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RESUMO

Haemophilus influenzae é um microrganismo responsdvel por infecdes invasivas graves no
Homem, apesar de ser frequentemente encontrado como colonizador do trato respiratdrio. Este agente
patogénico € dindmico e a sua epidemiologia tem vindo a mudar desde a introdu¢@o da vacina nos
anos 90. Até a data, foram identificados 6 tipos capsulares (a-f), apesar de a maioria das estirpes
caracterizadas atualmente serem nio capsuladas (HiNC).

Estudos anteriores caracterizaram a doenca invasiva em Portugal, entre 1989-2001 e entre
2002-2010. O objetivo do presente estudo foi caracterizar fenotipica e molecularmente os isolados
clinicos de doenca invasiva em Portugal, durante um periodo de 6 anos (2011-2016), e comparar os
resultados obtidos com os de estudos realizados anteriormente, bem como identificar a
presenca/auséncia de 6 dos fatores de viruléncia destas estirpes.

Durante o periodo de estudo considerado foram analisadas 174 estirpes invasivas,
provenientes de 32 hospitais. A cdpsula e o serotipo capsular foram identificados e caracterizados
através de amplificagdo por PCR. A produgdo de P-lactamase foi pesquisada com nitrocefin, e a
suscetibilidade aos antibidticos foi determinada pelo método da microdiluicio em placa, de acordo
com as diretrizes do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). De
modo a avaliar a relagdo genética entre os isolados, foi realizada a técnica de Multilocus Sequence
Typing (MLST), para amplificar e sequenciar os fragmentos internos dos 7 genes ‘housekeeping’ —
adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi, e recA. O sequence type (ST) foi atribuido através da base de dados
de MLST para H. influenzae (https://pubmlst.org/hinfluenzae/), e as distancias alélicas entre os STs
foram representadas através da andlise do algoritmo goeBURST, na plataforma PHYLOViZ. A
presenca/auséncia dos fatores de viruléncia pilA, ompP5, hmwlAl/hmw2A, hifA, e hia foi determinada
por amplificagdo por PCR.

As estirpes HINC foram as principais responsaveis por doenga invasiva (143/174; 82%); no
entanto, 31 estirpes (31/174; 17,8%) eram capsuladas e foram caracterizadas como: 4 do serotipo a
(2,3%), 21 do serotipo b (12,1%), 2 do serotipo e (1,1%), e 4 do serotipo f (2,3%). A maior parte das
estirpes eram suscetiveis aos antibidticos estudados, com 12% (21/174) de estirpes resistentes a
ampicilina por producdo de B-lactamase. O MLST foi realizado para 136 estirpes e revelou elevada
variabilidade genética entre 106 HiNC, com 71 STs diferentes (71/106; 67%). Pelo contrério, as
estirpes capsuladas eram clonais: Hib-ST6 e ST-190, Hia-ST23, Hie-ST18, e Hif-ST124.

Em Portugal, as estirpes HiNC suscetiveis aos antibiéticos e apresentando elevada diversidade
genética sdo as principais responsdveis pela doenga invasiva a H. influenzae, apesar de estirpes Hib
ainda circularem numa percentagem considerdvel no nosso pais. Estirpes do serotipo nao-b t€ém vindo
a emergir, apds a introducdo da vacina contra o Hib, nomeadamente os serotipos a e f. Os fatores de
viruléncia estudados, essenciais na fase de adesdo ao hospedeiro, ndo se encontram obrigatoriamente
em todas as estirpes e a sua presenca ndo estd associada a uma maior gravidade da infecdo. No entanto,
eventos como recombinac¢do genética, ou variagdo de fase, estdo entre os fatores que mais contribuem
para o fitness do microrganismo, aquando da colonizac¢do da nasofaringe, contribuindo para uma maior
patogenicidade, principalmente das estirpes HiNC. Devido a sua dindmica evolutiva, é necessdria a
continuacdo da vigilancia da doenca invasiva a H. influenzae em Portugal, para que se possam
desenvolver estratégias de prevengdo adequadas.

Palavras-chave: Haemophilus influenzae; Doenca invasiva; HINC; MLST; Fatores de viruléncia



ABSTRACT

Haemophilus influenzae is an important pathogen, responsible for invasive disease, despite
being one of the most common upper respiratory tract colonizers. This pathogen is dynamic and its
epidemiology has been changing since vaccine introduction in 1990s. Six capsular types (a-f) have
been identified, although now most characterized strains are non-capsulated (HiNC).

Previous studies have characterized invasive isolates recovered in Portugal, between 1989-
2001 and 2002-2010. We aim to phenotypically and molecularly characterize invasive isolates
recovered in Portugal, over a 6-year period (2011-2016), compare these results with the previous ones,
and identify the presence/absence of 6 selected virulence factors.

During the study period, as part of a laboratory-based surveillance system, we received 174
invasive isolates, from 32 different Portuguese hospitals. Capsular status and serotypes were identified
and characterized by PCR amplification. B-lactamase production was assessed with nitrocefin, and
antibiotic susceptibility was determined by the microdilution assay, according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines. To assess genetic
relatedness among isolates multilocus sequence type (MLST) was performed by amplifying and
sequencing internal fragments of the 7 housekeeping genes — adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi, and
recA. Sequence type (ST) was assigned at https://pubmlst.org/hinfluenzae/, and the allelic distances
between the STs were displayed using goeBURST analysis, through PHYLOViZ platform. The
presence/absence of the virulence factors pilA, ompP5, hmwlA/hmw2A, hifA, and hia was determined
by PCR amplification.

Invasise disease was mainly due to HiNC strains (143/174; 82.2%); 31 isolates (17.8%) were
capsulated and characterized as follows: 4 serotype a (2.3%), 21 b (12.1%), 2 e (1.1%), and 4 f (2.3%).
Most strains were susceptible to antibiotics, with 12% (21/174) being B-lactamase producers. MLST,
performed for 136 isolates, revealed high genetic variability among 106 HiNC isolates, with 71
different STs (67%). Capsulated isolates were clonal: Hib-ST6 and ST-190, Hia-ST23, Hie-ST18, and
Hif- ST124.

In Portugal, invasive disease is predominantly due to susceptible, highly genetically diverse
HiNC strains, although Hib strains are still circulating in the country. Non-b serotype strains have also
been emerging, after Hib vaccine introduction. The 6 studied virulence factors, which are important
for adherence to host cells, are not necessarily found in all strains, nor is it linked to a higher level of
infection. Genetic recombination events and phase variation are among the factors that contribute to
the overall fitness of the pathogen, mainly among HiNC strains. Due to its evolving dynamics,
ongoing surveillance is needed, in order to better understand the burden of the disease and develop
appropriate public health prevention strategies.

Key-words: Haemophilus influenzae; Invasive disease; HINC; MLST; virulence factors
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1. INTRODUCAO

O Haemophilus influenzae, para além de ser um comensal da nasofaringe, é também um
importante patogénio para o Homem. Em Portugal, a infecdo invasiva encontra-se estudada nos
periodos pré- e pds-vacina (até 2010), ndao havendo ainda estudos relacionados com a viruléncia das
estirpes ndo capsuladas de H. influenzae (HiNC) que, nos ultimos anos, tém sido a principal causa das
infecdes graves.

Pretende-se conhecer a epidemiologia da infe¢do invasiva a H. influenzae em Portugal,
relativamente ao periodo entre 2011 e 2016, caracterizando fenotipica e genotipicamente os isolados
clinicos, assim como identificando a presenca/auséncia de alguns dos principais determinantes de
viruléncia destas estirpes.

1.1 FAMILIA PASTEURELLACEAE E GENERO HAEMOPHILUS

Haemophilus influenzae € uma bactéria pertencente ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Pasteurellales, familia Pasteurellaceae, género Haemophilus e espécie
influenzae.

A familia Pasteurellaceae consiste atualmente em cerca de 100 espécies conhecidas e espécies
de taxa ainda por definir, (Christensen et al, 2014; http://www.the-icsp.org/taxonomic-
subcommittees?id=15, visualizado em Fevereiro de 2017), distribuidos por 25 genera. Os 4 maiores
géneros da familia Pasteurella sio Haemophilus, Pasteurella, Actinobacillus e Mannheimia
(http://www.pasteurellaceae.eu/, visualizado em Fevereiro de 2017). Alguns relatérios sugerem ainda
a reclassificacdo de alguns dos géneros, ou nomeagdo de novos géneros, com base na sua taxonomia
filogenética (Christensen & Bisgaard, 2008).

A maioria dos membros da familia Pasteurellaceae sdo espécies comensais do trato
respiratdrio superior ou cavidade oral, encontrando-se de tal modo adaptados que muitas espécies
dificilmente sobrevivem muito tempo em outro habitat. As espécies patogénicas sdo ainda um fator
importante para a produ¢do animal e satide humana (Christensen et al, 2014).

De um modo geral, apresentam genomas relativamente pequenos, provavelmente uma
consequéncia da sua adaptacdo a um habitat tdo especifico (Naushad et al, 2015). O padrao de
parti¢cdes nos genes parece ainda indicar um conjunto principal de cerca de 600 genes comum a todos
os membros desta familia (core genome). O core genome é geralmente responsdvel pelos principais
tracos fenotipicos da espécie, existindo ainda o acessory genome. O genoma acessério € constituido
por familias de genes partilhadas por um pequeno grupo de estirpes ou por genes especificos, que se
encontram associados a vias metabdlicas e a funcdes que poderdo conferir vantagem selectiva. O
género Haemophilus é particularmente polifilético (Bonaventura ef al, 2010).

O género Haemophilus encontra-se associado a uma série de patologias, entre as quais
pneumonia, meningite e cancro mole, sendo o H. influenzae uma das espécies de maior importancia
como patogénio humano (Naushad et al, 2015). As suas infe¢des podem ser de 2 tipos: doenca ndo
invasiva, normalmente caracterizada por infecdes cronicas, nas quais o H. influenzae nio € usualmente
a causa primdria, e doenga invasiva, caracterizada por casos de infe¢do aguda. O estudo apresentado
nesta dissertagcdo € apenas relativo aos casos de doenga invasiva.



A morfologia de H. influenzae é a de cocobacilos Gram-negativos (Figura 1.1.1), iméveis e
pleomérficos. Sdo aerdbios (apresentam capacidade de crescimento facultativo em ambientes
anaerébios) que crescem idealmente a uma temperatura entre os 35°C e os 37°C, numa atmosfera de 5%
de CO,. E considerado fastidioso, requerendo a presenca obrigatéria de 2 fatores para o seu
crescimento in vitro, o fator V e o fator X.

O fator V corresponde ao nicotinamida adenina nucleotideo (NAD), e € necessario para os
processos de oxidacdo-reducdo do mecanismo celular bacteriano. Por outro lado, o fator X
corresponde a hemina, isto é, uma protoporfirina IX que contém um grupo hemo B com o ido cloreto
(CI) como ligando, e que € necessaria a sintese do citocromo ¢ e outras enzimas respiratorias (Reidl et
al, 2000; Tristram et al, 2007; King et al, 2015). O grupo hemo ndo € necessario ao crescimento em
condi¢Oes anaerdbias, mas aparenta ser importante para a viruléncia da estirpe (Erwin et al, 2007).

A estrutura da sua parede celular (Figura 1.1.2) corresponde a estrutura tipica das bactérias
Gram-negativas, sendo composta por uma camada de peptidoglicano (rigida), com fungio protetora. E
ainda constituida pela membrana externa (atua na prevencdo da perda de proteinas periplasmdticas e
que sao especificas de cada estirpe, e evita o acesso de enzimas hidroliticas e de alguns antibiéticos ao
peptidoglicano), lipoproteinas (estabilizam a membrana externa, fixando-a a2 camada de petidoglicano)
e pelo lipooligossacarido (LOS), que apresenta funcdo de endotoxina (Erwin et al, 2007; Rahman,
2008; Ulanova et al, 2014).

H.influenzae é um comensal do trato respiratdrio superior € da nasofaringe e encontra-se
presente nas membranas mucosas de cerca de 75% das criancas e individuos adultos saudaveis (Todar,
2008). Num estudo realizado em Portugal, por Sa-Ledo e colaboradores, em 87% das amostras
recolhidas em criangas de uma creche detetou-se a presenca deste comensal (Sa-Ledo et al, 2008).

E um organismo perfeitamente adaptado, causando infe¢io ou doenca quando o sistema
imunitdrio do seu hospedeiro se encontra debilitado (Rahman, 2009). Tem sido largamente usado
como modelo em estudos de investigagcdo, tendo inclusive sido o primeiro organismo a ter o seu
genoma completamente sequenciado (Fleischmann et al, 1995; Farshid & Riesbeck, 2014).

O seu genoma consiste no seu DNA cromossomal (circular), que pode variar entre 1,8 Mb e
2,0 Mb (Giufre et al, 2015; Naushad et al, 2015), num valor médio de 1,88 Mb para as estirpes HINC
(Giufre er al, 2015). E constituido por aproximadamente 1740 genes codificantes de proteinas
(Fleishmann et al, 1995), sendo que um estudo mais recente aponta para a existéncia de 1870 genes
codificantes, incluindo genes putativos (Giufre et al, 2015), 58 tRNA e outros 18 RNA (Fleishmann et
al, 1995). As vidrias estirpes apresentam ainda uma média de 38% de contetido G-C (Naushad et al,
2015).



Figura 1.1.1. Morfologia e coloracio de Gram das colénias de Haemophilus influenzae. (A) Colénias de H. influenzae
em placa de gelose chocolate com PolyViteX (http://www.biomerieux-culturemedia.com/upload/20160513105001.jpg,
visualizado em Junho de 2017) (B) Coloragdo de Gram de H. influenzae onde se observa a sua morfologia pleomoérfica
(https://www.cdc.gov/hi-disease/images/phil_1947.jpg, visualizado em Junho de 2017).

1.2 SEROTIPO CAPSULAR

Um dos fatores de viruléncia mais estudados e reconhecido como estando diretamente
envolvido no grau de patogenicidade de uma determinada estirpe € a cdpsula (Moxon, 1993; Murphy
et al, 2009), que tem a principal fungdo de evitar a opsonizacio e fagocitose por parte dos neutréfilos
(Rahman, 2009). Foi primeiramente demonstrado em 1931, apds se ter verificado que estirpes isoladas
de casos de infecdo invasiva possuiam cdpsula, ao contrdrio de estirpes isoladas de individuos
saudaveis (Pittman et al, 1931).

As formas capsuladas de H. influenzae sdo classificadas em 6 tipos, de a a f, que diferem na
estrutura quimica dos seus polissacdridos capsulares, e sdo normalmente identificiveis por meio de
uma reagdo de aglutinagcdo com antisoros especificos (Satola et al, 2003; van Eldere et al, 2014).

A cépsula é uma estrutura que apresenta baixa atividade antigénica, ndo ativando assim a
resposta imune via sistema complemento. Deste modo, favorece a invasdo dos fluidos estéreis por
parte de H. influenzae, sem agravamento da resposta inflamatéria. E constituida por um polissacarideo
que contém 2 hexoses, no caso das estirpes capsuladas dos serotipos a, ¢, d, e e f, e 2 pentoses
monossacaridicas no caso das estirpes do serotipo b. Para além disto, a cipsula das estirpes do serotipo
b € constituida por fosfato de poli-ribosil-ribitol (PRP, polyribosil-ribitol-phosphate), que é composto
por dcido teicdico linear contendo ribose, ribitol (4dlcool contendo uma pentose) e um fosfato ligado
por ligacdes fosfodiester (Rahman, 2009). H. influenzae do serotipo b (Hib) apresenta ainda uma
sobreprodugdo de material capsular (hidrofilico), que determina uma maior resisténcia a dissecacio e
favorece assim a transmissao entre individuos, e conferindo um maior grau de inibicao da fagocitose
(Kroll & Moxon, 1988).

A determinag@o do serotipo capsular pode ser efetuada com recurso a técnicas moleculares,
em que é avaliada a presenca ou auséncia do gene responsdvel pela cdpsula, com posterior



caracterizacdo do gene especifico para cada serotipo capsular, nomeadamente através da técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction). No caso das estirpes capsuladas,
e utilizando os primers especificos descritos para o gene conservado da capsula, bexA, é amplificado
um produto com 343 pb (Falla et al, 1994).

Esta técnica permite a detecdo do locus cap (fragmento de 17Kb no cromossoma), que na sua
zona central consiste em 3 regides. As regides I e III (bexDCBA e hcsAB) sdo comuns a todos os
serotipos capsulares e 0s genes necessirios ao processamento e transporte encontram-se altamente
conservados (Kroll et al, 1990; Satola et al, 2003; St Geme III er al, 2006; Davis et al, 2011). Se o
gene hcsA estiver inativo, haverd uma diminui¢do parcial do polissacarideo associado a superficie da
bactéria, e um aumento na quantidade de polissacarideo no periplasma. A inativa¢do do gene /csB, ou
de ambos os genes, leva a perda total do polissacarideo associado a superficie celular e a sua
acumulag@o no periplasma, o que implica que o icsA e o hesB sdo genes que se complementam no
transporte do polissacarideo através da membrana externa, para a superficie celular, e sdo essenciais
para a viruléncia (St Geme III et al, 2006; Schouls et al, 2008).

