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PALABRAS CLAVE Resumen

Haemophilus La introduccién de la vacuna contra Haemophilus influenzae tipo b en los programas de
influenzae; inmunizacion de muchos paises produjo una reduccion marcada en la incidencia de en-
Serotipos; fermedad invasiva causada por este serotipo y en su portacion y un incremento de otros
PCR; tipos capsulares y de aislamientos no capsulados. Se estudiaron 313 aislamientos de
Biotipos H. influenzae recuperados de sitio estéril, provenientes de pacientes pediatricos y adul-

tos con enfermedad invasiva atendidos en 90 hospitales de la Red Nacional de Laborato-
rios para Meningitis e Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas durante el periodo
2005-2010. Las patologias mas frecuentes fueron neumonia, 40,3 % (n = 126), meningitis,
30,0 % (n = 94) y bacteriemia, 26,5 % (n = 83). En los pacientes pediatricos (n = 279), la
mayor frecuencia de aislamientos correspondié a menores de 2 afos, 74,5 % (n = 208).
Con respecto a la distribucion de tipos, el 61,3 %, correspondié a H. influenzae no capsu-
lados (n = 192); el 20,1 % al b (n=63); 11,2 % ala (n =35); 4,8 % al fy2,6% aotros. En
meningitis predominaron H. influenzae capsulados mientras que en neumonia y bacterie-
mia resultaron dominantes los tipos no capsulados. Se determiné el biotipo en
306 aislamientos. Todos los aislamientos de tipo a correspondieron al biotipo Il; el 66,7 %
de los tipo b pertenecieron al biotipo I. Mediante las técnicas de aglutinacion en lamina
y PCR se estudiaron 220 aislamientos; la concordancia entre ambas fue de 0,982 (IC:
0,92-1,00). En el ultimo afo se encontré un aumento significativo del tipo b, lo cual indi-
ca la importancia de mantener la vigilancia clinica y laboratorial de la enfermedad inva-
siva por H. influenzae.
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los derechos reservados.
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Surveillance of Haemophilus influenzae serotypes in Argentina from 2005 to 2010
during the Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine era

The introduction of the Haemophilus influenzae type b vaccine in the immunization
programs of many countries has greatly reduced this invasive disease and the carriage
caused by this serotype, also increasing other capsular types and non-capsular isolations.
There were 313 isolations of H. influenzae under study, which were recovered from a
sterile site coming from pediatric and adult patients carrying the invasive disease.
Patients were treated at 90 different hospitals belonging to the Red Nacional de
Laboratorios para Meningitis e Infecciones Respiratorias Agudas Bacterianas (National
Lab Network for Meningitis and Acute Bacterial Respiratory Infections) from 2005 to 2010
for the following disorders: pneumonia, 40.3% (n = 126), meningitis, 30.0% (n = 94) and
bacteremia, 26.5% (n = 83). In pediatric patients (n = 279), the highest frequency of
isolations corresponded to children under the age of 2 years, 74.5% (n = 208). Regarding
type distribution, 61.3% corresponded to non-capsular H. influenzae (n = 192), 20.1% to
type b (n = 63), 11.2% to type a (n = 35), 4.8% to type f, and 2.6% to other types. Capsular
H. influenzae was predominant in meningitis whereas non-capsular H. influenzae in
pneumonia and bacteremia. The biotype was determined in 306 isolations. The totality
(100%) of type a (n = 35) was biotype Il whereas 66.7% of type b (n = 63) was biotype I.
Slide agglutination and PCR tests were used in 220 isolations. There was a match of 0.982
(IC: 0.92-1.00) between them. During the last year, there was a great increase in type b,
showing the importance of clinical and laboratory-based surveillance of the invasive
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Introduccion

Haemophilus influenzae coloniza normalmente la nasofa-
ringe humana y puede causar enfermedades sistémicas, en-
tre ellas neumonia, meningitis, bacteriemia, celulitis, os-
teoartritis y sepsis, y enfermedades localizadas, como
otitis, sinusitis o conjuntivitis. Fue identificado como paté-
geno por Robert Koch en 1883. Los aislamientos de H. in-
fluenzae capsulados (HiC) expresan uno de los seis polisaca-
ridos capsulares antigénicamente distintos (a, b, c, d, e, f)
que se pueden identificar con antisueros especificos. Tam-
bién existen cepas no capsuladas (HiNC), fenotipicamente
no tipificables. Se han informado aislamientos que, a pesar
de presentar el gen capsular cap especifico de tipo b, no
expresan el polisacarido correspondiente, a estos se los de-
nomina H. influenzae b- (Hib-)'". Espontaneamente ocurren
mutantes que han sufrido la pérdida del gen bexA, necesa-
rio para la exportacion del polisacarido capsular. Estos ais-
lamientos no se detectan mediante el diagnostico seroldgi-
co y solo pueden ser identificados por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)°.

