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RESUMO

As bactérias do género Haemophilus pertencem a familia Pasteurellaceae, sendo oito
espeécies pertencentes a este género, conhecidas como agentes de infec¢des ou de colonizagéo
no homem, dentre as quais se destaca a espécie H. influenzae (Hi). Hi é classificada em seis
sorotipos designados de a-f e 0s ndo-tipaveis (HINT). No periodo pré-vacinal o sorotipo b era
o principal causador de infeccdes invasivas, como meningite, pneumonia e bacteremia, em
criancgas, provocadas por Hi. No entanto, apds o emprego da vacina, nos dias atuais, 0s HINT
destacam-se sendo frequentes causadores de infecgdes localizadas, tais como: Conjuntivite,
otite média e sinusites em criancas, apesar que, nos ultimos anos foram relatados a
ocorréncias de infec¢des invasivas, em adultos, principalmente idosos, provocadas por HINT
vem se tornado cada vez mais freqlientes, ao redor do globo. O objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a resisténcia aos antimicrobianos, mais utilizados, no tratamento de
infecgOes invasivas, provocadas por Hi, no Brasil e, caracterizar marcadores de resisténcia.
Concomitantemente, realizar um estudo epidemioldgico, a partir de relagbes clonais (MLST),
de amostras com susceptibilidade reduzida a antibioticos, ap6s duas décadas do uso da vacina.
Entre as 69 amostras estudadas, foi observada uma taxa de colonizagdo, em criangas e
adolescentes, de 55% e 21,7% em adultos, sendo os HINT mais freqiientes em todas as faixas
etarias e o biotipo mais encontrado foi o Ill. Foi observada uma resisténcia a ampicilina de
24,6%, 13% a Sulfametoxazol+trimetoprim e 4,3% & Amoxicilina+Acidoclavulanico, onde os
HiNT apresentaram maior resisténcia. Os demais antimicrobianos testados inibiram o
crescimento microbiano, sendo considerados, ainda, uma boa opgdo para o tratamente de
infeccbes provocadas por Hi. A producdo de B-lactamase foi o principal mecanismo de
resisténcia, tendo sido o gene blarem detectado em 23,1% das amostras enquanto 0 gene
blaros , ndo foi observado. Dezoito cepas apresentaram alteragdo no gene ftsl
principalmente, na posi¢do 526N—526K. Dentre os 21 isolados (HINT) com perfis alélicos
completos de MLST, dezenove novos STs foram descritos no presente estudo, confirmando o
gue outros autores ja descreveram sobre a heterogeneidade dos ndo-tipaveis, sendo apenas o
ST-1355, ja descrito no banco de dados e observado apenas em cepas brasileiras até o
momento. O desenvolvimento deste estudo nos permitiu acompanhar as alteragbes do perfil
de cepas Hi para determinacdo de suas relacdes genotipicas e ocorréncia de possiveis clones
epidémicos. Além disso, foi confirma a eficacia da vacina contra o Hib, mesmo apds vinte

anos de sua implantacdo, apontando para a necessidade de vigilancia continua para os HiNT,



ja que os mesmos apresentaram alto percentual de colonizacdo independente da faixa etaria,

resisténcia a alguns antimicrobianos e mutac6es significativas no gene ftsl.

Palavra- chave: Haemophilusinfluenzae. Meningites. Vacina conjugada. Suscetibilidade aos

antimicrobianos. MLST.



ABSTRACT

The Bacteria of the genus Haemophilus belong to the Pasteurellaceae family, with eight
species grouped in this genus known as agents of invasive infections or colonization in man,
among which the specie H. influenzae (Hi) stands out. Hi is classified into six serotypes
named a to f and non-typable (HINT). In the pre-vaccination period, serotype b was the main
cause of invasive infections, such as meningitis, pneumonia and bacteremia caused in children
by Hi. However, after the introduction of the conjugate vaccine, HiNT has been reported as a
frequent cause of localized infections, such as: conjunctivitis, otitis media and sinusitis in
children, although, in recent years, reports of invasive infections in adults, main lythe elderly,
caused by HINT have become increasing frequency world wide. The main objective of this
work was to evaluate the susceptibility to the most used antimicrobials in the treatment of
invasive infections caused by Hi in Brazil and to characterize resistance markers.
Concomitantly, carry out an epidemiological study based on clonal relationships (MLST) of
resistant samples after two decades of vaccine introduction. Among the 69 samples studied,
was observed a colonization rate in children and adolescents of 55% and 21.7% in adults, with
HINT being the most frequent in all age groups and the most found biotype was Ill. The
samples showed 24.6% decreased susceptibility to Ampicillin, 13% to Sulfamethoxazole +
trimethoprimand 4.3% to Amoxicillin + Clavulanicacid, where HINT playeda prominent role.
The other antimicrobial stested inhibited microbial growthand are still considered a good
option for treating infections caused by Hi. The production of B-lactamase was the main
mechanismo resistance, with the blatem gene being detected in 23.1% ofthe samples while
theblaros gene was not observed. Nineteen strains showed alteration in the ftsl gene mainly
at position 526N — 526K. Amongthe 21 isolates (HIiNT) with complete MLST allelic
profiles, nineteen new STswere described in the present study, confirming what other author
shave already described about the hetero geneity of non-typablestrains, withonly ST-1355
already described in the database, which has been only reported in Brazilian strains so far.
The development of this study was important to monitor changes in the profile of Hi strains to
determine their genotypic relationships and to investigate clonal relationships, in addition, it
was confirmed the effectiveness of the vaccinea gainst Hi after twenty years of its
implantation and points to the need for continuous surveillance for HiNT, since they showed a
high percentage of colonization regardless of age, resistance to some antimicrobials and

significant mutations in the ftsl gene.



Keyword: Haemophilus influenzae. Meningitis. Conjugate vaccine. Susceptibility to
antimicrobials. MLST.
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1 INTRODUCAO

O género Haemophilus pertence a familia Pasteurellaceae, que também inclui os
géneros Actinobacillus e Pasteurella (MANNHEIM, 1984; MYGHRVOLD et al., 1992). E
uma bactéria Gram-negativa, imével, que ndo forma esporos, e que pela microscopia, sua
morfologia pode ser de cocobacilo ou de bastonete curto, sendo por isso também referidos
como bacilos pleomérficos, como mostrado na figura 1. O género Haemophilus foi
inicialmente descrito por Pfeiffer em 1892. A denominacdo de Haemophilus para este grupo
de micro-organismo foi sugerida por apresentar crescimento, somente, quando cultivado em
meio complexo contendo sangue ou hemécias lisadas (MARRS et al., 2001).

As espeécies deste género que, atualmente, sdo conhecidas como agentes de infeccdes
ou de colonizacdo no homem sdo: H. influenzae, H. aegypcius (associado a Febre Purpurica
Brasileira), H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H.
paraphrophaemolyticus, H. haemoglobinophilus, H. ducreyi e H. pittmaniae (JORDENS;
SLACK, 1995; EUZEBY, 2010).

A espécie H. influenzae é dividida em dois grupos, os capsulados e os ndo-capsulados
(NC), descritos pela primeira vez por Pittman em 1931. A presenca de uma cépsula
polissacaridica constitui o fator de viruléncia mais importante, que confere, também,
resisténcia a fagocitose e lise mediada por complemento. Baseado nesta estrutura, existem
seis sorotipos designados de a até f, que sdo classificados de acordo com os antigenos,
encontrados nas suas capsulas. Os sorotipos que ndo apresentam ou ndo expressam a capsula
em sua estrutura sdo denominados ndo tipificados (NT) ou ndo capsulados. Devido a sua
impossibilidade de serem tipificados pelos métodos sorolégicos tradicionais (BUTTLER;
MYERS, 2018). Esta classificacdo ainda € utilizada nos dias atuais em laboratérios clinicos e

de pesquisa que isolam e identificam estes microrganismos.
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Figura 1 - Microscopia em Iamina de H. influenzae colorado através da técnica de coloracdo

de Gram

| A A 3—?‘}3 -

Fonte: (Do autor, 2019).

Outra classificacdo, importante, da espécie Hi € em biotipos, podendo ser subdividida
em oito, como observado na Tabela 1, de acordo com a combinacdo de resultados do
metabolismo de determinados substratos: producdo de indol, presenca de urease e
atividade de ornitina descarboxilase. A classificacdo de Hi, de acordo com o bi6tipo, tem
sido usada como meio para avaliar a significancia dos isolados clinicos, deste organismo, uma
vez que essa subdivisdo pode antecipar, mas ndo definir, a diversidade genética dessas cepas.
Os biotipos fornecem informacdes valiosas para a epidemiologia, pois estdo associados a
diferentes tipos de infeccdo, fontes de isolamento, propriedades antigénicas e resisténcia a
antibioticos, como a producdo da enzima beta-lactamase, que fornece resisténcia a acdo dos
antimicrobianos beta-lactdmicos, cuja presenca esta relacionada com os bi6tipos | e 1l para o
sorotipo b. A literatura também mostra que o0s ndo-tipificados sdo em sua maioria
pertencentes aos biotipos I, 11, 111, IV, V e VIII (LOPES et al., 2006; MOJGANI et al., 2011,
LEDEBOER; DOERN, 2011).
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Tabela 1 - Classificagdo do H. influenzae em bidtipos, segundo reagdes bioquimicas

Biotipo Indol Urease Ornitina descarboxilase
Biotipo | + + +
Biotipo Il + + -
Biotipo Il - + -
Biotipo IV - + +
Biotipo V + - +
Biotipo VI - - +
Biotipo VII + - -
Biotipo VIII - - -

Fonte: (DOERN; CHAPIN, 1987).

As doencas causadas por esse microrganismo compdem um leque de infeccdes, de
cardter agudo, que acometem, sobretudo, o Sistema Nervoso Central (SNC) e os tratos
respiratdrios, alto e baixo, sendo predominantes em criangas e associadas principalmente ao

Haemophilus influenzae do tipo capsular b ou Hib.

1.1 Transmissao

Haemophilus sinfluenzae (Hi) pode existir na microbiota da mucosa do trato
respiratorio superior humano, que € seu hospedeiro natural, o que, em geral, é considerado
benéfico para o hospedeiro devido a estimulacdo e maturacdo do sistema imunoldgico,
promoc¢do da estrutura e funcdo da mucosa e propiciando uma 'resisténcia a colonizagédo'
contra invasdo de patégenos. No entanto, pode ocorrer progressao para infeccGes do trato
respiratorio superior, pneumonia, ou mesmo, sepse e meningite, dentre outras infec¢bes
(BOGAERT etal., 2011; KOSIKOWSKA et al., 2015).

A infeccdo por Hi é disseminada por goticulas nasofaringeas, com as passagens nasais
sendo a principal porta de entrada. O periodo de incubacao, provavel, é de dois a quatro dias.
O contato direto da face ou dos olhos, das pessoas contaminadas, com toalhas, lencos ou
outros objetos compartilhados, entre pessoas, também tem sido descrito como formas de
transmissdo. A mesma pode ser estabelecida durante todo o periodo em que 0 microrganismo
estd presente e pode ser persistente, mesmo sem secrecfes nasais (KMETZCH et al., 2003;
LOPES et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2013).

Com a introdugéo da vacina no calendario de vacinacdo infantil do Brasil, em 1999,
que posteriormente foi substituida pela vacina combinada DTP-Hib em 2002, contra Hib, as
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doengas causadas pelo mesmo ocorrem, principalmente, em criancas ndo imunizadas,
incluindo comunidades fechadas, em individuos portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e em individuos expostos a tratamentos quimioterapicos (MURPHU et al.,
1993; BUTTLER; MYERS, 2018).

1.2 Fatores de viruléncia

1.2.1 Capsula

A espécie Haemophilus influenzae elabora seis tipos de polissacarideos capsulares,
assim sendo classificadas de a-f, como mostrado na Figura 2, no entanto, as cepas do tipo “a”
e “b” sdo considerados os tipos mais virulentos (HAUSER et al, 2018; MOXON; VAUGHN,
1981). A capsula é um importante fator de viruléncia pois protege as bactérias encapsuladas
contra fagocitose e opsonizacdo, porque a capsula impede a aderéncia do fagécito a célula
bacteriana (MADGAM et al., 2016).

Os sorotipos “a” e “b” sdo ambos compostos de um acgucar neutro, um alcool (ribitol) e
uma ligacdo fosfodiéster, mas o tipo “b” é o Unico dos seis tipos encapsulados que contém
uma pentose, como componente da subunidade do carboidrato da capsula, uma propriedade
que pode estar relacionada a viruléncia.

Os tipos “c” e “f” tém menor resisténcia ao sistema complemento, baixa viruléncia e
sdo compostos de um actcar amino N-acetilado, outro sacarideo e uma ligacdo fosfodiéster.
Atualmente com a reducéo de Hib vem sendo relatado um aumento de doencas causadas por
Hif.

Ja os tipos “d” e “e” tém uma unidade de repeti¢ao de uma N-acetilglicosamina, N-
acetilmanosamina e acido urénico (ou acido manurénico) e sdo rapidamente lisados pelo
complemento (JIN, 2007; HAUSER et al., 2018).
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Figura 2 - Estruturas dos seis tipos de capsulas polissacaridicas de Hi

Tipo Estrutura
a 4)-8-p-Glc-(1 = 4)-p-ribitol-5-(PO, —
b 3)-B-p-Rib-(1 = 1)-p-ribitol-5-(PO,; —
C 4)-B-D-GlcNAc-(1 — 3)-a-D-Gal-1-(PO, —
3
1 R = OAc (0.8)
| H (0.8)
R
d 4)-B-D-GlcNAc-(1 — 3)-B-D-ManANAc-(1 —
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Fonte: (JIN, 2007).

1.2.2 OQutros fatores de viruléncia

Fimbrias e pili, sdo estruturas protéicas da superficie da célula bacteriana, que atuam
no processo de adesdo. Linhagens fimbriadas séo, com mais frequéncia, a causa de infecgdes
guando comparadas as linhagens desprovidas de fimbrias. Os pili, normalmente, sdo mais
longos do que as fimbrias, estdo presentes em menor nimero na superficie celular. Tanto os
pili, quanto as fimbrias, atuam na ligacdo as glicoproteinas da superficie da célula hospedeira,
iniciando o processo de aderéncia (MADGAN et al., 2016).

O cluster Hib consiste de cinco genes, que estdo envolvidos na biogénese da
fimbria. hifA é a principal subunidade fimbrial, os genes hifB e hifC funcionam codificando
proteinas envolvidas na producdo das fimbrias e na protecdo dessas proteinas, contra possivel
degradacéo, durante a exportacdo para o exterior da célula. Essas proteinas sdo necessarias na
montagem e ancoragem do filamento na parede celular. As subunidades menores de hifA,
hifD e hifE codificam subunidades fimbriais menores (VIRKOLA et al., 2000).