As estirpes dos serotipos a, ¢, d, e e f possuem uma cépia do locus cap, enquanto que as
estirpes do serotipo b possuem 2 cépias do mesmo, que se encontram separadas entre si, e ligadas a
elementos de inser¢do (IS1016). A regido II contém genes especificos de cada serotipo, envolvidos na
biossintese da cdpsula (Davis et al, 2011; van Eldere, 2014).

Evidéncias recentes apontam que estirpes de H. influenzae do serotipo b incapazes de produzir
cadpsula possuem uma tnica cépia do gene capB, sendo portanto menos virulentas (Waksman et al,
2005; Winn et al, 2006; Rahman, 2009). Por outro lado, foram reportados casos de estirpes do serotipo
a que possuem 2 cdpias do locus cap, uma cdpia inteiramente funcional, e uma outra cépia com uma
dele¢do parcial do IS1016-bexA, estando este acontecimento associado a casos de doenga severa
(Kapogiannis et al, 2005; Lima et al, 2010; Giufre et al, 2017).

Os métodos de PCR que apenas se baseiam na detecao do gene bexA podem assim falhar na
identificacdo das variantes com alteracdo de capacidade de sintese da capsula, uma vez que a regido 5’
do primer hibridiza com a regido deletada do gene bexA (Falla et al, 1994).



IS1016 Locus capn 1S1016

— ~~

G— G— — — — —
Transporte ATP Especifica do serotipo Exportacao da capsula
7 — 7 — 7
Regiao I Regiao I1 Regiao I1I

U U

Lbexb L pexe pexn < > hesA > hesB >

DS S B> wlS >

b > besA > besB > besC>  besD >
S ST S —
d > desA > desB > desC > desD > desE >

> ecsA > ecsB > ecsC> ecsD > ecsE > ecsF > ecsG> ecsH >
£ > fesA > fesB D fesC >

Figura 1.2.1. Representacio esquematica do locus cap. O locus cap pode ser categorizado com base na posi¢do relativa no
genoma do elemento de inser¢do IS1016. O locus cap encontra-se dividido em 3 regides (I, II, e III), com diferentes fungdes.
O gene bexA encontra-se localizado na Regido I. A regido II € especifica do serotipo, como indicado. As setas de cor preta
indicam a dire¢@o de transcricdo dos genes.

As estirpes de H. influenzae sdo inicialmente divididas em 2 grandes grupos, estirpes
capsuladas e estirpes nao capsuladas (HiNC), sendo este dltimo grupo subdividido tendo em conta a
razdo pela qual a estirpe ndo possui cdpsula: devido a auséncia de maquinaria celular adequada a
sintese de cdpsula (locus cap completamente ausente, por fendémenos ocorridos ao longo da evolugado)
ou devido a uma dele¢do do gene responsavel pela formagdo da capsula.

Estirpes com uma delecdo parcial deste gene sdo incapazes de realizar o transporte do
polissacarideo (da cdpsula) para a superficie celular. Deste modo, nio t€ém capacidade para produzir
uma cdpsula funcional, e aparentam ser estirpes HiNC, uma vez que ndo s@o serotipaveis pelos
métodos convencionais, como a aglutinacio ou o PCR (Davis et al, 2011; van Eldere, 2014).

Um método baseado na dete¢do do gene bexB da regido I por PCR pode, em alternativa, ser
usado para pesquisa da capsula, uma vez que permite a distin¢do das estirpes verdadeiramente HiNC
das estirpes que o sdo devido a uma dele¢do completa ou parcial do locus cap, ndo estando ainda
reportados casos com delegdes parciais do gene bexB, andlogas as observadas no bexA (Davis et al,
2011).

Cerquetti e colaboradores (Cerquetti et al, 2000) reportaram uma percentagem de 4,4% de
estirpes ndo invasivas do serotipo b que ndo amplificaram usando primers especificos para o bexA,
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mas continham regides especificas do tipo b. Num outro estudo, (Nelson & Smith, 2010) em que se
utilizou a técnica de PCR multiplex para amplificar o bexA, bem como as regides especificas do locus
cap, foi também identificado um pequeno nimero de estirpes com auséncia do bexA e presenca de
regides especificas cap b. Apesar de serem raros os casos de variantes ndo capsuladas devido a uma
delecdo no gene (= 1% - 3%), a sua identificag¢do e estudo sdo importantes para o conhecimento global
das estirpes de H. influenzae responsaveis quer pela infecdo invasiva como pela ndo invasiva.
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Figura 1.2.2. Representacio esquematica do processo de pesquisa de capsula e determinacio do serotipo capsular. A
pesquisa de cdpsula é feita a partir do DNA extraido de cada estirpe. Caso o resultado do PCR confirme a presenca de
cépsula, a estirpe é serotipdvel. O seu serotipo capsular é posteriormente determinado, com primers especificos. Caso o
resultado de PCR indique a auséncia de cépsula, a estirpe é identificada como sendo ndo capsulada. E de destacar que este
resultado poderd ser devido a um dos 2 motivos acima referidos.

1.3 TIPAGEM MOLECULAR

Métodos de tipagem microbiana sdo ferramentas essenciais para estudos epidemioldgicos e
das populagdes bacterianas. Estas técnicas permitem a caracterizagdo da estirpe, fornecendo
informacdes importantes para a vigilancia de doencas infeciosas como por exemplo: surtos, estudos de
patogénese, historial da infe¢do e genética populacional.

Avancos nas tecnologias de sequenciagdo e a diminui¢do nos seus custos t€m vindo a
promover a utilizacdo de métodos baseados na sequenciacdo, em substituicdo das metodologias
moleculares tradicionais, devido aos seus resultados reprodutiveis e aplicabilidade generalizada (van
Belkum et al, 2001; Tang et al, 2013).



O Multilocus Sequence Typing (MLST) combinou um conjunto de técnicas e conceitos
desenvolvidos ao longo de 2 décadas (Maiden et al, 1998; Urwin et al, 2003; Maiden et al, 2006). Um
conceito-chave foi o reconhecimento de que as bactérias ndo t€ém necessariamente uma estrutura
populacional clonal (Maynard et al, 1993), o que levou a ideia de que os padrdes de troca genética
entre bactérias, e consequentemente, os padrdes de descendéncia, s6 poderiam ser compreendidos
através da andlise de sequéncias nucleotidicas provenientes de mudltiplos locais do cromossoma. A
vantagem da sequenciagdo € a de facilitar a comparacdo dos resultados inter e intra-laboratoriais,
criando-se bases de dados internacionais, como é o exemplo da base de dados de MLST:
https://pubmlst.org/hinfluenzae/ (Chan et al, 2001; Jolley et al, 2004).

A técnica de MLST proporciona ainda outras vantagens em relagdo as restantes abordagens de
tipagem: por um lado requer dados de sequenciacdo, detetando mudancas ao nivel do DNA que podem
ndo ser aparentes por meio de abordagens fenotipicas; por outro lado, ndo requer acesso direto as
estirpes isoladas ou ao DNA genémico de elevada qualidade (Maiden et al, 2000).

Desde entdo, o MLST tem vindo a ser aplicado a diferentes bactérias e organismos
eucaridticos como ferramenta de andlise epidemioldgica, vigildncia de patogénios, bem como a
investigacao da sua evolucdo e estrutura populacional (Maiden et al, 2006).

E um método que permite a caracterizacio de isolados microbianos por meio de sequenciacio
de fragmentos internos de genes conservados (housekeeping genes) (Maiden et al, 1998) e foi
inicialmente concebido para estudos epidemioldgicos globais e de vigilancia (Urwin et al, 2003).

No caso de H. influenzae sdo sequenciados sete fragmentos (loci) de aproximadamente 500 pb
(adk — 477 pb, atpG — 447 pb, frdB — 489 pb, fucK — 345 pb, mdh — 405 pb, pgi — 468 pb, e recA — 426
pb), sendo que a cada uma das sequéncias tnicas é atribuido um nimero (Meats et al, 2003). A
combinacdo dos sete nimeros € atribuida um outro nimero designado por sequence type (ST).

A utilizacdo destes sete nimeros como unidade de andlise vai ao encontro de alguns
problemas associados ao uso de métodos filogenéticos para avaliacdo de relagdes entre estirpes
isoladas e recombinantes. Estes problemas advém do facto de que eventos individuais de
recombinacio, que sdo comuns, introduzem multiplos polimorfismos, enquanto que mutagdes pontuais,
fendmenos relativamente raros, apenas alteram nucleétidos individuais. Nos MLSTs, estas alteragdes
tém o mesmo peso efetivo, uma vez que ambos representam uma mudanga alélica. Um levantamento
dos esquemas de MLST atualmente disponiveis revelou um impressionante nivel de diversidade de
perfis alélicos, que representam apenas uma fragdo do genoma em questdo (normalmente menos de
0,2%), o que evidencia a importancia da existéncia de um meio expansivel de armazenamento e
comparacdo de dados, tal como o sdo a definicdo numérica de alelos e de ST. Uma vez que as
designacdes de alelo e ST sdo arbitrdrias, podem ser agrupadas em ordens, 2 medida que a
compreensdo e conhecimento da diversidade de estruturas bioldgicas que estes catalogam aumenta,
sem necessidade de revisdo de nomenclatura.

Em muitas bactérias, os fendmenos de recombinacdo, transferéncia e transformacgdo sdo
evidentes uma vez que se verifica que o nimero de STs excede o nimero de alelos por locus. Nao
obstante, mesmo em organismos em que estes fendmenos ocorrem em elevada frequéncia, como é o
caso de H. influenzae, o esquema de MLST ¢é eficaz e é capaz de organizar as diferentes estirpes em
complexos clonais. Ainda que a maioria dos STs observados num determinado conjunto de dados
sejam raros e transitorios, alguns apresentam frequéncia elevada e estabilidade ao longo do tempo, e
durante a sua propagacgao geogrifica (Jolley & Maiden, 2014).

A clonalidade pode ser investigada por meio de um teste de congruéncia, que se baseia na
observacdo de que, numa populacdo clonal, o sinal filogenético observado em diferentes loci é o
mesmo ou congruente. E possivel racionalizar a estrutura do complexo clonal de muitas bactérias em
termos do “modelo clonal epidémico” da estrutura populacional bacteriana ou das suas modificacdes
(Maynard et al, 1993). Dentro deste modelo, uma elevada prevaléncia de um tnico ST indica a
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presenca da rdpida disseminacdo de um novo clone, a partir do qual estdo a surgir variantes. Na
auséncia de um meio formal de defini¢cdo de clones, € necessdria a implementacdo de uma defini¢do
racional de modo a suportar a comunidade cientifica que se encontre a analisar estas bactérias (Ibarz et
al, 2009).

Para atribuicdo de complexos clonais e visualizacdo das distdncias alélicas entre os STs
obtidos, poderdo ser utilizados vérios algoritmos e plataformas.

O algoritmo BURST ¢é rapido e eficaz e pode ser utilizado na atribui¢ao de complexos clonais.
O programa eBURST (Feil et al, 2004) agrupa os numeros ST, de acordo com os critérios definidos
pelo utilizador, de entre um nimero de alelos em comum a pelo menos um outro membro do grupo
(http://eburst.mlst.net/).

O programa PHYLOViZ foi desenhado com arquitetura aberta, em constru¢io sob a
implementacdo do goeBURST (disponivel em http://goeburst.phyloviz.net), e permite a expansio dos
tipos de dados que podem ser analisados, bem como de algoritmos, com o principal objetivo de
integrar e dispor as diversas fontes de informacdo. O seu software permite ainda a integragdo de
informacao auxiliar que possa consistir em dados clinicos ou dados demograficos dos pacientes, ou
ainda dados adicionais acerca do isolado, tais como resultados provenientes de métodos fenotipicos ou
de tipagem genotipica (Francisco et al, 2012).

1.4 ANTIBIOTICOS, SUSCETIBILIDADE E RESISTENCIA

Os antibidticos sdo substincias quimicas que visam inibir o crescimento dos microrganismos
(ou mesmo provocar a sua morte), podendo estas ser produzidas pelo préprio microrganismo ou ser de
origem sintética. Atuam seletivamente nas funcdes vitais do microrganismo, sem afetar as funcdes do
hospedeiro.

Existem vdrias classificacdes para os antibiéticos que se baseiam na sua estrutura quimica, no
espetro bacteriano, tipo de atividade e mecanismo de agdo, sendo que a mais utilizada baseia-se na
estrutura quimica. O grupo dos antibidticos mais usados s@o os [-lactimicos, nomeadamente
ampicilina, amoxicilina/4cido clavulanico, cefepime, cefotaxima, cefuroxima, cefaclor e meropenem,
uma vez que a membrana externa de H.influenzae é bastante permedvel a estes antibidticos. Este grupo
composto por Penicilinas, Cefalosporinas e Carbapenemes, possuem um anel f-lactimico em comum,
e ttm como alvo as protefnas de ligacdo a penicilina (PBPs). Estes antibidticos funcionam como
inibidores da sintese da parede celular do microrganismo. Os restantes antibiéticos funcionam também
como inibidores. As tetraciclinas, os macrolidos (azitromicina) e o cloranfenicol funcionam como
inibidores da sintese de proteinas, as sulfonamidas (trimetoprima/sulfametoxazol) atuam como
inibidores do metabolismo do 4cido fdlico, e as quinolonas (ciprofloxacina) e a rifampicina sdo
inibidoras da sintese de dcidos nucleicos (Resman, 2012).

A resisténcia desta bactéria aos antibidticos beta-lactimicos pode constituir sérias implicagdes
a nivel clinico, sendo que o uso inapropriado dos antibiéticos e a utilizacdo de antibidticos de largo
espectro tem contribuido para a emergéncia da resisténcia aos antibiéticos (Bae et al, 2010).

Nesta espécie a resisténcia aos P-lactimicos, e em concreto a ampicilina, caracteriza-se
principalmente pela producdo de P-lactamases, ou pela presenca de PBPs modificadas, podendo
mesmo haver estirpes com os dois tipos de mecanismos.

A produgdo de [-lactamases constitui 0o mecanismo de resisténcia mais comum aos
antibidticos B-lactamicos. As B-lactamases conferem resisténcia aos antibidticos através da hidrdlise
da ligagdo amina do anel P-lactamico, levando a sua destrui¢do (Wilke et al, 2005). Estas enzimas
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podem ter uma origem plasmidica ou cromossémica e ser especificas para penicilinas (penicilases),
cefalosporinas (cefalosporinases) ou mesmo possuir um largo espectro de atividade, inativando a
maioria dos antibidticos p-lactamicos. Este tultimo grupo de P-lactamases é designado por -
lactamases de largo espectro (ESBLs) (Fluit et al, 2001; Tristram et al, 2007).

Em H. influenzae, existem 3 mecanismos de resisténcia descritos: resisténcia enzimatica a
ampicilina (com producfo de -lactamase), ndo enzimatico, e mecanismo de resisténcia combinada.

Mecanismo de resisténcia enzimatica (BLPAR - Resisténcia a ampicilina mediada por f-
lactamases)

A B-lactamase produzida por estirpes de H. influenzae resistentes a ampicilina € uma enzima
constitutiva semelhante as que sdo produzidas por outros organismos Gram-negativos, e ¢
normalmente do tipo TEM (TEM-1 ou TEM-2, codificadas pelos genes blargy de origem plasmidica)
e raramente ROB-1 (que partilha homologia limitada com a enzima TEM) (Rubin et al, 1981;
Karlowsky et al, 2000; Tristam et al, 2007).

A enzima TEM hidrolisa a penicilina e os derivados de penicilina, tais como ampicilina,
carbenicilina e piperacilina. E também bastante ativa contra a cefuroxima, porém apresenta atividade
insignificante contra cefotaxima, ceftazidima ou ceftriaxona (Tristram et al, 2007).

Mecanismo de resisténcia nao enzimatico a ampicilina (BLNAR)

H. influenzae possui um conjunto de 8 proteinas de ligacdo a penicilina (PBP) — 1A, 1B, 2, 3A,
3B, 4, 5 e 6 — com caracteristicas de ligacdo para diferentes B-lactdmicos (Tristam et al, 2007).
Alteracdes nestas proteinas, e essencialmente nas PBP3A e PBP3B, levam a uma diminuicao da
afinidade para os B-lactimicos, 0 que causa um aumento na resisténcia da bactéria aos antibidticos [3-
lactamicos. As estirpes BLNAR podem ainda apresentar suscetibilidade reduzida para as
cefalosporinas (Tristam et al, 2007).

As estirpes BLNAR podem ser definidas genotipicamente (gBLNAR) de acordo com a
sequenciacdo do gene fisl e pelas substitui¢des aminoacidicas da regido da transpeptidase da PBP3, e
em particular, pelas que se encontram proximo dos dominios conservados KTG, STVK e SSN.
Baseado na presenca destas substituicdes e no nivel de resisténcia, Ubukata e os seus colaboradores
dividiram as estirpes BLNAR em trés grupos mutacionais: o grupo I caracterizado pela presenca da
substituicdo Arg517His, o grupo II com a substituicdo Asn526Lys e o grupo III caracterizado pela
presenca, em simultineo, das substituicoes Met3771le, Ser385Thr e Leu389Phe (Ubukata et al, 2001).