H. influenzae tipo b (Hib) fue el mas importante desde el
punto de vista epidemioldgico como causa de una alta mor-
bimortalidad en menores de 5 afios antes de la introduccion
de la vacuna conjugada®?. La portacion nasofaringea osci-
laba entre 10 y 35 % en ninos en la comunidad y alcanzaba
un 45 % en jardines maternales e instituciones de meno-
reSZ1‘22.

HiNC es reconocido como causa importante de sinusitis,
otitis media aguda y bronquitis. Ademas, es una de las cau-

sas mas frecuentes de exacerbaciones en pacientes que su-
fren enfermedad pulmonar obstructiva cronica?®. También
puede causar enfermedad invasiva como bacteriemia, neu-
monia, meningitis y sepsis neonatal.

La introduccion de la vacuna contra Hib en los programas
de inmunizacién de muchos paises produjo una reduccion
marcada en la incidencia de enfermedad invasiva causada
por este serotipo y en su portacion®?, y un incremento
de otros tipos capsulares (principalmente del a y del f) y de
aislamientos no capsulados en esas patologias’?.

Se ha comunicado la reemergencia de enfermedad inva-
siva por Hib en algunos paises como Reino Unido y Espaina en
nifnos con esquema de vacunacion completo para la edad, la
que ha sido asociada a menor respuesta inmune por combi-
nacion del componente Hib con el componente acelular de
Bordetella pertussis y con una inadecuada respuesta inmu-
ne en pacientes con patologias de base. Esto motivo en el
Reino Unido la incorporacion de una dosis de refuerzo’.™>.

Estudios llevados a cabo en algunos paises de Latinoamé-
rica con distintos esquemas de vacunacion sugirieron que
una alta cobertura vacunal sostenida en el tiempo mantiene una
baja incidencia de meningitis y baja prevalencia de porta-
cion de Hib''. En Argentina, el 80 % de los casos de enferme-
dad invasiva por Hib en la era prevacunal ocurria en nifos
menores de un ano de vida; la tasa de incidencia global en
menores de 5 anos era de 30-120/100000. La tasa de inci-
dencia en menores de un ano en la provincia de Buenos Ai-
res era 25/1000002. En 1994 la tasa de incidencia de me-
ningitis por Hib en Argentina era de 1,1/100 000; con la
introduccién de la vacuna al Calendario Nacional de Vacu-
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nacion en 1998 la incidencia se redujo a 0,06/100000 en el
ano 2005, segun datos del Sistema Nacional de Vigilancia de
la Salud (SNVS), Direccion de Epidemiologia del Ministerio
de Salud de la Nacion, 2006.

Los objetivos de este estudio fueron determinar la fre-
cuencia de serotipos de H. influenzae en infecciones invasi-
vas en distintos grupos etarios en la era de la vacuna conju-
gada contra Hib y evaluar la concordancia entre los
resultados obtenidos con las técnicas de aglutinacion en la-
mina y de PCR.

Materiales y métodos

Se estudiaron 313 aislamientos de H. influenzae provenien-
tes de pacientes pediatricos y adultos (rango de edad: des-
de 1dia hasta 93 anos; mediana: 10 meses) con enfermedad
invasiva, atendidos entre el 1 de enero de 2005 y el 31 de
diciembre de 2010 en los 90 hospitales que conforman la
Red Nacional de Laboratorios para Meningitis e Infecciones
Respiratorias Agudas Bacterianas. Se definié como enferme-
dad invasiva a aquella infeccion vinculada con el aislamien-
to de H. influenzae de sitios normalmente estériles (sangre,
liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido articular y
otros materiales de puncion).

Los aislamientos se enviaron al Laboratorio Nacional de
Referencia, donde fueron subcultivados en agar infusion ce-
rebro corazon con 10 % de sangre de caballo suplementado
con medio de enriquecimiento Isovitalex (BBL™) al 1 % e incu-
bados en atmoésfera de 5 % de CO, a 37 °C durante 18-24 horas.
Fueron confirmados como H. influenzae a través de la colo-
racion de Gram, el reconocimiento de la morfologia tipica
de las colonias y el requerimiento de factores V y X. La de-
terminacion de biotipos se realizd por evaluacion de las
actividades de ureasa y ornitina descarboxilasa y de la pro-
duccion de indol.