As adesinas sdo encontradas nas cepas encapsuladas tipo b e em 30-40% das cepas
ndo-tipaveis. A Oap (proteina A associada a opacidade), e as proteinas de alto peso molecular
HMW1 e HMW?2 (encontradas em 70-80% das cepas de HiNT), sdo responsaveis pela

aderéncia do micro-organismo as ceélulas epiteliais respiratorias. As adesinas, também
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apresentam mecanismos que evitam a eliminacdo imunoldgica, ajustam o tamanho dos poros
para evitar a destruicdo antimicrobiana. Algumas cepas ndo tipificadas, que carecem das
adesinas HMW1/HMW?2, possuem outra proteina ndo fimbrial, denominada Hia, que €
sintetizada e secretada na sua forma intacta e permanece associada com a membrana externa
da bactéria. A Hia é estruturalmente semelhante a proteina Hsf, uma adesina secundaria
encontrada em cepas tipo b. Além destas, a Hap (proteina de Haemophilusde aderéncia e
penetracdo) possui atividade adesiva e de protease, esta relacionada a IgA protease do Hi
(KONEMAN, 2010; ATACK et al., 2018).

Dimeros de IgA estdo presentes em fluidos corpéreos como saliva, lagrima, colostro
do leite materno e secre¢fes mucosas dos tratos gastrintestinal, respiratorio e geniturinario. A
espécie Hi tem como um dos seus fatores de viruléncia a producdo de IgA proteases que
clivam a regido charneira da IgA humana, regido localizada entre as cadeias leves e pesadas
que confere flexibilidade para a imunoglobulina se adaptar durante a ligagdo ao antigeno,
facilitando a infeccdo bacteriana (MADGAN et al., 2016; GALLO et al., 2018).

Aproximadamente 75% a 80% das cepas HiINT expressam proteinas homélogas, de
alto peso molecular, chamadas HMW1 e HMW2, que medeiam a aderéncia de alto nivel as
células epiteliais respiratorias. Presumivelmente, essas proteinas facilitam o processo de
colonizacdo e tém sido o principal foco de investigacdo, destinada a identificar componentes
para incluséo em vacinas contra HINT (GRASS et al., 2015).

O lipopolissacarideo (LPS) do Hi apresenta uma estrutura lipidica complexa,
encontrado na maioria das bactérias Gram-negativas, do Hi, difere dos outros LPS dos
microorganismos entéricos e de outros microorganismos, pela auséncia das cadeias laterais
terminais repetitivas, por conseguinte, é denominado lipo-oligossacarideo (LOS). Além disso,
0 LOS de muitas cepas de Hi assemelha-se em nivel estrutural e antigénico aos
oligossacarideos humanos. Essa modificacdo do LOS ajuda o micro-organismo a escapar da
opsonizacdo e da fagocitose, ao imitar estruturas moleculares, normalmente, presentes no
hospedeiro. O LOS do Hi também estad sendo investigado como antigeno potencial para o
desenvolvimento de vacinas contra HINT (KONEMAN, 2010; MADGAN et al., 2016, CDC,
2018).

As cepas Hib também produzem bacteriocinas chamadas hemocina, que inibem ou
inativam espécies estreitamente relacionadas. A producdo de hemocina pode contribuir para a
habilidade do Hib em competir efetivamente com cepas HiNb (Haemophilus influenzae ndo
b) e HINT na colonizagdo da nasofaringe (KONEMAN, 2010; MADGAN et al., 2016).
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1.3 Ocorréncia de HI no mundo

Mesmo apds o emprego da vacina (1985 nos EUA e 1999 no Brasil), Hib ainda séo
responsaveis por uma variedade de doengas invasivas graves como meningite, pericardite,
septicemia, artrite séptica e outras como conjuntivite e otite média (MURPHU et al., 1993;
DE ALMEIDA et al., 2005). A meningite € uma inflamacdo das meninges, membranas que
revestem o sistema nervoso central, especialmente a medula espinhal e o cérebro. A
Septicemia é infeccdo sistémica causada pela presenca de bactérias na corrente sanguinea
(MADGAN et al., 2016).

Apesar do tipo b ser o principal causador de doencas na era pré-vacinal e, ainda, ser
um importante agente infeccioso, Hib continua a ser uma das principais causas de ambos
meningite e pneumonia em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde a vacinacéo
esta indisponivel (BUTTLER; MYERS, 2018). O programa de imunizagdo infantil na
Inglaterra e no Pais de Gales aplica no procedimento de rotina trés doses da vacina conjugada
contra Hib, aos 2, 3 e 4 meses mas, apds um aumento de casos infecciosos, causados pelo
sorotipo b, em criancas, que logo se expandiu para adultos, foi implementado em 2006 um
reforco de 12 meses, diminuindo o nimero de casos. Contudo, um estudo de 2018, mostrou
que, mesmo apds o reforco de 12 meses, 0 nimero de anticorpos diminui rapidamente,
embora a maioria das criancas permaneca protegida contra Hib, a quantidade de anticorpos
pode ndo ser suficiente para impedir a transmissdo entre criangas e consequentemente para
adultos, sendo o monitoramento continuo essencial (COLLINS et al., 2018).

Paises, subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, possuem em seu programa de
vacinacdo uma série de trés doses administradas em 6, 10 e 14 semanas de idade, mas ndo ha
uma dose de reforco da vacina contra Hib. Esse reforco é muito eficaz para reduzir a
incidéncia de doencas causadas por Hib. Uma dose de reforco para atingir o controle
substancial da doenga, ainda € discutido por alguns paises (HAMMITT et al., 2016). Um
estudo recente, realizado no Quénia, mostrou que a imunidade persiste até a idade de maior
risco da doenga, para a maioria das criangas e as concentrages de anticorpos em criangas,
mais velhas, sdo semelhantes as concentragdes relatadas na era pré-vacina. Assim, de acordo
com estudos realizados naquele pais, ndo foram encontradas evidéncias que indiquem a
necessidade de se introduzir uma dose de reforgo da vacina, contra Hib, no Programa
Expandido de Imunizagdo do Quénia (HAMMIT et al., 2016).
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Durante o periodo de vigilancia de cinco anos, houve 3.523 casos de Hi confirmados
na Inglaterra e no Pais de Gales, sendo que 2.883 (81,8%) foram sorotipados. Do total, apenas
67 (2,3%) foram identificados como Hib, 363 (12,7%) foram outros sorotipos (4 Hia, 2 Hid,
85 Hie e 272 Hif) e 2.451 (85,0%) foram caracterizados como HiNT (COLLINS et al., 2018).

Um estudo acompanhou criangas do Reino Unido, com falha na vacina contra Hib,
que é caracterizada como a ocorréncia de doencas invasivas causadas pelo sorotipo b, em
qualquer momento, apos a aplicacdo, das trés doses, da vacina no primeiro ano de vida.
Apesar de Payne e colaboradores apontarem que a maioria das criangcas permaneceu protegida
contra Hi produzindo altas concentracdes de anti-PRP, em longo prazo. Os mesmos autores
descobriram que criangas com falhas na vacina, que apresentam baixas concentracGes de anti-
PRP sdo mais suscetiveis, do que criancas ndo vacinadas, a serem infectadas por linhagens
mais virulentas de Hib, que possuem mdultiplas copias capb. Essa observacdo, destaca a
importancia do monitoramento apds a vacinacdo a fim de manter as altas concentracdes de
anticorpos e consequentemente a protecdo individual em longo prazo (PAYNE et al., 2016).

Nos dias atuais os HINT se destacam em casos de infec¢fes. Podem ser isolados do
trato respiratorio superior de criancas saudaveis, afetando cerca de 80% a 100% destas e séo
frequentes causadores de infecgOes localizadas, tais como: conjuntivite, otite média e sinusites
em criangas (FOXWEL, 1998; SILVA; MARIN, 2001; CRIPPS et al., 2002). Atualmente, os
HINT sdo os mais freqlientes, dentre os isolados da espécie, sendo a principal causa de
doencas invasivas, em todas as faixas etarias, responsaveis por 62,5% dos casos de doencas
por Hi em criancas menores que 5 anos (incidéncia anual de 1,73 por 100.000), apos a
introdugdo de vacina contra Hib. Também sdo causadores de bacteremia em até 75% das
infecgOes invasivas (BUTTLER; MYERS, 2018; LANGEREIS; JONGE, 2015).

1.4 Ocorréncia de hi no Brasil

Segundo relatos de casos na secretaria estadual de saude, infeccBes invasivas
representavam 98% dos casos identificados no hospital de vigilancia da regido metropolitana
de Salvador entre 1996 e 2004. Estima-se, que 0 uso da vacina conjugada contra Hib, tenha
evitado 360 casos de meningite e 58 mortes em Salvador. Além disso, as vacinas conjugadas
impediram as sequelas neurologicas graves, encontradas em mais de 25% dos sobreviventes

da meningite por Hib, durante o periodo pré-vacinal. Estima-se que o0 numero de casos de
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meningite por Hib tenha diminuido 82% nos primeiros 2 anos de campanha (RIBEIRO et al,
2007).

No entanto, ha necessidade de se conhecer melhor o cenéario atual das infec¢cbes por
Hi, no Brasil e seu perfil de susceptibilidade, para o combate da doenca. Em 2012, foi
realizado um estudo que descreveu um caso raro de septicemia e meningite pelo sorotipo b
(Hib) e um mutante do tipo de capsula (b’) isolado, simultaneamente, do sangue e do liquido
cefalorraquidiano (LCR) em uma crianca parcialmente vacinada. N&o € possivel garantir que
a cepa Hib mudou para Hib™ no sangue ou apds ter ultrapassado a barreira hematoencefalica,
mas € provavel que o sistema imunolégico tenha desempenhado um papel importante nesse
evento enquanto a cepa circulava na corrente sanguinea (CALDEIRA et al., 2013). Esta
hipbtese seria de grande preocupacdo, uma vez que poderia acontecer novamente com
qualquer crianca vacinada reforcando a necessidade de se realizar um monitoramento
constante do perfil das cepas circulantes de Hi.

Um estudo realizado no Reino Unido, em 2016 descreveu a ocorréncia de doenca
invasiva por Haemophilus influenzae, sorotipo b (Hib), apds imunizacdo com a vacina
conjugada altamente eficaz contra Hib, semelhante ao que foi descrito no Brasil em 2012.

Um estudo de 2015 avaliou a prevaléncia de Haemophilus influenzae na colonizacéo
da nasofaringe de 2.558 criancas saudaveis, observando que a taxa de portadores de HiNT foi
de 43% (n = 1.099), sendo significativamente mais frequente na idade de 48 <60 m (51,6%, n
= 608) em comparacdo com a idade de 12 <24 m (35,6%, n = 491) (ZANELLA et al., 2015).

1.5  Diagnéstico

E essencial uma suspeita clinica etiolégica para o tratamento precoce, 0 que
provavelmente pode levar a evolucdo favoravel do quadro clinico. Desta maneira, €
necessario utilizar-se de exames clinicos minuciosos, incluindo a busca de infecces de porta
de entrada, como otite, sinusite e pneumonia.

Entre os exames clinicos inespecificos estdo a pun¢éo do liquido cefalorraquidiano, no
caso de meningite, bem como, sua andlise citologica e bioquimica, como por exemplo,
proteina C-reativa e dosagem de procalcitonina para contribuir na diferenciacdo da meningite
bacteriana para a viral. Nas meningites bacterianas, o liquor apresenta aspecto purulento, com

celularidade acima de 500, predominio acentuado de neutrdfilos, aumento de proteinas e
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reducdo de glicorraquia. Também é realizado uma bacterioscopia onde é possivel observar
formas de cocobacilos Gram-negativos.

Entre os testes laboratoriais especificos, estdo a confirmacgéo da producéo de oxidase e
crescimento em meio de cultura, enriquecido com nicotinamina adenina dinucleotideo (NAD)
e/ou a hematina chamados de fator V e fator X, uma vez que bactérias do género
Haemophilus apresentam um sistema enzimatico, inadequado para crescimento em meio ndo
enriquecido.

A sorotipagem também é um importante exame de identificacdo, atraves deste, é
possivel determinar se o isolado é do sorotipo b, uma vez que, este é o Unico sorotipo
imunoprevenivel. Os métodos utilizados para a sorotipagem séo: Aglutinacdo em latex, um
método rapido, sensivel e especifico; contra-imunoeletroforese, sendo semelhante ao método
anterior, mas menos sensivel e mais demorado; e Identificacdo molecular pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), método molecular rapido e sensivel, capaz de detectar o DNA da
bactéria (LOPES et al., 2006).

1.6 Tratamento e profilaxia

Tratamento e profilaxia sdo realizados por antibiéticoterapia, considerando a
sensibilidade do microorganismo. Os antimicrobianos beta-lactamicos e as fluoroquinolonas
sdo, frequentemente, utilizados como terapia antimicrobiana de infec¢bes do trato respiratério
e apresentam boa atividade antibacteriana contra 0s agentes patogénicos, como o0
Haemophilus influenzae. A resisténcia a ampicilina, amoxicilina+acidoclavulanico e
cefalosporinas de segunda geracdo, foi relatada em Haemophilus influenzae e é, agora,
globalmente difundida. Assim, hoje, o uso destas drogas como, linha de frente, para
tratamento de infeccBes por esse patdgeno pode se tornar problematica. Sulfametoxazol +
trimetropim (TMP-SMX) é uma alternativa para o tratamento de criangas, com otite media
aguda, em diferentes partes do mundo, inclusive na América Latina, e é também usado para
tratar infeccOes respiratorias, gastrointestinais e do trato urinario. Para a profilaxia dos
contatos o antimicrobiano de escolha é rifampicina. O cloranfenicol é um agente que era
utilizado corriqueiramente, devido ao seu amplo espectro de atividade contra muitas bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, no entanto, € raramente administrado hoje em dia, devido
aos seus efeitos colaterais e ao aumento da incidéncia de cepas resistentes (CHERKAOQUI et
al., 2018; ELIAKIM-RAZ et al., 2015; LOPES et al., 2006; SOLEY et al., 2007).



27

1.7 Mecanismos de acéo e de resisténcia

Os B-lactamicos inibem a sintese do peptideoglicano, responsavel pela integridade da
parede celular bacteriana. A resisténcia a agentes antimicrobianos, produtos elaborados
durante o metabolismo microbiano capazes de inibir, parcial ou totalmente, a multiplicacdo e
crescimento de microrganismos, ndo ¢ um fendémeno recente. A producdo das enzimas [-
lactamases, sendo 0s genes responsaveis pela sua producdo blatem e blaros-1, tem sido
relatada como um importante mecanismo de resisténcia aos antibioticos dessa classe,
hidrolisando o anel B-lactdmico pela quebra da ligacdo amida, perdendo assim, a capacidade
de atuacdo sobre o microrganismo (DU PLESSIS et al., 2008).

Um outro mecanismo de resisténcia contra B-lactamicos é a modificagdo estrutural das
Proteinas Ligadoras de Penicilina, as chamasdas PBP (‘“Penicillin Binding Proteins™), que
impede a ligacdo do antibidtico a parede da célula bacteriana, mediada pela PBP Il
codificada pelo gene ftsl (SANBONGI et al., 2006; BERTRAND et al., 2012;).

Os antibidticos da classe das fluoroquinolonas se ligam as enzimas bacterianas DNA
topoisomerase Il (ou DNA girase) e topoisomerase 1V, interferindo na replicacdo celular. A
resisténcia ocorre quando h alteracéo estrutural das enzimas DNA girase e topoisomerase 1V,
que passa a nao sofrer acdo do antimicrobiano, podendo ocorrer por mutagdo cromossémica
nos genes gyrA e ParC, respectivamente, responsaveis pela codificacdo da sintese das
enzimas alvo (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2018; KONDO et
al., 2018).