O facto de H. influenzae apresentar um sistema eficiente de “uptake” de DNA homdlogo,
torna possivel a transferéncia do gene fts/ (mutado) de estirpes BLNAR para estirpes suscetiveis, por
recombinacio, (Tristram et al, 2007; Takahata et al, 2007), levando a uma rdpida disseminagdo deste
mecanismo de resisténcia.



Resisténcia combinada (BLPACR - Estirpes produtoras de p-lactamases resistente ao co-
amoxiclave)

Designam-se por BLPACR as estirpes que combinam a producdo de B-lactamases, com a
existéncia de PBP3 modificadas (com substitui¢Ges).

Estudos anteriores demonstraram que a diferenca entre estirpes BLNAR e BLPACR, com
substituicdes idénticas a nivel da PBP3, é a concentragdo inibitéria minima (CIM) para a penicilina e
ampicilina, que € mais elevada nas estirpes BLPACR, devido a expressdo de B-lactamase (Ubukata et
al, 2002; Tristam et al, 2007; Barbosa et al, 2011).

1.5 ESTRUTURA POPULACIONAL E EPIDEMIOLOGIA

Existem dois tipos de infe¢des associadas a H. influenzae, as invasivas e as ndo invasivas, que
se distinguem pelos seus perfis epidemiolégicos. Entre as infe¢des invasivas mais comuns, destacam-
se a meningite e a septicemia. A pneumonia, pericardite, bacterémia, epiglotite, celulite e artrite
séptica (Ulanova, 2013) sdo também consideradas como doencas invasivas.

As infecOes das mucosas como a sinusite, otite média, bronquite e conjuntivite estdo incluidas
nas doengas consideradas nao invasivas (Nizet et al, 1996; Gomez-de-Leon et al, 2000; CDC/NCIRD,
2012 [documento arquivado no site do CDC. Visualizado em Maio de 2017]).

Antes da introdu¢do da vacina, H. influenzae do tipo b era considerado o responsdvel por cerca
de trés milhdes de casos de infe¢des graves, com uma estimativa de 386 000 mortes por ano, devido a
infecdes como a meningite e pneumonia, sendo as vitimas essencialmente criancas com idades
inferiores a 5 anos (Tristram et al, 2007).

Existem atualmente trés tipos de vacinas conjugadas, sendo que as duas primeiras sdo
administradas a criangas com 6 semanas de idade, e a terceira, a criangcas com 12 ou mais meses de
idade. Todas elas utilizam o mesmo principio imunogénico, variando no tipo de proteina
transportadora, método de conjugacdo quimica e dimensdo polissacaridica. Estas vacinas tém
demonstrado uma grande eficdcia a nivel global contra manifestacdes de infecdo invasiva Hib, com
uma estimativa de eficacia clinica de 95-100% (CDC/NCIRD,
https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/pinkbook/hib.html; Visualizado em Maio de 2017).

A vacina contra o Hib foi introduzida e licenciada em Portugal em 1994, primeiramente numa
base voluntdria, sendo depois efetivamente incluida no Programa Nacional de Vacinacdo (PNV) no
ano de 2000.

Globalmente, antes da introdu¢@o da vacina contra H. influenzae, cerca de 90% dos casos por
infecdo invasiva eram fortemente associados a estirpes do serotipo b, e afetavam na sua maioria
criangas com menos de 10 anos de idade. Com a introducao das vacinas conjugadas, a frequéncia das
infecdes por Hib diminuiu significativamente (2 a 3 casos por 100 000 criangas de idade inferior a 5
anos) nos paises onde a vacina foi implementada e integrada no PNV (Ladhani et al, 2010; Davis,
2011). Em Portugal, a vacina foi opcional no periodo entre 1994 e 1999, e foi incluida no plano
nacional de vacinagdo em 2000, onde também se verificou a diminui¢do no nimero de estirpes do
serotipo b (de 81% para 16%) (Bajanca et al, 2004).

Atualmente, a maioria das doencas invasivas provocadas por H. influenzae sido causadas por
estirpes HiINC e de serdtipo ndo-b, particularmente a e f, cuja prevaléncia tem vindo a aumentar
consideravelmente. As estirpes do serotipo f, no entanto, apresentam uma epidemiologia mais
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semelhante & das estirpes HiNC, enquanto que as do serotipo a apresentam uma capacidade para
viruléncia semelhante a das estirpes do serotipo b. Ha ainda a salientar que a idade dos pacientes com
doenca invasiva, também sofreu alteragdes com a introdugdo da vacina. O grupo etdrio mais afetado
eram as criangas (menores de 5 anos), sendo que apds a introducdo da vacina, passaram a ser os
adultos os mais atingidos (sobretudo idosos a partir dos 65 anos) (Ulanova & Tsang, 2009; Ladhani et
al, 2010; Ulanova, 2013). Num estudo realizado em Portugal por Bajanca-Lavado e colaboradores,
que abrangeu o periodo pés-vacina entre 2002 e 2010, foi verificado que a maioria das estirpes eram
HiNC e foram isoladas em adultos. Estirpes capsuladas foram isoladas em criancas e adultos, mas as
criancas com doenca causada por estirpes do serotipo b tinham idade inferior a 2 anos (Bajanca-
Lavado et al, 2014).

No final de 2015, a vacina do Hib tinha ja sido introduzida em 191 paises. A estimativa para a
abrangéncia global das 3 doses de vacina é de 64%, sendo que existem diferencas significativas entre
regides. Na América, a abrangéncia é de 90%, enquanto que nas regides do oeste do Pacifico € de
apenas 25%. Em locais sobrepopulados, como é o caso dos do este da Asia, s6 cerca de 56% da
populagdo estd abrangida pela vacinacdo (Figura 1.5.1.) (WHO, Marco de 2017; Visualizado em
Junho de 2017).

Os planos de vacinagdo atuais poderdo, contudo, apresentar um problema no futuro, uma vez
que sdo apenas dirigidos as estirpes capsuladas do serotipo b, e ndo abrangem as restantes estirpes
capsuladas nem as HiNC.

e o0

. Introduzida até a data* (192 paises ou 99%)

. . . 0 1,250 2,500 5,000
Nao disponivel, Ndo introduzida/ Sem plano (2 paises ou 1%) EEN T Km

(I

|:| Nio aplicdvel * Inclui introdugdo parcial

Figura 1.5.1. Paises onde a vacina contra o Hib foi introduzida no Programa Nacional de Vacinacdo. A 16 de
Dezembro de 2016, 192 paises tinham introduzido (total ou parcialmente) a vacina do Hib no seu plano nacional (Dados da
WHO/IVB, 2017; Adaptado)
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1.6 PATOGENESE E MECANISMO DE INVASAO

Apb6s a introducdo da vacina para o Hib, verificou-se uma alteracdo dos serotipos responsaveis
pela infecdo invasiva, sendo agora as estirpes HiNC as principais responsaveis por este tipo de infe¢do
(De Carvalho et al, 2011; Ladhani et al, 2012). Como referido no capitulo anterior, a frequéncia das
infecdes pelos serotipos a, e, e f tem também vindo a aumentar, ainda que em menor nimero que as
por HiNC (Langereis, 2015).

As estirpes HiNC, ndo possuindo capsula (principal fator de viruléncia), necessitam de outros
fatores, que permitam e auxiliem no processo de aderéncia e invasao as células do hospedeiro, e que
impecam a ligacao por parte dos fatores do sistema imunitario.

PATOGENESE E INVASAO
ADESAO EVASAO INVASAO
Interagdes das HINC  § ‘Sequestro’ de i
com o hospedeiro i i nutrientes e evasdo i i Invasdo das células
requerem aderénciaa { i ao sistema imunitdrio epiteliais ou
superficie mucosa. i do hospedeiro. endoteliais.

...........................................................................................................

Figura 1.6.1. Representaciio esquematica do processo de patogénese em Haemophilus influenzae. A patogénese pode ser
dividida nas 3 fases indicadas.

O passo inicial passa pela incorporagdo das proteinas de membrana externa das bactérias, cujo
alvo sdo as células do hospedeiro. Para as estirpes HiINC, este passo envolve a aderéncia da bactéria a
superficie mucosa, responsdvel pela eliminacdo da maioria das bactérias inaladas. Apds este passo
poderd ainda ocorrer uma segunda invasdo celular, para garantir que as células sdo infetadas (Read e?
al, 1991; Rao et al, 1999; Duell, 2016).

As proteinas HMW1 e HMW?2 (High Molecular Weight), bem como a Hia (do inglés, H.
influenzae adhesin) sdo particularmente importantes para a colonizacdo e sdo capazes de mediar a sua
expressdo, alternando entre ativas e inativas (variacao de fase) (St Geme III et al, 1993; Atack et al,
2015). Recentemente, foi descoberto que a atividade da adesina Hia € significativamente superior
(upregulation) durante a infecdo por HiNC de uma célula primdria polarizada bem diferenciada do
epitélio bronquial humano (wd-NHBE), num modelo de cultura celular (Baddal et al, 2015). A
HMWI1 e a HMW?2 tém ainda um papel adicional, uma vez que tém a capacidade de se ligar a
proteoglicanos, na matriz extracelular (ECM) (Noel et al, 1994). Os efeitos desta glicosilacdo tém
diversas implicacdes na estrutura da superficie celular e das proteinas da ECM (Spiro, 2002).

O autotransportador Hap (do inglés, Haemophilus adhesion protein) é também importante na
ligacdo as células epiteliais (nas estirpes HiNC), através da ligagdo a 3 componentes — laminina
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(ligacdo € feita em conjunto com a proteina E), fibronectina e colagénio IV (Fink et al, 2003;
Hallstrom et al, 2011).

As porinas P2 e P5 (determinante de viruléncia nas estirpes HiNC), sdo capazes de se ligar a
mucina (Reddy et al, 1996; Puig, 2015). Esta capacidade sugere uma estratégia de sobrevivéncia,
como resultado da ndo existéncia de capsula.

Os pili estdo presentes nas estirpes capsuladas e nas estirpes HiNC, e ligam-se a mucina
(Kubiet et al, 2000). A proteina pilA liga a ICAM1 (Intercellular Adhesion Molecule I) a superficie
do epitélio celular, tal como evidenciado por um estudo recente (Novotny, 2016).

O aumento na quantidade de ICAM1 no meio (upregulation) ocorre também durante o
processo de infec@o viral, o que sustenta a hipdtese de as estirpes HiNC adaptarem a expressdo das
suas proteinas de membrana.

O passo seguinte € a entrada da bactéria no hospedeiro.

A proteina D é uma lipoproteina de superficie altamente conservada e que € crucial para a
sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro (Ruan et al, 1990; Puig, 2015).

O lipooligossacarido (LOS) — presente na membrana exterior das estirpes HINC — & também
importante neste passo, uma vez que ¢ um mediador da entrada nas células do hospedeiro, causando
remodelacdo do citoesqueleto. Pequenas modificacdes no LOS levam a vdrias situagdes possiveis,
nomeadamente a capacidade que as estirpes ndo capsuladas t€ém de moderar a sua viruléncia (Swords
et al, 2001).

A par com os padrdes de glicosilag@o, estas modificagdes representam uma parte importante
da capacidade que as estirpes HiNC tém de alterar/moderar os seus fatores de viruléncia (Swords et al,
2001).

Apés a entrada nas células do hospedeiro, a sobrevivéncia da bactéria passa por adquirir os
nutrientes e metabolitos necessdrios ao seu crescimento e regulagdo das fungdes celulares, o que
depende de vérias proteinas (Morey et al, 2013).

As proteinas reguladoras Fur (Ferric uptake regulator), que capturam Ferro, e a expressdo de
um mecanismo mediado pelas proteinas Tbpl e Tbp2 (Transferrin binding protein), que incorporam
Ferro ligado a transferrina, t€m especial importincia, uma vez que permitem a aquisicdo de 2
componentes que a bactéria é incapaz de sintetizar — hemina e NAD (Rao et al, 1999; Harrison et al,
2013; Duell et al, 2016).

As estirpes HINC possuem ainda uma série de fatores que lhes permite a evasio ao sistema
complemento ou a inativacdo de algumas partes do sistema imunitdrio do hospedeiro, responsaveis
pela resposta a invasao.

As vesiculas de membrana externa (OMV) representam um passo intermedidrio importante a
nivel das interacdes entre a bactéria e o sistema imunitidrio do hospedeiro (t€m capacidade para
estimular uma série de respostas de largo-espectro). A perda destas vesiculas poderd ainda trazer
beneficios, pois se por um lado as OMVs desencadeiam uma série de respostas complexas que
auxiliam no processo de colonizagdo e conferem viruléncia, por outro lado, isso ird alertar o sistema
imunitdrio acerca da presencga da bactéria (Schwechheimer et al, 2015; Kaparakis-Liaskos et al, 2015).

As porinas da membrana externa de H. influenzae como a P2, P5 e P6 atuam no esquema de
evasdo ao sistema complemento do sistema imunitario do hospedeiro.

A P2 e a P5 desempenham fun¢des na aderéncia ao epitélio mucoso, mas ligam-se ainda a
mucina, o que confere uma prote¢do contra as respostas inflamatérias. A P5 pode ainda ligar-se ao
fator humano H, impedindo assim a deposicdo do complemento C3 (Langereis et al, 2014; Rosadini et
al, 2014).

A P6 poderd ainda ter um mecanismo extra, como modo de evasdo ao mecanismo de
reconhecimento das HiNC, através do qual modifica a sua orientacdo na membrana externa (Michel e?
al, 2013).

13



Devido a estas caracteristicas, tanto a P2 como a P6 t&m sido investigadas como potenciais
candidatos para uma vacina contra as estirpes HiNC. Para além disto, a proteina P2 constitui mais de
50% das proteinas OMV (Rahman, 2009).

Modificac¢des na estrutura oligossacdrida do LOS atenuam ainda o recrutamento de células
(macrdéfagos) por parte do sistema imunitdrio e afetam o controlo da inflamacao no local da infecdo
(Choi et al, 2014). Por exemplo, a fosforilcolina modula a membrana externa, protegendo contra a
imunoglobulina G (IgG) e os efeitos da ativagc@o do sistema complemento (Langereis ef al, 2014).

Existem diversos mecanismos que tentam explicar o processo de invasdo das células epiteliais
ou endoteliais por parte das HiNC, contudo, o papel de alguns mecanismos permanece ainda por
explicar. Alguns destes mecanismos incluem a fagocitose de mondcitos e macréfagos (Ketterer et al,
1999), endocitose, transcitose ou paracitose, envolvendo acumulagdo lipidica (lipid raft) ou clatrina
(Clementi et al, 2011).

De modo a causar doengas graves como a meningite, septicémia ou pneumonia, H. influenzae
necessita de invadir as barreiras sangue/cérebro e sangue/pulmdes. Estudos anteriores demonstraram ja
que H. influenzae consegue passar através de uma monocamada de células endoteliais, por meio de
disrupcdo das tight junctions (Patrick et al, 1992; Tunkel et al, 1992; Puig, 2015).

1.7 DETERMINANTES DE VIRULENCIA

As estirpes HiNC apresentam uma elevada diversidade genética. Deste modo, alguns dos
genes abordados no segmento anterior ndo estdo presentes em todos os isolados que causam infegdo
invasiva, além de que existem ainda vdarios fenémenos de variagdo genética (Erwin & Smith., 2007).
Estes fendmenos poderdo consistir em transformacdes, transferéncia horizontal de genes, elevada
frequéncia de polimorfismos (mutagdes pontuais, inser¢des, delecdes, duplicacdes), hipermutabilidade,
e variacdo de fase (Garmendia ef al, 2012), o que permite a rapida adaptacdo da populagdo bacteriana,
face a oscilagdes nas condi¢des do meio (Mell et al, 2011).

Em concreto, os eventos de variagdo de fase em H. influenzae sdo um dos mecanismos mais
importantes e que contribuem para o aumento da variabilidade genética. A variagdo de fase é um
mecanismo que acontece com elevada frequéncia e que é reversivel, facilitando assim a adaptacdo ao
ambiente (Moxon et al, 2006). E mediada por pequenas repeticdes de DNA (simple sequence repeats
—SSR), localizadas na regido do promotor (do gene) ou contidas em open reading frames (ORF)
(Power et al, 2009).

Foram ja descritos diferentes mecanismos de variacdo de fase, que resultam em diferentes
fenétipos, e incluem genes relevantes, como o LOS, as pili hemaglutinantes, e o hmw 1/hmw?2. Sabe-se
ainda que as proteinas HMW1A/2A, hifA e hia s@o adesinas de superficie altamente imunogénicas
(para as estirpes HiNC), pelo que o estudo da sua presenga/auséncia, em conjunto com o estudo da
expressdo da proteina e os dados clinicos do paciente, poderdo ser uteis na caracterizagdo da doenca
invasiva.

Neste trabalho, foram estudados 6 determinantes de viruléncia para as estirpes causadoras de
doenca invasiva — ompP5, pilA, hmwlA, hmw2A, hifA, e hia.