Se realizo la serotipificacion de 220 aislamientos por el
test de aglutinacion en lamina con antisueros tipo especifi-
cos a-f (Laboratorios DIFCO, Detroit, Michigan, EE.UU.). En
todos los aislamientos se investigd mediante la técnica de
PCR’ la presencia del gen OmpP2, que codifica una proteina
de membrana externa exclusiva de H. influenzae'®; del gen
bexA, necesario para la expresion de la capsula?; y de los
genes cap, especificos de los tipos capsulares a-f°. Un aisla-
miento fue considerado «capsulado» cuando se obtuvo am-
plificacion del gen bexAy de uno de los genes cap; «mutan-
te deficiente en la capsula» cuando se amplifico el gen cap
especifico, pero no se obtuvo amplificacion del gen bexA, y
«no capsulado» cuando ninguno de los dos genes se amplifi-
caron. La técnica de PCR se consider6 el método de refe-
rencia para la determinacion del tipo capsular.

Analisis estadistico

Toda vez que se evalud la relacién entre variables codifica-
das se utilizo el estadistico y? con los grados correspondien-
tes a cada caso. Cuando se compararon proporciones se
utilizo la prueba de homogeneidad. Para la comparacion
entre los tiempos de aparicion de Hib y HiNC se utilizo el
estadistico de Wilcoxon. Para evaluar la concordancia entre
las técnicas de aglutinacion en lamina y de PCR se utilizo el

indice de Kappa. En todos los casos se considero significati-
vo un p < 0,05.

Los datos crudos fueron importados en el entorno de pro-
gramacion estadistica R version 2.15.1. (http://www.R-
project.org/).

Resultados

El 55,3 % (n = 173) de los aislamientos correspondi6 a pa-
cientes del sexo masculinoy el 44,1 % (n = 138) del femeni-
no (en dos casos no se conto6 con este dato).

Las patologias mas frecuentes fueron neumonia, 40,3 %
(n = 126), meningitis aguda primaria, 30,0 % (n = 94) y bac-
teriemia, 26,5 % (n = 83). El 3,2 % restante (n = 10), agrupa-
do como «otros», estuvo representado por artritis (n = 3),
peritonitis (n = 1), absceso de pulmon (n = 2), mediastinitis
(n = 1), meningitis relacionada con infeccion de catéter pe-
ritoneal (n = 1), sepsis neonatal (n = 1) y artritis séptica con
meningitis (n = 1).

El 62,6 % de los aislamientos provinieron de sangre (n =
196), el 16 % de LCR (n = 50), el 13,1 % de LCR y sangre
(n =41), el 5,1 % de liquido pleural (n=16)yel 1% (n = 3) de
liquido pleural y sangre. El 2,2 % restante (n = 7) se distribuyd
en 3 aislamientos de liquido articular, 2 de absceso de pulmon,
1 de liquido peritoneal y 1 de secrecion de mediastino.

En los pacientes pediatricos (menores de 14 afos; n =
279), la mayor frecuencia de aislamientos correspondio a
los menores de 2 anos, 74,5 % (n = 208), y dentro de estos,
el 82,2 % (n=171) a los menores de 1 ano. El grupo de 24 a
59 meses comprendio el 16,1 % (n = 45) y el grupo de 5 a
14 anos, el 9,3 % (n = 26). EL 10 % de todos los aislamientos
correspondio a pacientes mayores de 14 afos (n = 31). En el
1% (n = 3) no se conto con el dato de edad.

A pesar de que con el estadistico utilizado este dato no
resulto significativo (x2 = 18,7, p = 0,09), se observo que en
los menores de 2 anos (y, particularmente, en los menores
de 1 afo) predominaron las neumonias, seguidas por las me-
ningitis y luego por las bacteriemias. En los mayores de
14 anos predominaron bacteriemias y meningitis frente a
las neumonias. Los 3 casos de artritis se presentaron en ni-
nos menores de 12 meses (fig. 1).