A rifampicina atua blogueando a sintese de DNA-RNA dependente, atuando sobre a
enzima bacteriana RNA polimerase. A resisténcia a rifampicina ocorre através de mutac6es na
parte central do gene rpoB, que codifica a subunidade 3 da polimerase de RNA (TAHA et al.,
2010), alterando os residuos de ligacdo do antibidtico a RNA polimerase, resultando na
diminuig&o da afinidade da rifampicina com seu alvo (NOLTE et al., 1997).

O cloranfenicol se liga a subunidade 50S do ribossomo, inibindo a sintese proteica da
bactéria, tendo, assim, acdo bacteriostatica. Porém, pode ser bactericida contra algumas
especies como S. pneumoniae, H. influenzaee N. meningitidis, através de mecanismo néo bem
elucidado (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2018).

O trimetoprim e o sulfametoxazol, associagdo mais conhecida como cotrimoxazol

(usados isoladamente ou em combinacdo), fornecem um efeito antimicrobiano ao interferir no
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metabolismo e na replicacdo de bactérias através de um bloqueio sequencial da producgéo do
acido fdlico. O sulfametoxazol inibe um passo intermediério da reacéo e o trimetoprim inibe a
formacéo do metabdlito ativo do acido tetra-hidrofélico no final do processo. A resisténcia ao
trimetoprim-sulfametoxazol entre as cepas de H. influenzae é comum e é causada por um
aumento na producdo de di-hidrofolatoredutase (DHFR) com afinidade alterada pelo
trimetoprim (ZHU et al., 2015; ANVISA, 2018).

1.8  MLST

A grande maioria das doencas invasivas provocadas por Hi é causada por isolados
encapsulados do sorotipo b e nos paises onde foram introduzidas vacinas conjugadas contra
este grupo, como o caso do Brasil, houve reducdes drasticas nos casos causados por esse
sorotipo e reducdo do nimero de portadores entre criancas vacinadas e ndo vacinadas.
Paralelamente, houve um aumento de casos de doenga invasiva em adultos, devido a isolados
encapsulados ndo b e ndo capsulados, em alguns paises onde a vacina conjugada contra o Hib
foi introduzida (MEATS et al., 2003; RIBEIRO et al., 2007).

Varios métodos tém sido utilizados para caracterizar cepas de H. influenzae, como a
eletroforese de enzimas multilocus (MLEE), no entanto, mais recentemente, a tipagem por
Multi Locus Sequence Typing (MLST) tem fornecido dados importantes para caracterizar
isolados de patdgenos bacterianos, como H. influenzae, sequenciando fragmentos internos de
345-489 pares de base de sete genes constitucionais: adk (Adenilato-quinase), atpG
(Subunidade gama F1 ATP sintase), frdB (Subunidade ferro-enxofre fumato-redutase), fuck
(Fuculo-kinase), mdh (malato-desidrogenase), pgi (glicose-6-fosfato Isomerase), recA
(Proteina RecA) (MEATS et al., 2003).

A precisdao do MLST de identificar grupos clonais de agentes infecciosos, envolvidos
em surtos e a facilidade com que as sequencias obtidas, em diferentes laboratdrios podem ser
comparadas com as depositadas em bancos de dados curados, especificos para cada espécie,
torna o MLST o método ideal para programas de vigilancia nacionais ou internacionais que
envolvem varios laboratérios, como o monitoramento da disseminacdo de clones virulentos e
hiper epidémicos ou o monitoramento de alteragdes em uma populacdo bacteriana, apés a
implantacdo de uma vacina. O MLST também pode ser usado para avaliar a diversidade de H.
influenzae que qualquer vacina, bem-sucedida, teria que abranger (MAIDEN et al., 1998;
MEATS et al., 2003).
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MLST utiliza a variagdo na sequéncia dos genes para definir um tipo sequencial (ST).
Para cada alelo é atribuido um numero, de acordo com sua sequéncia e o conjunto de sete
alelos forma o complexo clonal (CC). Com a designacédo de ST e CC, € possivel estabelecer a
relacdo epidemioldgica dos micro-organismos em questdo. Um grupo de STs que tenha, no
minimo, quatro alelos em comum € definido como um complexo clonal, ou seja, tem um
genotipo ancestral comum definido como ST central (MAIDEN et al., 1998).

Este método de genotipagem foi desenvolvido como um método portatil, universal e
definitivo para a caracterizacdo de bactérias e mais recentemente protozoarios e fungos.
Genes constitutivos sdo utilizados por ndo sofrerem presséo seletiva e, portanto, apresentam
evolucdo lenta, tornando-se bons marcadores de evolugdo e relacbes genéticas entre cepas da
mesma espécie (MAIDEN et al., 1998).

Apesar disso, ap0os vinte anos da implementacdo da vacina conjugada Hib (PRP-T)
para uso rotineiro, em bebés, como parte do programa nacional de imunizacdo, em 1999, no
Brasil, mais tarde substituida pela vacina combinada DTP-Hib, em 2002, ha apenas um estudo
que utilizou a tipagem de sequéncia por MLST, para estudar o impacto da vacina sobre as
populacdes de Hi no pais. O estudo demonstrou que apesar de Hi ter se tornado uma causa
relativamente rara, de infeccOes bacterianas invasivas, na comunidade no Rio de Janeiro ap6s
a introducdo da vacina conjugada Hib, os isolados de casos infecciosos se tornaram mais
diversos, com o surgimento dos HINT e o aumento do sorotipo a (TUYAMA et al., 2017).

1.9 Prevencéo

Atualmente, a prevencdo dos quadros infecciosos, causados por Haemophilus
influenzae, é realizada através da administracdo de vacina sorotipo especifica para o tipo
capsular b. No Brasil, a vacinacdo so teve inicio em 1999 e seus impactos, sobretudo, na
diminuicdo dos casos de meningite, causada por Hib, sdo parcialmente conhecidos devido a
caréncia de publicacdes. O polirribossil-ribitol-fosfato que faz parte da composicéo capsular
do tipo b, serviu de base para a vacina hoje existente, onde o0 mesmo foi conjugado com uma
proteina carreadora.

A primeira vacina de Hib era composta basicamente da cépsula polissacaridica
purificada do tipo b, uma vez que o polirribosil-ribitol-fosfatoera capaz de conferir protecdo a
90% das criangas, entre 18 e 71 meses de idade, contra todas as formas de doenca causadas

por Hib. No entanto, 0 mecanismo de resposta imunitaria ao polissacarideo desenvolve-se
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pela presenga do antigeno e ativacdo do linfocito B, sem intervencdo dos linfdcitos T. Isso
provoca uma resposta primaria, do tipo de imunoglobulina M (IgM), ndo permitindo estimular
a memoria imunitaria.

Todo polissacarideo é antigeno timo-independente, 0 mesmo vale para o polirribosil-
ribitol-fosfato de Hib. Dessa forma, para se obter resposta timo-dependente, em criancas
abaixo de 18 meses, tornou-se necessario acoplar o polissacarideo a uma proteina carreadora.
Assim, a resposta imunitaria passa entdo pela estimulacdo dos linfocitos T que ativam os
linfécitos B, isso permite a producdo precoce de anticorpos nos quais a imunoglobulina G

(IgG) predomina e doses subsequentes estimulam a memdria imunitaria (LOPES et al., 2006).
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2 RELEVANCIA

O objetivo principal deste projeto continua sendo o desafio, apds quase duas décadas,
do uso da vacina conjugada contra o Hib, no Brasil, de se acompanhar a situacdo das cepas
circulantes. O monitoramento dos processos infecciosos pelo Hi, em todo pais, € necessario,
bem como, o rastreamento de cepas mais virulentas ou multi-resistentes, pois o impacto das
novas vacinas requer diferentes métodos, para o devido entendimento da evolucgéo bioldgica e
adaptacdo da espécie.

O desenvolvimento deste estudo nos permitiu acompanhar as alteragbes do perfil
epidemioldgico das cepas circulantes de Hi, para determinagdo de suas relagcdes genotipicas e
averiguacdo de possiveis clones. Adicionalmente, avaliamos a resisténcia aos
antimicrobianos, inclusive nas infeccBes respiratorias, que estdo assumindo papel de destaque
- entre adultos, principalmente idosos - como ja descrito em alguns paises do mundo, mas
infelizmente com poucas informacdes no Brasil.

A anélise preliminar de cepas isoladas nos cinco Gltimos anos, indica que, embora o
sorotipo b continue sendo responsavel por uma parcela de infec¢bes por Hi, outros sorotipos
previamente considerados como ndo frequentes (ndo b) tém se destacado. A caracterizacdo
soroldgica tradicional, isoladamente, ndo apresenta sensibilidade suficiente, por exemplo, para
analisar a incidéncia e persisténcia de clones epidémicos. Desta maneira, por meio de métodos
moleculares e o uso de ferramentas como o MLST, os resultados obtidos poderdo revelar
dados inéditos no Brasil, importantes para uma analise mais precisa dos possiveis efeitos da
vacina, sobre o perfil das populacbes de Hi circulantes no pais, além de fornecerem
informacdes sobre o panorama nacional da resisténcia entre esses microrganismos.

A relevancia deste estudo para a Vigilancia Epidemiolégica do pais e
consequentemente para a area da Vigilancia Sanitaria, liga-se ndo s6 ao monitoramento dos
antimicrobianos utilizados no pais, onde é frequente a automedicacdo e a medicacdo empirica,
mas, também, a faixa de ndo vacinados, mostrando o impacto (efeito de rebanho) e as
consequéncias da vacinacdo hoje empregada contra o Hib, nas faixas etarias mais altas, bem
como a dindmica atual das cepas ndo b, incluindo os ndo tipificados (NT) em infec¢Bes nas
populages de risco, principalmente em néo vacinados ou com vacinagao incompleta, visando
colaborar na geracdo de informacOes que auxiliem na elaboragdo de uma possivel nova

vacina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Acompanhar a situacdo das cepas circulantes de Hi nos ultimos dez anos, dando
continuidade a uma linha de investigacdo do INCQS, no &mbito da FIOCRUZ, associada a
necessidade de, sob diferentes aspectos, monitorar o perfil epidemiol6gico de cepas Hi com
susceptibilidade reduzida aos antimicrobianos, em algumas regifes do pais, posteriormente a

incluséo da vacina contra o Haemophilus influenzae b, a partir de agosto de 1999.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar identificacdo fenotipica incluindo a tipificacdo (sorotipos) molecular dos Hi
isolados.

e Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos mais utilizados contra o Hi, pelo teste
de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).

e Detectar as cepas produtoras de B-lactamase (BLP) e caracterizar os tipos de genes
blaTEM ou blaROB-1 que estdo mediando a resisténcia.

e Avaliar possiveis modificacbesdo gene ftsl (gene da proteina PBP-3) em cepas B-
lactamase negativas, ampicilina resistente BLNAR, juntamente, com cepas BLP, afim de
determinar a possivel presenca dos dois mecanismos de resisténcia.

e Caracterizar 0s genes rpoB, gyrA e parC em cepas com susceptibilidade reduzida aos
antimicrobianos rifampicina e aos da classe das fluoroquinolonas para confirmar possiveis
mecanismos de resisténcia por modificacdo do alvo.

e Classificar os isolados resistentes em perfis clonais por Multilocus Sequence Typing

(MLST) para avaliagéo epidemioldgica das cepas circulantes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material e métodos

4.1.1 Selecdo das cepas utilizadas no estudo

As cepas utilizadas neste estudo fazem parte da Colecdo de pesquisa do INCQS/setor
de vacina contra Hib. Foram selecionadas 69 cepas agrupadas da seguinte forma: 15 oriundas
de criancas vacinadas (portadores sadios), coletadas da populacdo de uma creche em
Jacobina, Bahia, em 2011; 15 amostras clinicas de casos infecciosos, originarias de Séo Paulo
(2009 a 2016), 19 amostras clinicas de Pernambuco (periodo de 2009 a 2019) e 20 de casos
infecciosos do Rio de Janeiro (periodo de 2009 a 2019) (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Distribuicdo quantitativa de cepas oriundas de casos clinicos estudadas por ano e
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Fonte: (Do autor, 2019).

4.1.2 Armazenamento e Caracterizacdo das cepas de origem clinica

Quanto aos casos clinicos, as cinquienta e quatro cepas clinicas analisadas neste estudo,
sdo oriundas de hospitais ou centros de referéncias publicos: Laboratério Central de Salde
Publica (LACEN) de Pernambuco e Bahia; LACEN, Instituto Estadual de Infectologia Séo
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Sebastido e Hospital Municipal Lourengo Jorge do Rio de Janeiro e Hospital de Botucatu de
Sado Paulo. Todas as cepas, foram, ap6s confirmacdo da identificacdo, preservadas em
criotubo, contendo 0,5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de glicerol, para a
suspensdo do inoculo e preservacdo a -70°c ou por liofilizagcdo em ampolas a -20°C.

As cepas armazenadas em ampolas foram submetidas a hidratagdo do liéfilo utilizando o
caldo BHI, enriquecido com 1% de VX, para a realizacdo de testes bioquimicos, moleculares
e a analise microscépica pela coloracdo de Gram. Desta forma, foram selecionadas cepas
provenientes das regifes anteriormente citadas e apds a hidratacéo, as cepas foram semeadas
em placa de agar chocolate (base de agar Mueller-Hinton / Difco) enriquecido com 10% de
sangue aquecido, estéril desfibrinado de cavalo, sendo adicionado ao meio, antes do envase, e
0 mesmo, estando em uma temperatura de aproximadamente 56°C, 1% de IsoVitaleX (BBL),
e incubacdo das placas a 37°C em uma estufa com 5% de CO,, de 18 a 24 horas, com
estocagem posterior de -20°C ou -70°C em caldo BHI com glicerol a 20%.

As amostras isoladas durante o presente estudo, que apresentaram coldnias sugestivas de
Hi na analise microscépica, como bastonetes pleomdrficos ou cocobacilos e Gram-negativos
foram testadas quanto as exigéncias nutricionais para os fatores X, V e VX em meios de
cultura (CAMPOQOS, 1999; LEDEBOER; DOERN, 2011).

4.1.3 Identificacdo fenotipica e sorotipificacao

A identificacdo bioquimica dos Hi, foi realizada através dos testes de fermentacdo em
caldo, contendo 2mL dos carboidratos - glicose, sacarose, lactose e manose, fornecidos
comercialmente para preparo, pela Isofar, Merck, JT Baker e Merck, respectivamente e
suplementados com hemina (fator X) e Nicotinamida Adenina Dinucleotideo - NAD (fator
V), ambos da Sigma, tendo os indcuos incubados a 35-37°C em uma estufa de 5% de COg, por
24 horas (LEDEBOER; DOERN, 2011).

As amostras que apresentaram fermentacdo apenas para glicose foram, inicialmente,
consideradas Hi, sendo a confirmacdo da espécie realizada posteriormente por PCR, com a
amplificagdo do gene P6 e confirmagdo por sequenciamento. O gene P6 é encontrado apenas
na espécie Haemophilus influenzae.