Segue-se uma breve introduc¢io a cada um dos genes, e no final, uma tabela (Tabela 1.7.1),
que sumariza as principais caracteristicas — Func¢do do gene, em que tipo de estirpes ¢ normalmente
encontrado, nivel de conservagao, e a prevaléncia esperada, tendo em conta a bibliografia.
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ompP5

As proteinas de membrana externa (OMP) sdo compostas por vdrios tipos de proteinas, sendo
a P2 uma das mais importantes, uma vez que representa cerca mais de 50% das OMPs. A P2, bem
como a P6, t€m vindo a ser investigadas pelo seu potencial como antigénios (para fabrico de uma
vacina) (Rahman, 2009).

A PS5 tem um papel na resisténcia das estirpes HINC ao sistema complemento (Rosadini ef al,
2014), e contribui na aderéncia as células do hospedeiro, apesar de ndo ser essencial. No entanto, e
como demonstrado por Vuong e colaboradores, a P5 encontra-se normalmente presente em isolados
que ndo possuem o gene hmwl/2, importante para a aderéncia das estirpes HINC (Vuong et al, 2013).
Duim e colaboradores, tinham anteriormente estudado a PS5, e reportado uma prevaléncia menor do
gene (Duim et al, 1997). Verifica-se que, apesar de a maioria das estirpes possuir este gene, existe
alguma regulacdo a nivel da transcri¢ao (Vuong et al, 2013).

pilA

O pilus de Tipo IV (Tfp) desempenha um papel importante nas estirpes HiINC, nomeadamente
na aderéncia as células do hospedeiro e formagdo de biofilme. O gene pilA pertence ao cluster
PIlABCD. Este cluster apresenta algum grau de homologia com o cluster comABCDEF, e sdo os mais
relevantes a nivel de fendtipos associados ao Tfp (Bakaletz et al, 2005; Jurcisek et al, 2007).

pilA foi inicialmente proposto como sendo a subunidade principal, o que foi mais tarde
provado através de testes de espectrometria de massa (Carruthers et al, 2012; Kolappan et al, 2012).

hmwlA/2A

As proteinas HMW1 e HMW?2 sdo codificadas por 2 loci distintos. Cada um deles contém 3
genes — hmwA (codifica a proteina estrutural), himwB e hmwC. Assim, as 2 adesinas exibem diferentes
caracteristicas de ligacdo as células do hospedeiro. As sequéncias destes genes apresentam homologia
apenas nos primeiros 1 259 pb, ponto a partir do qual a percentagem de dissimilaridade podera ser de
58% (Barenkamp et al, 1992; St Geme III et al, 1994; St Geme 111 et al, 2009).

Estas adesinas s@o ainda uma das possiveis candidatas para uma vacina contra as estirpes
HiNC (Giufre et al, 2008), tal como a P2 e P6.

hifA

O gene hifA codifica para uma subunidade das fimbrias, responsdvel por mediar o recetor
gangliosideo. Pode estar presente nas estirpes HiNC, bem como nas estirpes capsuladas do serotipo b.
E também um gene contido num cluster (hifABCDE), cuja transcricio depende de um nimero
reversivel de repeti¢cdes TA, na zona do promotor, entre os genes hifA e hifB (Gilsdorf et al, 1997,
Geluk et al, 1998; Gilsdorf et al, 2004).
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hia

A hia é um tipo de fimbria (proteina) de elevado peso molecular, que pode estar presente em
estirpes HiNC, quando estas ndo expressam HMW1A/2A. Em estudos que utilizam um pequeno grupo
de isolados, foi reportada uma distribuicio ndo proporcional entre estirpes que apresentam estes genes
(mutuamente exclusivos) (Erwin et al, 2005; Cardines et al, 2007; Winter et al, 2014).

A adesina Hsf é uma proteina homéloga da hia, e esta presente em estirpes capsuladas. Ambas
tém a funcdo de facilitar na ader€ncia da bactéria ao hospedeiro (Rahman, 2009).

Tabela 1.7.1. Sumario das caracteristicas principais dos 6 genes de viruléncia estudados — pilA, ompP5, hifA,
hmwlA/2A, e hia.

Conservacao
Fator de . ~ Aot
A TPt Estirpes (em relacao aos Prevaléncia
viruléncia :
primers)
. HiNC + Aderéncia e formagdo
pilA Capsuladas de biofilme Conservado ~98%
HiNC + Intervém na ligacdo a | Conservado mas
ompP5 Capsuladas mucina, [CAM-1 e com regulagdo 50% ~ 100%
p CEACAM-1 (AGGA)
Nao Conservado;
Mononucleétido
SSR ~95 pb
. . . Intervém na ligacdo ao (M9;
hifA HIiNC + Hib recetor gangliosideo | Dinucleétido SSR 30% ~ 40%
(TA)9-11 na
regido do
promotor
Conservado
apenas em
hmwlA HiNC Promove a aderéncia algumas zonas; 66% ~ 80%
1 Apresenta
ao epitélio humano e e )
o . Variagdo de Fase:
facilita a colonizagao; )
mlm;a(zopgrggssso de heptanucleétidos
hmw2A HiNC SSRs ~100 pb 66% ~ 80%
upstream do gene
(TGAAAGA)
Apresenta
Dominios
. N Conservados;
Facilitam a aderéncia Pode ter (T)34
hia HiNC as células do epitélio ~110 pb ~25%
do hospedeiro upstream: Pode
ter delecdo a.a. 2-
49

Para cada um dos fatores de viruléncia é descrita a sua func@o, em que tipo de estirpes se encontram presentes, o seu grau de
conservagdo/varia¢do e a sua prevaléncia esperada.
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2. MATERIAIS E METODOS

Em seguida, encontram-se descritas as metodologias utilizadas para cada parte do trabalho
realizado. No entanto, € importante referir que o trabalho nao foi realizado na integra pela aluna.
Aproximadamente 70% das estirpes encontravam-se ja caracterizadas pelo laboratdrio, quanto ao
serotipo capsular, pesquisa de B-lactamase e suscetibilidade aos antibidticos.

Cerca de 80 das 136 estirpes estavam j4 sequenciadas (MLST). Para completar o trabalho foi
utilizado o seguinte critério: realizar a técnica para estirpes isoladas de criancas, do serotipo b, ou
isoladas mais recentemente.

No caso dos genes de viruléncia, o trabalho foi iniciado pela aluna. Uma vez que nao teria sido
possivel estudar todas as 174 estirpes, foi utilizado o seguinte critério: verificar a presenca/auséncia
dos genes em estirpes isoladas mais recentemente, tendo em conta se era uma estirpe capsulada ou
HiNC, e os resultados obtidos. Ou seja, para uma estirpe capsulada, ndo seria tdo importante verificar
a presenca/auséncia do gene hmwlA, uma vez que de acordo com estudos anteriores, € encontrado em
estirpes HINC; e para uma estirpe em que o hmwlA/2A estivesse presente, muito provavelmente seria
identificada a auséncia do gene hia.

2.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra em estudo incluiu um grupo de 174 estirpes clinicas invasivas de Haemophilus
influenzae, produtoras e ndo produtoras de [-lactamase, pertencentes a cole¢cdo do Laboratodrio
Nacional de Referéncia de Haemophilus influenzae, do Departamento de Doencas Infeciosas do
Instituto Nacional de Satdde Doutor Ricardo Jorge (INSA), em Lisboa.

As amostras foram provenientes de 32 centros e laboratérios hospitalares em Portugal
(continental e ilhas), e isoladas entre Janeiro de 2011 e Dezembro de 2016, inclusive.

A amostra foi caracterizada com base na recolha de dados demogréficos (género e idade, por
exemplo), assim como em outros dados laboratoriais, como tipo de infe¢do, data de isolamento e
diagndstico, quando disponiveis.

As estirpes foram isoladas de individuos de ambos os géneros, com idades compreendidas
entre 1 dia e os 92 anos, de produtos bioldgicos considerados estéreis (sangue, liquido-
cefaloraquidiano, entre outros), e que originaram doenca invasiva, como indicado nas Tabela 2.1.1 e
Tabela 2.1.2..
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Tabela 2.1.1. Caracterizacio das estirpes clinicas invasivas de Haemophilus influenzae, isoladas em Portugal, entre
2011 e 2016, tendo em conta a origem do produto biolégico, o género, o grupo etario ao qual os individuos pertencem e
a localizacéio geografica dos hospitais que providenciaram as amostras.

Caracteristicas n (%)
Produto Biologico
Sangue 150 (86,21)
Liquido Cefalorraquidiano 15 (8,62)
Abcesso Cervical 1(0,57)
Liquido Articular 3(1,72)
Liquido Pleural 4 (2,30)
Liquido Ascitico 1(0,57)
Género
Masculino 107 (61,49)
Feminino 67 (38,51)
Grupo etario
<1 26 (14,9)
1-5 15 (8,62)
6-19 10 (5,75)
20-59 42 (24,1)
60-79 49 (28,2)
>80 32 (18,4)
Localizacao
Norte 48 (27,6)
Algarve 2 (1,15)
Centro 14 (8,05)
Area Metropolitana de Lisboa 92 (52,9)
Alentejo 3(1,72)
Regiao Auténoma dos Acores 0 (0)
Regido Auténoma da Madeira 13 (7,47)
Desconhecido 2 (1,15)
TOTAL n=174

Foram considerados os produtos biolégicos relevantes para o estudo da doenga invasiva. Foi calculada a percentagem de
individuos do género ‘Masculino’ e ‘Feminino’, no total das 174 amostras. Foram considerados 6 grupos etdrios. Foram
utilizados os critérios das NUTS II para a localizacdo dos hospitais.
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Tabela 2.1.2. Origem das estirpes clinicas invasivas de Haemophilus influenzae, isoladas em Portugal, entre os anos de
2011 e 2016.

2011 2012 2013 2014 2015 2016 TOTAL

Sangue 19 15 26 30 27 33 150
LCR 3 4 2 - 3 3 15
Abcesso Cervical - - - - - 1 1
Liquido Articular - 1 1 - 1 - 3

Liquido Pleural - 2 - 2 - -

Liquido Ascitico - 1 - - - - 1

TOTAL 22 23 29 32 31 37 174

LCR: Liquido Cefalorraquidiano

2.2 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS E EXTRACAO DE DNA

Todas as estirpes foram semeadas em gelose chocolate com PolyViteX (bioMérieux, Linda-a-
Velha, Portugal) e incubadas a 35°C = 2°C e 5% de CO,, o.n. (overnight). Apés verificacido da pureza
e viabilidade da cultura, foram congeladas a -80°C.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada pelo método da lise por fervura.

Cinco ou seis colénias da estirpe foram ressuspendidas em 100 pl de dgua bidestilada estéril,
livre de DNases e RNAses e fervidas em banho-maria durante 10 minutos, utilizando uma placa de
aquecimento (IKA-Werke GmbH & CO Kg MEC2P, Carnaxide, Portugal). Apds a fervura, o DNA foi
separado dos restantes constituintes celulares por meio de uma centrifugacdo, a 13 000 rpm, durante 3
minutos, a temperatura ambiente (Eppendorf, Carnaxide, Portugal). Apds centrifugacdo, foram
transferidos entre 80 a 90 pl de sobrenadante (contendo o DNA) para um novo tubo eppendorf,
devidamente identificado com o niimero da estirpe.

O DNA extraido foi armazenado a - 20°C.

2.3 PESQUISA DA PRODUCAO DE $-LACTAMASE

A producdo de B-lactamase foi pesquisada por meio de um teste cromogénico, que utiliza o
Nitrocefin (Oxoid Ltd, Hampshire, Inglaterra), uma cefalosporina, como substrato.

O teste tem como principio uma reacdo colorimétrica, que ocorre quando, em contacto com
uma estirpe produtora de B-lactamase, o nitrocefin passa de amarelo a vermelho, indicando assim a
destruicdo do seu anel B-lactdmico (O’Callaghan et al, 1972).

Efetuou-se a suspensdo de cinco a seis coldnias de cada estirpe em 30 pl de nitrocefin, numa
placa de microdilui¢do, e ap6s alguns minutos, registou-se o resultado da reacdo colorimétrica.
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2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A suscetibilidade aos antibidticos em H. influenzae foi determinada pelo método da
microdilui¢do em placa, utilizando as normas mais recentes do European Comittee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST 2017; http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/ Visualizado em
Abril de 2017).

Em condig¢des de assepsia, quatro a cinco colénias foram ressuspendidas em frascos com 3 ml
de 4gua autoclavada e desionizada (Beckman Coulter, Dade Behring Inc, West Sacramento, EUA). A
suspensdo foi vortexada (IKA-Werke GmbH & CO Kg MEC2P, Carnaxide, Portugal), e verificou-se
se o seu padrao de turvacgdo era equivalente ao padrdo de turvacio standard 0,5 de McFarland.

Posteriormente, inocularam-se 100 pl dessa suspensdo em 25 ml de meio de crescimento
Haemophilus Test Medium Broth (HTM Beckman Coulter [10 x 25 ml] B1015-26, Dade Behring Inc,
West Sacramento, EUA). O inéculo foi em seguida distribuido na placa MICroSTREP plus® tipo 3
(Dade Behring Inc, West Sacramento, EUA), com o auxilio de um inoculador (RENOK). As placas
foram incubadas a 35°C £ 2°C, overnight, numa atmosfera sem CO,.

A leitura das placas foi feita por observacio da turbidez de cada poco, incluindo dos pogos de
controlo.

Efetuou-se o registo da CIM (mg/L) para cada um dos 13 antibidticos estudados
(amoxicilina/4cido clavulanico, ampicilina, azitromicina, cefaclor, cefepime, cefotaxima, cefuroxima,
ciprofloxacina, cloranfenicol, meropenem, rifampicina, tetraciclina e trimetoprima-sulfametoxazol).

As estirpes foram classificadas de acordo com as diferentes categorias de suscetibilidade,
utilizando os breakpoints estabelecidos pelo EUCAST.

Tabela 2.4.1. Categorias de suscetibilidade, CIM (mg/L), para H. influenzae, de acordo com os breakpoints
estabelecidos pelo EUCAST 2017 (13 antibioticos).

Categorias de suscetibilidade / Breakpoints (mg/L)
Agente Antimicrobiano Abreviatura Sensivel Resistente
Amoxicilina/Acido clavulanico Amc <2 >2
Ampicilina Amp <1 > 1
Azitromicina Azi <0,125 >4
Cefaclor Cfr - -
Cefepime Cpe <0,25 > 0,25
Cefotaxima Cft <0,125 > 0,125
. iv <1 Iv >2
Cefuroxima crm Oral <0,125 Oral > 1
Cloranfenicol C <2 >2
Ciprofloxacina Cp < 0,06 > 0,06
Meningite <0,25 | Meningite > 1
Meropenem Mer Outros <2 Outros >2
Rifampicina Rif <1 > 1
Tetraciclina Te <1 >2
Trimetoprima/Sulfametoxazol SXT <0,5 > 1

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone

diameters. Version 7.0, 2017. http://www.eucast.org
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2.5 DETECAO DA CAPSULA E DETERMINACAO DO SEROTIPO CAPSULAR

A presenca de cdpsula nas estirpes de H. influenzae foi determinada pela amplificacdo por
PCR, de um fragmento interno do gene bexA, localizado na regido I do locus cap, com 343 pb. No
caso das estirpes ndo capsuladas, por nio estar presente o gene bexA, ndo ocorre amplificagao.

A mistura reacional (25 pl) para uma reacdo (1x) era constituida por 2,5 ul de tampao 10x
(Bioline), 2,5 pl de dNTPs 10 uM (mix composta por dATP, dTTP, dCTP e dGTP; 2,5 mM cada)
(Roche Diagnostics GmbH), 0,4 pl de cada primer especifico para a amplificacdo do gene bexA
(Eurogentec, Seraing, Bélgica), descritos por Falla et al, 1994, 1,75 pl de MgCl, 25 mM (Qiagen,
Alemanha) e 0,1 pl de Taq polimerase (Qiagen, Alemanha).

A mistura reacional com volume final de 23,5 ul, adicionou-se 1,5 pl de DNA.

No Anexo I, encontra-se uma tabela com a lista e sequéncia dos primers utilizados na detec¢ao
e amplificacdo da regido especifica da cdpsula.

A reacdo de amplificagdo foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, AB), com o seguinte programa de amplificacdo: um ciclo de pré-desnaturacio a
94°C, durante 5 minutos, 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto (desnaturagdo), 55°C durante 1 minuto
(annealing) e 72°C durante 1 minuto (extensio), e um ciclo de 72°C durante 10 minutos (extensao
final).

A andlise do produto amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose (Lonza,
Rockland, ME, USA) a 2% (p/v), em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE 1x), a 100V, durante 30
minutos.

Para o gel, adicionaram-se 100 ml de tampao TBE 1x a 2 g de agarose, e dissolveu-se no
microondas. Adicionaram-se 5 pl de Sybr safe (400ul 10 000x em DMSO) (Invitrogen, USA) a
agarose, para visualizacdo das bandas.

Em cada pogo foram colocados 5 pl de produto de PCR amplificado e 2 pl de azul de
bromofenol. Foram utilizados 3 pl do marcador molecular VIII (Roche Diagnostics GmbH), com
bandas entre os 1114 pb e os 19 pb.