Con respecto a la distribucion de tipos entre los aisla-
mientos de H. influenzae, el mayor porcentaje correspondio
a los HiNC (61,3 %, n = 192), seguido por el b, luego el a, v,
en menor proporcion, los otros tipos capsulares (tabla 1).
La diferencia en las proporciones de HiNC y HiC resulto sig-
nificativa (x% = 101,2; p < 0,01).

En meningitis predomind HiC y en neumonia y bacterie-
mia HiNC (p < 0,05) (fig. 2). Con respecto a HiC, los tipos b
y a predominaron en meningitis, mientras que en neumonia y
bacteriemia no se observé predominio de ningln tipo cap-
sular (y? =129,01; p < 0,01) (tabla 1).

No hubo diferencia significativa en las proporciones de
HiC y HiNC entre los distintos grupos etarios (x% = 4,75; p =
0,31) (fig. 2); en todos predomind HiNC seguido por el tipo
by luego el a. La edad de aparicion del tipo b (mediana= 5)
resulto significativamente menor que la de HiNC (mediana =
11) (p < 0,001).

Se determino el biotipo en 306 aislamientos. Se encontro
asociacion estadisticamente significativa entre tipos y bio-
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Figura 1 Distribucion de diagndsticos de enfermedad por H. influenzae segiin edad en el periodo 2005-2010.

tipos (32 = 227,3; p < 0,01). Predomino el biotipo Il seguido
por el 'y el Ill. EL 100 % de los aislamientos tipo a (n = 35)
pertenecio al biotipo Il. De los tipo b (n = 63), el 66,7 % (n =
42) pertenecié al biotipo I, el 27 % (n = 17) al biotipo Il y el
6,3 % (n = 4) al biotipo IV. De los tipo f (n = 14), el 92,9 % (n
= 13) pertenecio al biotipo I. Los 2 aislamientos tipo ¢ fue-
ron biotipo | y IV. En el resto de los capsulados predomina-
ron los biotipos Il y IV. Los aislamientos de HiNC (n = 186) se
asociaron principalmente a los biotipos Il (40,9 %; n = 76) y
111 (32,8 %; n = 61), seguidos por el biotipo | (16,7 %; n = 31),
elV(7,0%;, n=13),ellV(2,2%; n=4)yel VIl (0,5%; n=1).
No se encontraron biotipos VI'y VIII.

Concordancia entre las técnicas de aglutinacion
en lamina y PCR

Mediante las técnicas de aglutinacion en lamina y de PCR se
investigaron 220 aislamientos. Para evaluar la concordancia

entre los resultados obtenidos por ambas técnicas se utilizd
el indice de Kappa (no se consideraron 26 aislamientos au-
toaglutinantes). El valor obtenido fue de 0,982 (IC: 0,92-
1,00). Un aislamiento HiNC por la técnica de aglutinacion
resultd b por PCRy uno f resultd HiNC. De los 26 aislamientos
autoaglutinantes, 25 resultaron HiNC por la técnica de PCRy
uno b. No se encontraron aislamientos con genotipo b-.

Evolucion del tipo b en el periodo estudiado

En el periodo 2005-2009 no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas en relacion con la frecuencia
relativa anual del tipo b.

En el afo 2009 se estudiaron 58 aislamientos, de los cua-
les el 13,8 % (n = 8) correspondi6 al tipo b. En el afo 2010,
de 75 aislamientos, el 36 % (n = 27) result6 b. La diferencia de
proporciones entre estos dos ultimos afos fue significativa
(p < 0,007) (fig. 3).

Tabla 1 Distribucion de tipos de H. influenzae segln diagndstico en el periodo 2005-2010
Diagnostico (n) Tipos (%)
a b c d e f nt

Meningitis (94) 26 (27,7) 44 (46,8) 1 (1,1) 1(1,1) 4(43) 18 (19,1)
Neumonia (126) 4(3,2) 11 (8,7) 3 (2,4) 2 (1,6) 5 (4,00 101 (80,2)
Bacteriemia (83) 5 (6,0) 6 (7,2) 1(1,2) 5(6,00 66 (79,5)
Otros (10) 2 (20)2 1 (10)° 7 (70)¢
Total (313) 35(11,2) 63 (20,1) 2 (0,6) 3(1,0) 3(1,0) 15 (4,8) 192 (61,3)

nt: no tipables (no capsulados); 21 artritis, 1 meningitis mas artritis séptica; ®1 artritis; <1 artritis, 1 sepsis neonatal, 1 peritonitis, 2
abscesos de pulmon, 1 mediastinitis, 1 infeccion relacionada a catéter peritoneal.
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Figura 3 Evolucion de la frecuencia anual de H. influenzae tipo b en el periodo 2005-2010.
Discusion permanece como un importante agente de meningitis, neu-