A sorotipagem das cepas de Hi foi realizada através do teste de soro aglutinacdo em
lamina (SAL), adquirido comercialmente (Difco Haemophilus influenzae Antisera) sendo

posteriormente confirmados por PCR, usando primes especificos para cada tipo capsular,
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listados na tabela 2. Este teste nos permitiu determinar qual o antigeno capsular (a—f) presente
no isolado. As cepas que ndo aglutinaram para nenhum dos seis sorotipos foram identificadas,
inicialmente, como HINT (KONEMAN et al., 2001).

A biotipagem foi feita através de trés testes bioquimicos: a producdo de Indol, Urease
e Ornitina descarboxilase, suplementados com os fatores V e X j& citados, incubados a 35-
37°C em uma estufa de 5% de COg, por 24 horas, desta forma, a combinacgéo de resultados
indicou qual o biotipo da amostra (KONEMAN et al., 2001; LEDEBOER; DOERN, 2011).

4.1.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A determinacdo da sensibilidade aos antimicrobianos, foi feita atraves de uma triagem
inicial, pelo método de disco difusdo para identificar cepas resistentes, sendo a confirmacéo e
quantificacdo da resisténcia tendo sido relizada pelo método CIM — Concentracdo Inibitéria
Minima, utilizando a técnica Etest®, de acordo com o EUCAST (European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, 2019), por método de diluicdo em Agar, utilizando-se
0 meio de cultura agar HTM (Haemophilus Test Medium), que consiste de base de Mueller
Hinton suplementado com 15pg/mL de hemina, 15ug/mL de NAD e 5mg/mL de extrato
de leveduras. Foram utilizadas as seguintes cepas-controle: ATCC 49247, para o controle de
qualidade do ensaio de sensibilidade aos antibidticos e ATCC 49766, para controle de
qualidade da pesquisa da producdo de B-lactamase nas cepas estudadas. O indculo foi
preparado atraves da suspensdo das colénias, em caldo BHI, ajustada a escala de 0,5 Mc
Farland. Com o auxilio de um “swab” estéril, com haste de plastico, o indculo foi semeado
em uma placa de Petri, de 90 mm. Em seguida, utilizando-se de uma pinca estéril, aplicou-se
os discos correspondentes aos antimicrobianos adotados, frequentemente, nas terapias das
infeccbes por H.influenzae: ampicilina (10ug), ceftriaxona (30upg), cloranfenicol (30uQ),
rifampicina (30ug), sulfametoxazol-trimetropim (1,25/23,75 ug), clavulanato-amoxicilina
(10/20ug) e as fluoroquinolonas: levofloxacina (5ug), ciprofloxacina (05ug) com a resisténcia
posteriormente confirmada pelo CIM, fornecido pela empresa Oxoid. Desta forma, as
amostras consideradas resistentes foram submetidas a testes moleculares.

Para a realizagdo do ensaio utilizou-se o meio de cultura contendo HTM. O indculo foi
preparado através da suspensdo das colonias, no caldo de BHI, ajustada a escala de 0,5 Mc
Farland. Com o auxilio de um “swab” estéril, com haste de plastico, sendo semeado em uma

placa de Petri, de 90 mm. Em seguida, com auxilio de uma pinca estéril, aplicou-se as fitas do
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E-test®, na superficie do meio. A incubagdo foi realizada em cAmara Gmida, com atmosfera
de 5% de CO, a 35-37°C, por 18 a 24 horas.

4.1.5 Teste de deteccdo de R-lactamase

As amostras que apresentaram resisténcia a ampicilina foram testadas, para a producéo
de R-lactamase, pelo método da cefalosporina cromogénica, usando nitrocefina (Oxoid). Para
o0 controle de qualidade foram usadas as cepas ATCC 49766 para controle positivo e ATCC
ATCC 49247 para controle negativo (O"CALLAGHAN; COLS, 1972).

4.2 Métodos moleculares

4.2.1 Extracéo e purificacdo do DNA gendmico.

Apbs o cultivo da cepa de Hi, em meio de agar chocolate, com o auxilio de uma alca
bacterioldgica, foi transferido o volume equivalente a 10uL do crescimento microbiano, para
um microtubo de 1,5 mL, contendo tampdo especifico da Qiagen, sendo 0 mesmo incubado
em banho-maria a 56°c de 2 a 3 horas, apo0s isso, a extracdo e purificacdo do DNA, com o kit
DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen®), foi feita de acordo com o protocolo para Gram-
negativos, seguindo as instrucdes do fabricante. O DNA, extraido e purificado, foi

armazenado a -20°C.

4.2.2 Tipagem molecular pela Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).

Os tipos capsulares foram confirmados pela PCR, de acordo com Van Ketel et al
(1990) e Falla et al (1994), que descreveram iniciadores especificos para detectar a presenca
de cépsula, através do sequienciamento do gene bexA e distinguir cada um dos seis tipos
capsulares do Hi, desta forma, as cepas que ndo aglutinaram, para nenhum dos seis sorotipos
na aglutinacdo em ldmina, foram submetidas & amplificacdo do gene. A ndo amplificacdo do
bexA confirma as amostras como HINT. Este método, € considerado referéncia para a
determinacdo dos tipos capsulares como confirmagdo do método soroldgico. A utilizagédo
desta técnica permitiu, também, diferenciar amostras HINT, de cepas com deficiéncia

capsular (b). Os iniciadores foram desenhados para as trés regides do genoma (I,11 e IlI),
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comum a todas as cepas de Hi,onde estdo 0s genes especificos para a sintese das proteinas,
envolvidas na producédo dos polissacarideos especificos dos tipos a—f (Tabela 2).

Tabela 2 - Iniciadores utilizados para a genotipagem Haemophilus influenzae

Nome Seguéncia 5° - ¥ Cene Alve  Produto (hp)

HiP6 ACTTTTGGCGGTTACTCTGT Fa 273
TGTGCCTAATTTACCAGCAT

Hi COTTTGTATGATGTTGATCCAGAC bev A 343
TGATGAGGTGATTGCAGTAGG

Hia CTACTCATTGCAGCATTIGC s 230
GAATATGACCTGATCTICTG

Hib GUGAAAGTGAACTCTTATCTCTC bes 480
GUTTACGCTICTATCTCGGTGAA

Hic TCTGTGTAGATGATGGTICA €es 230
CAGAGGCAAGCTATTAGTGA

Hid TGATGACCGATACAACCTGT des 130
TCCACTCTTICAAACCATICT

Hie GOTAACGAATGTAGTIGGTAG ecs 1350
GUTTTACTGTATAAGICTAG

Hif GUTACTATCAAGICCAAATC jes 430
COCAATTATGGAAGAAAGCT

Fonte: (VAN KETEL et al., 1990).

Para caracterizar os marcadores de resisténcia dos B-lactamicos em cepas BLP (gene
blarem e blaros-1), foi utilizada a técnica da PCR, realizada com volume total de 25pL,
contendo 5 puL de DNA (40-50ng/uL), 12,5uL de mastermix universal GoTag® (Promega) e
1uL (50pmol/pL) de cada iniciador (GARCIA-COBOS et al., 2008). O mesmo se aplica a
cepas de Hi que apresentaram resisténcia a ampicilina, pelo mecanismo ndo enzimatico, ou
seja, por alteracdes da proteina ligante de penicilina 111 (PBPs), devido a mutacGes no gene
ftsl (SANBONGI et al., 2006; UBUKATA et al., 2001) (Tabela 3).

A purificagdo dos produtos da PCR, foi realizada com kit FastAP Thermo Sensitive
Alkaline, fornecido pela Thermo Fisher Scientific (QIAGEN). As reacgdes de seqlienciamento,
foram realizadas utilizando Big Dye® Terminator (Applied Biosystems), para marcacdo dos
nucleotideos e as etapas de precipitacdo, foram realizadas com EDTA/etanol. O
sequenciamento dos genes, foi realizado em colaboracio com a Plataforma de
Sequenciamento do PDTIS/FIOCRUZ, no sequenciador automatico ABI PRISM 3730.

As sequéncias obtidas, foram submetidas no banco de dados, disponivel em

http://pubmist.org/hinfluenzae, para determinacdo de alelos dos genes mencionados. As
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sequéncias foram alinhadas com o software Bioedit (ClustalW) e a traducdo das sequéncias de
nucleotideos para proteinas, foi realizada pelo software Transeq da plataforma Emboss, para a

determinacdo de mutagdes nos marcadores de resisténcia.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes ftsl, blatem e blaros-1.

Nome do Tamanho
Gene S Sequéncia (5°-3°)° do
iniciador .
amplicon
GTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGTTAATGCGTAACCGTGCAATT
ftsl1F AC 705pb
ftsl
ftsl1R TTGTGAGCGGATAACAATTTCACCACTAATGCATAACGAGGATC
TEM-
TenF TGGGTGCACGAGTGGGTTAC 526pb
blarem
TEM-
TTATCCGCCTCCATCCAGTC
TenR
ROB-
Sank TCCCGAAACCCAAAAATACG 337pb
blaros-1
ROB-
SanR GATTGCCTGTTGCGTTATTG

Fonte: (SANBONGI et al., 2006).

4.2.3 Multilocus Sequence Typing (MLST)

O MLST, foi utilizado com o objetivo de averiguar a dinamica entre as cepas
circulantes, de Hi, no Brasil e, consequentemente, agrupa-las em perfis clonais, amplificando
por meio de PCR e sequenciamento de sete genes constitucionais: adk, atpG, frdB, fucK, mdh,
pgi e recA, visando, por meio das sequéncias dos alelos, alocar os isolados em complexos
clonais.

Os iniciadores utilizados na amplificacdo e sequenciamento dos sete genes, sao
apresentados na tabela 3. Os protocolos estdo descritos em pubmist.org/hinfluenzae, de
acordo com o desenvolvido por Meats et al, 2003 (Tabela 4).

A reacdo de PCR foi realizada com volume total de 25uL, contendo 5 UL de DNA (50
ng/uL), 12,5uL de mastermix universal GoTag® (Promega) e 1uL (50pmol/uL) de cada
iniciador. Os produtos de PCR foram purificados com o kit FastAP Thermo Sensitive, as
reacOes de sequenciamento, foram realizadas utilizando Big Dye® Terminator
(AppliedBiosystems), para marcacdo dos nucleotideos e as etapas de precipitacdo, foram

realizadas com EDTA/etanol. O sequenciamento dos genes foi realizado em colabora¢do com
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a Plataforma de Sequenciamento do PDTIS/FIOCRUZ, no sequenciador automatico ABI

PRISM 3730.

As sequéncias obtidas, foram comparadas com as existentes, no banco de dados de

MLST, para o género H. influenzae (http://pubmist.org/hinfluenzae/). Os STs obtidos, foram

comparados com 0s depositados no banco de dados e os novos alelos, encontrados, foram

submetidos ao banco de dados para a confirmacao de novos ST.

Tabela 4 - Iniciadores utilizados no MLST

Gene Nome do iniciador Sequéncia (5°-3°)° Tzr;]%?izgfo

adk —up GGTGCACCGGGTGCAGGTAA 477pb
adK adk- dn CCTAAGATTTTATCTAACTC

atpG-up ATGGCAGGTGCAAAAGAGAT 447pb
atpG atpG-dn TTGTACAACAGGCTTTTGCG

frdB-up CTTATCGTTGGTCTTGCCGT 489pb
frdB frdB-dn TTGGCACTTTCCACTTTTCC

fucK-up ACCACTTTCGGCGTGGATGG 345pb
fucK fucK-dn AAGATTTCCCAGGTGCCAGA

mdh-up TCATTGTATGATATTGCCCC 405pb
mdh mdh-dn ACTTCTGTACCTGCATTTTG

pgi-up GGTGAAAAAATCAATCGTAC 468pb
Po! pgi-dn ATTGAAAGACCAATAGCTGA

recA-up ATGGCAACTCAAGAAGAAAA 426pb
recA recA-dn TTACCAAACATCACGCCTAT

Fonte: (MEATS, 2003).
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5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficos e caracterizacao fenotipica

Das 69 cepas analisadas no estudo, 38 séo provenientes de criancas e adolescentes (15 de
portadores e 23 de casos clinicos) e 15 de pacientes acima de dezoito anos, sendo a taxa de
colonizacdo por idade, de 55% e 21,7%, respectivamente.

Dentre todas as amostras testadas, 16 (23,1%) ndo tiveram a idade dos pacientes

informada, uma vez que os dados demogréaficos enviados foram incompletos (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo de cepas por faixa etaria

Faixa etéaria (Anos) N° cepas Percentual (%)
<1 10 14

1-4 22 31,8

5-9 5 14

10-18 2 7,2

19 -59 10 14

> 60 4 57

Né&o informado 16 23,1

Total 69 100%

Fonte: (Do autor, 2019).

O gréfico 2 apresenta os resultados da classificacdo dos biotipos, obtidos a partir da
combinacéo de resultados de provas de indol, urease e ornitina, ndo foi possivel identificar o
biotipo de apenas duas cepas das 69 testadas, tendo sido estas previamente confirmadas como
Hi através da realizagdo de sequenciamento do gene P6, por reacdo de PCR e pelo teste de
fermentacdo dos agucares, onde ambas foram positivas apenas para glicose. Uma vez que, as
mesmas, ndo cresceram nos caldos respectivos para a producdo de cada um dos trés
compostos bioguimicos mencionados acima, ndo foi possivel obter os bidtipos das cepas em
questdo. Enquanto que, o grafico 3 demonstra a distribuicdo dos sorotipos encontrados, apos

0s mesmos tendo sido confirmados pela PCR.



Grafico 2 - Biotipos encontrados neste estudo.

Biotipos

Fonte: (Do autor, 2019).

Gréfico 3 - Sorotipos encontrados neste estudo, tendo sido todos confirmados por meio da
PCR

Sorotipos

Fonte: (Do autor, 2019).
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Gréfico 4 - Distribuicdo de sorotipos encontrados de acordo com a faixa etéria
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Fonte: (Do autor, 2019).

O gréfico 4 apresenta a relacdo entre os sorotipos encontrados no estudo com a idade
dos pacientes, ndo foram identificados os sorotipos Hid, Hie e Hif dentre as cepas analisadas.
E possivel observar que em todas as faixas etarias as cepas ndo capsuladas (HiNT) séo
prevalentes sobre as capsuladas.

Antes da introdugéo da vacina de Hib, cepas HINT eram descritas na literatura como
freqlientes em infecgbes como otite, conjuntivite e sinusite em criangas (FOXWEL, 1998;
SILVA; MARIN, 2001; CRIPPS et al., 2002). Ap0s a vacina contra o Hib, os HINT passaram
a ocupar um importante papel como causadores de doencgas invasivas, tais como pneumonia,
em criangas de paises em desenvolvimento e, septicemia e meningite, em adultos (CONNELL
etal., 2007; ADAM et al., 2010).