Os resultados foram fotografados com o Gel Doc 2000 (Bio-Rad).

Para a caracterizagdo do serotipo foram utilizados primers especificos (Falla et al, 1994) de
cada um dos 6 serotipos capsulares descritos (a-f).

A mistura reacional e o programa de amplificagcdo utilizados para o PCR de determinagdo do
serotipo capsular sio idénticos aos descritos para o PCR de pesquisa de capsula.

A andlise do produto amplificado foi feita do mesmo modo anteriormente descrito para a
pesquisa de capsula.

2.6 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

A genotipagem dos isolados de H. influenzae em estudo foi realizada pela técnica de
Multilocus Sequence Typing (MLST).

Foram utilizados primers especificos para a amplificacdo de cada um dos 7 fragmentos
internos conservados (housekeeping genes), e de acordo com a técnica descrita por Meats et al, 2003:
adk, atpG, frdB, fucK, mdh, pgi e recA.

No Anexo II, encontra-se uma tabela com os primers utilizados para a amplificacdo da regido
especifica dos 7 genes.
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As 7 misturas reacionais de 25 pl eram constituidas por 1 pl de cada um dos primers
especificos para a amplificacdo dos 7 genes, a 20 pM, nas dire¢les forward e reverse, e 12,5 ul de
HotStar Taq Master Mix (Qiagen, Alemanha). Adicionaram-se 5 pul de DNA aos 20 pl de cada uma
das 7 misturas reacionais.

A amplificagdo dos 7 fragmentos foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, AB), com o seguinte programa de amplificacdo: um ciclo de pré-
desnaturagao a 95°C durante 15 minutos, seguidos de 34 ciclos de 95°C durante 30 segundos
(desnaturacdo), 55°C durante 30 segundos (annealing) e 72°C durante 1 minuto (extensdo), e um ciclo
de 72°C durante 10 minutos (extensao final).

A purificagdo dos produtos amplificados por PCR foi efetuada com o reagente ExoSAP-IT
(Thermo Fisher Scientific, EUA), que tem como fun¢do a remog¢do do excesso de primers e dNTPs do
produto de PCR. Adicionaram-se 3 pl de ExoSAP-IT a 5 pl de produto amplificado por PCR.

A reacdo de purificacdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, AB), com o seguinte programa: um ciclo a 37°C durante 15 minutos e um ciclo de 80°C
durante 15 minutos, para inativagdo da enzima.

A andlise do produto purificado foi realizada de acordo com o procedimento descrito para a
pesquisa de capsula, e utilizando o marcador de peso molecular VIII (Roche Diagnostics GmbH).

A partir da andlise das bandas de produto purificado no gel de agarose 2%, decidiu-se a
quantidade de produto purificado a utilizar na reag¢do de sequenciacao.

A amplifica¢do da reagc@o de sequenciacio foi realizada num volume final de 10 pl (mistura
reacional + DNA purificado).

A mistura reacional para 7 amostras, i.e., os 7 alelos de uma unica estirpe, era composta por
22,4 pl de tampao Big Dye 5x, 5,6 ul de Big Dye VI.I e 7 pl de primer M13F 100 uM (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) a 5 uM.. Aos 9 ul da mistura reacional adicionou-se 1 pl de DNA purificado.

Para a sequenciacdo de cada gene foi apenas utilizado o primer forward.

A reacdo de sequenciacdo foi efetuada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, AB), com o seguinte programa: um ciclo de pré-desnaturacdo a 96°C durante 1
minuto, seguidos de 25 ciclos de 96°C durante 10 segundos (desnaturagd@o), S0°C durante 5 segundos
(annealing) e 60°C durante 3 minutos e 30 segundos (extensdo), e um ciclo de 72°C durante 10
minutos (extensao final).

As sequéncias foram determinadas no sequenciador automdatico ABI 3130 XL (Applied
Biosystems, Lisboa, Portugal).

Os cromatogramas foram analisados com o programa Finch TV, versdo 1.4.0 (Geospiza Inc.) e
exportados para formato FASTA. A andlise das sequéncias obtidas por MLST foi feita através do site
de MLSTs de H. influenzae, que se encontra disponivel em http://pubmlist.org/hinfluenzae/, e que
utiliza 2 bases de dados interligadas através da plataforma BIGSdb genomics.

As sequéncias FASTA dos 7 alelos de cada isolado foram submetidas a base de dados para
atribuicdo do Sequence type (ST).

A plataforma PHYLOViZ foi utilizada para exibir as distancias alélicas entre os STs obtidos,
através da andlise pelo algoritmo goeBURST.
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2.7 DETECAO DA PRESENCA/AUSENCIA DE GENES DE VIRULENCIA

A presenca ou auséncia dos genes pilA, ompP5, hmwlA/2A, hifA, e hia foi determinada pela
amplificacdo por PCR de fragmentos dos genes com os respetivos tamanhos: 416 pb, 1040 pb, 140
pb,199 pb, 810 pb e 3259 pb.

Os detalhes acerca dos primers e controlos especificos utilizados para cada um dos ensaios
encontram-se compilados nos Anexos Il e IV.

Mistura reacional

A mistura reacional para uma reacdo (1x), para amplificacio do cada um dos genes de
viruléncia, foi realizada num volume final de 25 pl, constituida por: 2,5 ul de tampao (10x) (especifico
de cada enzima), 2 pl de dNTPs a 10 uM (mix composta por dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Takara),
2,5 ul de cada primer especifico (25 pmol), 1,5 pl de MgCl, 25 mM (Qiagen, Alemanha) e 0,2 ul da
enzima. A mistura reacional com volume final de 23 pl, adicionaram-se 2 pl de DNA.

As enzimas utilizadas foram a GOTaq polimerase (Qiagen, Alemanha) para os genes pilA e
hmwlA/2A, a Bio X-Act Short (Qiagen, Alemanha) para os genes ompP5 e hifA, e a TaKaRa Ex Taq®
DNA Polymerase (Takara) para o gene hia.

Programa de amplificacao

A reacdo de amplificacdo foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, AB) de acordo com os seguintes programas modificados a partir dos protocolos
descritos por Cardines e colaboradores (Cardines et al, 2007) e por Vuong e colabores (Vuong et al,
2013):

Para o gene pilA: um ciclo de pré-desnaturagcdo a 94°C, durante 5 minutos, 35 ciclos de 94°C
durante 1 minuto (desnaturagdo), 53°C durante 1 minuto (annealing) e 72°C durante 5 minutos
(extensdo), e um ciclo de 72°C durante 5 minutos (extenséo final).

Para o gene ompP5: um ciclo de pré-desnaturacdo a 94°C, durante 5 minutos, 35 ciclos de
94°C durante 30 segundos (desnaturacdo), 51°C durante 30 segundos (annealing) e 72°C durante 2
minutos (extensdo), e um ciclo de 72°C durante 10 minutos (extenséo final).

Para os genes hmwlA/2A: um ciclo de pré-desnaturacdo a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos
de 94°C durante 1 minuto (desnaturacdo), S0°C durante 30 segundos (annealing) e 72°C durante 1
minutos (extensao), e um ciclo de 72°C durante 10 minutos (extensao final).

Para o gene hifA: um ciclo de pré-desnatura¢do a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 94°C
durante 30 segundos (desnaturacdo), 50°C durante 30 segundos (annealing) e 72°C durante 1 minuto
(extensdo), e um ciclo de 72°C durante 10 minutos (extensdo final).

Para o gene hia: um ciclo de pré-desnaturacdo a 95°C durante 5 minutos, 30 ciclos de 95°C
durante 1 minuto (desnaturagdo), 53°C durante 1 minuto (annealing) e 72°C durante 5 minutos
(extensdo), e um ciclo de 72°C durante 10 minutos (extensao final).
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Eletroforese em gel de agarose

A andlise do produto amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose (Lonza,
Rockland, USA) a 2% (p/v), em tampao Tris-borato-EDTA (TBE 1x), a 100V, durante 30 minutos.
Para o gene hia, por ser um fragmento de elevado peso molecular (3259 pb), o gel utilizado foi de 1%
(p/v).

Para o gel (2% (p/v)), adicionaram-se 100 ml de tampao TBE 1x a 2 g de agarose, e dissolveu-
se no microondas. Adicionaram-se 5 pl de Sybr safe a agarose ainda quente, para visualizagdo das
bandas.

Em cada pogo foram colocados 7 pl de produto de PCR amplificado e 3 pl de azul de
bromofenol. Foram utilizados 3 pl do marcador molecular VIII (Roche Diagnostics GmbH), com
bandas entre os 1114 pb e os 19 pb. Para o gene hia, foram utilizados 3 pl do marcador molecular VII
(Roche Diagnostics GmbH), com bandas entre (359-8576 kb).

Os resultados foram fotogratados com o Gel Doc 2000 (Bio-Rad).
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3. RESULTADOS

3.1 PESQUISA E CARACTERIZACAO DA CAPSULA

Foram estudadas 174 estirpes isoladas de doentes com infecdo invasiva a Haemophilus
influenzae, provenientes de 32 centros e laboratérios hospitalares em Portugal, recebidas no
Laboratério Nacional de Referéncia de Haemophilus influenzae, do Departamento de Doencas
Infeciosas do Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA), em Lisboa, entre Janeiro de
2011 e Dezembro de 2016, inclusive.

A populacdo com doenca invasiva a H. influenzae foi caracterizada com base na recolha de
dados demogrificos e outros dados laboratoriais, quando disponiveis, e foi j4 sumarizada
anteriormente (Materiais e Métodos, Tabela 2.1.1).

No conjunto de doentes estudados verificimos que a frequéncia dos casos de doenca invasiva
foi superior em individuos com 65 ou mais anos (n=78), relativamente a frequéncia em individuos
com idades compreendidas entre os 18 anos e os 64 anos (n=51).

As idades dos pacientes variaram entre recém-nascido e 92 anos, com uma média de idades de
48 anos.

Apébs os 65 anos, a frequéncia da doenca foi ligeiramente superior em pacientes do sexo
masculino (n=37; n=31, em pacientes do sexo feminino). Entre os 18 anos e os 64 anos (inclusive), a
frequéncia também foi superior no sexo masculino (n=33; n=18 em pacientes do género feminino). A
Figura 3.1.1. relaciona os grupos etdrios com o género do paciente de onde proveio o isolado.

Distribuicao das 174 estirpes estudadas tendo em conta Idade e Género
35

30 -

25 A

20 -

15 - H Feminino

=
3
1-5

|
<1 - 6-10 11-20 21-50 51-60 61-70 71-80 >80
Grupos Etarios

M Masculino

Nimero de estirpes

Figura 3.1.1. Distribuicao das estirpes de H. influenzae pelos grupos etarios definidos e pelo género do paciente.
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A pesquisa e caracterizagdo da cdpsula foi efetuada para todas as 174 estirpes estudadas, tal
como descrito nos Materiais e Métodos.
A Tabela 3.1.1. apresenta os resultados obtidos para a caracterizagdo do estado capsular.

Tabela 3.1.1. Pesquisa e caracterizacao da capsula: 2011 - 2016.

Ano Hia (%) Hib (%) Hie (%) Hif (%) NC (%) TOTAL
2011 - 4 - - 18 22
2012 1 - 1 - 21 23
2013 1 5 - 1 22 29
2014 - 5 - 4 23 32
2015 - 1 1 - 29 31
2016 2 6 - - 29 37
TOTAL 4(2,3) 21 (12,1) 2 (L)) 5(2,9) 142 (81,6) 174

NC é referente as estirpes HINC. Néo foi detetada a presenca de estirpes pertencentes aos serotipos c e d.

Das 174 estirpes, 142 eram HiNC (81,6%), e 32 eram capsuladas (18,4%).

Relativamente as estirpes capsuladas 12,1% foram caracterizadas como pertencendo ao
serotipo b (21/174), 2,9% eram do serotipo f (5/174), 2,3% do serotipo a (4/174), e 1,1% eram do
serotipo e (2/174). No conjunto de estirpes estudadas entre 2011 e 2016 nao foi caracterizada nenhuma
estirpe dos serotipos c e d.

Relativamente as estirpes do serotipo b (21/174), 57,1% eram provenientes de pacientes com
idade inferior a 18 anos (12/21), e 42,9% das estirpes foram isoladas de pacientes adultos (9/21).

Nas criancas com doenga invasiva a Hib, verificaram-se 3 casos de faléncia vacinal.
Considerou-se faléncia vacinal nos casos em que ocorreu doenga invasiva numa crianga vacinada
(ap6s pelo menos 2 doses de vacina administrada), até 1 ano de idade (inclusive), tendo em conta o
periodo de incubacdo e o tempo necessario para adquirir imunidade (Heath ef al, 2000; Ladhani et al,
2010).

3.2 SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

Foi determinada a suscetibilidade aos antibidticos em 171 das 174 estirpes estudadas. Os 13
antibidticos estudados s3o os mais relevantes para o tratamento das infe¢Ses causadas por
Haemophilus influenzae — amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, azitromicina, cefaclor, cefepime,
cefotaxima, cefuroxima, ciprofloxacina, cloranfenicol, meropenem, rifampicina, tetraciclina e
trimetroprima/sulfametoxazol — tal como descrito em Materiais e Métodos.

Na Tabela 3.2.1 estdo representados os valores referentes a suscetibilidade das estirpes
estudadas (171/174). A tabela foi elaborada tendo em conta a concentracio inibitéria minima (CIM),
em mg/L, e os breakpoints estabelecidos pelo EUCAST (2017). As estirpes foram divididas em 3
categorias: Suscetivel (S), Intermédio (I) e Resistente (R). Para alguns dos antibidticos, ndo foi ainda

definido um breakpoint, a partir do qual a estirpe € considerada como sendo uma estirpe resistente.
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Tabela 3.2.1. Suscetibilidade aos antibiéticos das 171 estirpes estudadas, de acordo com as categorias e breakpoints
estabelecidos pelo EUCAST: CIMs,, CIMy, e percentagem (%) de estirpes suscetiveis (S), intermédias (I) e resistentes (R).

CIM,, Limites de variacao da CIM

(mg/L) S (%) I(%) R (%)
Amc 0,5 1 <025->2 157 (92) 14 (8) -
Amp 0,25 >8 <0,03->8 147 (86) - 24 (14)
Azi 0,5 1 <0,25-4 - 171 (100) -
Cfr <1 8 <1->16 - - -
Cpe <0,12 0,25 <0,12->0,5 166 (97) - 5@3)
Cft <0,03 | <0,03 <0,03-0,12 171 (100) - -
Crm 0,5 2 <0,25-8 - 146 (85) | 25 (15)
Cp <0,06 | <0,06 <0,06 171 (100) - -
C <1 <1 <1->8 170 (99) - 1(1)
Mer <0,06 0,12 <0,06 - 0,25 171 (100) - -
Rif <05 <05 <05 171 (100) - -
SXT <0,25 >2 <025->2 136 (79,5) 10,5 |34(20)
Te <1 <1 <1 171 (100) - -

Amc - Amoxicilina/Acido clavulanico; Amp — Ampicilina; Azi — Azitromicina; Cfr — Cefaclor; Cpe — Cefepime; Cft —
Cefotaxima; Crm — Cefuroxima; C — Cloranfenicol; Cp — Ciprofloxacina; Mer — Meropenem; Rif — Rifampicina; Te —
Tetraciclina; SXT - Trimetoprima/Sulfametoxazol

As percentagens de resisténcia e suscetibilidade variaram tendo em conta o antibidtico
estudado, sendo que de modo geral, as estirpes eram suscetiveis a maioria dos antibiéticos.

A maioria das estirpes (157/171; 92%) foi considerada suscetivel a amoxicilina/acido
clavulanico. As restantes (8%) foram incluidas na categoria de suscetibilidade intermédia.

Oitenta e seis por cento das estirpes (147/171) foram suscetiveis a ampicilina e as restantes 14%
foram consideradas resistentes.

A totalidade das estirpes (100%) foi categorizada com suscetibilidade intermédia,
relativamente a azitromicina.

De acordo com os pardmetros estabelecidos pelo EUCAST, nao existem breakpoints definidos
para o cefaclor. No entanto, a CIM5,, que representa a CIM que inibe 50% dos isolados, € <1 mg/L, e
a CIMy,, que inibe 90% dos isolados foi 8 mg/L, o que de acordo com as normas CLSI (utilizadas
anteriormente), estas estirpes seriam consideradas como suscetiveis ao cefaclor.

A maior parte das estirpes deste estudo (97%) foram suscetiveis ao cefepime (cefalosporina de
4* geragdo).

Todas as estirpes (100%) foram suscetiveis a cefotaxima, uma cefalosporina de 3* geragdo.

A maioria das estirpes estudadas (85%) apresentou suscetibilidade intermédia a cefuroxima e
15% apresentou resisténcia a este antibidtico. Nenhuma estirpe foi caracterizada como suscetivel a
cefuroxima.

Todas as estirpes estudadas foram suscetiveis a ciprofloxacina.

Apenas uma das estirpes estudadas (1%) apresentou resisténcia ao cloranfenicol e as restantes
foram suscetiveis (99%).

A totalidade das estirpes (100%) apresentou suscetibilidade ao meropenem e a rifampicina.

