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RESUMO

O Haemophilus influenzae (H. Influenzae) é uma bactéria Gram-negativa restrita ao aparelho
respiratorio humano, normalmente responsavel por infecGes respiratérias adquiridas na
comunidade. A gravidade destas infe¢Ges resulta inicialmente num diagndstico presuntivo,
sendo posteriormente estabelecido um tratamento antibidtico empirico. A resisténcia desta
bactéria aos antibidticos B-lactamicos pode constituir sérias implicagdes a nivel clinico,
sendo que, o uso inapropriado destes antibidticos e a utilizagdo de antibiéticos de largo
espectro tém contribuido grandemente para a emergéncia da resisténcia a esta classe de
antibidticos. A resisténcia a ampicilina pode ser mediada por dois mecanismos: a produgdo
de enzima p-lactamase, responsavel pela inativacdo enzimatica dos antibidticos B-
lactamicos, e pela presenga de proteinas de ligagao a penicilina alteradas que se traduz
numa diminuicdo da afinidade aos mesmos. A amostra de 248 estirpes clinicas de H.
influenzae foi selecionada com base na concentracdo inibitéria minima (CIM) a ampicilina,
tendo como objetivo a caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-
lactamicos em estirpes clinicas isoladas em Portugal. Foram estudadas 140 estirpes nao
produtoras de B-lactamase com CIM a ampicilina 21mg/L, 66 estirpes produtoras de B-
lactamase com CIM>=8mg/L, e ainda um grupo controlo de 42 estirpes suscetiveis com
CIM<1mg/L. A sequéncia do gene fts/ foi amplificada e sequenciada para todas as estirpes.
Da totalidade, 204 estirpes apresentavam mutacdes na regido da transpeptidase do gene
ftsl, nomeadamente 136 gBLNAR de 140 estirpes BLNAR, 24 gBLNAR de 42 estirpes BLNAS e
44 gBLPACR de 66 estirpes BLPAR. Foram identificados 40 padrGes mutacionais que foram
incluidos em grupos e subgrupos previamente descritos (I, lla, llb, lic, lld e Ill-like). A analise
destes padrdes permitiu a classificagdo da maioria das estirpes no grupo mutacional Il
(78,5%), e as substituicdes aminoacidicas mais frequentes situavam-se préoximo do dominio
KTG: Val547lle (88,7%), Asn526Lys (76,9%) e Asn569Ser (72,6%). A relacdo entre as
mutacdes identificadas e os niveis de suscetibilidade a ampicilina permitiu constatar que
8,8% das estirpes eram suscetiveis, 8,8% eram resistentes devido a produgao de B-lactamase
(BLPAR), 64,5% eram resistentes pela alteracdo das PBPs, e 17,7% apresentavam ambos 0s
mecanismos de resisténcia (BLPACR). Comparando estes resultados com os resultados
obtido no periodo 2001-2008, verificou-se um aumento do niumero de estirpes suscetiveis a
ampicilina, e também do numero de estirpes resistentes com mutagdes no gene ftsl. Pela
caracterizacao das estirpes e relacdo clonal entre as estirpes BLNAR e BLPACR por Multilocus
Sequence Typing (MLST), verificou-se que as estirpes BLNAR apresentam uma grande
heterogeneidade genética e que as estirpes BLPACR também ndo aparentam ter uma grande
proximidade filogenética entre si.

Palavras-chave: Haemophilus influenzae; Resisténcia aos antibidticos; Antibidticos B-
lactamicos; Proteinas de ligagdo a penicilina (PBP3); Gene ftsl.



ABSTRACT

Haemophilus influenzae are Gram-negative bacilli restricted to the human respiratory tract
and responsible for community-acquired respiratory tract infections. Due to the severity of
these infections, it is standard procedure to perform a presumptive diagnostic test
followed by an empirical antibiotic treatment. The developed resistance of these bacteria
to the B-lactam antibiotics may constitute serious implications at the clinical level, and the
inappropriate use of antibiotics or the use of broad-spectrum antibiotics has contributed
greatly to the emergence of B-lactam antibiotic resistance. H. influenzae B-lactam antibiotic
resistance develops via two mechanisms: B-lactamase production, which is responsible for
the enzymatic inactivation of these antibiotics, especially B-lactams, and a change in the
penicillin-binding proteins, which means decreased affinity to B-lactams. A sample of 248
clinical isolates of H. influenzae were selected according to their Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) to Ampicillin, with the purpose of characterizing B-lactam antibiotics
resistance mechanisms in clinical strains isolated in Portugal. In total, this study analyzed
140 PB-lactamase-non-producing strains (BLNAR) with ampicillin MIC21mg/L, 66 B-
lactamase producing strains (BLPAR) with MIC=8mg/L, and a control group of 42 B-
lactamase-non-producing ampicillin susceptible strains (BLNAS) with MIC<1mg/L. The fts/
gene encoding PBP3 was amplified and sequenced to all strains. Of the 248 H. influenzae
strains, 204 had mutations in the fts/ transpeptidase domain as follows: 136 gBLNAR out of
140 BLNAR strains, 24 gBLNAR out of 42 BLNAS strains and 44 gBLPACR out of 66 BLPAR
strains. Among gBLNAR and gBLPACR strains there were 40 different mutation patterns,
that were included in the six previously described groups and subgroups (I, lla, Ilb, lic, 1id,
lll-like). The analysis of these patterns included the majority of the strains in group Il
(78,5%) and the most common amino acid substitutions were located near KTG motif:
Val547Ile (88,7%), Asn526Lys (76,9%) and Asn569Ser (72,6%). The relation between these
mutations and ampicillin susceptibility values showed that 8,8% of these strains were
susceptible, 8,8% were resistant to ampicillin due to B-lactamase producing (BLPAR), 64,5%
were resistant due to changes on the PBPs (BLNAR), and 17,7% had both resistant
mechanisms (BLPACR). Comparing these results with previous ones obtained between
2001 and 2008, it was possible to verify that there was a rising of the strains susceptible to
ampicillin (BLNAS), as well as resistant strains (BLNAR) with mutations in the fts/ gene.
Through Multilocus Sequence Typing (MLST) it was possible to characterize the strains and
study the clonal relationship between BLNAR and BLPACR. The BLNAR strains have a
diverse genetic heterogeneity and the BLPACR strains did not seem to present a close
phylogenetic relationship between them.

Keywords: Haemophilus influenzae; Antibiotic resistance; Penicillin-binding proteins
(PBP3); B-lactams; ftsl gene



1. Introducao

1.1 Perspetiva histdrica

O Haemophilus influenzae é uma bactéria que pertence a familia Pasteurellaceae, e ao
género Haemophilus. As espécies constituintes do género Haemophilus foram
primeiramente descritas por Robert Koch nos finais do século XVII, mas a descoberta da
bactéria Haemophilus influenzae foi atribuida aos fisicos e bacteriologistas Richard Pfeiffer e
Shibasaburo Kitasato (Taubenberger et al., 2007).

Durante o periodo de 1889 e 1892, Pfeiffer analisou amostras de secre¢des bronquicas de
individuos que faleceram durante a pandemia da gripe, e detetou nas mesmas, a existéncia
de um grande numero de pequenos bacilos que tinham a particularidade de necessitar de
um meio enriquecido em sangue para o seu crescimento. Richard Pfeiffer designou estes
organismos por ”Bacillus influenzae”, e considerou-os, nessa altura, como os agentes
primarios causadores da doenca da gripe.

Em 1920, foi sugerida a alteracdo do seu nome para Haemophilus influenzae (proveniente da
palavra grega haemophilus, de significado “adorador de sangue”), por Winslow e os seus
colaboradores (1917), uma vez que este refletia os requisitos nutricionais especificos da
espécie e da sua aparente (mas errénea) associacdo com a pandemia da gripe. Na década de
1930, Pittman (1931) definiu os dois maiores grupos de Haemophilus influenzae, o grupo das
estirpes capsuladas e o das ndo-capsuladas. Em 1932, foi atribuido o nome de Haemophilus
influenzae pelo Comité de Nomenclatura da Associacdo Americana de Bacteriologistas.

Em 1933, o virus humano da gripe foi descoberto e identificado como o agente etioldgico da
gripe, colocando em causa a importancia do H. influenzae na pandemia de 1892. No entanto,
verificou-se que este podera ter contribuido grandemente para a elevada taxa de
mortalidade durante a pandemia, exatamente pelo fato de estar associada a infecoOes
bacterianas secundarias (Taubenberger et al., 2007).

1.2 Género Haemophilus

As espécies do género Haemophilus caracterizam-se por pequenos bacilos ou cocobacilos
Gram-negativos (Figura 1), imdveis, pleomorficos, aerébios (com uma pressdao atmosférica
de 5% de CO,, e uma temperatura ideal de crescimento entre os 352C e os 372C), mas com a
capacidade de crescer facultativamente em meios anaerdbios. O crescimento aerdbio in
vitro depende da presenca de dois fatores, o fator X e o fator V. O fator X corresponde a



hematina, necessaria para a sintese do citocromo c e outras enzimas respiratorias, e o fator
V, corresponde a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), que é essencial nos processos
de oxidagdo-reducdo do metabolismo celular da bactéria (Javier-Zepeda, 1999; Tristram et
al., 2007).

Figura 1 - Haemophilus influenzae
(http://recommendpills.com/haemophilus-
influenzae-symptoms/16/09/2012/)

A parede celular de H. influenzae apresenta uma estrutura tipica das bactérias Gram-
negativas, sendo constituida por uma camada de peptidoglicano e por trés outros
componentes que a envolvem externamente: lipoproteinas (que tém a funcdo de estabilizar
a membrana externa), a membrana externa e lipopolissacaridos (LPS), que funcionam como
endotoxinas e caracterizam-se por apresentar cadeias polissacarideas curtas designadas por
lipooligassacarideos. Esta ultima caracteristica é considerada um dos fatores de viruléncia da
espécie, e é especifico para a estirpe (Rahman, 2008).

H. influenzae foi o primeiro organismo de vida livre que teve o seu genoma totalmente
sequenciado, sendo este constituido por 1.830.140 pares de base de DNA num cromossoma
circular que apresenta 1740 genes codificantes de proteinas, 58 tRNA e outros 18 genes RNA
(Fleishmann et al., 1995). A sequenciacdo do genoma permitiu que se aprofundassem
conhecimentos cientificos ao nivel do metabolismo bacteriano, adaptacao ao hospedeiro e
viruléncia da bactéria.

E um organismo que estd presente normalmente na flora bacteriana do trato respiratério
superior do Homem, especialmente na orofaringe e nasofaringe (aproximadamente 75% de
individuos saudaveis). Sdo agentes patogénicos oportunistas que estdo perfeitamente
adaptados ao hospedeiro humano, e que apenas causa infecdo ou doenga, quando o sistema
imunitdrio estd debilitado ou pela presenca de infe¢des virais (Rahman, 2008).



1.3 Patogénese

Existem dois tipos de infecOes associadas a H. influenzae, as invasivas e as ndo invasivas, que
se distinguem pelos seus perfis epidemioldgicos. Entre as infe¢des invasivas mais comuns,
destacam-se a meningite e a septicemia. A pneumonia, pericardite, bacteriemia, 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 doencas consideradas ndo invasivas (Javier-Zepeda, 1999; Gomez-de-Leon et
al., 2000; CDC/NCIRD, 2012; Nizet et al. 1996).

Algumas das estirpes H. influenzae podem apresentar uma capsula polissacaridea, que as
tornam menos vulnerdveis aos mecanismos naturais de defesa do hospedeiro, protegendo-
as assim contra a fagocitose ao impedir a fixagdo de anticorpos e a lise bacteriana. A
estrutura da capsula apresenta uma caracteristica intrinseca, nomeadamente uma baixa
atividade antigénica, uma vez que ndo ativa a resposta imune via complemento, favorece a
invasdo do sangue ou do fluido cefalorraquidiano sem agravar a resposta inflamatoria,
permitindo a disseminacdo microbiana (Smith-Vaughan et al., 1998; Nizet et al, 1996;
Rahman, 2008).

Com base nas suas propriedades antigénicas e quimicas, a capsula pode ser classificada
serologicamente em 6 serdtipos capsulares (a, b, c, d, e, f) (Pittman, 1931; Satola et al.,,
2003). Estes podem ser identificados por métodos seroldgicos, ou seja, por testes de
aglutinacdo por meio de antissoros especificos para cada serdtipo capsular, e/ou por
técnicas moleculares, isto é, a detecdo do gene especifico para cada tipo capsular é por
Polymerase Chain Reaction (Falla et al., 1994).