Das 54 cepas provenientes de casos clinicos, 37 foram isoladas de LCR, Sangue/
Hemocultura e Urina, sendo que destas, 24 (64,8%), sdo HINT. Enquanto 9 isolados foram
coletados a partir de processos infecciosos ndo invasivos, sendo todos HiNT. Oito isolados
encaminhados para o laboratério, no presente estudo, ja haviam sido cultivados em placas e,
portanto, o material de cultura ndo nos foi informado. A Tabela 6 esquematiza a distribuicao
de sorotipos de acordo com o material de origem e faixa etaria.
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Tabela 6 - Distribuicdo do nimero de cepas encontradas por material de origem (primeira
coluna) e faixa etaria em anos dos pacientes (terceira linha), nimero este, dividido em HiNT e

sorotipificados (localizados a esquerda da barra e a direita da barra respectivamente)

Origem Amostras HiNT/ Sorotipificados
Faixa etaria em anos
<5 6 -18 19- 99

LCR 3/6 3/0 3/1
LCR + Sangue 0/1 0/0 0/0
Sangue 6/2 0/0 4712
Sec. orofaringe 1/0 0/0 0/0
Sec. traqueal 0/0 0/0 1/0
Urina 1/0 0/0 0/0
Escarro 0/0 0/0 2/0
Sec. ocular 1/0 0/0 0/0

LCR: liquido cefalorraquidiano
Fonte: (Do autor, 2019).

A maioria das cepas clinicas, foram isoladas de LCR (N=19) e o sangue (N= 14), com
apenas oito amostras sem informacdo sobre o material de origem. Dentre os pacientes
menores/igual a cinco anos, cujo quadro clinico era meningite, as cepas encapsuladas foram
mais frequentes (67%) enquanto as cepas HINT tiveram uma frequéncia de 33%.

Quanto a outras infecgbes, para esta faixa etaria, os isolados encapsulados
apresentaram novamente uma maior frequencia (42%) que os HINT (38%). Por outro lado,
nas demais faixas etérias, observou-se que os HiNT causaram tanto meningite como também
outras infeccdes, representando 100% das infeccdes entre as idades de 6 a 18 anos e 92,3%
de 19 a 99 anos.

5.2 Susceptibilidade aos antimicrobianos

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado em todos os 69 isolados
de Hi, utilizando-se oito antimicrobianos. Do total de 69 cepas testadas, 25 foram sensiveis e
44 resistentes pelo método de diluicio em Agar aos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona,
cloranfenicol, cotrimoxazol e amoxicilina+acido clavulénico. Das 44 cepas consideradas
inicialmente resistentes, apenas 22 confirmaram a resisténcia pelo método de CIM (por fita de

Etest). Os percentuais de resisténcia observados sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Percentuais de resisténcia para cada antimicrobiano

Antimicrobianos Amostras resistentes/ N total
AD(%) ! CIM/(%)
R |

Amoxicilina+Acidoclavulanico (20/10 pg) 17/69 (24,6)? 3/69 (4,3) 0/67
Ampicilina (10 pg) 31/69 (44,9) 17/69(24,6) 0/67
Ceftriaxona (30 pg) 14/69 (20,2) 0/69 0/69
Cloranfenicol (30 ug) 1/69 (1,44) Nao realizado* Nao realizado*
Ciprofloxacina (05 pg) 0/69 Nao realizado™ Néo realizado™
Levofloxacina (5 ug) 0/67 N&o realizado* N&o realizado*
Rifampicina (30 ug) 0/69 Nao realizado* Nao realizado*
Sulfametoxazol+trimetoprim (1,25/23,75 Q) 22/69 (31,8) 9/69 (13) 0/69

IAD: 4gar diluicdo; R: resistente; I: intermediario; N: nimero de amostras; *somente cepas sensiveis.

2 Os percentuais obitidos consideram as cepas que apresentaram resisténcia para cada antimicrobiano, incluso
aquelas que apresentaram resisténcia a mais de um antibiético.

Na primeira coluna estdo indicados os antimicribianos testados e suas respectivas dosagens. Na segunda coluna
estdo os resultados obtidos em relacdo ao teste de Disco difusdo em &gar (AD), com o numero de cepas
resistentes/nimero total de cepas. Os resultados do CIM estdo nas colunas seguintes com a resiténcia indicada da
mesma forma que na coluna anterior.

Fonte: (Do autor, 2019).

O maior percentual de resisténcia observado entre os isolados de Hi pelo método de
diluicdo em éagar, foi o de ampicilina (AMP) onde 31 das 69 cepas (45%) apresentaram
resisténcia a esse antimicrobiano. Ao ser realizado o CIM, 17 confirmaram a resisténcia,
sendo que nove destas apresentaram CIM superior a 256pg/ml.

Quanto ao Sulfametoxazol+trimetoprim (SUT), 22 dos 69 isolados (32%) se
apresentaram resisténcia, mas apenas nove (13%), dentre todas as cepas estudadas, foram
confirmados pelo CIM, sendo este superior a 32ug/ml. Destas, seis amostras (8,6%) eram
resistentes aos dois antimicrobianos, como mostrado na Tabela 8. Dezessete (24,6%)
apresentaram resisténcia a amoxicilina + acido clavulénico no teste de disco difuséo, porém
apenas 3 (4,3%) foram confirmadas pelo CIM, enquanto apenas uma foi resistente tanto para

amoxicilina + acido clavulanico como para ampicilina.
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Tabela 8 - Amostras de Hi resistentes aos antimicrobianos AMP, AMC e SUT

Antimicrobiano N (%)
Ampicilina 17 (24,6%)
SuUT 9 (13%)
Amoxicilina+Acidoclavulanico 3 (4,3%)
Ampicilinae SUT 6 (8,6%)
Amoxicilina+Acidoclavulanico + AMP 1 (1,44%)

SUT: Sulfametoxazol + trimetoprim AMP: Ampicilina
Fonte: (Do autor, 2019).

Observou-se que os biotipos Il e 111 foram os mais fregliente entre as cepas estudadas,
porém, em relacdo as, 23 cepas pertencentes ao bidtipo 111, 13 (57%) tiveram a resisténcia
confirmada pelo CIM, como mostrado na tabela 9, onde todas foram resistentes a ampicilina,
sendo destas 6 (26%%) resistentes a SUT e uma (4,2%) para amoxicilina+acido clavulanico.
Quanto ao numero total de cepas com o CIM considerado, para pelo menos um dos
antimicrobianos testado neste estudo, o biotipo Il foi encontrado em 59% dos isolados
enquanto o biotipo 1l em apenas 23%. A Unica cepa encapsulada considerada resistente pelo
CIM, foi classificada com o bi6tipo I, desta foram, todas as demais 21 cepas restantes, com
resitencia confirmada pelo CIM foram classificadas como HINT. Os biotipos 1V, V e VII
foram observados, cada um, em apenas um isolado, enquanto os biotipos VI e VII ndo foram

encontrados em nenhuma cepa resistente (Tabela 9).

Tabela 9 - Percentual de sorotipos de cepas resistentes distribuidos por biotipo encontrado

Biotipos Total NT Sorotipificados N°
resistentes resistentes Resisténcia Para
(%) (%) cada biotipo
[ 7 1 (14,2%) 0 1(14,2%)
I 25 5 (20%) 0 5 (20%)
1l 23 13 (57%) 0 13 (57%)
Y, 3 1 (33,3%) 0 1 (33,3%)
Y 3 1 (33,3%) 0 1 (33,3%)
VI 1 0 0 0
Vii 2 0 0 0
Vil 3 1 (33,3%) 0 1 (33,3%)

Fonte: (Do autor, 2019).
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Durante este estudo foi detectada uma cepa que apresentou crescimento anormal sob a
presenca do antimicrobiano SUT. A mesma foi semeada em duas placas de &gar HTM,
preparadas a partir do mesmo lote, uma apenas com o agar (A) e outra com um disco do
antimicrobiano citado (B), sendo ambas as placas incubadas a 37°C em uma estufa com
amosfera de 5% de CO2 por 24 horas. Ap6s o término do periodo de incubacdo as placas
foram analisadas.

Na placa A, foram observadas poucas col6nias espacadas entre si ao longo do meio de
cultura, enquanto na placa B, um crescimento anormal foi observado apenas em torno do
disco de SUT. A mesma cepa ndo apresentou este comportamento em relagdo aos outros
antimicrobianos testados, sendo sensivel para os mesmos. Porém, devido ao tempo limitado,
outros testes ndo puderam ser realizados. Em decorréncia desse comportamento atipico, foi
realizado o seqlienciamento do gene 16S rRNA e analise por MLST deste isolado,
constatando que realmente se tratava de H. influenzae.

No estudo, uma das 69 cepas apresentou resisténcia a Cloranfenicol, porém, com a
demora para o recebimento de novas fitas E-test deste antimicrobiano a confirmacéo da CIM

ndo pbde ser realizado.

5.3 Pesquisa de p-lactamase

Das 17 amostras que apresentaram resisténcia a ampicilina, 16 (94,1%) foram
produtoras de B-lactamase e classificadas como BLP (B-lactamase positivo ampicilina
resistente) e a Unica amostra ndo era produtora da enzima, foi classificada como BLNAR (B-
lactamase negativo ampicilina resistente). Das trés amostras resistentes a
Amoxicilina+Acidoclavulanico, duas nio apresentavam producio de B-lactamase sendo
apenas classificadas como BLNACR. Trés amostras resistentes a cotrimoxazol néo
apresentaram produc¢do de -lactamase assim também foram classificadas como BLN.

De todas as 16 cepas BLP, duas pertencem ao bi6tipo 11, 12 ao Il , uma ao IV e uma
ao 'V, sendo todas HiNT.

5.4 Pesquisa dos genes p6 e bexa

As amostras classificadas fenotipicamente como Hi foram submetidas a pesquisa dos

genes P6 e bexA, que indicam a espécie e presencga da capsula respectivamente. Em todas as
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amostras foi encontrado o gene P6, enquanto que o gene bexA foi amplificado em apenas 13
cepas além das cepas controle. Desta forma, somando-se estes resultados, as cepas positivas
para P6, mas onde o bexA ndo foi amplificado foram consideradas HiNT. Enquanto que, na

pesquisa de amostras do tipo b™ ou a” ndo foi observado amostras positivas.

5.5 Detecgéo dos genes da resisténcia aos B-lactamicos

Todas as amostras resistentes BLA + foram submetidas a PCR para pesquisa dos genes
blatem e blarog, foi detectado somente blatem nas 16 amostras BLP (23,1%), porém o gene
blaros ndo foi encontrado em nenhum isolado.

Vinte e uma cepas foram submetidas ao seqlienciamento do gene ftsl, que codifica a
proteina PBP3, conferindo resisténcia a ampicilina através de varias mutacdes em torno de
suas &reas funcionais, com o objetivo de determinar a ocorréncia de cepas BLPAR, (B-
lactamase positivas resistentes a ampicilina) e a presenca de BLPACR, (B-lactamase positivas
resistentes & Amoxicilina+Acidoclavulanico) (PUIG et al. 2014). Os resultados encontrados
podem ser observados na tabela 10.

Uma das cepas BLN que apresentou  resisttncia a  somente
Amoxicilina+Acidoclavulanico ndo amplificou o gene ftsl e, portanto, ndo foi possivel
verificar a ocorréncia de mutacdes no gene, sendo assim a mesma ndo foi submetida ao
sequenciamento do gene. E uma que apresentou resisténcia a Ampicilina aplificou o gene ftsl
mas sua sequencia ndo ficou boa dessa maneira, com a limitacdo de tempo ndo foi possivel
refazer o sequenciamento. As cepas Jaci002 e P4257 ndo apresentaram modificacdes e,
portanto, ndo foram incluidas na tabela 10.

5.6 Sequenciamento dos marcadores de resisténcia

A sequéncia de DNA do gene ftsl de uma cepa sensivel aos antibidticos -lactamicos
foi utilizada para comparacdo com os genes ftsl das cepas resistentes. A sequéncia esta
depositada no GenBank sob o nimero de acesso L42023 (Haemophilus influenzae Rd KW20
chromosome). Das vinte e uma cepas submetidas ao sequenciamento do gene que codifica
para a PBP3, dezoito apresentaram pelo menos uma modificacdo na sequéncia de
aminoacidos. As amostras, 003, 006, 010, 013, 020, 026, 031, P3408, P4060, P4129, P5522,
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P5680, P6332, P6337 apresentaram alteracdo na PBP3 apesar de serem produtoras de [3-
lactamase, portanto foram consideradas BLPAR (Tabela 10).

Tabela 10 - Mudancas de aminoacidos do gene ftsl de 18 amostras

MiC Presenca dos Substituicao de aminoacidos
Amostra (ug/ml) genes

Amp Amox B-lac blatem blaros 344 350 389 437 449 526

+Cla
K D L A | N*

003 >256 - + + - - ~ ~ - - K
006 12 - + + _ - - F
010 >256 - + + _ - - - - - K
013 16 - + + i} R - - - - K
020 >256 - + + - R - - - - K
026 24 - + + _ - - - - - K
031 16 - + + _ R
P3408 24 - + + ) R - - - - K
P3932 - 6 - - } - - - - - K
P4060 >256 - + + _ R - -
P4129 >256 - + + _ R
P4225 16 - - - - - - - - - K
P5522 32 - + + - - -- - - - K
P5680 >256 - + + - - - - P Vv
P6332 >256 >256 + + - -- -- - -- Vv --
P6337 8 - + + - R - — - - K
P6363 ND - - - . - N - s - K
P6364 ND - - - - - - - - - K

ND: ndo determinada; B-lac: presenca de -lactamase; A: alanina; F: fenilalanina; I: isoleucina; K: lisina; N:
asparagina; V: valina; D: aspartato; L: leucina; R: arginina; P: polina; S:serina; *: sequéncia de aminoacidos da
cepa selvagem L42023.

Fonte: (Do autor, 2019).

A cepa P5680 apresentou alteragdo em trés novas posices 441, 452 e 454 além das ja

descritas pela literatura, como mostrado na figura 3.
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Figura 3 - AlteracOes encontradas nas posicoes 437, 441, 449, 452 e 454 na cepa P5680 e na
posic¢ao 437 da amostra P6363

N AR RS R AN R RS R A R S R B LS RS AS LARAS RO AR MR B
| 350 400 410 420 430 440 430 460

Bd EW20 LALRMEPPSEIMETY CNAGLSEPTDLGLIGECVGILNEANRERWADIERATVAY GYGITATPLCIAREY ATLGIEGVY)
PS5680 e eaaaee s - - T - -
PE363 e eaaaee s - M

Fonte: (Do autor, 2019).

Na cepa P6332 foi detectada uma alteracdo na posicdo 449, onde o aminoacido
isoleucina foi substituido por uma valina, a mesma cepa também apresentou resisténcia tanto
para ampicilina como para Amoxicilina+Acido clavulanico, tendo CIM > 256 pg/ml para os
dois antimicrobianos, dessa maneira foi considerada uma BLPACR.

Todas as quatro amostrasp-lactamase negativa apresentaram alteragdes nas seqiiéncia
de nucleotideos referente a proteina PBP3. A amostra P6363 apresentou trés alteracdes, nas
posicBes ja descritas 350, 437 e 526, enquanto as amostras P3932, P4225 e P6364
apresentaram alterag&o na posicéo 526.

Quanto ao gene blatem, dezesseis amostras que apresentaram o0 gene foram
sequenciadas para determinacdo do alelo. Das 16 cepas, 11 apresentaram blatem-1 € cinco

blatem-4.