Cento e trinta e seis estirpes (79,5%) apresentaram  suscetibilidade ao
trimetoprima/sulfametoxazol. Apenas 1 estirpe (0,5%) apresentou suscetibilidade intermédia, e as
restantes 20% apresentaram resisténcia a este antibidtico.
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Todas as estirpes apresentaram suscetibilidade a tetraciclina.

3.3 PRODUCAO DE B-LACTAMASE

A producdo de B-lactamase foi determinada para a totalidade da amostra estudada (n=174), de
acordo com o método descrito nos Materiais e Métodos.

Estirpes Produtoras de p-lactamase (n=174)

B Positiva (n=23)

B Negativa (n=151)

Figura 3.3.1. Percentagem de estirpes produtoras de fB-lactamase. A vermelho encontra-se a percentagem de estirpes ndo
produtoras de B-lactamase (Bla-) e a azul encontra-se a percentagem das estirpes produtoras de f-lactamase (Bla+).

A maioria das estirpes estudadas (151/174; 86,8%) € nao produtora de -lactamase, sendo as
restantes 13,2% produtoras.

Relativamente as estirpes produtoras, verificou-se ainda que todas (100%) possuem uma
resisténcia elevada a ampicilina (CIM > 8 mg/L).

Na amostra estudada, destacam-se 16 estirpes ndo produtoras de [-lactamase, que
fenotipicamente poderdo ser caracterizadas como BLNAR (16/151; 10,6%), uma vez que
apresentaram valores de suscetibilidade reduzida a ampicilina (15 estirpes com CIM = 1 mg/L; 1
estirpes com CIM = 2 mg/L).

3.4 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

A genotipagem dos isolados de H. influenzae foi realizada pela técnica de Multilocus
Sequence Typing (MLST), tal como descrito nos Materiais e Métodos.

A técnica de MLST foi realizada em 136 estirpes capsuladas e nao capsuladas da amostra total
(n=174).

Entre as 136 estirpes foram identificados 71 STs diferentes ja conhecidos e incluidos na base
de dados internacional. Foram ainda identificados 6 STs “novos” (ndo descritos na base de dados).
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Na Figura 3.4.1 encontra-se uma das possiveis representacOes esquemadticas da diversidade
genéticas das estirpes estudadas.

Os perfis de MLST revelaram elevada variabilidade genética (67%), com 71 STs diferentes,
no subconjunto das estirpes HINC (n=106).

As estirpes capsuladas (30 estirpes) apresentaram-se clonais, na medida em que cada serotipo
foi associado a um determinado ST. Assim, 20 estirpes do serotipo b foram caracterizadas como ST6
(19/136; 14%) e ST190 (1/136; 0,7%), correspondendo todas as 20 estirpes ao CC6. Nao foi realizado
MLST para uma das estirpes do serotipo b. As estirpes do serotipo a foram caracterizadas como ST23
(4/136; 2,9%), as estirpes do serotipo e como ST18 (1/136; 0,7%), e as estirpes do serotipo f como
ST124 (5/136; 3,7%).
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Serotipo b

Serotipo f

Serotipo a

Serotipo e

Figura 3.4.1 Representacio esquematica da diversidade genética entre os isolados de H. influenzae (n=136), de acordo
com o algoritmo goeBURST. Os ST estdo indicados através de nimeros no interior de circulos, em que o tamanho destes
reflete o ndimero de isolados para cada ST (nfo-linear). As linhas que ligam os vérios circulos estdo legendadas com um
nimero que representa a distancia alélica entre os STs (PHYLOViZ 2.00, disponivel em www.phyloviz.net).
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Na Tabela 3.4.1. estdo representados os perfis alélicos dos isolados que ndo constam da base
de dados internacional.

Todas as estirpes apresentaram perfis alélicos diferentes, com excecdo das duas primeiras
estirpes, que apenas diferiram em 3 loci — fucK, mdh e pgi.

Tabela 3.4.1. Perfis alélicos dos isolados de H. influenzae com ST nao definido na base de dados internacional
(“novos™).

Estirpe pgi recA
1 2013 3 18 53 2 17 165 23 Novo
2 2014 3 18 53 15 86 13 23 1829*
3 2014 1 117 1 14 9 14 13 Novo
4 2015 39 8 35 11 65 21 19 1830*
5 2015 26 14 1 1 7 57 50 Novo
6 2016 69 20 7 1 26 36 29 Novo

* ST foi atribuido apds a entrega da versdo provisdria da dissertacdo. As restantes sequéncias serdo submetidas para
atribui¢do do ST.

3.5 DETECAO DA PRESENCA/AUSENCIA DE GENES DE VIRULENCIA

Foi determinada a presenca/auséncia de 6 genes de viruléncia previamente selecionados - pilA,
ompP5, hmwlA/2A, hifA, e hia, de acordo com o procedimento descrito nos Materiais e Métodos.

Para cada um dos genes estudados foi utilizado um sub-conjunto da amostra total (n=174).

Na Tabela 3.5.1., encontra-se a descricdo do nimero de estirpes para as quais se detetou a
presenca/auséncia dos genes estudados.

Tabela 3.5.1. Presenca/Auséncia de 6 genes determinantes de viruléncia.

Gene Tamanho (pb) Numero de estirpes estudadas

pilA 416 74
ompP5 1040 74
hmwlA 140 46
hmw2A 199 46

Hifa 810 46

Hia 3259 23

O tamanho do produto esperado apds amplificacdo encontra-se definido na Tabela 3.5.1, para
cada um dos genes referidos. Um esquema de cada um dos genes e respetivo produto de amplificagéo
esperado poderd ser consultado nos Anexos (Anexos V-X).

Os resultados da amplificagdo dos genes foram categorizados como: Presente / Ausente.

Na Tabela 3.5.2., os resultados foram tratados de dois modos — tendo em conta todas as estirpes para
os quais se amplificou o gene, e tendo apenas em conta as estirpes que eram HiNC — uma vez que os
genes hmwlA/2A, hifA e hia ndo se encontram presentes em estirpes capsuladas.

Tabela 3.5.2. Presenca/Auséncia dos genes determinantes de viruléncia relativamente ao estado capsular.
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Presenca

Gene HiNC (n/total) % HiNC + Capsuladas (n/total) %

pilA 62/66 93,9 70/74 94,6
ompP5 59/66 89,4 66/74 89,2
hmwlA 24/40 60,0 24/46 52,2
hmw2A 24/40 60,0 24/46 52,2

hifA 6/40 15,0 6/46 13,0

hia 5/18 27,8 5/23 21,7

A tabela tem em conta a presenca do gene exclusivamente nas estirpes HiNC, bem como no conjunto das estirpes HiNC e
capsuladas, para comparagao.

Foi detetada a presenga do gene pilA em 62 das estirpes HiNC analisadas e em 70 das estirpes
do conjunto HiNC e capsuladas (93,9% e 94,6%, respetivamente).

Relativamente ao gene ompP5, foi detetada a sua presenca em 59 das estirpes HINC (89,4%) e
em 66 das estirpes do conjunto total analisado (89,2%).

Vinte e quatro das estirpes HiINC possuiam os genes hmwlA/2A (60%; 52,2% no conjunto
total).

Apenas se detetou a presenca do gene hifA em 6 estirpes (15% para o conjunto das estirpes
HiNC; 13,0% no conjunto total das estirpes HINC e capsuladas).

Apenas foi detetada a presenga do gene hia em 5 das estirpes estudadas (27,8%; 21,7% no
conjuntos total das estipes HiNC e estirpes capsuladas).

Na Tabela 3.5.3., encontra-se a informacdo referente a presenca ou auséncia dos 6 genes,
tendo ainda como referéncia os resultados referentes a produgdo de -lactamase, pesquisa de cdpsula, e
MLST. Nio existe informagdo acerca do ST de duas das estirpes. As estirpes encontram-se ainda
ordenadas tendo em conta o ano de isolamento das estirpes (do mais antigo para o mais recente).

Na Tabela 3.5.4, encontra-se o mesmo tipo de informacfo (ordenado da mesma forma), mas
tendo apenas em conta as estirpes para as quais existem resultados relativos a presenca/auséncia de
pelo menos 3 dos genes estudados.

Tabela 3.5.3. Presenca/Auséncia (+/-) dos 6 genes de viruléncia estudados - pilA, ompP5, hifA, hmwlA/2A e hia
relativamente a producio de p-lactamase, estado capsular e ST.
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B-lactamase  Capsula ] hifA hmwlA hmw2A hia
. n.d. n.d.

Negativo NC 103 + + n.d. n.d

Negativo NC 139 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 276 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 334 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 84 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 139 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 134 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 143 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 568 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 408 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 203 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 13 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 341 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 3 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo b 6 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 241 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 914 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 139 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 1224 - + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 57 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 46 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 147 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Positivo NC 57 + - - + + n.d.
Negativo NC 1608 + + n.d. n.d. n.d. n.d.
Positivo NC 388 + + - n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 3 + + - + + n.d.
Negativo NC 1324 + + - + + n.d.
Negativo NC New + + - - - n.d.
Negativo NC 57 + + - + + n.d.
Negativo NC 84 + + - + + n.d.
Negativo NC 411 + + n.d + + n.d.
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Negativo NC 932 + + - + + n.d.
Negativo NC 263 + + n.d. - - n.d.
Negativo NC 1209 + + - - -
Negativo NC 263 + + - n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 183 + + - + + n.d.
Negativo NC 107 + + + - - n.d.




Negativo NC 12 + - - + + n.d.
Positivo NC 103 + n.d. n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 676 - - - - +
Negativo b 6 + - n.d. n.d. n.d. n.d.
Positivo NC 836 + + - - - n.d.
Positivo NC + + - + + -
Negativo NC New + + - - - +
Negativo NC 34 + + - + + -
Negativo NC 159 + + + - - n.d.
Negativo NC 409 + + + + + -
Negativo NC 409 + + + + + n.d.
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Positivo NC 836 + + - + + n.d.
Negativo NC 1780 + + - - - +
Negativo NC 697 + + - + + n.d.
Negativo NC 187 + + - + + n.d.
Negativo a 23 + + - - - n.d.
Negativo NC 411 + + - + + -
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Negativo NC 560 + + - - - -
Negativo b 6 + + - -
Negativo b 6 + + - - - -
Negativo a 23 + + - - - n.d.
Negativo NC 155 + + - - - -
Negativo NC 716 + + - + + -
Negativo NC 276 + + - - - -
Negativo b 6 + + - - - -
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Negativo NC 1068 + + - - - -
Negativo NC 1069 + + - + + -
Negativo NC 1426 + + + - - -
Negativo NC 919 - + - - - +
Negativo b 6 + + - - - -
Positivo NC 160 + + - + + n.d.
Negativo NC 425 - + - - - +

I:l ST néo determinado; n.d. — ndo disponivel. Néo foi estudada a presencga/auséncia do gene.

Tabela 3.5.4. Presenca/Auséncia (+/-) dos 6 genes de viruléncia estudados - pilA, ompP5, hifA, hmwlA/2A e hia nas
estirpes para as quais foram detectados pelo menos 3 dos genes estudados.
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p-lactamase Capsula pilA  ompP5 ‘ hifA hmwlA  hmw2A
Positivo NC 57 - - + + -
Positivo NC 388 + + - n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 3 + + - + + n.d.
Negativo NC 1324 + + - + + n.d.
Negativo NC New + + - - - n.d.
Negativo NC 57 + + - + + n.d.
Negativo NC 84 + + - + + n.d.
Negativo NC 411 + + n.d. + + n.d.
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Negativo NC 932 + + - + + n.d.
Negativo NC 263 + + n.d. - - n.d.
Negativo NC 1209 + + - -
Negativo NC 263 + + - n.d. n.d. n.d.
Negativo NC 183 + + - n.d.
Negativo NC 107 + + + - - n.d.
Negativo NC 12 + - - + + n.d.
Negativo NC 676 - + - - - +
Positivo NC 836 + + - - - n.d.
Positivo NC + + - + + -
Negativo NC New + + - - - +
Negativo NC 34 + + - + + -
Negativo NC 159 + + + - - n.d.
Negativo NC 409 + + + + + -
Negativo NC 409 + + + + + n.d.
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Positivo NC 836 + + - + + n.d.
Negativo NC 1780 + + - - - +
Negativo NC 697 + + - + + n.d.
Negativo NC 187 + + - + + n.d.
Negativo a 23 + + - - - n.d.
Negativo NC 411 + + - + + -
Positivo NC 103 + + - + + n.d.
Negativo NC 560 + + - - - -
Negativo b 6 + + - - -
Negativo b 6 + + - - - -
Negativo 23 + + - - - n.d.
Negativo NC 155 + + - - - -
Negativo NC 716 + + - + + -
Negativo NC 276 + + - - - -
Negativo b 6 + + - - - -
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Positivo NC 103 + + - + + n.d
Negativo NC 1068 + + - - - -
Negativo NC 1069 + + - + + -
Negativo NC 1426 + + + - - -
Negativo NC 919 - + - - - +
Negativo b 6 + + - - - -
Positivo NC 160 + + - + + n.d
Negativo NC 425 - + - - -

I:l ST ndo determinado; n.d. — ndo disponivel. Nao foi estudada a presenc¢a/auséncia do gene.

Apesar da elevada variabilidade das estirpes (HiNC), as estirpes com o mesmo ST e com o
mesmo resultado relativamente a producdo de B-lactamase, apresentaram ainda, de modo geral, o
mesmo tipo de resultado de presenca/auséncia dos genes de viruléncia (estirpes com ST 103 e ST 411,
por exemplo).

Para as estirpes capsuladas, os resultados foram consistentes e ndo foi detetada a presenga dos
genes hmwlA/2A, hifA e hia, que sdo genes exclusivos das estirpes HiNC.
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4. DISCUSSAO

4.1 PESQUISA E CARACTERIZACAO DA CAPSULA

Um dos acontecimentos mais marcantes na epidemiologia do H. influenzae foi a introdugao da
vacina contra o serotipo b, e a sua incorporacdo no PNV sucessivamente em diversos paises, em todo
o mundo (Ladhani et al, 2010).

Apds a sua introdugdo, iniciou-se uma diminuicdo acentuada na prevaléncia de doenga
invasiva provocada por estirpes Hib, sobretudo na Europa. Esta diminui¢do foi acompanhada de um
aumento na prevaléncia da doenca invasiva causada por estirpes HiNC (Peltola et a/, 2000; Ladhani et
al, 2010). Em algumas situagdes, esta inversdo € tdo relevante que se coloca a hipétese de uma
“substituicdo”, por outras estirpes da mesma espécie, uma vez que, como a vacina conjugada contra as
estirpes do serotipo b tem como efeito a redugdo da bactéria na faringe do portador, em teoria, estirpes
ndo capsuladas ou de outros serotipos, poderiam assim causar doenga invasiva (Tsang, 2007; Ladhani
et al, 2010). Esta emergéncia das estirpes HINC tem sido cada vez mais relevante no estudo da doenca
invasiva, estando inclusive agora também associada a casos muito graves (Gkentzi et al, 2012), o que
foi também verificado neste estudo, em que 2 dos casos reportados como 6bito foram devido a doenca
invasiva causada por uma estirpe HiNC (ambos pacientes com mais de 65 anos).

Nesta dissertacdo, foi analisada a epidemiologia do H. influenzae, com o intuito de caracterizar
a doenga invasiva em Portugal, no periodo compreendido entre 2011 e 2016 (inclusive), dando énfase
a caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isolados. Numa fase final pretendemos associar a
presenca/auséncia de alguns dos principais genes de viruléncia, principalmente no caso das estirpes
HiNC, com a gravidade das infecdes a que este tipo de estirpes estd cada vez mais associado.

Atualmente, os casos de doenca invasiva, e sobretudo os que sio devidos a estirpes HiNC, sdo
mais comuns em pacientes adultos e em idosos com idade superior a 65 anos. Em alguns destes casos,
a invasdo por parte da estirpe acontece devido ao sistema imunitirio do paciente encontrar-se
debilitado (devido a idade ou outras doengas) (Ulanova & Tsang, 2009; Agrawal & Murphy, 2011).
Em recém-nascidos, os casos de doenca invasiva por estirpes HiNC pode ser até 10 vezes mais
frequente do que por estirpes do serotipo b, com maior frequéncia de casos durante a primeira semana
de vida (Ladhani et al, 2010; Collins et al, 2015).

O nosso trabalho vem de encontro a estes estudos, tendo-se observado, na populagdo estudada
(n=174), uma maior frequéncia de casos de doenga invasiva em pacientes adultos, entre os 20 anos e
0s 92 anos, e em recém-nascidos até aos 11 meses. Em particular, observaram-se 26 casos de doenca
em pacientes entre os 0 e os 11 meses (14,9%), 15 casos em pacientes com idade entre 1 ano e 5 anos
(inclusive) (8,62%), 10 casos em pacientes com idade entre os 6 anos e os 19 anos (5,75%), 42 casos
em pacientes com idade entre os 20 anos e os 59 anos (24,1%), 49 casos em pacientes com idade entre
os 60 anos e os 79 anos (28,2%), e 32 casos em pacientes com idade igual ou superior a 80 anos
(18,4%).