A producdo da cdpsula é codificada por um complexo de genes, designado por locus cap,
gue corresponde a um fragmento de 17Kb do cromossoma. A regido central do locus é
especifica para cada serétipo, sendo que as estirpes dos serétipos a — f possuem uma copia
do locus cap, com excecdo do serétipo b, que possui uma duplicacdo do cap, com duas
copias separadas entre si e ligadas a elementos de insercdo (IS1016). O locus cap tem uma
organizagdo comum para os seis serétipos capsulares, e é formado pelas regides | Il e lll. As
regides | e lll contém os genes necessarios para o processamento e exportagao dos
polissacarideos presentes na superficie celular, sendo o gene bexA comum a todos os
serotipos. A regido Il é especifica para cada um dos serdtipos e estd situada entre a regido | e
[l (Falla et al. 1994; Kostyanev & Sechanova, 2012; Satola et al. 2007).

A capsula do tipo b (Hib), responsavel pela grande maioria das infe¢Ges invasivas, é
constituida por polimeros repetidos de ribosil e ribitol-fosfato, designando-se por
polirribosil-ribitol-fosfato (PRP), que é determinante na viruléncia da bactéria, uma vez que
permite a sua sobrevivéncia a nivel intravascular (Rahman, 2008; Roberts et al., 1981). No
que diz respeito a patogenicidade, o Hib apresenta uma sobreproducio do material



capsular, de propriedade hidrofilica, que determina uma maior resisténcia a dissecacao,
favorecendo a transmissdo entre individuos, e aumentando também a inibicao da fagocitose
e colonizagao do epitélio, contribuindo assim para as altas prevaléncias deste tipo capsular
em doencas invasivas (Kroll & Moxon, 1988).

A capsula dos outros serétipos (a, ¢, d, e, f) distingue-se estruturalmente da capsula do tipo b
pela sua constituicdo polissacaridea (substituicdo de uma pentose por uma hexose), e pela
sua constituicdo lipopolissacarida, que poderd contribuir para a patogenicidade diferencial
dos vdrios serdtipos. Em estudos realizados em ratinhos, verificou-se também que os
serétipos a, c e f apresentam uma maior viruléncia quando comparados com os serotipos d
ou e (Zwahlen et al., 1983, Meats et al., 2003).

As estirpes que ndo produzem cdpsula sdo designadas por ndo capsuladas ou ndo tipaveis
(HINC), podem apresentar uma grande variedade de proteinas na superficie celular e
fimbrias que auxiliam na adesdo as mucosas ou células do trato respiratdrio do hospedeiro,
facilitando desta forma a colonizacdo do trato respiratério superior, e, numa fase mais
avancada, a invasdo do trato respiratério inferior, causando danos nos cilios pulmonares.
Apresentam uma grande diversidade genética quando comparada com as estirpes
capsuladas (Gomez-de-Leon et al., 2000; Meats et al., 2003; Musser et al., 1986; Javier-
Zepeda, 1999), e a grande maioria é responsavel pelas infe¢des nao invasivas, causando
raramente bacteriemia ou meningite (Nizet et al., 1996; Kaur et al., 2011) (Tabela 1).

Tabela 1 - Espetro clinico de infe¢des causadas por Haemophilus influenzae (Slack,

2007)
Tipo de Infecdo Grupo de Idades Estirpes

90% H. influenzae do tipo b

Invasiva 90% Criangas (<4 anos) 10% estirpes HIiNC
1% H. influenzae do tipo e, f

Neonatal e Bgcem—nasadgs, 590% estirpes HINC

maternal gravidas e parturiente
N3o Invasiva Criangas e adultos >90% estirpes HiINC

Um outro fator que determina a viruléncia destas bactérias, é a sua capacidade de
incorporar o acido sidlico nas porgdes terminais dos lipoligossacarideos (LOS) da membrana
externa, como a lactose, a N-acetillactosamina e possivelmente a N-acetil-galactosamina,
permitindo desta forma a evasdo a opsonizacdo e fagocitose, pela sua capacidade de
reproduzir estruturas moleculares usualmente encontradas nos hospedeiros (Rahman,
2008).

O Haemophilus influenzae possui ainda uma lipoproteina de superficie de 42kDa, a Proteina
D (PD), altamente conservada em estirpes capsuladas e ndo capsuladas. Esta proteina esta



envolvida na patogénese de infe¢cGes do trato respiratério, danificando a funcdo ciliar no
tecido humano da nasofaringe. A sua atividade glicerofosforodiesterase indica que a PD é
um fator de viruléncia que leva a libertagdo de fosforocolina das células epiteliais do
hospedeiro (Rahman, 2008).

1.4 Vacina contra Haemophilus influenzae do tipo b (Hib)

Antes da introducdo da vacina, o H. influenzae do tipo b era considerado o responsavel por
cerca de trés milhdes de casos de infecGes graves, com uma estimativa de 386.000 mortes
por ano, devido a infegcGes como a meningite e pneumonia, sendo as vitimas essencialmente
criancas com idades inferiores a 5 anos (Tristram et al., 2007).

A primeira vacina Hib foi licenciada e comercializada nos Estados Unidos da América em
1985, e esta era puramente polissacaridea. A resposta a esta vacina era altamente
dependente da idade, capaz de conferir protecdo a 90% das criangas vacinadas com 18 a 71
meses de idade, mas em criancas de idade inferior ou igual a 18 meses detetou-se uma
resposta imunitaria muito fraca, em que os anticorpos apresentavam uma atividade
funcional muito reduzida.

Em 1987 surge uma nova vacina, a primeira vacina Hib conjugada polissacaridea — proteica
(PRP-D, ProHIBIT), que consiste na unido de um polissacarido (PRP) com uma proteina
transportadora, podendo esta ser constituida pela toxina do tétano ou da difteria, ou ainda
pelo complexo proteico da membrana externa de Neisseria meningitidis (Ulanova & Tsang,
2009). A vacina teve um grande impacto na capacidade de resposta imunitdria e a producdo
de anticorpos.

Existem atualmente trés tipos de vacinas conjugadas, sendo que, as duas primeiras sdo
administradas em criancas de idades iguais a 6 semanas, e a terceira, a criangas com 12 ou
mais meses de idade. Todas elas utilizam o mesmo principio imunogénico, variando no tipo
de proteina transportadora, método de conjugag¢ao quimica e dimensdao polissacaridica.
Estas vacinas tém demonstrado uma grande eficacia a nivel global contra manifestacées de
infecdo invasiva Hib, com uma estimativa de eficacia clinica de 95-100% (CDC/NCIRD, 2012).

A vacina Hib foi introduzida e licenciada em Portugal em 1994, primeiramente numa base
voluntaria, sendo depois efetivamente incluida no Programa Nacional de Vacinag¢do (PNV) no
ano 2000.



Antes da introducdo da vacina contra o H. influenzae, a maioria das infe¢Ges invasivas eram
causadas por Hib, e afetavam na sua maioria criancas com menos de 10 anos de idade. Com
a introducdo das vacinas conjugadas, a incidéncia das infe¢cdes por Hib diminuiu
drasticamente e significativamente (2 a 3 casos por 100.000 criancas de inferior a 5 anos)
nos paises onde a vacina foi implementada e integrada no PNV (Figura 2) (Ladhani et al.,
2010).

1997

Introduzido em 29 paises

% Introduzido parcialmente em 2 paises

2012

Introduzido em 180 paises

-
Introduzido parcialmente em 4 paises
% P palses .

acid
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Figura 2 - Paises onde a vacina contra o Hib foi introduzida, entre 1997 e 2012 (WHO, 2013).

Atualmente, a maioria das doencas invasivas provocadas por H. influenzae sao causadas por
estirpes HINC e de serdtipo ndo-b, particularmente a e f, cuja prevaléncia aumentou
consideravelmente a nivel global, e o seu nimero tem vindo a aumentar ao longo dos anos.
Ainda a salientar que a idade dos pacientes que sofrem de doenca invasiva, também sofreu
alteragGes com esta mudanca, de criancas (com menos de 12 anos) e adultos, para recém-
nascidos e idosos com mais de 65 anos de idade (Ladhani et al., 2010; Ulanova, 2013;
Ulanova & Tsang, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencgas invasivas como pneumonia e
meningite causadas pelo Hib em criangas jovens, ainda sdo um problema de saude publica
em diversas partes do mundo onde a vacinacdo ndo foi implementada em grande escala. A
maioria dos casos de morbidade e mortalidade ocorrem nos paises em vias de
desenvolvimento. (WHO, 2013).



1.5 Antibidticos

Os antibidticos sdao substancias quimicas que podem provocar a morte ou inibir o
crescimento dos microrganismos, podendo estas serem produzidas pelo préprio
microrganismo ou ser de origem sintética. Embora existam varias classificacdes para os
antibidticos que se baseiam no espetro bacteriano, tipo de atividade e mecanismo de acdo, a
mais utilizada é baseada na sua estrutura quimica. As classes principais de antibidticos sdo:

= B-lactamicos (i.e. penicilina, cefalosporinas, carbapenemes);

* Aminoglicosideos (i.e. gentamicina, estreptomicina);

= Quinolonas (i.e. ciprofloxacina);

= Tetraciclinas (i.e. tetraciclina);

= Macrolideos (i.e. eritromicina, azitromicina);

» Glicopéptidos (i.e. vancomicina);

» Sulfonamidas (i.e. trimetoprim-sulfametoxazol);

* Lincosamidas (i.e. clindamicina)

= Oxazolidionas (i.e. linezolide).

Existem outros antibidticos que ndo se incluem em nenhuma destas categorias como é o
caso da rifampicina e o cloranfenicol.

Embora a terapéutica com antibidticos seja de grande utilidade nas infe¢des por H.
influenzae, a sua eficacia fica comprometida com a detecdo de novos mecanismos de
resisténcia e concomitante emergéncia de estirpes resistentes. Os antibidticos atuam
seletivamente nas fungBes vitais do microrganismo, sem afetar (ou podendo apresentar
efeitos minimos) as fun¢des do hospedeiro.

Estes podem ser categorizados de acordo com a estrutura da bactéria, e a fungdo que é
afetada quando submetida a acdo dos antibidticos (Figura 3), sendo eles:

* Inibidores da sintese da parede celular (i.e. B-lactdmicos, glicopéptidos);

* |Inibidores da sintese de proteinas (i.e. aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol);
* Inibidores da fungdo da membrana celular;

» Inibidores do metabolismo de acido félico (i.e. sulfanamidas, SXT);

* Inibidores da sintese de acidos nucleicos (i.e. quinolonas).
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Figura 3 - Mecanismos de agdo dos antibidticos
(http://www.binujohn.name/2010/08/16/antibiotics/antibiotic-mechanism-of-

action/)

1.5.1 B-lactamicos

A classe dos B-lactdmicos apresenta uma grande variedade de antibidticos que sdo
largamente utilizados na terapéutica de H. influenzae. Estes tém em comum a existéncia de
um anel B-lactdmico na sua estrutura molecular central, mas classificam-se de forma
diferente de acordo com a estrutura quimica do anel central, sendo assim os
monobactamicos caracterizados pela existéncia de um uUnico anel B-lactdmico, as penicilinas
e os carbapenemes pela fusdo do anel B-lactdmico a um anel tiazolidina e as cefalosporinas
pela fusdo do anel B-lactamico a um anel di-hidrotiazina (Hamilton-Miller, 1999).

Os antibidticos B-lactamicos sdo bactericidas, ou seja, o seu efeito bactericida resulta da
ativacdo de enzimas autoliticas, e atuam quando a bactéria estd em fase exponencial de
crescimento. A presenca do anel B-lactdmico na sua estrutura é muito importante, uma vez
gue provoca a inativacdo das transpeptidases (também designadas por proteinas de ligacdo
a penicilina — PBPs), que catalisam as reacdes finais da sintese de petidoglicano da parede
celular da bactéria (Byarugaba, 2010). Os antibioticos B-lactamicos diferenciam-se pelo seu
espetro de atividade, pelo seu efeito antimicrobiano, pela sua toxicidade, estabilidade no



corpo humano, capacidade de transpor a barreira sangue-cérebro e pela sua suscetibilidade
as B-lactamases.

As proteinas de ligacdo a penicilina, as PBPs, sdo enzimas que estdo envolvidas na sintese do
peptidoglicano, e estas podem ser diferenciadas em transpeptidases, carboxipeptidases ou
glicosiltransferases. Os antibidticos B-lactamicos quando em contato com as PBPs, formam
complexos estaveis mas irreversiveis, produzindo um desequilibrio no metabolismo da
parede celular, resultando numa inibicdo do crescimento ou lise celular (Zapun et al., 2007).

O peptidoglicano é uma macromolécula constituida por cadeias polissacaridicas lineares
alternadas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) e N-acetil muramico (MurNAc) e outros
aminodcidos. As duas cadeias estdo ligadas entre si por ligacGes peptidicas (entre os
aminodcidos) e ligacGes glicosidicas (entre as hexoses). O peptidoglicano é uma estrutura
que confere rigidez a parede celular das bactérias, determina a forma da bactéria, previne a
lise osmética e funciona como local de ligagdo de fatores de viruléncia (Schleifer & Kandler,
1972).