5.7 MLST

Ao todo, 23 cepas foram submetidas a tipificacdo molecular por MLST, a fim de
analisar suas relacfes clonais, sendo as 22 cepas consideradas resistentes, pelo CIM, neste
estudo, e uma cepa sensivel (Jaci015), que foi acrescentada apenas para ser um comparativo
com as linhagens resitentes. No entanto, obteve-se apenas 21 isolados com perfis alélicos
completos, uma vez que, em duas cepas ndo foi possivel determinar o alelo de todos os genes
constitucionais. Através da tipificacdo molecular por MLST, apenas um ST foi identificado,

ST-1355, desta forma, dezenove novos ST foram descritos no presente estudo (Tabela 11).
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Tabela 11 - Perfil clonal dos 19 novos tipos sequenciais que foram submetidos ao banco de
MLST (https://pubmlst.org/hinfluenzae/)

ST adK atpG frdB fucK mdH pal recA n
2281 1 141 1 70 15 53 38 1
2282 3 8 15 18 62 1 5 1
2283 44 45 16 108 17 2 3 1
2284 44 2 194 108 17 2 3 3
2285 44 4 16 108 17 2 3 1
2286 44 7 16 108 17 2 3 1
2287 44 7 194 15 17 2 1 1
2288 44 2 175 108 239 2 3 1
2289 3 4 17 9 112 3 34 1
2290 10 22 15 30 1 21 1 1
2291 33 8 188 16 17 2 29 1
2292 28 33 19 19 58 17 2 1
2293 11 1 193 1 7 41 29 1
2294 28 33 19 14 15 1 2 1
2295 11 2 7 14 28 26 3 1
2296 44 141 1 37 17 2 3 1
2297 14 6 16 5 26 61 3 1
2298 18 2 3 55 10 28 12 1

n=nudmero de cepas com esse perfil clonal
Fonte: (Do autor, 2019).

O ST-1355 foi descrito pela primeira vez em 2014, e foi isolado a partir de um caso
clinico de meningite, em 2001 no Rio de Janeiro (TUYAMA et al., 2017). O mesmo ST foi
encontrado na cepa 002, do presente estudo, isolada de um portador assintomatico em 2011,
na Bahia, isso pode sugerir que este ST pode estar ligado as cepas brasileiras, uma vez que
foi, até 0 momento, encontrada somente em amostras no pais. Este fato, demonstra que,
apesar de ter sido encontrada em um portador, a cepa 002 tem potencial de invasédo uma vez
gue um clone deste isolado ja havia causado meningite em 2001 e que esse ST vem

circulando pelo pais.


https://pubmlst.org/hinfluenzae/
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Das 21 cepas com perfil alélico completo, oito foram isoladas juntamente com a
amostra 002 de portadores assintométicos na Bahia em 2011, destas, sete apresentaram de um
a dois alelos diferentes, a partir de uma comparacéo entre cada perfil alélico, como mostrado
na tabela 12, portanto, agrupamos seus respectivos STs ao complexo clonal 1355,

denominado desta forma pois deriva do ST central 1355.

Tabela 12 - MLST de cepas clinicas e de portadores, agrupadas em ST e CC utilizadas nesse
estudo

Isolados  adk atpG frdB fuckK mdh pgi recA ST CcC
P3408 1 141 1 70 15 53 38 2281 ND?
P3745 3 8 15 18 62 1 5 2282 ND
Jacio02! 44 2 16 108 17 2 3 1355 1355
Jacio0o3t 44 45 16 108 17 2 3 2283 1355
Jacioo6* 44 2 194 108 17 2 3 2284 1355
Jaci010! 44 4 16 108 17 2 3 2285 1355
Jacio13t 44 7 16 108 17 2 3 2286 1355
Jaciolst 44 7 194 15 17 2 1 2287

Jaci020! 44 2 194 108 17 2 3 2284 1355
Jaci026! 44 2 194 108 17 2 3 2284 1355
Jacio31! 44 2 175 108 239 2 3 2288 1355
P3844 3 4 17 9 112 3 34 2289

P3932 10 22 15 30 1 21 1 2290 422
P4060 33 8 188 16 17 2 29 2291

P4084 28 33 19 19 58 17 2 2292

P4129 NA 2 16 14 9 14 130 NE

P4150 11 1 193 1 7 41 29 2293

P4225 28 33 19 14 15 1 2 2294

P4257 11 2 7 14 28 26 3 2295

P5522 44 141 1 37 17 2 3 2296 1355
P5680 NA 2 15 8 9 61 3 NE

P6332 14 6 16 5 26 61 3 2297

P6337 18 2 3 55 10 28 12 2298

1Cepas originarias de portadores saudaveis; 2Nao Designado pelo Banco de MLST
Fonte: (Do autor, 2019).
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As amostras 006, 020, 026, e 031 apresentaram alteracdo do frdB-16 para frdB-194 e
frdB-175, enquanto as amostras 003, 010, e 013 apresentaram alteracdo do atpG-2 para 0s
atpG-45, atpG-4 e atpG-7. Das quatro cepas resistentes que apresentaram alteracdo no frdB
quatro tiveram a reducdo do CIM para ampicilina, o que pode indicar que o frdB-16 pode
estar relacionado a cepas com CIM > 256 pug/ml. A cepa 015 ndo foi considerada pertencente
ao complexo clonal 1355, por apresentar mais de trés modificacdes no perfil alélico, diferente
das demais cepas, essa amostra foi considerada sensivel para todos os antimicrobianos
testados, 0 que pode sugerir que este complexo clonal esta relacionado com cepas de CIM
elevado para Ampicilina, possivelmente outras cepas consideradas sensiveis neste estudo
podem apresentar iguais ou mais alteracdes que a amostra 015 em seus perfis alélicos. Quanto
ao gene atpG, as cepa 013, que teve o atpG-2 substituido pelo alelo 7, igual a cepa 015,
apresentou reducdo de seu CIM para ampicilina o que pode sugerir que o atpG- 7 pode estar
ligado a cepas com CIM menores a 256 pg/ml.

Os genes adK, pgl e recA ndo apresentaram variacdo de alelos, o que sugere que 0s
alelos 44, 2 e 3 respectivamente, possam ser marcadores do complexo clonal 1355.

A Figura 4 mostra a analise por Minimum Spanning Tree (MST) e a distribuicdo dos
2324 ST depositados até a data de 27/09/2020 no Haemophilus influenzae MLST Database

(https://pubmlist.org/organisms/haemophilus-influenzae) em todo o mundo. A alocacdo da

cepa brasileira do ST1355 e 0s novos ST associados descritos nesse estudo, estd indicada na
figura com uma seta. A alocagdo do ST2287 tambem descrito nesse estudo esta indicada com

uma linha vermelha.


https://pubmlst.org/organisms/haemophilus-influenzae
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Figura 4 - Minimum Spanning Tree (MST) com os 2324 ST depositados no banco de MLST
de Hi. A seta preta, indica a alocacdo do ST1355 e os novos ST associados descritos nesse
estudo. A posicdo do novo ST2287, também descrito nesse estudo, estd indicado com uma

linha vermelha

Fonte: (Do autor, 2019).

A Figura 5 mostra um “close” da Figura 4 destacando o grupo de novos ST descritos
nesse estudo, formado a partir do ST1355, indicado com uma seta vermelha. A Figura 6,
mostra um outro “close” da Figura 8 destacando o novo ST2287, descrito nesse estudo, que
ndo apresentou nenhuma associacdo com o0s outros STs descritos que agruparam no complexo
clonal do ST1355. De acorodo com a analise de MST, o ST2287, apresenta associacdo com
ST98 com 10 cepas isoladas de diferentes paises da Europa e dos EUA, junto com os ST2256
(China), ST1362 (Canada) e ST1203 (Noruega), todos em anos diferentes. Vale notar que o
ST98, foi gerado a partir do ST57 que forma um grupo de isolados importante com 101 cepas
provenientes de todos os continentes, com exce¢do da América do Sul. O ST2287 descrito

nesse estudo, € a primeira cepa do Brasil associada a esse grupo.
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Figura 5 - MST com destaque para o grupo de novos ST descritos nesse estudo, formado a
partir do ST1355, indicado com uma linha vermelha
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- 34
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Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 6 - MST com destaque, para a alocagdo do novo ST2287 descrito nesse estudo

Fonte: (Do autor, 2019).
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A Figura 7 mostra uma andlise por MST com as 65 cepas isoladas no Brasil e
depositadas no banco de MLST. Nessa representacdo, 0s sorotipos sdo destacados por cores.
E importante observar a alocacdo dos ST nessa analise, apenas com as cepas brasileiras. Por
ndo haver nesse grupo cepas do ST98, o ST2287 apresentou associa¢cdo com o grupo de ST
que formou o CC1355, apesar de compartilhar apenas 3 alelos com o ST1355. Nota-se na
figura, que o ST2287 foi gerado a partir do ST2286, com quem compartilha 4 alelos. A
analise ainda mostra um importante agrupamento do sorotipo b com um possivel CC, gerado
a partir do ST6 e a grande presenca das cepas HINT, formando grupos distintos e dois
complexos clonais claramente definidos, 0 CC1355 e o CC70. Nesse ultimo CC, observamos
a presenca de uma cepa com sorogrupo ndo definido, que provavelmente é um HiNT.

Figura 7 - MST com as cepas isoladas no Brasil. A distribuicdo dos sorotipos esta indicada

por cores diferentes. Os ST estdo indicados com seus respectivos nimeros

serotype
. NT [47]
]b[12)
Hap

IND [1]

7/
.

1345

Fonte: (Do autor, 2019).

A Figura 8 mostra a mesma andlise de MST da Figura 7, com destaque para a origem

de isolamento das cepas (clinica ou portador).
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Figura 8 - MST com as cepas isoladas no Brasil

disease
[l meningitis [20]
[T carriage [9)
Bl bacteraemia [5]
[ other 5]
[l preumonia [2]

Legenda: A origem de isolamento das cepas esté indicada por cores diferentes. Os sorotipos estdo indicados na
figura.
Fonte: (Do autor, 2019).
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6 DISCUSSAO

Estima-se que o uso da vacina conjugada contra Hib, implementada no calendario de
vacinacao infantil em 1999, tenha impedido as sequelas neuroldgicas graves, encontradas em
mais de 25% dos sobreviventes da meningite por Hib, durante o periodo pré-vacinal. Sendo
meningite por Hib diminuido 82% nos primeiros 2 anos de campanha (RIBEIRO et al, 2007).

No entanto, ha necessidade de se conhecer melhor o cenario atual das infec¢des por Hi
no Brasil, desta forma, consideramos necessario e relevante o estudo de cepas isoladas a partir
de casos clinicos e de portadores assintomaticos, provenientes de quatro estados do Brasil,
nos altimos dez anos, no sentido de avaliar a situagdo pos-vacinagdo, em relacdo as cepas
atualmente presentes em populacdes susceptiveis, como criangas e idosos, sendo que, em
nosso pais os dados publicados a partir destas condi¢fes sdo escassos.

Foram selecionadas 69 cepas neste estudo, sendo escolhidas de forma aleatéria, as
mesmas fazem parte da Colecdo de pesquisa do INCQS/setor de vacina contra Hib. Observou-
se que a taxa de colonizacdo em criancas foi maior, apresentando um percentual de 55%,
enquanto, para adultos, foi de 21,7% em relacdo a todas as amostras testadas, demonstrando
que a colonizagdo em criancas é mais frequente do que em adultos. De acordo com um estudo
realizado na Espanha, a proporcao de colonizagdo média entre criancas saudaveis foi de 42%,
entre 900 individuos que participaram do teste, enquanto que, na Bélgica, um estudo com 333
criancas demonstrou uma taxa de portadores de Hi de 83%. Um estudo realizado na China,
apontou uma ampla variacdo na taxa de colonizacdo por Hi, demonstrando que essa taxa pode
variar de 0,2% a 59%, dependendo da regido (JOURDAIN et al., 2011; PUIG et al., 2014;
YANG et al., 2019).

Enquanto, para adultos, um estudo feito com 677 idosos, sendo apenas dois vacinados
contra Hib, com idades entre 65 e 106 anos, em trés casas de repouso na Alemanha,
demonstrou uma taxa de colonizacdo por Hi de 1,9%, o que é relativamente baixa, se
comparada com a que foi observada pelo presente estudo. Porém, um estudo realizado nos
Estados Unidos analisou 553 casos de doengas invasivas provocadas por Hi, de 2008 a 2018,
em homens, cuja a faixa etéria teve uma média de 23 a 78 anos, onde fez uma relacéo de
incidéncia de cepas Hi em pacientes HIV positivo, dessa forma, dos 553 casos, 60 (11%)
foram em pacientes HIV positivo, destes, 55 (92%) dos casos foram entre a faixa etaria de 18
a 55 anos. O mesmo estudo também concluiu que, pacientes portadores do virus do HIV tém

um risco maior de desenvolver infecgdes invasivas por Hi, nesta faixa etéria, se comparado
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com o0s pacientes sem o virus. Juntamente, é observado pelo estudo em questdo, que em
pacientes acima de 55 anos, que ndo sdo soro positivo, os riscos de desenvolver infecgOes
graves, provocadas por Hi, sdo maiores do que em pacientes HIV positivo, da mesma faixa
etaria, isso nos demonstra que, apesar da taxa de colonizacdo em adultos por Hi, estar
crescendo, ainda é inferior a observada em criancas, mesmo na era pds-vacinal. (COLLINS et
al., 2018; DRAYQR et al., 2019).

No entanto, ao comparar 0s percentuais de colonizacdo por sorotipo percebeu-se que
tanto em adultos como em criangas, os HINT foram os mais freglientes em relacdo as cepas
encapsuladas, apresentando um percentual de 57% em criangas menores ou igual a 5, 100%
nas faixas etarias de 6 a 18 anos e 76% de 19 a 99 anos, em relacdo ao nimero total de cepas
para cada grupo de faixa etaria citado. Igualmente, de acordo com Yang et al os NT,
apresentaram um percentual de 22% de colonizacao, entre as crian¢as saudaveis, na China
(YANG et al, 2019). Observa-se que, apesar da coloniza¢do ser maior em criancgas, o que é
justificavel, pela maturacdo do sistema imunoldgico na primeira infancia, os HINT se
apresentaram igualmente capazes de produzir casos clinicos entre adultos, confirmando que
este tipo de Hi vem se tornando cada vez mais virulento, em qualquer faixa etaria, o que o
classifica como uma preocupacdo emergente entre as cepas Hi. Segundo Livorsi et al, os
HiNT sdo associados a estadias hospitalares mais longas e taxas de mortalidade mais altas, do
que doencas provocadas por cepas encapsuladas, em criangas e adultos. O mesmo estudo
também sugere, que bebés, idosos e adultos, com certos problemas crénicos, apresentam risco
maiores de morte pelos ndo tipaveis (LIVORSI et al., 2012).