Estes resultados estdo ainda de acordo com o observado anteriormente em Portugal (Bajanca-
Lavado et al, 2014), no periodo compreendido entre 2002 e 2010, onde se caracterizaram 144 estirpes
isoladas de infecdo invasiva tendo 38 estirpes HiNC sido isoladas de criangas até aos 18 anos de idade.
No nosso estudo, com 174 casos de infec@o invasiva, foram isoladas 33 estirpes HiNC, para o mesmo
intervalo de idade. Em adultos (maiores de 18 anos), no estudo anterior foram isoladas 72 estirpes
HiNC, enquanto que neste estudo foram isoladas 109 estirpes HiNC.
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A maior parte das nossas estirpes foi isolada de pacientes do género masculino (61,5%) e as
restantes 67 estirpes de pacientes do género feminino (38,5%). Esta tendéncia foi também verificada
em estudos realizados em outros paises (Campos et al, 2004, Tsang et al, 2016).

Relativamente ao produto de onde foram isoladas as estirpes verificou-se que a maior parte foi
isolada a partir do sangue (150/174); 86,21%) e apenas uma pequena parte do liquido
cefalorraquidiano (15/174; 8,62%). No entanto, num trabalho realizado com estirpes invasivas isoladas
antes da introducdo da vacina Hib no nosso PNV, a percentagem de estirpes isoladas do liquido
cefalorraquidiano era bastante mais elevada (52/119; 43,7%) (Bajanca et al, 2004). Recentemente tem-
se verificado que a a maior parte das estirpes responsdveis por infe¢do invasiva sdo isoladas no sangue
(Bajanca-Lavado et al, 2014; Puig, 2015), tendéncia esta que estd de acordo com o estudo aqui
apresentado.

Nao foi disponibilizada informacao sobre o diagndstico clinico para a maioria dos casos. De
acordo com a informacgdo disponibilizada, o diagnéstico clinico mais frequente foi Pneumonia,
Meningite e Septicémia, o que também foi verificado em outros paises da Europa (Puig, 2015; ECDC,
2015, visualizado em Junho de 2017).

Quanto a regido de onde proveio cada um dos isolados, foram utilizados os critérios das NUTS
II para a localizacdo dos hospitais, num total de 7 regides diferentes. Como esperado, a maioria dos
isolados sdo provenientes da Area Metropolitana de Lisboa (92/174; 52,9%) e da regido do Norte
(48/174 27,6%). Entre Janeiro de 2011 e Dezembro de 2016 ndo se verificou nenhum periodo
preferencial durante o qual se tenham recolhido mais isolados, o que também estd de acordo com os
outros estudos realizados no nosso pafs.

A maioria das estirpes (n=142) foram caracterizadas como HiNC (81,6%), e 32 eram
capsuladas (18,4%). Quanto a caracterizagdo da cdpsula, 12,1% das estirpes estudadas pertencem ao
serotipo b (21/174), 2,9% sao do serotipo f (5/174), 2,3% do serotipo a (4/174), e 1,1% sdo do serotipo
e (2/174). Relativamente as estirpes do serotipo b (21/174), 57,1% das estirpes isoladas eram
provenientes de pacientes com idade inferior a 18 anos (12/21), e 42,9% das estirpes foram isoladas de
pacientes adultos (9/21).

Em Portugal, tendo apenas como referéncia os trabalhos de Bajanca-Lavado e colaboradores
(Bajanca et al, 2004; Bajanca-Lavado et al, 2014), mas que seguem a tendéncia dos demais paises, a
introducdo da vacina levou a uma diminui¢do significativa das estirpes Hib. No primeiro estudo, com
119 estirpes isoladas no periodo pré-vacina entre 1989 e 2001, 60,5% das estirpes eram do serotipo b
(72/119) e apenas 38,6% eram estirpes HINC (46/119). Em 2001, foi ainda descrita pela primeira vez
em Portugal, uma estirpe de serotipo f. No estudo seguinte, realizado entre 2002 e 2010 e relativo a
144 estirpes de infecdo invasiva, 77,1% dos isolados eram HiNC (111/144), 13,2% das estirpes
pertenciam ao serotipo b (19/144) e 9,7% a outros serotipos (14/144): 6,9% ao serotipo f, 2,1% ao
serotipo a, e 0,7% ao serotipo d. Neste sentido, o estudo conducente a esta dissertacdo reflete a
tendéncia verificada ao longo dos anos, com uma diminui¢do no ndmero de estirpes do serotipo b, e
aumento da doenga invasiva causada por estirpes HiNC, bem como um aumento na infe¢do por
estirpes capsuladas ndo-b. Os estudos de vigilancia sdo, por isso de extrema importancia, de modo a
avaliar a emergéncia destas estirpes e as alteracdes a epidemiologia da infegao.

Outros estudos europeus, realizados em Espanha e Itdlia, tém também caracterizado estirpes
dos serotipos a, e, e f (Campos et al, 2004; Cerquetti et al, 2004). Num estudo a nivel Europeu,
conduzido por Ladhani e colaboradores (Ladhani et al, 2010), verificou-se também um aumento de
estirpes capsuladas ndo-b, sendo que as mais frequentes pertenciam aos serotipos e e f.

Num estudo posterior, realizado em Inglaterra e Pais de Gales entre 2001 e 2010 (Ladhani et
al, 2012), foi reportado um aumento de 11% na prevaléncia das estirpes do serotipo f e de 7,4% na
prevaléncia das estirpes do serotipo e. Num outro estudo realizado nestes paises e dedicado a recém-
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nascidos, Collins e colaboradores (Collins et al, 2015) reportaram uma prevaléncia de 97% para as
estirpes HiNC, e 2 estirpes de serotipo f, como causadoras de doenga invasiva.

No Canada, verificou-se emergéncia do serotipo a, apds a implementacio da vacina conjugada
contra o Hib, bem como casos de doenga invasiva causada por estirpes dos serotipos e e f (Ulanova &
Tsang, 2009). Posteriormente, num estudo que abrangeu o periodo entre 2000 e 2012, o serotipo a foi
também identificado como sendo o serotipo predominante (Tsang, 2016).

Um exemplo também interessante de referir, uma vez que foi um pais que apenas
implementou a vacina conjugada contra o Hib mais recentemente (2008), em compara¢do com outros
paises, é o caso do Japdo. No periodo pré-vacina, Hasegawa e colaboradores (Hasegawa et al, 2004)
reportaram uma elevada frequéncia de estirpes do serotipo b, bem como um elevado nivel de
resisténcia a antibidticos.

No conjunto de estirpes estudadas entre 2011 e 2016 ndo foi detetada a presenca de estirpes
pertencentes aos serotipos ¢ € d. Em Portugal, foi reportado, em 2009, o primeiro caso de doenca
invasiva por serotipo d (Calado et al, 2011).

A propor¢do de estirpes caracterizadas pertencentes aos serotipos a e f € ainda preocupante,
pois, a semelhanca de Portugal, estes serotipos tém vindo a ser caracterizados com maior frequéncia
na Europa. Para os anos de 2007-2014 foi reportado um aumento nos casos de doenga invasiva
causados por estirpes do serotipo f, evidenciado em idosos com mais de 60 anos (Tsang et al, 2017,
Whittaker et al, 2017). Estas estirpes sdo oriundas do Canadd e do Brasil. Tsang e colaboradores
reportou uma predominancia dos serotipo a (23%, em 45,4% de estirpes capsuladas) e f (10,8%), no
Canadé (Tsang et al, 2017). No Brasil, num estudo publicado recentemente e em que utilizaram
estirpes isoladas entre 1986 (pré-vacina) e 2014, foi reportado um aumento significativo na frequéncia
das estirpes do serotipo a, apds a introducdo da vacina, que ocorreu em 1999. O serotipo a tera sido
responsavel por 11 de 197 casos de meningite (entre 2000 e 2014) (Tuyama et al, 2014).

4.2 SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

Apesar de H. influenzae ser um organismo normalmente suscetivel aos antibidticos, a sua
epidemiologia tem vindo também a mudar ao longo do tempo. Estas mudancas devem-se ndo s6 a
introducdo de novos antibidticos € mecanismos de resisténcia enzimdtica (com producdo de [-
lactamase), como também a alteracido das proteinas PBP, e ainda & introducdo da vacina conjugada
contra o Hib, como jid mencionado anteriormente (Hasegawa et al, 2006; Garcia-Cobos, et al, 2007,
Dabernat & Delmas, 2012).

E ainda de notar que alguns dos antibi6ticos incluidos no estudo cairam em desuso, devido ao
seu potencial téxico, como € o caso do cloranfenicol e tetraciclina. Assim, a resisténcia a estes
antibidticos diminui drasticamente com a introdu¢do da vacina Hib, pois as estirpes do serotipo b eram
multirresistentes (ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina), sendo agora suscetiveis a maior parte dos
antibioticos. A principal resisténcia observada (14%) € relativamente a ampicilina, sendo que apenas 8%
das estirpes apresentavam suscetibilidade intermédia a associagdo amoxicilina/dcido clavulanico,
antibidticos estes usados como primeira linha de tratamento, principalmente nas infecdes respiratorias.
Para os antibidticos utilizados como primeira escolha no tratamento de infe¢do invasiva,
cefalosporinas de 3% e 4°* geracdo, ndo se observou resisténcia, com excecdo do cefepime (3%).

No primeiro estudo portugués (Bajanca et al, 2004), observou-se o declinio das estirpes
multirresistentes, de 50% entre 1989-1993, a 28,6% entre 1994-1999 e 0% em 2000. Esta diminui¢do

foi provavelmente devida ao declinio do Hib, no mesmo periodo.
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No estudo pds-vacina para o periodo 2002-2010, observou-se também uma diminuigdo
pronunciada na resisténcia a tetraciclina (de 16% para 2,1%) e ao cloranfenicol (de 10% para 0%).
Ndo se verificou a presenca de estirpes resistentes as cefalosporinas de 3* geracao.

O trimetoprima/sulfametoxazol é o antibidtico onde se detetou a maior percentagem de
resisténcia (20%), uma percentagem de resisténcia a ter em consideracdo, apesar de este ndao ser um
antibiético utilizado em doentes com infecdo invasiva. Resultados semelhantes foram reportados na
Europa e Estados Unidos/Canada (Eliopoulos & Huovinen, 2001; Karpanoja ef al, 2008; Sill & Tsang,
2008), cuja explicacdo poderd estar associada a elevada prescri¢do deste antibidtico, ndo para infecdes
associadas a H. influenzae, mas sim associadas a outros organismos, € que conduzem a um aumento
do nivel de resisténcia.

O panorama em Portugal é semelhante ao verificado no resto do mundo (com a excecdo de
paises como o Japdo). No periodo pré-vacina, a maioria dos casos de doenca invasiva eram devido a
estirpes do serotipo b, com uma elevada percentagem de estirpes multirresistentes. A introducio da
vacina conjugada e consequente alteracdo da epidemiologia (diminui¢cdo na frequéncia de estirpes
capsuladas do serotipo b, aumento na frequéncia de estirpes ndo capsuladas) modificou o fenétipo de
resisténcia para o ja descrito anteriormente.

4.3 PRODUCAO DE B-LACTAMASE

A maioria das estirpes deste estudo (86,8%) era nao produtora de P-lactamase, sendo as
restantes 13,2% produtoras. Todas as estirpes produtoras (100%) revelaram uma resisténcia elevada a
ampicilina (CIM > 8).

A prevaléncia de estirpes produtoras de -lactamase na Europa é elevada em Espanha, Franga
e Reino Unido (Fluit et al, 2005; Giufré et al, 2013).

Em Portugal, o nimero de isolados produtores de B-lactamase tem vindo a diminuir (26,9%
entre 1989-2001; 10,4% entre 2002-2010) (Bajanca et al, 2004; Bajanca-Lavado et al, 2014).

Salientamos, no entanto, 16 estirpes (16/151; 10,6%), com caracteristicas fenotipicas que as
permitem caracterizar como BLNAR. Esta percentagem € semelhante a encontrada anteriormente, no
estudo relativo a infecdo invasiva no periodo pds-vacinal (Bajanca-Lavado et al, 2014) onde foram
caracterizadas 11 estirpes BLNAR (11/129; 11,5%). Em Portugal, este mecanismo de resisténcia tem
sido estudado principalmente em estirpes isoladas de infecdo respiratéria (Barbosa et al, 2011;
Guilherme, 2013), onde se verificou uma emergéncia de estirpes com este fenétipo de resisténcia, ndo
tendo estirpes desta natureza sido detetadas no periodo pré-vacina (1989-2001).

Outros estudos tém reportado emergéncia deste tipo de estirpes resistentes, como por exemplo
em Espanha (Garcia-Cobos et al, 2007) e Canada (Tsang et al, 2009).

Esta ‘raridade’ na prevaléncia das estirpes BLNAR durante o periodo pré-vacina foi também
reportada noutros paises como a Finlandia (préximo de 0%) e Estados Unidos (2,5%).

Espanha, Coreia do Sul e Japdo sdo paises para os quais se verificam algumas excecdes, uma
vez que os antibidticos normalmente prescritos em cada caso sdo também diferentes. Observou-se uma
prevaléncia entre 23% a 56% de estirpes BLNAR para estes paises (Garcia-Cobos et al, 2007,
Tristram et al, 2007).

Mais recentemente, outros estudos no Japdo reportaram uma prevaléncia de 63,5% (Minami et
al, 2016) e de 60,5% (Kakuta et al, 2016). Na Coreia do Sul, foi reportada uma prevaléncia de 40,2%
de estirpes BLNAR (Park et al, 2013).
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Tendo em conta que o mecanismo por detrds das substituicdes de aminodcidos nestas estirpes
sdo mutagdes pontuais, € necessario continuar a vigilancia, para monitorizar as estirpes com este
mecanismo de resisténcia (Dabernat & Delmas, 2012), tanto relativamente aos perfis de mutacgdes,
como a sua frequéncia.

4.4 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING

Desde a sua introdu¢do que a eficdcia do MLST € evidente, podendo esta técnica ser utilizada
num largo espectro de bactérias, como uma forma simples de melhor entender a diversidade
genotipica dos isolados. Na maioria das bactérias € utilizado um esquema de 7 genes, como € o caso
do H. influenzae, em que se associa um nimero a cada isolado (ST). A andlise desse resultado permite
caracterizar complexos clonais e associd-los a determinantes de patogenicidade ou de resisténcia a
antibidticos, entre outros (Jolley & Maiden, 2014).

Este estudo foi realizado em 136 estirpes (HINC=106; capsuladas=30), e foram identificados
71 STs diferentes entre os HiNC (71/106; 67%) ja conhecidos e incluidos na base de dados
internacional, o que demonstra uma elevada variabilidade genética. Seis destes STs ainda ndo estdo
descritos e deverdo ser submetidos a base de dados para atribui¢do de um novo nimero. Por outro lado
as estirpes capsuladas apresentam-se clonais: as estirpes do serotipo b foram caracterizadas como ST6
(n=19; 14%) e ST190 (n=1; 0,7%) (CC6); as estirpes do serotipo a foram caracterizadas como ST23
(n=4; 2,9%), as estirpes do serotipo e como ST18 (n=1; 0,7%), e as estirpes do serotipo f como ST124
(n=5; 3,7%).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos anteriormente observados em Portugal e em
outros paises (Bajanca et al, 2004; Erwin et al, 2008; LaCross et al, 2013; Bajanca-Lavado et al,
2014;), onde se verifica uma grande diversidade de estirpes HiNC e elevada clonalidade nas estirpes
capsuladas.

Nas estirpes ndo capsuladas, a maioria dos STs foi encontrada apenas entre uma a trés vezes.
A clonalidade ndo € evidente e os complexos clonais sdo relativamente pequenos, o que também esta
de acordo com outros estudos (LaCross et al, 2013; Giufré et al, 2013).

Apesar de toda a diversidade entre as estirpes HINC, o ST mais frequente foi o ST-103 (n=7),
que corresponde a 5% do total de perfis analisados. Seis desses isolados provieram de individuos
adultos e um de uma crianga, ndo tendo entre eles qualquer associa¢io epidemioldgica aparente.

4.5 DETECAO DA PRESENCA/AUSENCIA DE GENES DE VIRULENCIA

Foram estudados 6 fatores de viruléncia: pilA e ompP5, que podem estar presentes em
qualquer estirpe, capsulada ou nio capsulada, e hmwlA/2A, hifA, e hia que podem estar presentes em
estirpes ndo capsuladas, sendo que hifA € ainda um fator de viruléncia presente nas estirpes do serotipo
b.

A subunidade pilA encontra-se presente em quase todas as estirpes de H. influenzae. A sua
presenca na maioria das estirpes causadoras de doenca invasiva era esperada, uma vez que a proteina
pilA (altamente imunogénica) desempenha um papel na mobilidade e aderéncia da bactéria as células
do hospedeiro, na primeira fase da invasdo (Kolappan et al, 2012). A sua sequéncia é ainda
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conservada nos isolados desta espécie, com excecdo de um pequeno segmento na zona das cisteinas
centrais e um outro fragmento préximo do C-terminal da proteina. Os primers utilizados (Vuong et al,
2013) para a amplificagdo deste gene foram assim um boa escolha, uma vez que se ligam numa zona
conservada (Novotny et al, 2011).