monia y bacteriemia en nifos en paises donde la vacuna no
La implementacion de la vacuna conjugada contra Hib en es accesible. La disminucion de infecciones causadas por
paises en vias de desarrollo en las Ultimas dos décadas cons- Hib (principalmente meningitis) como resultado de los pro-
tituy6 un gran avance para la salud pUblica. H. influenzae gramas de inmunizacion ha sido notable. Se ha demostrado
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la emergencia de enfermedad invasiva causada por capsula-
dos no b y no capsulados, con presencia de estos ultimos
especialmente en patologia respiratoria.

La distribucion de la enfermedad invasiva por HICno b y
su presentacion clinica varia geograficamente*® ',

En un estudio realizado en Brasil se encontré que en la
era posvacunal, en meningitis, los tipos capsulares mas fre-
cuentes fueron el b (59 %) y el a (14 %), seguidos por HiNC
(22 %) y otros HiC (5 %)%. En el presente estudio se observo
predominio de HiNC, seguidos por los tipos capsulares by a.
En cuanto a las patologias, en meningitis predominaron los
aislamientos HiC y dentro de ellos los tipos b y a, mientras
que en neumonia y bacteriemia predominé HiNC y no se
observd diferencia significativa entre las frecuencias de
HiC. No se recibieron materiales de celulitis periorbitaria o
facial.

En coincidencia con otros trabajos, se encontré que la
mediana de la edad de aparicion del tipo b es menor que
la correspondiente a HiNC'*'7, Asimismo, la mayor frecuen-
cia de aislamientos en pacientes pediatricos correspondio a
los menores de 1 ano, coincidentemente con otros estudios>?°.

La biotipificacion se usa para propdsitos epidemioldgicos,
pero es de menor valor con respecto a la clinica. En este
estudio se hallé un predominio del biotipo Il seguido por el
I'y el lll. Ademas, se encontr6 asociacion entre tipos y bio-
tipos, como el tipo a asociado al biotipo Il y el tipo b princi-
palmente al I. En HiNC se encontré mayor variabilidad de
biotipos. Estas asociaciones fueron encontradas por otros
autores??,

La técnica de aglutinacion en lamina presenta sus limita-
ciones y se han publicado discrepancias en los resultados
obtenidos entre laboratorios. Se encontraron diferencias
significativas en la prevalencia de serotipo b cuando se
comparo la prueba de aglutinacion en lamina que usa como
screening el antisuero mono especifico b con la técnica de
PCR. Lo mismo ocurrio con HiNC. No se detectaron diferen-
cias significativas cuando se utilizaron los seis antisueros
mono especificos en paralelo®.

Para evitar errores, cuando se utiliza la técnica de aglu-
tinacion en lamina es indispensable utilizar solucion fisiolo-
gica para detectar reacciones de autoaglutinacion (aisla-
mientos rugosos) y los seis antisueros en paralelo para
determinar la ausencia de reacciones cruzadas. Las discre-
pancias en la identificacion de serotipos sugieren que la
carga de enfermedad por Hib, como asi también el estado
de portador, pueden ser erroneamente estimados, con la
consiguiente distorsion en la evaluacion del impacto de
la vacuna conjugada contra Hib. La técnica de PCR resuelve
los errores de interpretacion del test de aglutinacion y pro-
vee el tipo capsular de cepas auto y poliaglutinantes. Ade-
mas, reconoce mutantes deficientes en capsula. Por lo tan-
to, es el método de eleccion para la identificacion del tipo
capsular. Con respecto a la concordancia de ambas técni-
cas, nuestros datos son congruentes con los encontrados en
la literatura®'®2, En nuestro estudio no hallamos cepas con
genotipo b-. La busqueda de cepas b- es importante para no
sobreestimar la eficacia de la vacuna.

En el Ultimo afo del periodo estudiado se encontré un
aumento significativo de la frecuencia relativa del tipo b
con respecto a los anos anteriores, lo cual indica la impor-
tancia de mantener la vigilancia clinica y laboratorial de la

enfermedad invasiva por H. influenzae. Se sehala como li-
mitacion de este estudio no contar con el total de los datos
de vacunacion de la poblacion estudiada, lo que no permite
hablar de reemergencia del tipo b.
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