Apesar dos NT terem sido mais freqlientes em todas as faixas etarias, dentre os
pacientes menores/igual a cinco anos, cujo quadro clinico era meningite, as cepas
encapsuladas foram mais frequentes (67%) em comparacdo as NT (33%) em causar
meningite, enquanto que os NT foram os principais causadores de bacteremia nesta faixa
etaria tendo um percentual de 28,5% em relacdo as cepas encapsuladas confirmando o que foi
relatado por um estudo no Japdo em 2018, que analisou um total de 28 amostras isoladas de
criangas e observou que a maioria dos casos clinicos, causados por HiNT, era bacteremia.
Anteriormente, um outro estudo ja havia apontado que, casos de meningite por NTHi, séo
raros em criancas, sendo bacteremia e pneumonia, mais comuns (CARDINES et al., 2007,
BAMBERGUER et al., 2014; NAITO et al., 2018). Quanto a pielonefrite, foi observado no
presente estudo, que apenas duas cepas HiINT foram causadoras de infecgdo no trato urinario,

confirmando o que ja foi dito em estudos anteriores, que descrevem H. influenzae como uma
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causa rara de infeccdo do trato geniturinario, sendo ligada principalmente a presenca de
pedras nos rins e outras anormalidades no trato urinario (HANSSON S. et al., 2007; FUIJI et
al., 2017).

Apesar da vacina contra Hib ter diminuido a incidéncia de casos provocados por esse
sorotipo, nesse estudo, das 6 cepas encapsuladas que provocaram meningite, em criangas com
menos de cinco anos, trés eram Hib, com um percentual de 4,3% em relacdo ao nimero total
de cepas analisadas, 0 que mostra que apesar de baixa, a colonizagao pelo sorotipo b ainda
esta presente.De acordo com um estudo, realizado na Africa, com mil criangas, cerca de 0,9%
de 1 a 2 anos, eram portadoras de Hib, enquanto que um estudo realizado em Goiénia, com
1192 criancas, vacinadas em 2011, identificou que 0,7% portavam o sorotipo b. Segundo 0s
autores, a meningite por Hib ocorreu principalmente em bebés, enquanto a meningite por
HiNT ocorreu em todas as faixas etarias, apesar de ter tido uma incidéncia menor em criancas.
(LIDHANI et al, 2010; CARVALHO et al., 2011; HOWIE et al., 2013).

Segundo um estudo de 2010, realizado com 690 amostras, provenientes de dez paises
europeus, o sorotipo f foi mais prevalente, sendo encontrado em 72,5% dos pacientes, seguido
por Hie (20,7%), o mesmo ndo foi encontrado em nenhuma das 69 cepas estudadas
juntamente com os sorotipos Hid e Hie. De acordo com Resman et al, houve um aumento,
estatisticamente, significativo de Hif em cepas da Suécia, em pacientes acima de 60 anos,
juntamente, com um estudo realizado na Alemanha, que encontrou o tipo f em 83% dos
isolados estudados. Contudo, Hia foi o unico sorotipo mais freguliente, depois dos HiNT, tendo
como percentual 11,5%, isso confere com um estudo do Canada de 2017, onde foi relatado
que o sorotipo a foi 0 mais encontrado, depois dos HiNT, com percentual de 23,1% (KALIES
et al., 2009; LIDHANI et al., 2010; RESMAN et al., 2011; TSANG et al., 2017).

No presente estudo, dentre as cepas resistentes, 59% eram do bi6tipo 1ll, 23% do
bidtipo Il e apenas 4,5% foi representado por cada dos biotipos I, 1V, V e VII, enquanto os
demais bi6tipos ndo foram associados a nenhuma cepa resistente. Os isolados resistentes a
ampicilina, s&o HINT, e pertencem, em sua maioria, ao biotipo Ill, compondo 76% dos
isolados resistentes a esse antimicrobiano, sendo o bidtipo Il significativamente menor,
guando comparado com o Ill. Esse resultado, é semelhante com o obtido por Jain et al em
2006, onde foi observado que os bidtipos mais comuns, quanto a resisténcia a ampicilina, sao
0s bidtipos I, 11 e 111, tendo um percentual de 93,4%, desta forma, os biotipos citados, foram
considerados significativamente mais resistentes a ampicilina, do que os demais (DAS et al.,
2002; JAIN et al., 2006).
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Porém, contrapondo o apresentado pelo estudo em questdo, nossos resultados
mostraram que, ao invés do bidtipo I, é o bidtipo Il o mais freqliente entre as cepas
resistentes, isso reforca o que foi relatado por um estudo realizado antes da implementacéo da
vacina contra Hib, em que o bi6tipo 11 foi associado a resisténcia. De acordo com Sharman et
al, os biotipos | sdo frequentes em cepas Hib, enquanto o bidtipo Il em cepas HiNT, contudo,
no presente estudo, as trés cepas identificadas como Hib apresentaram biotipos variados,
enquanto entre os isolado HiNT, tanto o biotipo Il e Il tiveram a mesma freqiiéncia (TENG et
al., 1989; SHARMAN et al., 2002; JAIN et al., 2006).

Devido a escassez de dados, sobre o sexo dos pacientes, tal informacdo ndo foi
considerada no presente estudo, uma vez que, estudos anteriores ndo observaram diferencas
estatisticamente, significativas da proporcao de portadores entre homens e mulheres, e acordo
com Yang (2019), tal informacéo esta de acordo com o estudo realizado em Taubaté-SP por
Bricks e colaboradores (2004).

Os resultados dos ensaios de susceptibilidade (diluicdo em &gar e CIM) com 0s
antibidticos: ceftriaxona, cloranfenicol, fluoroguinolonas (levofloxacina e ciprofloxacina) e
rifampicina, demonstraram alta atividade in vitro contra H. influenzae, podendo, portanto,
servir como base para a escolha do tratamento de infecgdes causadas por este micro-
organismo. No entanto, foi observado alta resisténcia a ampicilina e sulfametoxazol +
trimetoprim, pelas cepas H. influenzae. Apesar de apenas trés amostras, 4,3%, terem
apresentado resisténcia a amoxicilina+acidoclavulanico, é perceptivel uma reducdo da
susceptibilidade a esse antimicrobiano, nas cepas brasileiras.

A resisténcia a sulfametoxazol+trimetoprim, 13%, ja vem sendo apontada em outros
trabalhos. Em 2019, Wang e colaboradores, observaram uma taxa de 71,1% de resisténcia,
para este antimicrobiano, juntamente, trabalhos com cepas brasileiras de Hi, que descrevem a
mudanca do perfil de resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprim, de 32,6% para 65,8%, dos
isolados. Sendo as altas taxas de resisténcia, atribuidas a elevada utilizacdo deste agente, para
o tratamento de infecgGes respiratorias, no Brasil, comuns em criangas, hipotese apoiada pelo
fato de, trimetoprim/sulfametoxazol ser de baixo custo, no Brasil, além de ter um regime de
dosagem simples, porém o uso deste antibidtico tornou-se menos importante, atualmente,
devido ao surgimento de cepas resistentes ao cotrimoxazol, em todo o mundo
(CASTANHEIRA et al., 2006; DE ALMEIDA et al., 2006; MOHD et al., 2013; WANG et
al., 2019).
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Um outro estudo realizado em 2006, da India, relacionou a producdo de p—lactamase
como uma possivel causa para 0 aumento da resisténcia de cepas Hi, ao cotrimoxazol, onde 0s
organismos BLP sdo, significativamente, mais associados a esse tipo de resisténcia, esta
informacao relatada por Jaine e colaboradores, estd de acordo com o observado no presente
estudo, uma vez que das 9 cepas resistentes a cotrimoxazol, 13%, seis (8,6%) foram
consideradas produtoras de p—lactamase (JAIN et al., 2006).

Esclarecer a efetividade do antimicrobiano a ampicilina, ¢ fundamental, sendo o
estudo da resisténcia a esta droga de grande importancia, ja que, por muitos anos, foi a
primeira opg¢do para tratamento de meningites. Neste estudo, cerca de 24,6% das cepas
estudadas apresentaram resisténcia a este antimicrobiano. Isso é compativel com o observado
por Deghmane, onde 24% dos isolados invasivos eram resistentes a ampicilina. Juntamente
com o trabalho de Zanella e colaboradores, em 2011, que encontraram resisténcia de 22% em
860 cepas estudadas e o grupo de Hashida (2008), que encontrou 37,2% amostras resistentes,
de um total de 363 amostras. No entanto, um estudo realizado na Coréia do Sul, apontou uma
taxa de 69,8% de resisténcia entre cepas HiNT, apontando que os HINT vem apresentando um
aumento gradativo na resisténcia aos B-lactdmicos, o que esta de acordo com o observado no
presente estudo, uma vez que, todos os isolados resistentes a essa classe de antimicrobianos é
HINT (HASHIDA, 2008; ZANELLA et al., 2011; DEGHMANE et al., 2019; HAN et al.,
2019).

A resisténcia mediada por B-lactamase a ampicilina foi descrita, no inicio dos anos 70,
por Medeiros e O’Brian, logo, o termo BLPAR (p-lactamase positivo, resistente a ampicilina)
passou a ser frequentemente usado para cepas portadoras desse mecanismo, as estirpes
BLPAR produzem p-lactamase mediada por plasmideos, sendo 0s genes comumente
encontrados TEM, ROB e IVA. Outro mecanismo também vem sendo relatado como
responsavel pela redugdo da susceptibilidade aos p-lactdmicos, em cepas BLNAR (isolados -
lactamase negativa resistentes a ampicilina), desde os anos 70, que é alteracdo na PBP3
codificada pelo gene ftsl. Essas mutacOes levam a resisténcia a esses antimicrobianos, sendo a
mais comum a substituicdo N526K (MEDEIROS; O’BRIAN, 1975; THORNBERRY;
KIRVEN, 1974; CERQUETTI et al., 2007; KIEDROWSKA et al., 2017).

Neste trabalho, observamos que além da alta resisténcia a ampicilina, o principal
mecanismo envolvido foi a produgdo da enzima P-lactamase, observada em 94,1% das
amostras resistentes a esse farmaco. Além disso, detectou-se o gene blatem em 23,1%, 0 gene

é considerado o mais comum em H. influenzae adquirido por transferéncia horizontal, o que
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corresponde a todas as amostras BLPAR, confirmando os resultados do estudo de Wang e
colaboradores que encontraram o indice cepas positivas para B-lactamase de 51,46% onde o
sequenciamento génico mostrou que todas as 141 cepas positivas para beta-lactamase eram do
tipo blarem. Resultados semelhantes também foram encontrados por Farrell e colaboradores,
em 2005, com isolados de Hi de vérios paises, incluindo o Brasil, onde encontraram média de
93,7% cepas positivas para o gene blarem (FARRELL et al., 2005; WANG et al., 2019;
HEGSTAD et al., 2020).

O gene blaros foi pesquisado utilizando trés pares de iniciadores devido a dificuldade
de ajuste do programa e a falta de um controle positivo. Utilizando-se os iniciadores Rob-san
(SANBOGI et al., 2006) e Robtem (TENOVER et al, 1994), seguindo-se 0s programas de
PCR disponibilizados por seus respectivos descritores, ndo conseguimos encontrar resultados
positivos. A auséncia do gene ROB pode ser confirmada com a auséncia de cepas resistentes a
ceftriaxona correlacionados em alguns estudos (KARLOWSKY, 2000). De acordo com a
literatura a prevaléncia global de H. influenzae abrigar ROB-1 é de 7 a 11% entre isolados
produtores de B-lactamase, sendo mais freqiiente no México e nos Estados Unidos (26 e 21%,
respectivamente) onde € alto o nivel de consumo de cefaclor, sugerindo a exposicdo a este
medicamento pode selecionar as cepas que carream bla rog-1, Uma vez que esta enzima possui
um nivel particularmente alto de atividade hidrolitica contra o cefaclor (GALAN et al., 2003;
HANNA et al., 2018).

Em H. influenzae s&o conhecidas cinco PBPs (1A, 1B, 2, 3 e 4) desta forma alteracGes
na PBP3 codificada pelo gene ftsl vem sendo atribuidas ao aumento da resisténcia em
BLNAR. Neste trabalho, identificamos alteragdes em dezoito cepas produtoras de B-lactamase
que apresentaram pelo menos uma modificacio em suas sequéncias. Observou-se
substituicbes de aminoacidos 526N por 526K como a mais frequente dentre as cepas BLP,
encontrada em seis amostras, 003, 010, 013, 020, 026, P3408 e P5522. Alteragdo também
encontrada nos trabalhos de Skaare e colaboradores (2014) que descreveram a presenca desta
modificacdo em 7 amostras BLA positivas, também observada por Shuel e Tsang (2009) onde
apenas duas cepas com o mesmo perfil foram relatadas.

Além desta alteragédo (posicdo 526), as amostras 013, 020 e P3408 apresentaram outra
mutacdo, 344K por 344R, que também foi observada nas seguintes amostras: 031, P4129 e
P4060, onde a mesma ja foi descrita por um estudo realizado na Poldnia por Kriedrowska et
al. (2017) e por Sgndergaard et al. (2015). Enquanto as amostras 006, P5680 e P6332

apresentaram alteragdes na posicdo 389 onde uma leucina (L) foi substituida por uma
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fenilalanina (F) e na posi¢do 449 em que uma isoleucina (I) foi substituida por uma valina
(V), respectivamente. O mesmo estudo de 2015 observou juntamente estas alteragdes, no
entanto, em amostras ndo produtoras de p-lactamase, igualmente ao que Dabernat e
colaboradores descreveram em 2002.

A cepa P5680 também apresentou alteragdo em cinco posicOes: 437, 441, 449, onde
uma alanina (A) foi substituida por prolina (P); glicina (G) por arginina (R); isoleucina (1) por
valina (V), respectivamente, quanto as posicdes 452 e 454, ambas apresentaram a mesma
modificacdo, onde uma alanina (A) foi substituida por uma serina (S), as mutagdes observadas
em 441, 452 e 454 ndo foram descritas em publicacBes anteriores, porém em conjunto com as
outras mudancas e producdo de P-lactamase, pode ter contribuido para resisténcia a
ampicilina.

Concomitantemente, a modificacdo na posicdo 449 também foi observada na cepa
P6332 considerada resisténcia tanto para ampicilina como para
Amoxicilina+Acidoclavulanico o que é compativel com o obtido em um estudo de 2014 onde
tal alteracdo foi encontrada em sete isolados BLP e posteriormente descrita em quatro
isolados do mesmo perfil por um estudo de 2017 (SKAARE et al., 2014; TSANG et al.,
2017).

Quanto as quatro amostras B-lactamase negativas, P6363 apresentou trés alteracdes,
nas posicoes ja descritas 350, 437 e 526, onde uma lisina (K) foi substituida por uma arginina
(R), alanina (A) por serina (S), asparaginina (N) por lisina (K), respectvamente. Esta mutacao
na posicao 437 foi relatada por Skaare et al (2014) em uma cepa BLP e por Dabernat et al
(2002) em dois isolados BLNAR. Estes resultados podem indicar que estas mutacdes estdo
ocorrendo independente da presenga de 3-lactamase.

Alteracdo nas posicdes 350 e 526 tem sido amplamente descritas na literatura em
cepas BLNAR, sendo esta ultima encontrada nas amostras P3932, P4225 e P6364
(UBUKATA, et al, 2001; DABERNAT et al, 2002; SHUEL; TSANG, 2009;
SONDERGAARD et al., 2015; TSANG et al., 2017; KIEDROWSKA et al., 2017).