A camada de peptidoglicano constitui cerca de 90% da parede celular nas estirpes Gram-
positivas, sendo substancialmente mais espessa e em multicamada. As Gram-negativas
apresentam uma camada fina de peptidoglicano (5-20% da parede celular), e para além da
membrana plasmatica, sdo constituidas por uma bicamada fosfolipidica exterior a camada
de peptidoglicano, designada por membrana externa (Silhavy et al., 2010; Schleifer &
Kandler, 1972).

As unidades individuais de peptidoglicano sdo produzidas no interior da célula da bactéria,
mas o “cross-linking” final é catalisado no exterior da membrana citoplasmatica por um
grupo de enzimas ancoradas na membrana, designadas por transpeptidases da parede
celular. Nesta reagdo de “cross-linking”, é formada uma ligagao peptidica entre o penultimo
residuo de D-alanina de uma cadeia e o aminodacido terminal do acido diamino-pimélico da
outra cadeia. A ligacdo é formada com o penultimo residuo de D-alanina, causando a
clivagem da regido terminal D-alanina (Wilke et al., 2005). Os antibioticos B-lactamicos tém a
capacidade de imitar o dipéptido D-Ala D-Ala, atuando como inibidores de B-lactamases, e
competindo assim pelo centro ativo das PBPs, inibindo desta forma o cruzamento final da
sintese do peptidoglicano (Zapun et al., 2008).

1.5.1.1 Penicilinas

A penicilina natural é produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum. A atividade
fermentativa de estirpes mutantes e em combinagcdo com meios e métodos de cultura
melhorados e especificos, permitiu que se obtivesse uma produgdao em massa de penicilina
até surgirem as penicilinas semi-sintéticas (Murray et al., 2002).



As aminopenicilinas, onde se inclui a ampicilina (Figura 4) e a amoxicilina, sdo penicilinas
semi-sintéticas de largo espetro, e diferem da penicilina pela presenca de um grupo amino.
Este fato permite que os antibidticos penetrem com maior facilidade na membrana externa
das bactérias Gram-negativas, apresentem uma maior resisténcia as penicilinases, e sejam
mais eficazes quando administradas oralmente. A ampicilina atua como um inibidor
competitivo da enzima transpeptidase, onde se acopla a proteina presente na membrana
interna da bactéria (PBPs), inibindo a sintese de peptidoglicano da parede celular, causando
lise celular (Russel & Chopra, 1990).
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Figura 4 - Estrutura quimica geral da penicilina (em que “R” é o grupo
variavel) e da ampicilina (http://en.wikipedia.org/ )

1.5.1.2 Cefalosporinas

A estrutura quimica das cefalosporinas é muito semelhante a da penicilina, com um anel B-
lactdmico e um anel tiazolidina, mas com uma cadeia lateral varidvel. Apresentam um maior
espetro de acdo quando comparadas com as penicilinas, menor toxicidade e sdo menos
suscetiveis as B-lactamases. A estrutura das cefalosporinas é modificada de acordo com a
posicao 3 ou 7 do anel B-lactamico, alterando desta forma o perfil farmacolégico e o tipo de
atividade antimicrobiano, respetivamente (Figura 5).

Atualmente dividem-se em quatro “geracbes”, de acordo com as suas propriedades
antimicrobianas, e cada geracdo apresenta um espetro de acdo mais largo que a outra
anterior. Os antibidticos de 12 e 22 (cefaclor, cefuroxima) geragdo apresentam alguma
suscetibilidade as B-lactamases, e um periodo de semivida curto. As cefalosporinas de 32
geracao (cefotaxima) apresentam um periodo de vida mais longo que as anteriores, um largo
espetro de acdo e uma maior atividade contra as bactérias Gram-negativas. As de 42 geracao
(cefepima) tém uma maior capacidade de penetracdo da membrana externa das bactérias
Gram-negativas, tal como uma maior resisténcia as B-lactamases.
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Figura 5 - Estrutura quimica de algumas cefalosporinas. | e Il — Cefalosporinas
de 22 geracdo; lll — Cefalosporina de 32 geracdo; IV — Cefalosporina de 42
geracdo (http://en.wikipedia.org/).

1.5.1.3 Carbapenemes

Os carbapenemes sdo dos antibidticos B-lactamicos, os que apresentam maior espetro de
acao, exatamente pelo fato de apresentarem uma estrutura que lhes confere um elevado
grau de resisténcia as B-lactamases e uma maior atividade antimicrobiana, tanto contra as
bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas. No que diz respeito a sua estrutura
guimica, esta € muito semelhante a da penicilina, diferindo no atomo de enxofre na posicao
1 por um dtomo de carbono, e na introducdo de uma insaturacao na cadeia, dai o nome do
grupo (Figura 6).

Carbapeneme Meropenem

Figura 6 - Estrutura quimica geral do Carpaneme (l) e do Meropenem (ll)
(http://en.wikipedia.org/).
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1.5.1.4 Inibidores de B-lactamases

Os inibidores de B-lactamases apresentam na sua estrutura quimica um anel B-lactamico,
apresentam na generalidade uma fraca atividade antimicrobiana, mas com uma afinidade
forte para com as B-lactamases. Quando combinados com os antibiéticos B-lactamicos, tém
como fungdo a inativagdo permanente das P-lactamases no espago periplasmatico,
facilitando desta forma o contato do antibidtico com o seu alvo, as proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs). Estes compostos sdo designados de “inibidores suicidas” uma vez que se
ligam irreversivelmente ao centro ativo das enzimas, sdo modificados por estas, e formam
um complexo estdvel, mas irreversivel, entre a enzima e o inibidor (Drawz & Bonomo, 2010).
A combinagdo de um inibidor com um antibidtico B-lactamico intensifica a eficacia
terapéutica do anterior, e um exemplo disso é o co-amoxiclave, resultante da combinacdo
entre a penicilina, a amoxicilina e o inibidor de B-lactamase, o acido clavulanico. Esta
combinacdo resulta num antibidtico com um largo espetro de a¢cdo e com uma grande
eficacia contra bactérias resistentes a amoxicilina, que produzam B-lactamases.

1.6 Suscetibilidade aos antibidticos B-lactamicos

O H. influenzae é um agente patogénico humano responsavel por infe¢des respiratérias
adquiridas na comunidade e infegdes invasivas. O aumento da prevaléncia de fendtipos de
resisténcia, limita por si a escolha adequada do tratamento antimicrobiano a ser
concretizado. Dai serem necessarios estudos de vigilancia, para que possam ser
determinadas tendéncias e padrées de suscetibilidade locais, nacionais e internacionais, em
gue efetivamente é estabelecido um tratamento antibidtico empirico (Garcia-Cobos et al.,
2008). A resisténcia desta bactéria aos antibidticos beta-lactdmicos pode constituir sérias
implicagbes a nivel clinico, sendo que, o uso inapropriado dos antibidticos e a utilizagdao de
antibidticos de largo espectro tem contribuido grandemente para a emergéncia da
resisténcia aos antibidticos (Bae et al., 2010).

A resisténcia aos B-lactamicos pode envolver a hidrélise dos antibidticos pelas B-lactamases,
a modificacdo das proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), a presenca de bombas de efluxo
no espaco periplasmatico ou por alteracdes na permeabilidade da membrana celular. No
caso do H. influenzae, a membrana externa é bastante permedvel a entrada dos antibidticos
B-lactamicos, e a resisténcia a ampicilina e B-lactamicos deve-se essencialmente a producdo
de B-lactamases e/ou pela presenca de PBPs modificados (Gutmann et al., 1988). Existem no
entanto estirpes que podem apresentar os dois tipos de mecanismos.

As B-lactamases podem ser encontradas extracelularmente em bactérias Gram-positivas, ou
no espacgo periplasmatico em bactérias Gram-negativas (Bush, 1988). Através do processo de
hidrdlise, é quebrada a estrutura do anel B-lactdmico, desativando as propriedades
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antimicrobianas do antibidtico. Os genes que codificam a producdo destas enzimas podem
estar localizados no cromossoma bacteriano ou em plasmideos. As de origem plasmidica sao
variaveis, permitindo que haja transferéncia de elementos entre espécies, e que haja
posteriormente incorporacdo da informacdo genética no cromossoma bacteriano (Bush,
1988; Tristram et al., 2007).

As B-lactamases constituem um grupo heterogéneo de enzimas que se classificam de acordo
com o seu espetro hidrolitico, suscetibilidade aos inibidores, localizagdo genética (plasmidea
ou cromossdmica) ou ainda pela sua sequéncia genética ou aminoacidica. As mais comuns
incluem as penicilinases, cefalosporinases, metalo-B-lactamases, as carbapenemases e as B-
lactamases de largo espetro (ESBL’s).

As proteinas de ligacdo a penicilina quando modificadas conformacionalmente devido as
substituicdes de aminoacidos, reduzem a afinidade dos antibidticos B-lactamicos (Sanbongi
etal., 2006).

1.7 Mecanismo de resisténcia enzimatico em Haemophilus
influenzae

O mecanismo de resisténcia a ampicilina mediado por B-lactamases é uma das formas de
resisténcia mais comum utilizado pelas bactérias, tendo sido detetado pela primeira vez em
1974 (Gutmann et al., 1988). As estirpes que apresentam este tipo de mecanismo designam-
se por estirpes B-lactamase positivas resistentes a ampicilina (BLPAR). Varias B-lactamases
de origem plasmidica sao produzidas por organismos Gram-negativos, porém a enzima TEM-
1 é a mais comum em H. influenzae (Gutmann et al., 1988; Tristram et al., 2007).

Existem dois grupos distintos de plasmideos TEM-especificos em H. influenzae,
nomeadamente plasmideos pequenos (< 10 Kb), ndo conjugativos, que transportam
normalmente o gene blateym como o Unico determinante de resisténcia, e um plasmideo de
maior peso molecular (~¥40 Kb), que geralmente transporta outros genes de resisténcia,
como os da resisténcia ao cloranfenicol ou da tetraciclina. Os plasmideos maiores s3ao mais
comuns, e aparentam ser mais importantes na disseminacdo dos genes blargq em H.
influenzae (Tristram et al., 2007).

Em 1981, foi descoberta e isolada uma nova B-lactamase em H. influenzae, proveniente de
um isolado clinico Hib resistente a ampicilina, a qual designaram por ROB-1, sendo este de
menor prevaléncia que o TEM-1. O TEM-1 e o ROB-1 partilham de forma limitada uma
homologia de sequéncia de aminoacidos, mas apresentam um perfil de substrato e uma taxa
de hidrolise de ampicilina bastante idénticos (Karlowsky et al., 2000). Em algumas estirpes,
verifica-se a producdo de diferentes enzimas, mas ja foram identificadas estirpes, ainda que
raramente, que produzem mais do que um tipo de enzima (Farrell et al., 2005).
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A B-lactamase TEM-1 é uma enzima muito comum nas bactérias Gram-negativas, de largo
espetro, e tem sido considerada uma enzima totalmente eficiente (Bush et al., 1995).
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. O TEM-1 possui um isotopo
menos comum, designado por TEM-2, e é uma enzima com propriedades cinéticas idénticas,
porém com a diferenga de um Unico aminodcido, na posi¢dao 37, de uma glutamina para uma
lisina, que muda o ponto isoelétrico da proteina de 5,4 (TEM-1) a 5,6 (TEM-2) (Tristram et
al., 2007).

As B-lactamases podem ser classificadas segundo a sua sequéncia homdloga de aminoacidos
pela escala de Ambler (classe A a D), ou pelas suas caracteristicas funcionais e bioquimicas
pela escala de Bush-Jacoby-Medeiros (grupo | a IV). As enzimas TEM-1, TEM-2 e ROB-1
pertencem a classe A da escala de Ambler e a classe 2b da escala de Bush-Jacoby-Medeiros
(Drawz & Bonomo, 2010).

As enzimas TEM-1 e TEM-2 sdo codificadas pelo gene blaten, sendo conhecidas por serem
transponiveis, em que o gene blatem.» esta associado ao transposdo 1 (Tn1), e o gene blatem-1
estad associado a uma série de transposdes, que inclui o Tn2 e o Tn3 (Tristram et al., 2007).

Na maioria dos isolados, o gene blarog.1 esta localizado em pequenos plasmideos que variam
entre 4,1 a 5,0 Kb. A sequéncia nucleotidica do gene e a sua sequéncia aminoacidica indicam
que é uma enzima de classe A, mas no entanto apresenta uma maior aproximag¢ao com as [3-
lactamases das bactérias Gram-positivas do que as Gram-negativas (Tristram et al., 2007).

Existem estudos que descrevem uma associa¢do distinta entre a presenca de ROB-1 e uma
elevada concentracdo inibitéria minima (CIM) ao cefaclor em H. influenzae, havendo
explicacdes para este fato, nomeadamente, mutacdes nos genes blaros.1 ou blarem.1, B-
lactamases com atividade antimicrobiana aumentada contra o cefaclor e alteracdes nas PBPs
gue podem intensificar a acdo da B-lactamase, especialmente a ROB-1 (Farrell et al., 2005;
Karlowsky et al., 2000; Tristram et al., 2010).

