
Total 57 (100,0)

Cepas multirresistentes

Uma associacdo significante das resisténcias a ampici-
lina e ao cloranfenicol foi observada. Das 8 amostras
BLac-positivas testadas, 63% (5/8) foram resistentes ao
cloranfenicol pelo método de dilui¢do, contra apenas 3%
(4/118) entre as amostras negativas (p<0,001). Pelo méto-
do do disco, de 16 BLac-positivas, 31% foram resistentes
ao cloranfenicol (p<0,01).

Nao houve correlagdo significativa entre producdo de
BLac e resisténcia ao cotrimoxazol em 42 amostras testa-
das pelo método de dilui¢des (p=0,75).

Discussao

Os materiais aqui estudados foram origindrios de labo-
ratérios da cidade de Sao Paulo, constituindo uma selecio
amostral indicativa, do ponto de vista epidemioldgico, da
prevaléncia de H. influenzae resistentes na cidade de Sao
Paulo. Estudos colaborativos mais abrangentes sdo neces-
sdrios para maior representatividade da amostra.

A importancia deste estudo se deve ao fato de ser o Hib
um importante patégeno da infincia, agente de infecgoes
severas como meningite e pneumonia. Neste estudo, a
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Tabela 4 - Resisténciade H. influenzae a diversos antimicrobianos segundo os métodos de

dilui¢do em meio sélido e de difusdo pelo disco

Métodos

Anti-Microbianos Diluicao Disco

N Resistentes (%) N Resistentes (%) P
Ampicilina 126 9 (7,1) 184 17 (9,2) NS
Cefaclor 123 2 (1,6) 181 7 (3,9 NS
Cefotaxime 123 0 (0,0 182 0 (0,0 -
Cloranfenicol 126 9 (7,1) 182 6 (3,3) NS
Cotrimoxazol 42 4 (9,5 118 12 (10,1) NS

N°1, 1997
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origem das amostras reflete a variedade de locais do
organismo onde pode ocorrer colonizag¢do ou infec¢do por
H. influenzae.

Utilizamos para sorotipagem unicamente o antissoro
tipo b. Reacgdes negativas podem ser por germes nao-
capsulados ou de sorotipos raros. E descrito que mais de
95% dos H. influenzae nio-b ndo possuem céapsula’.

A distribui¢do dos germes capsulados por idade em
nosso estudo confirma a prevaléncia da infeccio em
criangas menores de 6 anos2!.

Nao obtivemos, neste estudo, correlacdo significante
entre a resisténcia a ampicilina e a idade do paciente.
Berardi-Grassias € cols.??, estudando 148 amostras de
hospitais gerais, encontraram 20% de resisténcia a ampi-
cilina em criancgas e 8,2% em adultos (p<0,001). Segundo
Doern e cols.5, quase 30% de toda a resisténcia enzimatica
ocorreu em pacientes entre 2 meses e 2 anos de idade.

Sobressai neste trabalho, como em outros da literatura,
aboa correlacdo entre resisténcia a ampicilina e a prova de
BLac pelo teste da nitrocefina23, tornando mais rapida a
decisdo sobre o uso ou nio da ampicilina.

Em funcio da pluralidade de laboratérios fornecedores
de amostras, a variacdo da resisténcia no periodo de coleta
nio foi avaliada. Mason e cols.24, pesquisando mensal-
mente por 3 anos Haemophilus resistentes no Texas,
encontraram variagcdo de 0 a 63%, com média de 21,4%.
As taxas de resisténcia sdo afetadas pelo uso de antimicro-
bianos, internamento hospitalar, institucionalizagdo, etc.

A resisténcia dos Hib (11,6%) foi comparavel a dos H.
influenzae nio-tipaveis (9,8%). Mason nio encontrou
diferenca estatistica entre germes capsulados (21,8%) e
ndo-capsulados (13%)(24). Nos estudos dos EUA, foi
comprovada a maior resisténcia a ampicilina de amostras
sorotipo b em relagdo s ndo-tipaveiss-2.

Tabela 5 - Freqiiéncias de H. influenzae produtores e ndo produtores de beta-lactamase, segundo as Concentragdes

Inibitérias Minimas

Producao Concetracdes Inibitérias Minimas (g/ml)
Anti-Microbianos | de BLac <0,08 | 0,08 | 0,16 | 0,3 06 | 1,25 | 25| 50 | >10,0 P
Ampicilina sim 0 0 0 0 0 1 2 3 2 <0,001
nio 6 14 39 32 20 1 0 1
Ceflacor sim 0 0 0 1 4 2 0 0 0 NS
ndo 3 2 2 23 52 27 5 2 0
Cefotaxime sim 4 3 0 0 0 0 0 0 0 NS
ndo 71 38 5 2 0 0 0 0 0
Cloranfenicol sim 0 1 2 1 0 0 3 2 <0,001
ndo 10 5 34 35 25 5 0 3 1
Cotrimoxazol sim 0 1 0 0 0 1 0 0 0 NS
ndo 7 8 5 3 7 4 2 4 0
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As amostras BLac-positivas foram sensiveis ao cefa-
clor e ao cefotaxime pelo método de diluicdes em placas,
demonstrando a eficdcia desta cefalosporina em cepas
produtoras de BLac.”-8:25, Pelo método do disco, 19% (3/
16) das amostras BLac-positivas foram moderadamente

resistentes ao cefaclor (p=0,01).

Destacamos neste estudo que 63% dos H. influenzae
produtores de B-Lac foram igualmente resistentes ao
cloranfenicol. Diversos trabalhos relatam a presenca de H.
influenzae multirresistentes. A maior casuistica é de Cam-
pos e cols., na Espanha, que isolaram 77 amostras resisten-
tes a ampicilina, cloranfenicol, cotrimoxazol e outras
drogas, de pacientes infectados e contatos. Todas foram
sensiveis as cefalosporinas de terceira gera¢io%-27,

Dados sobre cepas multirresistentes t€ém importincia
para se decidir qual a terapéutica inicial nas meningites
por Hib, sobretudo onde a associacdo de ampicilina e
cloranfenicol ainda é amplamente utilizada. Em locais
onde ocorra a associacdo de resisténcias, o tratamento
inicial deve incluir uma cefalosporina de terceira geracao.

Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), a
terapéutica padronizada das pneumonias com cotrimoxa-
zol, amoxicilina ou cloranfenicol sé deve ser modificada
caso aresisténcia bacteriana a essas drogas em dada regido
seja proxima de 25%. Por esta razao, a pesquisa sistema-
tica dos padrdes de resisténcia de H. influenzae e S.
pneumoniae constituem parte integral do programa de
infecgdes respiratérias agudas (IRA) em nivel mundial?8.
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