Estudos anteriormente tem relatado a redugdo da susceptibilidade das cepas Hi a
amoxicilinat+acidoclavulanico, sendo de crescente preocupacdo a prevaléncia de cepas
BLNAR e BLPACR (que apresentam mutacfes no ftsl e producdo de B-lactamase). Um
estudo publicado em 2015 analisou amostras de H. influenzae do periodo de 2000 a 2010,
desta maneira constataram que as cepas resistentes a amoxicilina+acidoclavulanico

apresentaram como taxa de isolamento 1,6%, do segundo periodo, para 4,1% ao final do
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estudo, concluindo uma tendéncia crescente da ocorréncia de BLPACR. Um estudo japonés
de 2019 analisou 3 casos de conjuntivite por cepas BLPACR, onde uma das trés amostras foi
resistente a todos os antibidticos, o estudo também aponta o aumento de isolamento de cepas
com este perfil de resisténcia provenientes da nasofaringe das criancas japonesas (TSANG et
al., 2017, INADA et al., 2019).

Isso confere com o observado pelo presente estudo, apesar de uma cepa nesse estudo
ter sido considerada BLPACR a mesma apresentou um CIM > 256 pg/ml tanto para
ampicilina como para amoxicilina+acidoclavulanico, demonstrando que apesar de as
BLPACR serem menos frequentes que BLNAR s&o uma preocupagdo emergente. Outro dado
importante para se destacar € que, das dezoito cepas que apresentaram alteracdo na
sequénciade aminoacidos do gene ftsl, onze possuiam concomitantemente a producdo de f-
lactamase, apesar de ndo serem resistentes a amoxicilina+acidoclavulanico, isso pode
demonstrar um tendéncia entre as cepas brasileiras de desenvolverem ambos 0s mecanismos
de resisténcia, o que faz com a que a andlise genética de mutagdes no ftsl tanto em cepas BLP
como em BLNAR seja de grande importancia para a vigilancia epidemiologica.

Todos os 21 isolados submetidos a tipificagho molecular por MLST foram
caracterizados como nao-tipaveis, através de seus perfis alélicos identificamos uma alta
diversidade genética, por meio dos quais dezenove novos STs foram submetidos ao banco de
dados. Esses dados sdo compativeis com o encontrado na literatura, que descreve desde antes
da implantacdo do MLST a alta heterogeneidade entre isolados HINT de H. influenzae em
relacdo aos encapsulados (PORRAS et al, 1986; MUSSER et al, 1990). Posteriormente este
fato foi confirmado por SACCHI e colaboradores em 2005 observando através da tipagem do
16s e MLST de isolados Hi, que embora ossorotipaveis se comportem como populacdes
altamente clonais, os HINT ndo estdo intimamente relacionados a isolados sorotipaveis e
também parecem sofrer recombinacdesfreqiientes. Recentemente um estudo de 2017, que
avaliou pela primeira vez as amostras brasileiras de Hi utilizando o MLST, também
identificou essa diversidade genética (TUYAMA et al., 2017).

O unico ST identificado no presente estudo ja definido no banco de dados foi o
ST1355, descrito e identificado pela primeira vez por Tuyama e colaboradores em 2017, a
partir de uma cepa isolada de um caso clinico de meningite em 2001 no Rio de Janeiro. Essa
cepa foi caracterizada como HiNT, corroborando com o observado pelo presente estudo para

esse ST.
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Um estudo de 2020, analisou cepas de H. influenzae de um surto provocado pelo ST-
422, que ja foi descrito em pelo menos cinco paises sendo considerado prevalente em todo o
mundo, o estudo aponta que esta sequéncia tipo apresenta reducao da susceptibilidade a classe
das quinolonas e aos B-lactamicos (TANAKA et al, 2020). Apesar de este ST ndo ter sido
observado no presente estudo, 0 ST2290 compartilha alelos com o ST422. E interessante
notar que a cepa P3932, pertencente ao ST2290 apesar de ser sensivel para os demais
antimicrobianos apresentou alta resisténcia a amoxicilina+acidoclavulanico, mesmo sendo f3-
lactamase negativa e possuindo uma unica modificacdo no gene ftsl, isso pode sugerir que tais
fatores atrelados com o parentesco genético com o ST422 possam estar relacionados com essa
resisténcia.

De acorodo com a conformacdo da arvore de MST apresentada na Figura 8, podemos
notar que o ST103 foi provavelmente o ST central de onde foram gerados outros ST e
complexos clonais. A partir do ST103, foi gerado ap6s total diversificacdo alelélicado ST6.
Apesar do ST103 ser aparentemente o ancestral de todos os outros com 50 cepas, 0 ST6 é 0
maior contendo 296 cepas, 6 vezes mais do que o ST 103, e é partir do ST6 que foram
gerados 0s grupos onde se encontram as cepas brasileiras incluindo as cepas descritas nesse
estudo.

As cepas do CC1355 originaram-se, como mostrado na figura 9, do ST 103 que €
descrito na literatura como freqiiente em cepas HiNT produtoras de [B-lactamase e sem
alteracdo na PBP, sendo associado a resisténcia a ampicilina, portanto a origem genética
dessas cepas a partir do ST103 pode ter corroborado para o aparecimento de cepas com CIM
>256 pg/ml do complexo clonal 1355 (GIUFRE et al., 2013; LI et al, 2020).

Os ST2286 e ST2287 obtidos a partir dos perfis alélicos das cepas Jaci013 e Jaci015,
respectivamente, originaram-se a partir de uma ramificacdo do ST57, como mostrado na
figura 10, que é associado na literatura a cepas HiNT e ndo produtoras de B-lactamase, ,
caracteristicas essas observadas na cepa Jaci015, portanto a origem genética desta cepa pode
ter exercido influencia para que a mesma fosse suscetivel aos antimicrobianos testados. No
entanto, a cepa Jaci013 apresentou CIM de 16 pg/ml para ampicilina e superior a 32 ug/ml a
sulfametaxazol + trimetropim, juntamente com producao de pB-lactamase e duas alteracdes na
PBP, contudo estudos ja relataram que cepas do ST57 apresentam reducgéo da suceptibilidade
a ampicilina e a sulfametaxazol + trimetropim, sendo este ST ocasionalmente associado
também a cepas com alteracdo no gene ftsl, desta forma é possivel que a origem genética de

cepas a partir do ST57 possa ter selecionado essa resisténcia a sulfametaxazol + trimetropim e
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um CIM relativamente alto para ampicilina (GIUFRE et al., 2015; DONG et al., 2020;
HELIODORO et al., 2020; LI et al., 2020).

A cepa P5522, isolada em 2016 no Rio de Janeiro, a partir de um caso clinico de
septicemia, também foi considerada pertencente ao CC1355, uma vez que possui apenas trés
alteragdes no seu perfil alélico e sendo identificada como ST2296. Essa cepa apresentou um
CIM de 32ug/ml, o que reforca a hipotese de que o alelo frdB-16 pode estar associado a
cepas com CIM >256 pg/ml para ampicilina e que o complexo clonal 1355 possa estar ligado
a cepas resistentes, a figura 8 esquematiza os ST encontrados no presente estudo juntamente
com 0s ja existentes no banco de dados.

A amostra P3232, proveniente de um caso de infeccdo urinaria em um adulto no Rio
de Janeiro, foi classificada dentre uma das novas sequéncias determinadas neste (ST2290), no
entanto a mesma compartilha em seu perfil alélico o fuck-30, mdH-1, pgl-1 e racA-1 com o
ST-422 ja descrito e outros paises, mas até entdo ndo identificado no Brasil, isto pode indicar
gue ambos o0s STs tem proximidade genética.

A andlise de MST dos isolados do Brasil apresentada na Figura 11, sugere uma forte
associacdo de cepas do sorotipo b com o ST6 que poderia ser chamado de CC6 reunindo 10
ST distintos com 4 ou mais alelos em comum, e de cepas HINT aos CC1355 e CC70 que
reGnem juntos 12 ST diferentes. E importante notar que ja é possivel observar um
distanciamento de alguns ST a partir desses Complexos Clonais, em especial os ST2287,
ST2291, ST2295 e ST2281 a partir do CC1355 e os ST65, ST2282, ST2294, ST2292, ST71,
ST72 e ST76 a partir do CC70. No entanto apesar do distanciamento desses CC centrais, e da
possibilidade de formacéo de novos CC, todos eles apresentam uma caracteristica comum que
é a presenca apenas de cepas HiNT. Esses dados obtidos principalmente a partir dos isolados
de portadores, sugerem uma caracteristica clonal desse “sorotipo” que vem despontando como
principal tipo entre as cepas isoladas de processos infecciosos e de portadores, mostrando seu
potencial como uma possivel linhagem epidémica cuja circulacdo deve ser monitorada,
conforme ja reportado anteriormente (PAYNE et al., 2016; COLLINS et al., 2018). Cepas
HiNT de origem clinica aparecem se distanciando do CC6 formado exclusivamente por cepas
do sorotipo b, confirmando o que ja foi relatado por estudos anteriores (TUYAMA et al.,
2017). Esses dados mais uma vez mostram a expansdo dos HiNT dentro dos isolados dessa
espécie e consequentemente sua importancia clinica e necessidade de controle.

A expansdo das cepas NT a partir do CC6 formado exclusivamente por cepas do

sorotipo b, mostra o potencial adaptativo dessa espécie, que ao mudar a bioquimica de sua
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capsula facilita o escape do sistema imune de individuos vacinados com a vacina anti Hib. E
importante notar que o ST6 foi descrito pela primeira vez em 1974 com duas cepas b da
Noruega e vem se mantendo com as cepas mais recentes isoladas em 2020 na Franca. Durante
esse periodo varias cepas brasileiras foram depositadas com perfil alélico similar (1 ou 2
alelos diferentes do ST6) formando um grupo consistente. E importante notar que dentro do
grupo de cepas do ST6, estdo incluidas duas cepas Hib e Hib", isoladas no Brasil em 2009 de
sangue e LCR de um mesmo paciente com septicemia e meningite, podendo ser essa mais
uma prova do processo de diferenciacdo das cepas sorotipo b que aparentemente se tornaram
NT (BATALHA et al., 2010).
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 Conclusoes

e A taxa de colonizagcdo Haemophilus influenzae em criancas e adolescentes foi de 55%,
destas majoritariamente caracterizadas como HiNT, o que demonstra que 0s n&o-tipaveis
ainda sdo um importante agente infeccioso, especialmente na primeira infancia. Embora os
HIiNT sejam mais freqlientes em criancas, foram os principais causadores de meningite e
septicemia em adultos demonstrando a tendéncia deste microorganismo de provocar
infeccBes invasivas nas faixas etarias mais elevadas. A expansao clonal das cepas HINT
mostra 0 potencial invasivo dessas cepas e sua adaptacdo para ocupar o nicho ecoldgico
antes ocupado pelas cepas do sorotipo b. A Vigilancia Epidemioldgica dessas cepas é
importante e vem sendo motivo de preocupacdo em outros paises que adotaram com
sucesso, a vacina anti Hib (PAYNE et at., 2016; COLLINS et al., 2018).

e O baixo indice do sorotipo b neste trabalho em conjunto com a literatura, demonstra a
eficacia da vacina Hib mesmo apds vinte anos de sua implantacdo no calendéario vacinal
infantil.

e Os antimicrobianos indicados no tratamento de doengas causadas por Hi apresentaram
em sua maioria eficiéncia nos testes in vitro, especialmente a classe das quinolonas,
permanecendo como opcdo para tratamento dessas doencas.

e A aplicacdo do CIM nos testes in vitro permitiu constatar que a maioria dos isolados
apresentou resisténcia a ampicilina e a sulfametoxazol + trimetoprim, portanto, confirmando
0 que outros autores ja haviam relatado é necesséaria vigilancia da susceptibilidade destes
farmacos. Juntamente, observou-se um discreto aumento na resisténcia a
Amoxicilina+Acidoclavulanico, o que é preocupante uma vez que esse farmaco é indicado
para o tratamento de infec¢Oes provocadas por Hi.

e A maioria das cepas resistentes a ampicilina apresentaram producéo de p-lactamase em
conjunto com alteragcbes no gene ftsl (BLPACR), as mesmas ndo foram consideradas
resisténcia & Amoxicilina+Acidoclavulanico, com excecdo de uma, 0 que indica que o
principal mecanismo de resisténcia da maioria destas cepas ainda € a producéo da enzima,
no entanto, este dado demonstra que as cepas brasileiras estdo desenvolvendo mutag¢fes no

gene codificador da PBP3, 0 que pode num futuro torna-las resistentes a [3-lactamicos com
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supressores da enzima, sendo a analise genética do gene ftsl de grande importancia para a
vigilancia epidemioldgica.

e O gene blarem foi detectado em 23,1% das amostras resistentes a ampicilina e
Amoxicilina+Acidoclavulanico, enquanto o gene blaros ndo foi encontrado em nenhum
isolado. Apenas uma amostra foi considerada BLNAR, ou seja, cepas ndo produtoras de f3-
lactamase mas resistentes a ampicilina, enquanto duas foram consideradas BLNACR.

e Atipificacdo molecular por MLST apontou a alta diversidade genética entre as estirpes
HiNT. Os isolados néo-tipaveis podem se comportar de maneira semelhante aos sorotipaveis
quando estdo em portadores saudaveis.

e Uma cepa isolada em 2001 em um caso de meningite no Rio de Janeiro pertence ao
mesmo ST de uma cepa coletada de um portador assintomatico na Bahia em 2011, o que
indica que amostras capazes de provocar infec¢bes invasivas podem ser encontradas em

portadores.

Os dados discriminados no presente estudo indicam a necessidade de vigilancia
continua e medidas para restringir 0 uso de possiveis antibidticos desnecessarios ou pouco
eficazes no tratamento dessas infecgdes. Desta forma, € de vital importancia a analise
molecular dos genes mediadores de resisténcia e da realizacdo de testes in vitro para a
determinacéo da susceptibilidade das cepas Hi por laboratdrios clinicos e de pesquisa.

Com o alcance dos objetivos propostos concluimos este trabalho considerando-o como
uma importante contribuicdo tanto para a Salde Publica como para a Vigilancia
Epidemiologica e Sanitaria, sendo este o segundo estudo no Brasil, que utilizou 0 MLST para
a determinacdo do perfil epidemioldgico dos isolados de H. influenzae no pais, sobre tudo
por ter realizado esta analise em amostras obtidas de casos clinicos, provenientes de diferentes
estados, nos ultimos dez anos, juntamente com isolados de criangas imunizadas com a vacina
contra o Hib numa populacdo fechada (creche), demonstrando a situacdo atual das cepas

circulantes no pais.

7.2 Perspectivas

eRealizar o MLST em amostras classificadas como sensiveis para obtencdo de seus perfis

alélicos e assim permitir uma comparacao apurada com as cepas resistentes, de maneira que
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seja possivel determinar se alteracbes e seus alelos possa estar diretamente ligado a
susceptibilidade destas cepas.

e Encontrar possiveis STs ndo descritos em cepas sensiveis.

e Aprofundar a andlise do crescimento anormal da cepa P3844 na presenca de
trimetropim+sulfametaxazol.
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