1.8 Mecanismo de resisténcia ndao enzimatico em Haemophilus
influenzae

O mecanismo de resisténcia ndo enzimatico aos antibioticos B-lactamicos em H. influenzae
estd associado a alteracGes nas PBP3A e PBP3B (Parr & Bryan, 1984; Tristram et al., 2007). As
proteinas de ligacdo a penicilina estdao presentes em quase todas as bactérias, podem variar
de espécie para espécie no seu numero, dimensdo, quantidade e afinidade para com o
antibidtico B-lactamico, e estdo localizados de forma ndo aleatdria na regido exterior da
membrana citoplasmatica (Georgopapadakou, 1993). O H. influenzae apresenta oito PBPs,
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gue se designam por PBPs 1A, 1B, 2, 3A, 3B, 4, 5 e 6, e as suas capacidades de liga¢cdo aos
diferentes B-lactamicos sdo muito semelhantes as PBPs em E. coli. (Tristram et al., 2007).

A PBP3 é uma proteina relativamente grande com 610 residuos aminoacidicos, e é
codificada pelo gene ftsl. E constituida por um dominio citoplasmatico, um segmento
transmembranar e um dominio periplasmatico, que apresenta atividade de transpeptidase e
esta envolvido na sintese de peptidoglicano do septo da célula em divisao (Tristram et al.,
2007). A maioria das enzimas de ligagdo a penicilina, incluindo as PBP3, possui trés dominios
aminoacidicos bem conservados, que sdo essenciais para a sua funcdo. Nas PBP3, estes
dominios sdo S327-T-V-K, S379-S-N e K513-T-G (Tristram et al., 2007).

A resisténcia a ampicilina em estirpes ndo produtoras de B-lactamase (BLNAR) em H.
influenzae foi descrita pela primeira vez em 1974 por Thornsberry e Kirven. Em 1980,
Markowitz reportou a existéncia de um isolado clinico Hib resistente a ampicilina de um caso
de endocardite e meningite, em que nado foi detetada a presenga de B-lactamases, mas
propds que a alteragdo do centro ativo poderia ser uma justificagdo plausivel (Tristram et al.,
2007). Em 1984, Parr e Bryan utilizaram DNA gendmico de uma estirpe Hib, BLNAR, para
transformar uma estirpe suscetivel (BLNAS) numa estirpe de fendtipo BLNAR, e com isso,
demonstraram a diminui¢cdo de afinidade das PBP3A e PBP3B para com os antibidticos -
lactamicos, tanto na estirpe dadora como na estirpe transformada (Parr & Bryan, 1984).

Segundo os breakpoints do CLSI (2009), fenotipicamente, as estirpes BLNAR sdo definidas
pela auséncia de B-lactamase e apresentam uma concentracdo minima inibitéria (CIM) a
ampicilina superior ou igual a 4 mg/L, sendo assim consideradas resistentes. No entanto,
existem alguns autores que também incluem nesta definicdo, estirpes resistentes a
ampicilina com um CIM superior ou igual a 2 mg/L (Ubukata et al., 2001; Garcia-Cobos et al.,
2008) ou inferior ou igual a 1 mg/L (Garcia-Cobos et al., 2008). Os breakpoints atualmente
recomendados para a ampicilina, poderdo estar a interferir com a detecdo laboratorial de
um numero consideravel de isolados BLNAR, tendo consequéncias significativas a nivel
epidemioldgico e clinico, como se tem vindo a verificar pelo aumento da sua incidéncia em
varias regides do mundo (Sanbongi et al., 2006; Fluit et al., 2005).

As estirpes BLNAR apresentam ndo s6 uma reduzida suscetibilidade a ampicilina, como
também a outros B-lactamicos, particularmente as cefalosporinas (Ubukata et al., 2001;
Hasegawa et al.,, 2006; Tristram et al.,, 2007). Existem autores que sugerem outros
antibidticos como melhores indicadores de identificacdo de estirpes BLNAR, nomeadamente
o cefaclor e a cefuroxima. Atualmente é recomendado que as estirpes BLNAR sejam
consideradas resistentes a amoxicilina-acido clavulanico, ao cefaclor e cefuroxima, apesar da
aparente suscetibilidade in vitro de algumas estirpes para com estes antibiéticos (Tristram et
al., 2007).

As estirpes BLNAR podem ser definidas genotipicamente (gBLNAR) de acordo com a
sequenciacdo do gene ftsl e pelas substituicGes aminoacidicas da regido da transpeptidase
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das PBP3, particularmente pelas que estdo perto dos dominios conservados KTG, STVK e
SSN. Diversos estudos demonstraram que as substituicdes que tém sido descritas em
associacdo com o fendtipo BLNAR podem atingir os 24 aminodcidos diferentes na regido da
transpeptidades das PBP3. Embora as estirpes consideradas nestes estudos tenham sido
isoladas entre os anos de 1988 e 2004, e sejam de origens geograficas distintas, as
substituicGes existentes sdo consistentes entre estudos, em que apenas substituicGes
especificas em certas posicdes estdo associadas a resisténcia. Ndo existe uma substituicdo
aminoacidica que seja comum a todas as estirpes BLNAR, mas existem substituicdes que
ocorrem com grande frequéncia, nomeadamente, Asn526Lys, Arg517His, Met377lle,
Ser357Asn e Asp350Asn. Uma Unica estirpe BLNAR pode apresentar desde uma até 11
substituicGes diferentes (Tristram et al., 2007).

Ubukata et al. (2001) classificou os isolados BLNAR em 3 grupos mutacionais (1, Il, Ill), de
acordo com a presenga de substituicdes aminoacidicas chave nas PBP3, em que o grupo | é
caracterizado pela mutagao Arg517His, o grupo |l pela presenga da mutagao Asn526Lys, e o
grupo lll é caracterizado pela presenca simultdanea de trés mutacdes, nomeadamente
Met377lle, Ser385Thr e Leu389Phe. Esta classificacdo foi parcialmente modificada por
Dabernat et al. (2002) no que diz respeito ao grupo I, em que este subdividiu o mesmo em 4
grupos (lla, Ilb, lic e Ild), e onde considerou substituicdes adicionais além da substituicdo
Asn526Lys que define o grupo, nomeadamente o grupo lla, que inclui estirpes que exibem
apenas a mutacdo anterior, os grupos llb, lic e Ild, que para além da substituicdo anterior,
apresentam as mutacdes Val502Ala, Val502Thr e Val 449lle, respetivamente. Garcia-Cobos
et al. (2007), através de estudos realizados em Espanha, detetou a existéncia de estirpes
com as mutacbes Met377lle e Ser385Thr, mas sem as restantes mutacdes que
caracterizavam o grupo lll sugerido por Ubukata (Ubukata et al., 2001), e como tal, incluiu as
estirpes no grupo designado por “lll-like” (Garcia-Cobos et al.,, 2007). As estirpes que
apresentam uma maior suscetibilidade a ampicilina, encontram-se normalmente associadas
aos grupos | e Il, enquanto os isolados pertencentes ao grupo lll, apresentam nitidamente
uma maior resisténcia a ampicilina (Ubukata et al., 2001; Barbosa et al., 2011; Kaczmarek et
al., 2004; Bae et al., 2010).

No que diz respeito a diversidade genética, alguns estudos demonstraram que estirpes
BLNAR de H. influenzae s3ao genotipicamente diversas com uma auséncia generalizada de
disseminacdo clonal (Fluit et al., 2005, Kubota et al., 2006, Tristram et al., 2007). O fato de H.
influenzae apresentar um sistema eficiente de “uptake” de DNA homdlogo, podera tornar
possivel que o gene ftsl, com mutacdes, seja transferido de estirpes BLNAR para estirpes
suscetiveis, se os pacientes forem colonizados por mais do que uma estirpe (Tristram et al.,
2007).
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1.9 Resisténcia Combinada

As estirpes BLPACR foram inicialmente consideradas desta forma, por serem produtoras de
B-lactamases e resistentes a amoxicilina-acido clavulanico, sendo sugerido na altura, que a
resisténcia a amoxicilina-acido clavuldnico era devida a hiperproducdo da B-lactamase TEM-
1 ou ROB-1, ou a produgdo de um inibidor de B-lactamase TEM, ROB ou a uma nova B-
lactamase. Pode ainda colocar-se a hipdtese de sobreposicdo de PBPs alteradas e as tipicas
B-lactamases, TEM-1 ou ROB-1. Atualmente designam-se por BLPACR as estirpes que
apresentam as PBP3 alteradas conjuntamente com a producdo de B-lactamases.

Foram realizados varios estudos que revelaram que, quando se comparam estirpes BLNAR e
BLPACR com substituigdes idénticas nas PBP3, verifica-se que as BLPACR apresentam uma
CIM para a ampicilina muito superior, e uma CIM para as cefalosporinas idéntica, indicando
que a contribuicdo das B-lactamases para a resisténcia é limitada a ampicilina (Tristram et
al., 2007; Matic et al., 2003).

A producdo de B-lactamase tem sido desde sempre o mecanismo predominante, com uma
prevaléncia das estirpes produtoras de PB-lactamases resistentes a ampicilina (BLPAR)
superior a 20% na maioria dos paises europeus (Dabernat & Delmas, 2012). Estudos recentes
mostram que esta prevaléncia esta a estabilizar e/ou a diminuir, possivelmente em resposta
a alteragbes na terapéutica com antibidticos. No entanto, as estirpes que apresentam
resisténcia ndo enzimatica (BLNAR) e resisténcia mediada por ambos os mecanismos de
resisténcia (BLPACR) poderdo estar a aumentar a sua incidéncia em algumas regides (Garcia-
Cobos et al., 2007; Sanbongi et al., 2006; Hasegawa et al., 2003), incluindo Portugal (Barbosa
etal., 2011).

1.10 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal a caracterizagdo dos dois mecanismos de
resisténcia a ampicilina, o0 mecanismo enzimatico (caracterizacdo do tipo de beta-lactamase)
e 0 ndo enzimatico (andlise de mutacbGes do gene fts/) num conjunto pré- definido de
estirpes de H. influenzae isoladas entre o periodo de 2009 a 2012.

Como objetivos especificos, pretende-se:

=  Determinar a suscetibilidade aos diferentes antibidticos beta-lactamicos pelo método de
microdilui¢ao em placa;

= Determinar a prevaléncia e a caracterizacdo do tipo de beta-lactamase produzida pelas
estirpes produtoras de beta-lactamase;
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=  Caracterizar o serétipo capsular dos isolados clinicos em estudo;

= |dentificar e descrever os padrdoes de mutagdes existentes na sequéncia do gene fts/
(amplificagdo por PCR, purificagdo e respetiva sequenciagao);

= |nvestigar o grau de diversidade genética existente em algumas das estirpes que
apresentam genodtipos BLNAR (B-lactamase negativas ampicilina resistentes) e BLPACR
(B-lactamase positivas amoxicilina-clavulanato resistentes), pela técnica de Multilocus
SequenceTyping (MLST).

Com este estudo serd ainda possivel comparar os resultados obtidos com resultados ja
publicados pelo Laboratério Nacional de Referencia de Infe¢cdes Respiratérias — Agentes
respiratorios bacterianos, relativo a H. influenzae isolados entre o periodo de 2001 a 2008
(Barbosa et al., 2011), de forma a perceber a evolugdo dos mecanismos de resisténcia aos
antibidticos beta-lactdmicos em estirpes clinicas de H. influenzae ao longo dos anos em
Portugal.

Sendo de extrema importancia o desenvolvimento de projetos de investigacdo nesta area, e
ndo so a vigilancia e referéncia que tem vindo a ser realizadas, o desenvolvimento deste
estudo permitirda conhecer eventuais alteracbes ao nivel da emergéncia de novos
mecanismos de resisténcia a ampicilina, em infe¢des respiratérias a H. influenzae,
contribuindo para a melhoria do conhecimento cientifico nesta area, o que representara
importantes ganhos em Saude Publica.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Amostragem

A amostra em estudo incluiu 248 estirpes clinicas de Haemophilus influenzae, produtoras e
ndo produtoras de [-lactamase, que foram recolhidas em 16 Centros e Laboratérios
Hospitalares em Portugal, entre o periodo de 2009 a 2012.

As estirpes clinicas foram isoladas de individuos de ambos os sexos, com idades
compreendidas entre os 0 e 0s 91 anos, e de diversos produtos biolégicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Origem das estirpes clinicas de H. influenzae isoladas em Portugal entre o periodo de
2009-2012.

Distribuicdo das estirpes pelos anos de isolamento

Produto Bioldgico (2009 - 2012)

2009 2010 2011 2012 Total

Expetoracao 29 38 36 30 133
Exsudado Ocular 7 6 8 12 33
Exsudado Auricular 1 1 2 1 5
LBA 21 18 16 9 64
Sangue - - - 4 4
Outros 4 2 1 2 9

Total 62 65 63 58 248

LBA: Lavado alveolar, bronquico e bronco-alveolar; Outros: Exsudado faringeo, nasal e
nasofaringeo, Cateter, liquido de dialise, exsudado vaginal, suco gastrico e pus.