O gene pilA encontrou-se em 95% das estirpes estudadas (70/74), um resultado préximo do
obtido no estudo de Vuong e colaboradores — 98% (49/50) (Vuong et al, 2013).

Curiosamente, para um dos isolados HiNC la- foi obtida uma banda com um peso molecular
acima do esperado, e que foi registado como negativo (gene ausente). Uma possibilidade, poderia ser
que o produto amplificado se tratasse do cluster comABCDEF, homdlogo do cluster pilABCD, ja que
de acordo com o estudo de Carruthers e colaboradores (Carruthers et al, 2012), a amplificacdo do
cluster comABCDEF resulta num produto de aproximadamente 500 pb (enquanto que a amplificagdo
do gene pilA resulta num produto com 416 pb).

O gene ompP5 € outro gene de viruléncia importante que se encontra presente em quase todas
as estirpes de H. influenzae. A proteina P5 é um fator importante para estas estirpes uma vez que atua
na evasdo ao sistema complemento, uma das linhas de defesa do hospedeiro (Rosadini et al, 2014).

No presente estudo, o gene estava presente em 89% dos isolados (66/74), uma percentagem
superior ao valor obtido por Vuong e colaboradores (26/50; 52%) (Vuong et al, 2013). Os nossos
resultados s@o mais semelhantes ao reportado noutros estudos (Hiltke e al, 2002; Avadhanula et al,
2006).

As infecdes invasivas por H. influenzae sido precedidas por colonizagdo do trato respiratério
que é facilitado pelas fimbrias. O cluster das fimbrias das estirpes do serotipo b contém as
subunidades A-E (hifABCDE). A transcri¢do destes genes é determinada por mudancgas reversiveis nas
repeticdes TA, na zona do promotor entre o hifA e o hifB (bidirecional). Este cluster possui ainda
vdrias outras repeticdes e hairpins (Geluk et al, 1998), o que o torna num gene particularmente dificil
de estudar.

Neste trabalho apenas se detetou a presenga do gene hifA em 6 estirpes (6/46; 13%). Cardines
e colaboradores reportaram um valor de presenga do gene de 22% (2/9), sendo um valor mais elevado,
h4 a salientar o tamanho reduzido da amostra.

A colonizagdo do epitélio pela bactéria requer adesinas. A maioria das estirpes HiNC expressa
as adesinas HMW1A/2A, que apresentam 80% de homologia entre elas. Estas sdo o alvo principal da
resposta imunitdria, durante a infecdo. A HMW1 e HMW?2 sdo codificadas por loci diferentes, cada
um consistindo em 3 genes — hmwA, hmwB e hmwC (Barenkamp et al, 1994; Buscher et al, 2004).

Estas adesinas sdo altamente imunogénicas e sofrem fendmenos de variagcdo de fase, de modo
a se adaptarem ao seu ambiente. Apesar do seu grau de homologia, sabe-se que a expressdo destas 2
adesinas varia consoante um nimero de repeti¢cdes tandem de 7 pb, nos promotores destes genes
(Dawid et al, 1999; Giufré et al, 2008).

No nosso trabalho, 24 estirpes HINC possuem os genes hmwlA/2A (60%; 52,2% no conjunto
total estudado, no qual se incluem estirpes capsuladas). No entanto, de acordo com St Geme e
colaboradores (St Geme et al, 1998), este gene encontra-se presente em aproximadamente 80% das
estirpes HINC. Em 2002, estes investigadores publicaram novo artigo, onde referiram que este gene se
encontrava presente em 75% das estirpes nao capsuladas. Vuong e colaboradores (Vuong et al, 2013),
reportaram a presenca destes genes em 66% das estirpes (33/50), um valor mais préximo do obtido.

A adesina do H. influenzae (hia) ¢ homoéloga da Hsf, encontrada em estirpes capsuladas.

Para além disso, a hia é uma proteina mutuamente exclusiva com a HMW, isto &, os isolados que
expressam esta adesina, ndo expressam a Hia (Rodriguez et al, 2003; Resman, 2012). O gene hia
apresenta dominios conservados, no entanto, pode ter repeti¢des de T de aproximadamente 110 bp, na
regido upstream e pode ainda ter delecOes entre 2 a 49 aminodcidos (St Geme et al, 2000; Atack et al,
2015).
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Apenas foi detetada a presenca do gene hia em 5 das estirpes estudadas (27,8%; 21,7% no
conjuntos total das estipes HiNC e estirpes capsuladas). Este valor ndo estd muito longe do esperado,
de acordo com um estudo de Barenkamp e colaboradores onde se verificou que a prevaléncia deste
gene era de 25% (Barenkamp et al, 1996). Por outro lado, Cardines e colaboradores (Cardines et al,
2007) reportaram a presenga de hia em 5 estirpes (5/9; 55,5%) em criancas com meningite, o que
poderd explicar a importancia da adesina hia na viruléncia das estirpes responsdveis por meningite.

Pretende-se, num futuro préximo, complementar este estudo de presenca/auséncia de fatores
de viruléncia com o estudo da expressdo proteica, de modo a melhor se conhecer o grau de
patogenicidade das estirpes invasivas que circulam no nosso pais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os nossos resultados mostraram que a doenca invasiva a H. influenzae em Portugal se deve
maioritariamente a estirpes HINC (81,6%; 142/174). As estirpes capsuladas contabilizaram 18,4% dos
isolados (32/174), e foram caracterizadas como: 2,3% do serotipo a (4/174), 12,1% do serotipo b
(21/174), 1,1% do serotipo e (2/174) e 2,9% serotipo f (5/174).

Esta tendéncia é semelhante a reportada em Portugal, em anos anteriores — desde a era pré-
vacina (1989-2001) até ao ultimo estudo (2002-2010), as estirpes HiNC aumentaram de 19% para
77%, respetivamente. Relativamente as estirpes capsuladas observou-se neste estudo uma ligeira
diminui¢do: 18,4% contra 22,9% no estudo realizado entre 2002 e 2010), provavelmente devida a
diminui¢@o no nimero de estirpes do serotipo f: 2,9% neste estudo contra 6,9% no estudo anterior.

Ha que ter em conta as estirpes do serotipo b ainda em circulag@o no pais (12,1%), sobretudo
em criancas (57,1%). Estes nimeros sdo semelhantes ao verificado anteriormente em Portugal, para o
serotipo b (13,2%). Apesar de se ter verificado uma diminui¢cao no niimero de estirpes Hib no periodo
pOs-vacina, € necessdrio vigiar a sua evolucao ao longo do tempo (sobretudo em criangas), e ter ainda
em conta que para alguns paises da Europa, a diminui¢do no niimero destas estirpes ¢ mais evidente.

Neste estudo foram também caracterizadas 2 estirpes do serotipo e, descritas pela primeira vez
em Portugal.

A proporcdo de estirpes dos serotipos a e f € ainda potencialmente preocupante, e, a
semelhanca do que estd a acontecer em Portugal, t€m vindo a ser caracterizados com maior frequéncia
em outros paises Europeus.

O numero de faléncias vacinais (de acordo com a defini¢do) deverd também ser tido em
consideragdo no futuro; uma vez que em 2017 ocorreram modificagdes no PNV, e a vacina é agora
hexavalente (https://www.sns.gov.pt/wp-content/uploads/2016/06/programa_vacinacao_sns.pdf,
visualizado em Setembro de 2017), dever-se-a continuar a realizar uma vigilancia atenta.

A maioria das estirpes caracterizadas era suscetivel aos antibidticos estudados. Doze por cento
das estirpes eram produtoras de B-lactamase. Este valor encontra-se de acordo com os valores obtidos
em outros estudos Europeus.

Os perfis de MLST revelaram elevada variabilidade genética entre as estirpes HiNC, tal como
esperado, com 71 STs diferentes entre os 106 isolados (67%). As estirpes capsuladas apresentaram-se
clonais: o serotipo b foi atribuido aos ST6 e ST 190 (CC6), o serotipo a ao ST23, serotipo e ao ST18, e
o serotipo f ao ST124.

Assim, a doenga invasiva em Portugal é predominantemente devido a estirpes HINC, de modo
geral suscetiveis aos antibidticos, e geneticamente diversas.

Foram ainda estudados alguns dos fatores de viruléncia num subconjunto da amostra global.
Estes factores, essenciais na fase de adesdo ao hospedeiro, ndo se encontram obrigatoriamente em
todas as estirpes e a sua presenca nao estd associada a uma maior gravidade da infecdo. No entanto,
eventos como recombinac¢do genética, ou variagdo de fase, estdo entre os fatores que mais contribuem
para o fitness do microrganismo, aquando da colonizac¢do da nasofaringe, contribuindo para uma maior
patogenicidade, principalmente das estirpes HiNC.

Os eventos de variacdo de fase sdo importantes nestas estirpes, uma vez que as proteinas
HMWI1A/2A, hifA e hia sdo altamente imunogénicas (sendo que HMW e hia s@o adesinas de
superficie). Este tipo de estudos de presenga/auséncia de genes, associados ao estudo da expressdo
proteica, e conjugados com a informacdo clinica do paciente, poderdo ajudar numa melhor
compreensao e caracterizagdo da doenca invasiva por HiNC.

Este estudo contribuiu para o esclarecimento da doenga invasiva a H. influenzae em Portugal,
na medida em que foram caracterizadas as estirpes isoladas entre 2011 e 2016, apresentando agora os
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dados atualizados, desde a data do dltimo estudo (2002-2010) até ao final do ano passado (2011-2016),
adicionando ainda dados relativos a viruléncia das estirpes.

Devido a dindmica deste patogénio, a vigilancia é de extrema importincia, para que possam
ser desenvolvidas estratégias de prevencdo adequadas.
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ANEXO1

Anexo 1. Primers utilizados para a detecao e amplificacio da regido especifica da capsula (Falla ez al. 1994).

Primers Sequéncia nucleotidica PCR em que sao Tamanho
q utilizados esperado (pb)
Cap Hil | 5° CGT TTG TAT GAT GTT GAT CCA GAC 3’ | Pesquisa de cdpsula 345
Cap Hi2 5" TGT CCA TGT CTT CAA AAT GATG 3’ (gene bexA)
Cap Hial 5’ CTA CTC ATT GCA GCA TTT GC 3’ Caracterizagdo do 250
Cap Hia2 5" GAA TAT GAC CTG ATCTTC TG 3’ serotipo a
Cap | 5 GCG AAA GTG AAC TCT TAT CTC TC 3° _—
Hib1 Caracterizagdo do 480
Ifi‘:)”z 5" GCT TAC GCT TCT ATC TCG GTG AA 3 serotipo b
Cap Hiel 5’ GGT AAC GAA TGT AGT GGT AG 3’ Caracterizagdo do 1350
Cap Hie2 5" GCT TTA CTG TAT AAG TCT AG 3’ serotipo e
Cap Hifl 5" GCT ACT ATC AAG TCC AAATC 3’ Caracterizagio do 450
Cap Hif2 5’ CGC AAT TAT GGA AGA AAGCT 3’ serotipo f
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ANEXO II

Anexo II. Primers utilizados para amplificacdo da regido especifica dos 7 genes ‘“housekeeping” em H. influenzae
(Meats et al. 2003) e tamanhos dos produtos esperados (pb).

Primers Sequéncia nucleotidica Tamanho esperado (pb)
axr_| > TETSMEACCECCATIEOTOCN |
T e
papmisE | © G ererroccory 59
rensr | TR ACACG AT [
mah MISF | > O i Gat AT Geccey 105
T vl I
T v

As sequéncias do fago M13 encontram-se a Negrito.
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ANEXO IIT

Anexo III. Primers utilizados para a detecio da presenca/auséncia dos fatores de viruléncia e respetivos tamanhos dos
produtos esperados (pb).

Primers Sequéncia nucleotidica PCR em que sao Tamanho Referéncias
utilizados esperado (pb)
hia3 F 5’ CAA AAT TTT TAA CGT .
TAT TTG GAAT 3 Presenca do gene 3259 Cardines et al,
hia6 R 5" AAC GCCTGT TTT ACC hia 2007
TTG ACT AT 3’
. 5’ TGC TGT TTA TTA AGG
JeHifAIF CTT TAG 3’ Presenca do gene 310 Geluk et al,
. 5" TTG TAG GGT GGG CGT hifA 1998
JeHifAZR AAG CC 3
AT 5" ATG AAA CTA ACA
p ACA CAG CAA ACC 3 Presenca do gene 416 Vuong et al,
pilA R 5" AAA TAA AGA GGC pilA 2013
ATC CGT TCC 3’
hmwlA F 5" GAA ACG CRR RTC CTT
GAG 3’ Presenca do gene 140 Vuong et al,
hmwlIA |5 GACTTG ATGGTY YYY hmwlA 2013
R TGGTTGTAAA Y
hmw2A F 5" CGA AAC GCG TCCTTG
AGAAY Presenca do gene 199 Vuong et al,
hmw2A | 5° TGC GCC ATT ACC ACT hmw2A 2013
R TGA GAA 3’
5" GCA TTA GTA GTT GCT
ompP3 ¥ GGC 3 Presenca do gene 1040 Duim et al,
5’ TGC GAT TTC TAC ACG ompP5 1997
ompP5 R ACG 3’
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ANEXO IV

Anexo IV. Controlos utilizados nos ensaios de detecio de presenca/auséncia dos genes determinantes de viruléncia.

H. influenzae da colecao do LNR H.
influenzae-INSA

Positivo Negativo

pilA Hi 13480 Hi 13605

ompP5 Hi 13480 Hi 13476

hifA Hi 13601 Hi 13480
hmwlA/2A Hi 13480 Hi 13548 (Hib)

hia Hi 13605 Hi 13480
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ANEXO V

Anexo V. Representacio esquematica do coding DNA sequence (cds) dos genes pilA, pilB, pilC e pilD, pertencentes ao
cluster pilABCD.

123) pilA Forward pilA Reverse (496 .. 516)

J 1000i ZDOOi 3DDDi

———— —_—

[miscell... | miscellaneous misce...
m miscellaneous nl‘

miscellaneous misc.. miscell... m_
(N
1

Na figura estéio assinalados os locais de liga¢@o dos primers Forward e Reverse; a barra a vermelho representa o produto de
amplificacdo esperado (416 pb). O esquema foi criado através do programa SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel em
http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae 86-028NP, com cédigo de acesso GenBank
AYS816324.1 (3883 pb).
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ANEXO VI

Anexo VI. Representacio esquematica do cds do gene ompP5.

ompP5 Forward (43 .. 59) ompP5 Reverse (1051 .. 1068)

ZSDi SODi 750i 1000i =

signal peptide

L  miscellaneous ] [ miscellaneous ]
l o 11
miscellaneous | | miscellaneous

miscellaneous miscellaneous

Na figura estdo assinalados os locais de ligagcdo dos primers Forward e Reverse; a barra a vermelho representa o
produto de amplificagdo esperado (1040 pb). O esquema foi criado através do programa SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel
em http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae do serotipo b, com cédigo de acesso GenBank

120309.1 (1195 pb).



ANEXO VII

Anexo VII. Representacio esquematica do cds do gene hmwlA e genes acessorios hmwilB e hmwliC.

2000 4000 5000 8000
— — — e — —_—— —
direct \
direct

Os primers ndo foram assinalados neste esquema, uma vez que para algumas estirpes existem muta¢des pontuais na
zona do primer Reverse. O produto de amplificacdo esperado € de 140 pb. O esquema foi criado através do programa
SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel em http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae 12, com cédigo
de acesso GenBank U08876.1 (9221bp).
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ANEXO VIII

Anexo VIII. Representacio esquematica do cds do gene hmw2A e genes acessérios hmw2B e hmw2C.

2000 4000 6000 8000

= —————— -

repeat region

Os primers ndo foram assinalados neste esquema, uma vez que para algumas estirpes existem mutacdes pontuais na
zona do primer Forward. O produto de amplificacdo esperado é de 199 pb. O esquema foi criado através do programa
SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel em http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae 12, com cédigo
de acesso GenBank U08875.1 (8983 pb).
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ANEXO IX

Anexo IX. Representacio esquematica do cds do gene hia.

‘h\a Forward (256 .. 280) hia Reverse (3498 .. 3520)

1000 2000 3000

—

D [ Haemophilus influenzae adhesin

repeat region |
regulatory region

Na figura estdo assinalados os locais de ligacdo dos primers Forward e Reverse; a barra a vermelho representa o
produto de amplificagdo esperado (3259 pb). O esquema foi criado através do programa SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel
em http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae, com cédigo de acesso GenBank U38617.2 (3701
pb).
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ANEXO X

Anexo X. Representacio esquematica do cds do gene hifA.

2007 4007 6007

Para a estirpe representada, este é o cds completo. Os primers utilizados incorporam ainda segmentos anteriores e
posteriores ao gene (810 pb). O esquema foi criado através do programa SnapGene Viewer 3.3.4 (disponivel em
http://www.snapgene.com/), tendo por base a estirpe de H. influenzae 602, com cédigo de acesso GenBank U91946.1 (651
pb).
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