As estirpes que constituem a amostra em estudo foram selecionadas entre as estirpes nao
produtoras de B-lactamase, de acordo com a sua suscetibilidade a ampicilina e ao co-
amoxiclave, tendo como base uma concentragdo minima inibitdria (CIM) superior ou igual a
1 mg/L. Embora estas estirpes sejam consideradas suscetiveis segundo o CLSI (2009),
existem varios estudos (Bajanca et al., 2004; Barbosa et al., 2011; Garcia-Cobos et al., 2007)
gue demonstraram que em estirpes com uma CIM<1 mg/L, podem existir substituicdes
aminoacidicas nas PBP3. Foi ainda selecionado para o estudo, um conjunto de estirpes
produtoras de B-lactamase, onde se considerou estudar as substituigdes aminoacidicas das
PBP3 das estirpes com uma CIM>2 mg/L para ambos os antibiéticos, amoxicilina e co-
amoxiclave. Para o grupo controlo, foi selecionado um conjunto de estirpes sensiveis com
uma CIM<1 mg/L.
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2.2 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por uma técnica de fervura, que consistiu na suspensao de 4
a 5 coldnias de H. influenzae (apds crescimento overnight em placas de gelose de chocolate,
a 359C e 5% de CO,) em 60 pl de dgua destilada estéril (Sarstedt, Nimbrecht, USA), tendo
esta sido fervida em banho-maria numa placa de aquecimento (IKA-Werke GmbH & CO Kg
MEC2P, Pombal, Portugal) durante 15 minutos. Apdés a fervura, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente (2K15, Sigma-Aldrich
Co.). Apds a centrifugacao, foi transferido cerca de 40 a 50 pl de sobrenadante para outro
tubo Eppendorf devidamente identificado, e armazenado a -20°C.

2.3 Producgao de B-lactamase

A producdo de B-lactamase foi determinada apenas para algumas das estirpes em estudo
(para confirmar resultados discrepantes), uma vez que estes dados ja tinham sido obtidos
numa fase anterior a este trabalho. Este procedimento é realizado por um teste cromogénio,
em que se utiliza uma cefalosporina, o Nitrocefin (Oxoid Limited, UK), e que em contato com
uma estirpe produtora de B-lactamase, passa de uma cor amarela a uma cor vermelha, o
que significa que o anel B-lactdmico da cefalosporina foi destruido. E um procedimento que
implica a suspensado de cerca de 5 coldnias de H. influenzae em 20 ul de Nitrocefin, e apds
alguns minutos, é registada a reacao colorimétrica.

2.4 Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A suscetibilidade aos antibiéticos em H. influenzae pelo método de microdiluigdo em placa
ndo foi determinada neste estudo, com excecdo de algumas repeticdes, uma vez que as
estirpes selecionadas para o estudo ja haviam sido previamente classificadas. Esta técnica
consiste na suspensdo de 4 a 5 coldonias em recipientes com 3 ml de dgua autoclavada, de
forma a obter um padrao de turvacao ajustado ao padrdo 0,5 de Marcfarland. Este passo é
realizado com o auxilio de um leitor de turbidez (MicroScan Turbidity Meter — Siemens).
Seguidamente é feita a inoculacdo de 100 pl desta suspensdao em 25 ml de meio de
crescimento Haemophilus Test Medium (HTM, Dade Behring), e este é distribuido pelas
placas MICroSTREP plus tipo 3 (Dade Behring Inc., West Sacramento, USA) por meio de um
inoculador (RENOK). As placas sdo incubadas a 352C + 22C numa atmosfera sem CO, por um
periodo de 20-24 horas. A determinagao para cada antibidtico é feita pela leitura das placas,
observando-se a turbidez de cada pogo. A classificagdo nas diferentes categorias de
suscetibilidade: Sensivel, Intermédio e Resistente, é feita de acordo com os breakpoints
estabelecidos pelo CLSI (2012) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Critérios interpretativos, segundo o CLSI, dos antibidticos em estudo, na determinagao
da suscetibilidade em H. influenzae (CLSI, 2012).

Categorias de suscetibilidade (mg/L
Agente Antimicrobiano Abreviatura g (me/L)

Sensivel Intermédio  Resistente
Ampicilina Amp <1 2 >4
Amoxicilina-Clavulanato Amc <4/2 - >8/4
Azitromicina Azi <4 - -
Cefaclor Cfr <8 16 >32
Cefepima Cpe <2 - -
Cefotaxima Cft <2 - -
Cefuroxima Crm <4 8 216
Cloranfenicol C <2 4 28
Ciprofloxacina Cp <1 - -
Meropenem Mer <0.5 - -
Rifampicina Rif <1 2 >4
Tetraciclina Te <2 4 >8
Trimetoprima SXT <0.5/9.5  1/19-2/38 >4/76

/sulfametoxazol

2.5 Detecdao e caracterizagdo da capsula em estirpes de H.
influenzae

A presenca de cdpsula nas estirpes de H. influenzae foi determinada pela amplificacdo por
PCR, de um fragmento interno do gene bexA, com 343 pb. Este gene é apenas amplificado
em estirpes capsuladas.

Os serdtipos capsulares também foram determinados por PCR, de acordo com Falla e
colaboradores (1994), que descreveram os primers especificos utilizados na caracterizagdo
de cada um dos 6 serdtipos capsulares do H. influenzae. Este método é considerado de
referéncia na determinacdo dos serétipos capsulares.

A amplificacdo do fragmento interno do gene bexA foi realizada num volume total de 25 ul,
sendo a mistura reacional constituida por 2,5 pl de dNTPs 10 uM (mix com dATP, dCTP, dGTP
e dTTP) (Roche Diagnostics GmbH), 0,16 uM de cada primer especifico (Eurogentec, Seraing,
Belgium) (Anexo 1), 3,5 mM de MgCl2 50 mM (Bioline, UK), 0,5 U de Taqg polimerase (Biotaq,
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Bioline, UK) e 2,5 pl de tamp3o 10x (Bioline). A master mix de 23,5 pl, adicionou-se 1,5 pl de
DNA. Como controlo positivo foi utilizado DNA de estirpes de serdtipos conhecidos, isto &,
que continham o gene responsavel pela expressdo de determinado tipo de capsula (a-f).

A amplificacdo foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, AB), sendo que as etapas do PCR foram desenvolvidas da seguinte forma: um
ciclo de pré-desnaturacdo de 5 minutos a 942C, 30 ciclos de 1 minuto a 949C (desnaturagao),
1 minuto a 552C (annealing) e 1 minuto a 722C (alongamento), e por fim, uma extensao final
de 10 minutos a 722C.

A andlise do produto amplificado foi feita por electroforese em gel de agarose (Agarose
Multi-purpose-Bioline) a 1% (p/v) em tampdo Tris-borato-EDTA (TBE 10x) durante 25
minutos a 100V (i-Mupid, Cosmo Bio., Ltd.). Adicionou-se a agarose, ainda quente, 5 ul de
Syber Safe para 100 ml de gel para que fosse possivel visualizar as bandas. E colocado em
cada poco do gel, 5 ul de produto de PCR purificado e 2 pl de azul de bromofenol. O gel é
fotografado no aparelho Gel Doc 2000 (Biorad) e analisado em comparac¢do com o marcador
de peso molecular VIII (Roche Diagnostics GmbH), com bandas entre os 67 pb e os 1114 pb.

O protocolo experimental do PCR para a caracterizagcdo do serétipo capsular é idéntico ao
descrito anteriormente para a pesquisa de capsula.

2.6 Genes responsaveis pela producao de B-lactamases por PCR
Multiplex

A determinacdo dos genes responsaveis pela producdo de B-lactamases, nomeadamente os
genes blarem e blares, foi realizada por PCR Multiplex.

A amplificacdo dos genes foi efetuada num volume final de 25 ul, sendo a mistura reacional
para uma reagao composta por, 2,5 ul de tampao 10x, 0,2 mM de cada um dos 4 dNTPs
(Roche Diagnostics GmbH), 0,2 uM de cada primer especifico para a amplificacdo de ambos
0s genes em ambas as dire¢des forward e reverse (Rob-R, Rob-F, TEM-R, TEM-F, Anexo ), 1,5
pul de MgCl, (25 mM) (Quiagen), 0,5x de Q-solution (Quiagen) e 1,25U de enzima Tag
Polimerase (Quiagen). Adiciounou-se 1 pl de DNA aos 24 ul de mistura reacional.

Foram utilizadas estirpes controlo negativas para a produgdo de B-lactamase, e estirpes
positivas para a presenca dos dois genes, blatgy € blagos.

A amplificacdo dos genes blagv € blaros foi realizada num termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, AB), com o seguinte programa: o primeiro ciclo de pré-
desnaturacdo ocorreu durante 7 minutos a 949C, seguidos de 30 ciclos de 15 segundos a
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9429C, 15 segundos a 532C e 15 segundos a 729C, e por fim, uma extensdo final de 10 minutos
a 72°C.

A andlise do produto amplificado foi realizada de acordo com o procedimento descrito para
a pesquisa de capsula por PCR, em que foi utilizado o marcador de peso molecular VI
(Roche Diagnostics GmbH).

2.7 Deteg¢ao de mutagoes no gene ftsl que codifica a PBP3

A amplificacdo do gene ftsl nas estirpes de H. influenzae em estudo, foi realizada por PCR,
num volume final de 25 ul, com dois tipos de enzima, Tag TaKaRa e Bio-X-Act Short
Polimerase, em que aos 24 ul de mistura de reagao, foi adicionado 1 pul de DNA.

A mistura reacional utilizada para a 12 enzima, era constituida por 2 pl de dNTPs Mix (2,5
mM) (TaKaRa, Bio Inc., Shiga, Japdo), 1,5 pl de cada primer especifico (10pm/ul) para a
amplificacdo do gene fts/ em ambas as direcbes forward e reverse (Anexo Il), 2U da enzima
Tag™ (TaKaRa), e 2,5 pl de 10x Ex Tag tamp3o com MgCl, (20 mM) (TaKaRa).

A mistura reacional utilizada para a 22 enzima, por reag¢do, era composta por 2,5 ul de 10x
tampdo (Bioline, UK), 5 ul de dNTPs (1mM) (TaKaRa, Bio Inc., Shiga, Japdo), 1 uM de cada
primer especifico (10pm/ul) para a amplificagdo do gene ftsl em ambas as dire¢des forward
e reverse (Anexo ll), 1,4 ul de MgCl, (50mM) (Bioline, UK) e 2U de polimerase Bio-X-Act
Short (Bioline, UK).

A amplificacdo do gene ftsl foi realizada num termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, AB), de acordo com os seguintes programas, tendo em conta o tipo de
enzima. Para o enzima Taqg TaKaRa, o primeiro ciclo de pré-desnaturagdo ocorreu durante 5
minutos a 952C, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 959C, 1 minuto a 522C e 4 minutos a
729°C, e por fim, uma extensao final de 10 minutos a 729C. Para a polimerase Bio-X-Act Short,
o primeiro ciclo de pré-desnaturacdo ocorreu durante 5 minutos a 942C, seguidos de 35
ciclos de 30 segundos a 942C, 30 segundos a 552C e 2 minutos e 30 segundos a 722C, e por
fim, uma extensao final de 10 minutos a 722°C.

A analise do produto amplificado foi realizada de acordo com o procedimento descrito
anteriormente para a pesquisa de capsula por PCR, com exce¢cdo do marcador de peso
molecular utilizado. Neste caso em concreto, foi utilizado o marcador de peso molecular VII
(Roche Diagnostics GmbH), que apresenta bandas entre os 359 e 8576 pb.
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2.8 Purificacao

A purificacdo dos produtos de PCR foi efetuada com um reagente designado por ExoSAP-IT,
gue consiste em duas enzimas hidroliticas, uma exonuclease (Exonuclease 1) e uma fosfatase
(rShrimp Alkaline Phosphatase). Tem como fungdo a remog¢do do excesso de primers e
dNTPs, nos produtos de PCR.

Para este procedimento adicionou-se 2 pl de ExoSAP-IT a 5 pl do produto resultante do PCR.
Esta reacdo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
AB), em que a enzima foi incubada a 379C durante um periodo de 15 minutos, e depois
inativada a 802C durante 15 minutos.

2.9 Sequenciagao do gene ftsl/

A regido de DNA do gene fts/ correspondente ao dominio da transpeptidase da PBP3
(nucledtidos 840-1713 no gene ftsl, e aminoacidos 280-571 nas PBP3) foi sequenciada apds
purificagdo e sequenciagao direta com o Kit ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems, Porto, Portugal). As sequéncias foram determinadas no
sequenciador automatico ABI 3130 XL (Applied Biosystems, Lisboa, Portugal).

A reacdo de sequenciacao ciclica foi efetuada num volume final de 10 ul, sendo a mistura
reacional para uma reacdo composta por 2,5 pl de tampdo Big Dye, 1,5 ul de Big Dye
Terminator, 0,4 ul de cada primer especifico, ftsirev e ftslinrev (Anexo Il), e 1 ul de DNA
purificado.

A sequenciacdo ciclica foi efetuada num termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, AB), com o seguinte programa de sequenciacdo: o primeiro ciclo de pré-
desnaturacdo ocorreu durante 1 minuto a 962C, seguidos de 25 ciclos de, 10 segundos a
962C, 5 segundos a 502C e 3 minutos e 30 segundos a 60°C.

As sequéncias nucleotidicas obtidas por sequenciacdo foram analisadas e convertidas em
ficheiros FASTA com a ajuda do programa bioinformatico FinchTV (versdo 1.4 — Geospiza
Inc). Estas sequéncias foram posteriormente convertidas para o seu reverso complementar
através do programa Reverse Complement (Paul Stothard,
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html), traduzidas para uma sequéncia de

proteinas por meio do Expasy Translate Tool (ExPASy SIB Bioinformatics, SIB, Switzerland,
http://web.expasy.org/translate/), e finalmente foi efetuado o alinhamento das sequéncias

analisadas com a sequéncia original de H. influenzae (Haemophilus influenzae Rd KW20,
GenBank accession Nr NC_000907, NCBI) com o programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) que nos permitiu detetar as mutacGes

existentes no gene ftsl das estirpes em estudo (Anexo lll).
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2.10 Multilocus Sequence Typing (MLST)

A técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST) foi utilizada no processo de genotipagem de
alguns isolados clinicos em estudo, tendo sido utilizados primers especificos para a
amplificacdo de cada um dos sete fragmentos internos conservados (“housekeeping genes”:
adK, atpG, frdB, fuckK, mdh, pgi e recA) do H. influenzae Rd (Fleischmann et al., 1995), de
acordo com a técnica por Meats e colaboradores (Meats et al., 2003).

As reagGes de 25 ul foram realizadas em placas de microtitulagdo de 96 pogos (Sarstedt,
Nimbrecht, USA), e cada reacdo era constituida por 2,5 pl de tampao 10x, 5 ul de Q-solution
5x (Quiagen), 5 ul de 1 mM dNTPs (Roche Diagnostics GmbH), 1 ul de 20 uM de cada primer
especifico para a amplificacdo dos 7 genes em ambas as direcGes forward e reverse (Anexo
IV), e 1,25U de enzima HotStar Tag Polimerase (Quiagen). Adiciounou-se ainda 5 pul de DNA
aos 20 pl da mistura reacional.

A amplificacdo dos 7 “housekeeping genes” foi realizada num termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, AB), com o seguinte programa: o primeiro ciclo de pré-
desnaturacdao ocorreu durante 15 minutos a 952C, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a
952C, 30 segundos a 552C e 1 minuto a 729C, e por fim, uma extensao final de 10 minutos a
729C.

A andlise do produto amplificado foi realizada de acordo com o procedimento descrito para
a pesquisa de capsula por PCR, em que foi utilizado o marcador de peso molecular VI
(Roche Diagnostics GmbH).

A reagdo de purificagdo foi realizada de acordo com o descrito anteriormente para o gene
ftsl, sendo também utilizada a enzima ExoSAP-IT.

Os fragmentos de DNA purificados foram sequenciados com os primers especificos utilizados
na amplificacdo inicial. A amplificacdo da reacdo de sequenciacdo foi efetuada num volume
final de 10 pl, sendo a mistura reacional para uma reagcdo composta por 3,5 pl de tampao Big
Dye, 0,5 ul de Big Dye Terminator, 1,125 pl de cada primer especifico (5uM), (Anexo IV), e 1
ul de DNA purificado. Para a sequenciagao de cada gene, foi utilizado um primer (o F ou o R),
uma vez que foi possivel obter a sequenciagao com apenas um dos primer.

A sequenciacdo foi efetuada num termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, AB), com o seguinte programa: o primeiro ciclo de pré-desnaturacdo ocorreu
durante 1 minuto a 962C, seguidos de 25 ciclos de, 10 segundos a 962C (desnaturagdo), 5
segundos a 50°C (annealing) e 3 minutos e 30 segundos a 602C (alongamento). As
sequéncias foram determinadas no sequenciador automdtico ABI 3130 XL (Applied
Biosystems, Lisboa, Portugal).
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A analise das sequéncias obtidas por MLST foi realizada com o auxilio de uma base de dados
de H. influenzae disponivel em http://haemophilus.mist.net. As sequéncias foram alinhadas

e cortadas de acordo com a comparacdo do H. influenzae Rd, e os eletroferogramas
correspondentes foram analisados e submetidos a base de dados.

Cada isolado é definido por 7 nimeros inteiros, que em conjunto definem o seu perfil
alélico. A cada perfil alélico, é atribuido um numero: “Sequence type” (ST), que caracteriza
cada um dos isolados. Quando ndo existe correspondéncia de algum dos perfis alélicos
obtidos com os perfis disponiveis na base de dados internacional, terd que ser enviado ao
curador da base de dados, os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse dessa
estirpe, para que possa ser atribuido um novo numero ST.

Clusters de STs relacionados entre si, que aparentam descender de um ancestral comum,
designam-se por complexos clonais ou linhagens. Foi utilizada a andlise goeBURST por
intermédio do programa PHYLOVIZ 1.0 (http://goeburst.phyloviz.net/) para demonstrar o

tipo de relagao filogenética existente entre os STs identificados. Esta analise baseia-se no
numero de diferencas entre os perfis alélicos, sendo os isolados incluidos num determinado
complexo clonal (CC). Os STs que diferem em apenas um dos sete /oci de outro membro do
grupo, designam-se por “single locus variants” (SLVs), e STs que diferem em dois dos sete
loci de outro membro do grupo designam-se por “double locus variants” (DLVs). Os STs que
diferem em dois ou mais alelos de outros STs sao designados por “singletons”.

Foi ainda utilizado o programa START para a elaboracdo de um dendograma pelo método de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
(http://pubmlst.org/software/analysis/start/). Esta andlise permitiu-nos obter um padrao

hipotético de descendéncia para cada isolado estudado, ilustrando assim as possiveis
relacdes filogenéticas entre os STs considerados.

2.11 Analise Estatistica

A relagdo entre os pacientes clinicos, o tipo de amostra clinica e a suscetibilidade a
ampicilina foi analisada recorrendo a uma analise descritiva dos dados (teste do qui-
guadrado de ajustamento, xz).

A comparacdo das varidveis entre os grupos considerados na relacdo entre a suscetibilidade
das estirpes clinicas de H. influenzae aos antibidticos em estudo, tendo em conta o tipo de
capsula e estirpe (producdo de B-lactamase), foi determinada pelo teste do qui quadrado
(x?) de Pearson.
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A suscetibilidade aos antibidticos B-lactamicos das estirpes estudadas, considerando os
mecanismos de resisténcia (grupos mutacionais), e tendo também em conta os dois
periodos de estudo, 2001-2008 e 2009-2012, foi analisada, tal como anteriormente, pelo
teste do qui quadrado (x?) de Pearson, e foi utilizado o coeficiente de correlacio de
Spearman para determinar a associacdo existente entre os valores de CIM obtidos para cada
antibidtico e os isolados clinicos considerados. A comparacdao da suscetibilidade aos
antibioticos B-lactamicos durante o periodo de 2001 a 2008 foi analisada com o teste t das
médias para amostras emparelhadas.

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa SPSS 21.0 (SPSS Inc. Chicago,
Illinois, USA). Consideraram-se diferencas significativas para valores de p <0,05 em testes
bicaudais (two-tailed tests).
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3. Resultados

3.1 Caracterizacao das amostras de H. influenzae

Foram estudadas 248 estirpes clinicas de H. influenzae recolhidas em varios Centros e
Laboratoérios Hospitalares em Portugal, entre o periodo de 2009 a 2012.

Do conjunto de estirpes selecionadas para este estudo, 140 eram ndo produtoras de B-
lactamase, com uma CIM a ampicilina 21 mg/L (BLNAR), e incluiam-se nas varias classes de
resisténcia, segundo os breakpoints do CLSI (2012). Distribuem-se em estirpes resistentes, de
resisténcia intermédia e suscetiveis a ampicilina (CIM = 4 mg/L, CIM =2 mg/Le CIM < 1
mg/L). Foram estudadas ainda 66 estirpes produtoras de B-lactamases, com uma CIM >8
mg/L (BLPAR), e ainda 42 estirpes suscetiveis a ampicilina com uma CIM <1 mg/L (BLNAS).

Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes, tipo de amostra e suscetibilidade a ampicilina das estirpes
em estudo, isoladas em Portugal entre o periodo de 2009-2012.

Caracteristicasdo  Pacientes Suscetibilidade a Ampicilina (%)
paciente N (%) S | R P value
Total 248 144 (58,1) 33(13,3) 71 (28,6)
Género
Masculino 155 (62,5) 87 (56,1) 22 (14,2) 46 (29,7) Ns
Feminino 92 (37,1) 57 (61,9) 10(10,9) 25(27,2)
Desconhecido 1(0,4) 0 (0) 1(100,0) 0(0)

Idade (anos)

0-2 56 (22,6) 34 (60,7) 6 (10,7) 16 (28,6) 0,003
3-5 12 (4,8) 8 (66,7) 3 (25,0) 1(8,3)

6-20 38 (15,3) 17 (44,7) 10 (26,3) 11 (28,9)

21-50 32(12,9) 24 (75,0) 5(15,6) 3(9,4)

>51 109 (44,0) 61 (56,0) 8(7,3) 40 (36,7)
Desconhecido 1(0,4) 0 (0) 1(100,0) 0(0)

Tipo de amostra

Expetoracgdo 133 (53,6) 67 (50,4) 26 (19,5) 40 (30,1) Ns
Exsudado Ocular 33(13,3) 21 (63,6) 0(0) 12 (36,4)

Exsudado Auricular 5(2,0) 3 (60,0) 1(20,0) 1(20,0)

LBA 64 (25,8) 43 (67,2) 5(7,8) 16 (25,0)

Sangue 4 (1,6) 3(75,0) 1(25,0) 0(0)

Outros 9(3,6) 6 (66,6) 1(11,1) 2(22,2)

S —Suscetivel; | — Intermédio; R — Resistente; Ns — Nao significativo
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De acordo com a tabela 4, a amostra em estudo é constituida por 62,5% de pacientes do
género masculino e 37,1% do género feminino, e estes apresentam valores de
suscetibilidade a ampicilina muito semelhantes entre si, nao existindo diferengas
significativas entre eles.

No que diz respeito a idade, verificou-se que existe uma frequéncia elevada de pacientes
com idade superior a 51 anos (44,0%), onde se isolou um numero mais elevado de estirpes
resistentes a ampicilina (36,7%), quando comparado com as outras faixas etdarias. Verificou-
se também uma resisténcia intermédia a ampicilina nas faixas etdrias dos 0 aos 2, e dos 6
aos 20 anos. Existem diferengas significativas no que diz respeito aos elevados valores de
resisténcia intermédia a ampicilina, em pacientes que se incluem na faixa etaria dos 6 aos 20
anos (p=0,003), apresentando um valor superior ao que seria de esperar numa distribuicdo
aleatdria. O mesmo acontece com pacientes clinicos de idades superiores a 51 anos, que
apresentam valores superiores de resisténcia a ampicilina (p=0,003) ao que seria de esperar
quando comparado com os outros valores apresentados para as outras faixas etarias.

A maioria das amostras provém de expetoracdes (53,6%), seguidas de amostras de sangue
ou lavado brénco-alveolar (27,4%), exsudados oculares (13,3%), entre outros. De uma forma
geral, ndo existem diferencas significativas entre os varios tipos de amostra no que diz
respeito a resisténcia a ampicilina.

3.2 Suscetibilidade aos antibioticos

A suscetibilidade aos antibidticos B-lactamicos foi determinada para todas as estirpes
incluidas neste estudo, considerando-se no entanto outros antibidticos que sdo igualmente
importantes na terapéutica de infe¢des causadas por H. influenzae. Os antibidticos B-
lactamicos incluem a ampicilina, co-amoxiclave, cefepima, cefotaxima, cefuroxima, cefaclor,
e meropenem. Os outros antibidticos pertencem a classe dos macrolideos (i.e. azitromicina),
quinolonas (i.e. ciprofloxacina), sulfonamidas (i.e. trimetoprima-sulfametozaxol),
tetraciclina, cloranfenicol e rifampicina.

A andlise dos valores das CIM das estirpes em estudo aos antibidticos considerados, mostra
gue existem variacOes na suscetibilidade das estirpes, consoante o antibidtico e o fendtipo
de resisténcia (Tabela 5).

Tendo em conta que a resisténcia a ampicilina foi o critério principal de sele¢gao das amostras
clinicas em estudo, é um dos antibidticos que apresenta maiores valores de resisténcia.
Verificou-se ainda que existe uma resisténcia elevada a ampicilina nas estirpes produtoras
de B-lactamase (100%), e 20% das estirpes ndo produtoras de B-lactamases (BLNAR)
apresentaram resisténcia intermédia a ampicilina.
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Tabela 5 - Suscetibilidade aos antibidticos das estirpes clinicas (total) de H. influenzae, de acordo com
a classe de resisténcia e breakpoints do CLSI (2012).

s CIM (pg/ml) Suscetibilidade (% isolados)
Antibiodtico
50% 90% Range S | R NS
Ampicilina 1 >8 <0,03->8 58,1 13,3 28,6 0
Co-amoxiclave 2 4 <0,25->4 99,2 0 0,8 0
Cefotaxima <0,03 0,12 <0,03-1 100 0 0 0
Cefepime £0,12 0,25 <0,12 ->2 99,6 0 0 0,4
Cefuroxima 2 8 <0,25->8 85,9 8,1 6,0 0
Cefaclor 8 >16 <1->16 66,9 21,4 11,7 0
Meropenem 0,12 0,25 <0,06-1 98,4 0 0 1,6
Ciprofloxacina <0,06 <0,06 <0,06-0,5 100 0 0 0
Cloranfenicol <1 <1 <1-2 100 0 0 0
Tetraciclina <1 <1 <1-4 99,6 0,4 0 0
SXT <0,25 >2 <0,25->2 48,4 4,0 47,6 0
Rifampicina <0,5 <0,5 <0,5->2 99,6 0 0,4 0
Azitromicina 1 2 <0,25-4 100 0 0 0
S —Suscetivel; | — Intermédia; R — Resistente; NS — Ndo suscetivel;

No que diz respeito aos outros antibiéticos (Anexo V), verificou-se:

= Com excegdao de algumas estirpes BLNAR, a maioria das estirpes apresentou
suscetibilidade ao co-amoxiclave (99,2%);

= As cefalosporinas de 22 geracdo (cefaclor e cefuroxima) sdo os antibidticos ao qual as
estirpes apresentaram maior resisténcia (I+R), especialmente as BLNAR (32,9% e
14,0%, respetivamente);

= As estirpes, na sua generalidade, sdo suscetiveis as cefalosporinas de 32 e 42 geracao.
Nao existem breakpoints definidos para o cefepime, uma vez que ainda nao foram
caracterizadas estirpes resistentes para este antibidtico, mas foi detetada neste
estudo uma estirpe que ndo era suscetivel ao cefepime (0,4%);

= As estirpes estudadas apresentaram uma grande suscetibilidade ao meropenem
(98,4%), tendo havido no entanto 1,6% das estirpes que ndo apresentou
suscetibilidade a este antibiotico;

= 99,6% das estirpes apresentaram suscetibilidade a tetraciclina, tendo havido apenas
uma estirpe com resisténcia intermédia a este antibidtico (0,4%);

= 99,6% das estirpes apresentaram suscetibilidade a rifampicina, tendo havido apenas
uma estirpe resistente a este antibidtico (0,4%);

= Obteve-se uma grande percentagem de estirpes resistentes ao Trimetoprima-
sulfametoxazol (51,8%), tendo sido esta percentagem mais elevada nas estirpes
BLNAR e BLPACR;

= Todas as estirpes estudadas eram suscetiveis a ciprofloxacina, cloranfenicol e
azitromicina;
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3.3 Capsula e a Suscetibilidade aos Antibidticos

Das 248 estirpes clinicas estudadas, 238 sdo ndo capsuladas (96%), e 10 sdo capsuladas (4%).
Das estirpes capsuladas, 1 é do serdtipo a, 1 do serétipo d, 4 do serdtipo e, e 4 do serétipo f
(Tabela 6). Apenas se apresentam os resultados obtidos para as estirpes ndo capsuladas e
para as de cépsula f, visto que as restantes estirpes capsuladas (a, d, e) ndo apresentaram
diferencas significativas entre si e/ou com os restantes fendtipos.

Tabela 6 - Suscetibilidade das estirpes clinicas (total) de H. influenzae aos antibidticos em estudo, de
acordo com a capsula e producdo de B-lactamase.

s B CIM (pg/ml) Suscetibilidade (% isolados) P
Antibiético Capsula
50% 90% Range S | R NS value
NC (bla-) (173) 1 2 <0,03-4 78,0 19,1 2,9 - 0,000
Ampicilina NC (bla+) (65) >8 >8 1->8 0,0 00  100,0 -
Cépsula f (bla-) (3) 0,25 0,25 0,25 100,0 0,0 0,0
Cépsula f (bla+) (1) >8 >8 >8 0,0 00  100,0 -
NC (bla-) (173) 2 4 <0,25-> 4 98,8 - 1,2 - Ns
Co- NC (bla+) (65) 1 2 0,5-4 100,0 - 0,0 -
amoxiclave  Capsula f (bla-) (3) 0,25 0,5 <0,25-0,5 100,0 - 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) 2 2 2 100,0 - 0,0 -
NC (bla-) (173) 0,06 0,12 <0,03-1 100,0 - - 0,0 Ns
cefotaxima  \C (Pa*) (65) <0,03 <003 <0,03-012 1000 - - 0,0
Cépsulaf (bla-) (3)  <0,03 <0,03 <0,03 100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla+) (1) 0,25 0,25 0,25 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) 0,25 0,5 <0,12-2 100,0 - - 0,0 0,000
Cefepime NC (bla+) (65) <0,12 0,25 <0,12-0,5  100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla-) (3)  <0,12 >2 <0,12->2 66,7 - - 33,3
Capsula f (bla+) (1) 2 2 2 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) 2 8 <0,25->8 79,8 11,6 87 - 0,024
cefuroxima N (Pa#) (65) 1 2 <0,25-4 1000 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla-) (3) 0,5 0,5 0,5 100,0 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla+) (1) 4 4 4 100,0 0,0 0,0 -
NC (bla-) (173) 8 >16 <1->16 59,0 26,6 14,5 - 0,001
Cofaclor  NC (bla) (65) 8 16 <1->16 846 10,8 4,6 -
Capsula f (bla-) (3) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) > 16 > 16 > 16 0,0 0,0 100,0 -
NC (bla-) (173) 0,12 0,5 <0,06-1 97,7 - - 2,3 Ns
Meropenem NC (bla+) (65) <0,06 0,12 <0,06—0,5  100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla-) (3) 0,12 0,5 <0,06—-1 100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla+) (1) 0,12 0,12 0,12 100,0 - - 0,0

Das estirpes capsuladas, as de serétipo a e d sdo suscetiveis a todos os antibidticos testados.
As estirpes de serdtipo e eram suscetiveis a todos os antibidticos, com excecdo do SXT, em
gue apresentavam 75% de resisténcia (Anexo VI).

Das 4 estirpes de serdtipo f, duas destacaram-se pela sua resisténcia a determinados
antibiéticos. Uma das estirpes era ndo produtora de B-lactamase, e era considerada nao
suscetivel a cefepime (p=0,000), sendo esta diferenca significativa, uma vez que apresentava
um valor superior ao que seria de esperar relativamente as outras estirpes; a outra estirpe
era produtora de B-lactamase, resistente a ampicilina, SXT e ao cefaclor, e apresentou
também, relativamente aos outros fendtipos, um valor superior ao que seria de esperar para
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este Ultimo antibidtico (p=0,001) sendo essa diferenca significativa. Ambas as estirpes sdo
provenientes de pacientes clinicos de idades compreendidas entre os 0 e 2 anos de idade, e
de exsudados auriculares.

A maioria das estirpes ndo capsuladas apresentou suscetibilidade aos antibidticos co-
amoxiclave, as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo, a ciprofloxacina, ao cloranfenicol, a
tetraciclina, rifampicina e azitromicina (Anexo VI). Verificou-se que das estirpes ndo
capsuladas, as ndo produtoras de B-lactamase apresentam maior resisténcia (I+R) as
cefalosporinas de 22 geracdo, nomeadamente a cefuroxima (20,3%) e ao cefaclor (41,1%), ao
SXT (55,5%) e a ampicilina (22,0%). As estirpes produtoras de B-lactamase para além de
apresentarem uma elevada resisténcia a ampicilina (100,0%), eram também resistentes ao
SXT (43,1%), e ao cefaclor (15,4%). Existem diferencas significativas entre as estirpes bla- e
bla+ no que diz respeito a suscetibilidade a ampicilina (p=0,000), em que as estirpes bla+
apresentam valores muito superiores de resisténcia a ampicilina quando comparado as
estirpes bla-. Os valores de suscetibilidade a cefuroxima (p=0,024) e ao cefaclor (p=0,001)
sdo significativamente diferentes entre as estirpes produtoras e ndo produtoras de PB-
lactamase. As primeiras apresentam valores superiores ao que seria de esperar quanto a
suscetibilidade para ambos os antibidticos (com excegdo da estirpe bla+ capsula f), enquanto
as estirpes bla- apresentam um valor superior ao que seria de esperar relativamente a
resisténcia aos antibidticos considerados.

3.4 Producao de B-lactamase

Das 248 estirpes estudadas, 66 sdo produtoras de B-lactamase (26,6%), e todas apresentam
o gene blargv1 (100%), ndo se tendo encontrado nenhuma estirpe com o gene blagos 1. Estas
estirpes apresentam uma suscetibilidade reduzida a ampicilina, o que é caracteristico de
estirpes que possuam o mecanismo enzimatico de resisténcia a ampicilina.

3.5 Mutagoes no gene ftsl que codifica a PBP3

A resisténcia a ampicilina em H. influenzae pode ser mediada por um mecanismo ndo
enzimdatico em que existem alteragdes nas PBP3, e que sdo causadas por mutagcdes no gene
ftsl, provocando uma diminuicdo da afinidade das PBP3 para com os antibidticos B-
lactamicos. As mutacdes no gene fts/ foram identificadas apés amplificacdo total do gene
(1833 pb) e respetiva sequenciacdo da regido responsavel pela funcdo da transpeptidase das
PBP3, que se situa entre os 840 e os 1713 pb (Barbosa et al., 2011).

A sequenciacdo foi realizada em 144 estirpes clinicas de H. influenzae suscetiveis a
ampicilina, e em 104 estirpes de suscetibilidade reduzida a ampicilina, podendo estas serem
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ou ndo produtoras de PB-lactamase. Das 248 estirpes em estudo, 204 apresentaram
mutagdes no gene fts/ (82,3%), enquanto 44 ndo apresentaram mutagdes no gene fts/ (22
estirpes ndao produtoras de B-lactamase sensiveis a ampicilina, BLNAS, e 22 produtoras de -
lactamase, resistentes a ampicilina, BLPAR).

Com a andlise das sequéncias obtidas, verificou-se a existéncia de substituicOes
aminoacidicas que apresentavam maior frequéncia que outras. Das 204 estirpes com
mutagles, 181 apresentavam com grande frequéncia a substituicdo aminoacidica de uma
valina por uma isoleucina (Val547lle; 88,7%), seguida de 157 estirpes que apresentavam a
substituicdo de uma asparagina por uma lisina (Asn526Lys; 76,9%) e ainda 148 estirpes que
apresentavam a substituicdo de asparagina por uma serina (Asn569Ser; 72,6%).

Foi utilizada a classificacdo de Ubukata et al. (2001) e a de Dabernat et al. (2002) para a
caracterizagao das estirpes em estudo pelos varios grupos mutacionais. Segundo Ubukata et
al. (2001), as estirpes podem ser classificadas em 3 grupos distintos, de acordo com as
diferentes substituicdes aminoacidicas, e segundo Dabernat et al.(2002), o grupo |l pode ser
subdividido em 4 grupos (lla, llb, lic e lld). Verificou-se que existiam 39 estirpes (21 ndo
produtoras de B-lactamase e 18 produtoras de B-lactamase) que apresentavam mutacdes no
gene ftsl, mas que ndo se incluiam em nenhum grupo mutacional, e através delas nao foi
possivel estabelecer uma relacdo direta com o mecanismo de resisténcia ndo enzimatico a
ampicilina.

A tabela 7 ilustra as substituicdoes de aminoacidos no gene fts/ para os isolados gBLNAR
(n=160) e gBLPACR (n=44), préoximo dos dominios conservados SSN e KTG das PBP3. A
identificacdo destas mutacGes deu origem a 40 padrdoes mutacionais, tendo em conta as
varias substituicdes (Anexo Ill). E de salientar ainda que a grande maioria das substituicdes
encontraram-se proximo do dominio KTG. O grupo Il € o mais frequente, e corresponde a
78,5% das estirpes que apresentam altera¢des nas PBP3, e dentro do grupo Il, o grupo mais
comum é o llb, constituido por 84 estirpes (52,1%), seguido do grupo llc, constituido por 52
estirpes (32,3%).
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Tabela 7 - SubstituicGes aminoacidicas identificadas na regido da transpeptidase do gene fts/

Amino acid substitution

N of isolates®

Group® near SSN motif near KTG motif
Bla - Bla+ Asp350  Ser357 Ala368 Met377  Ser385  Leu389  Ala437 1le449 Leu456  Gly490  Ala502  Arg517 Asn526  Ala530 Thr532  Val547  Ala554 Asn569
| 1 His lle Thr Ser
1 Ser His
Ila 1 Asn Glu Lys Ser
1 Glu Lys Ser lle Ser
1 Glu Lys Ser
2 Lys
1 Asn Lys Ser
Asn lle Lys lle Ser
1 Asn Lys lle
Ilb 16 1 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
2 1 Asn lle Val Lys
1 Asn lle Val Lys lle
3 lle Glu Val Lys lle Ser
1 lle Val Lys lle Ser
17 10 Asn lle Val Lys lle Ser
3 Glu Val Lys lle Ser
5 1 Val Lys lle Ser
4 1 Val Lys
4 2 Asn Val Lys lle Ser
2 Asn lle Ser Val Lys lle Ser
1 Asn Ser Val Lys lle Ser
4 Asn lle Val Val Lys lle Ser
3 1 Asn lle Cys Val Lys lle Ser
1 Asn Pro lle Val Lys lle Ser
Ilc 32 Asn Thr Lys lle Ser
1 Asn Thr Lys lle
1 Asn Thr Lys Ser
4 Asn Val Thr Lys lle Ser
4 Thr Lys lle Ser
2 2 Thr Lys lle
4 Thr Lys
1 Val Thr Lys
1 Thr Thr Lys
Id 6 3 Val Lys lle Ser
1 lle Val Lys lle Ser
1 Asn lle Leu Lys lle
1 Val Lys
1 Val Val Lys lle Ser
I11-like 5 Asn Asn lle Thr His Ser lle
1 Asn Asn lle Thr Phe His Ser lle Ser
Miscell 21 18
aneous

a As estirpes com mutagdes no gene ftsl foram classificadas em 6 grupos: | e Il (a, b, ¢ and d) de acordo com Dabernat et al. (2002) e lll-like de acordo com Garcia-Cobos et al. (2008); b Bla+, Estirpes produtoras de f-
lactamase; Bla-: Estirpes ndao produtoras de B-lactamase.
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A substituicdo aminoacidica caracteristica do grupo |, de uma arginina pela histidina
(Arg517His), foi observada em apenas 2 estirpes. Uma delas é produtora de B-lactamase, e
outra é ndo produtora de [-lactamase, e ambas apresentaram diferentes padrdes
mutacionais.

O grupo |l é caracterizado pela substituicio de uma asparagina por uma lisina na posicao
526, foi observado em 157 estirpes, e apresentou 36 padrdes mutacionais. Pela andlise da
tabela 7, verificou-se:

= O grupo lla é caracterizado pela substituicdo Asn526Lys, podendo haver ou nao
substituicGes adicionais. Constituido por 8 estirpes, sendo 2 produtoras de B-
lactamase e 6 ndo produtoras de B-lactamase, e estas deram origem a 7 padroes
mutacionais, sendo as substituicGes aminoacidicas mais frequentes a Asp350Asn,
Gly490Glu e Ala530Ser;

= O grupo llb caracteriza-se pela substituicdo de uma alanina por uma valina, na
posicdo 502 (Ala502Val), podendo no entanto apresentar substituicdes adicionais
como a Asn526Lys ou Asp350Asn. Este grupo era constituido por 84 estirpes (das
guais 18 eram produtoras de B-lactamase), e apresentaram 15 padrdes mutacionais
diferentes, em que as substituicGes adicionais que surgiram com maior frequéncia
foram: Asp350Asn, Met377lle, Asn526Lys, Val547lle e Asn569Ser. Salienta-se ainda
que as estirpes BLNAR apresentaram uma grande diversidade de padroes
mutacionais, o0 mesmo nao acontecendo com as estirpes BLPACR, que apresentaram
um numero reduzido de padrdes;

= O grupo llc, a semelhanca do grupo llb, é caracterizado pela substituicio de uma
alanina por uma treonina, na posi¢do 502 (Ala502Thr). Era composto por 52 estirpes
distribuidas por 9 padrdes mutacionais. Destas estirpes, apenas duas eram
produtoras de B-lactamase, e ambas apresentaram o mesmo padrdao de mutagdes. As
substituicdes aminoacidicas de maior frequéncia foram: Asp350Asn, Asn526Lys,
Val547lle e Asn569Ser.

= O grupo lld caracteriza-se pela susbtituicdo de uma isoleucina por uma valina, na
posicdo 449. Constituido por 13 estirpes, das quais 3 eram produtoras de PB-
lactamase, e dividiu-se em 5 padroes mutacionais. As 3 estirpes BLPACR
apresentaram o mesmo padrdo de mutacdes, sendo também este o padrdo que
ocorreu com maior frequéncia nas BLNAR. As substituigdes aminoacidicas mais
frequentes foram: Asn526Lys, Val547lle e Asn569Ser.

O grupo llI-like foi descrito por Garcia-Cobos e colaboradores (2007), e caracteriza-se por
apresentar substituicdes nos dominios KTG e STVK, adicionais as apresentadas por Ubukata
et al. (2001). Nao foram encontradas estirpes que se incluissem no grupo do tipo Ill da
classificacdo de Ubukata, mas foram caracterizadas seis estirpes que se enquadravam no
grupo lll-like. Eram estirpes ndo produtoras de B-lactamase (BLNAR), que se dividiram em 2
padrdes mutacionais, e a maioria apresentou o mesmo padrdao de mutacdes. As
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substituicdes aminoacidicas adicionais eram representadas pela Ser357Asn, Met377lle,
Ser385Thr, Leu389Phe, Argb17His, Thr532Ser, Val547lle e Asn569Ser.

3.6 Relagao entre os fenotipos de suscetibilidade aos antibidticos

e os gendtipos de resisténcia

Com os resultados obtidos pela sequenciacdo do gene fts/, reorganizou-se o conjunto das

estirpes caracterizadas anteriormente, de acordo com o fendtipo de resisténcia a ampicilina,
pelas vdrias classes de gendtipos (gBLNAS, gBLPAR, grupo I/Il gBLNAR, grupo Ill-like gBLNAR
e grupo /1l gBLPACR) (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo das estirpes por gendtipos
e respetiva percentagem na amostra total.

Gendtipo N (%)
gBLNAS 22 (8,8%)
gBLPAR (TEM-1) 22 (8,8%)

/1l gBLNAR 133 (53,6%)
I1-like gBLNAR 6 (2,4%)

I/l gBLPACR 26 (10,5%)
Misc 39 (15,7%)
Total 248 (100,0%)

A prevaléncia de cada genétipo entre as 248 estirpes de H. influenzae estudadas distribuiu-

se da seguinte forma:

Vinte e duas estirpes eram ndo produtoras de B-lactamase, ndo apresentavam
gualguer mecanismo de resisténcia a ampicilina, e pertenciam ao gendtipo gBLNAS

Das estirpes produtoras de B-lactamase, vinte e duas (8,8%) apresentavam somente
0 mecanismo enzimatico, sendo incluidas no gendtipo gBLPAR (TEM-1);

Vinte e seis estirpes (10,5%) que apresentavam ambos 0os mecanismos de resisténcia,
enzimatico e ndo enzimatico, foram incluidas no gendtipo /Il gBLPACR;

As estirpes ndo produtoras de B-lactamase, e com alteragcbes nas PBP3, foram
distribuidas por dois gendtipos diferentes: 133 estirpes (53,6%) BLNAR foram
incluidas no gendtipo I/11 gBLNAR, e 6 estirpes (2,4%) no gendtipo Ill-like gBLNAR.
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Analisando a relagdo existente entre as estirpes selecionadas com base na CIM a ampicilina e
os gendtipos de resisténcia obtidos, constataram-se algumas observagdes no que diz
respeito a sua suscetibilidade aos antibidticos B-lactamicos:

= Das 42 estirpes clinicas com o fendtipo BLNAS, 20 foram incluidas no gendtipo
gBLNAR, uma vez que apresentavam mutacdes no gene fts/, mas estas ndo pareciam
estar envolvidas no mecanismo de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos. Existiram
excecoes em duas dessas estirpes, sendo que uma delas era resistente a cefepime
(Grupo “Miscelaneo” — com mutagbes aleatdrias, ndo envolvidas na resisténcia a
ampicilina), e outra pertencia ao grupo mutacional llb, e era resistente a cefuroxima
e ao cefaclor;

= Das estirpes com uma CIM a ampicilina igual a 1 mg/L (n=103), trés ndo
apresentavam mutagdes no gene fts/. Das 100 estirpes com mutagdes no gene ftsl,
40 eram resistentes ao cefaclor, e destas, 7 apresentavam resisténcia intermédia a
cefuroxima. Ndo se detetou resisténcia aos outros antibiéticos B-lactamicos;

»= Todas estirpes com uma CIM a ampicilina igual a 2 mg/L (n=33) apresentaram
mutacdes no gene ftsl, com excecdo de uma estirpe. Das 32 estirpes com mutacgodes,
duas apresentavam resisténcia ao co-amoxiclave, 16 eram resistentes ao cefaclor, e
destas, 8 apresentavam resisténcia a cefuroxima;

*= Todas as estirpes com uma CIM a ampicilina igual a 4 mg/L (n=5) apresentaram
mutagdes no gene ftsl. Das 5 estirpes, 4 eram resistentes ao cefaclor, e destas, uma
apresentava resisténcia intermédia a cefuroxima. Foi ainda detetada uma estirpe ndo
suscetivel ao meropenem;

= As estirpes que apresentavam uma CIM a ampicilina superior ou igual a 8 mg/L
(n=66) incluiam-se no grupo das estirpes produtoras de B-lactamase. Das estirpes
gue ndo apresentaram mutagdes no gene fts/ (BLPAR, n=22), apenas uma apresentou
resisténcia ao cefaclor, e das estirpes que apresentaram mutac¢des (BLPACR, n=44),
trés eram resistentes ao cefaclor, sendo todas as outras estirpes, suscetiveis aos
outros antibidticos B-lactamicos.

A suscetibilidade dos isolados clinicos de H. influenzae em estudo aos antibidticos PB-
lactamicos, tendo em conta os gendtipos descritos, estao representadas na tabela 9.
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Tabela 9 - Suscetibilidade aos antibidticos B-lactamicos (CIM) das estirpes estudadas, de acordo com
0s mecanismos de resisténcia aos antibidticos.

g Genétipo de CIM (mg/L) Suscetibilidade (%)
Antibidtico e n . P-value
resisténcia CIM;, CiMg, Range S | R
gBLNAS (22) 0.12 1 <0.03 -2 95.5 4.5 0 0,000
gBLPAR (22) >8 >8 8->8 0 0 100.0
Ampicilina  1/Il gBLNAR (133) 1 2 0.12-4 73.7 23.3 3.0
11l gBLNAR (6) 1 1 1-4 83.3 0 16.7
I/1l gBLPACR (27) >8 >8 1->8 0 0 100.0
gBLNAS (22) <0.25 1 <0.25-2 100.0 0 0 Ns
Co- gBLPAR (22) 1 2 05-4 100.0 0 0
amoxiclave 1/1 gBLNAR (133) 2 4 <0.25->4 98.5 0 1.5
11l gBLNAR (6) 2 2 1-2 100.0 0 0
1/1l gBLPACR (27) 2 2 1-4 100.0 0 0
gBLNAS (22) <0.03 <0.03 <0.03 -0.06 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.03 <0.03 <0.03 100.0 0 0
Cefotaxima  I/Il gBLNAR (133) 0.06 0.12 <0.03-1 100.0 0 0
11l gBLNAR (6) 0.12 0.12 0.12-0.5 100.0 0 0
I/1l gBLPACR (27) <0.03 0.06 <0.03 -0.25 100.0 0 0
gBLNAS (22) <0.12 0.25 <0.12-0.25 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.12 <0.12 <0.12-0.25 100.0 0 0
Cefepima 1/1 gBLNAR (133) 0.25 0.5 <0.12-2 100.0 0 0
11l gBLNAR (6) 0.5 0.5 0.25-1 100.0 0 0
1/1l gBLPACR (27) <0.12 0.25 <0.12-2 100.0 0 0
gBLNAS (22) 0.5 4 <£0.25-4 100.0 0 0 0,000
gBLPAR (22) 0.5 1 0.5-1 100.0 0 0
Cefuroxima /Il gBLNAR (133) 2 8 0.5->8 78.9 12.8 8.3
11l gBLNAR (6) >8 >8 4->8 16.7 16.7 66.7
1/1l gBLPACR (27) 2 4 1-4 100.0 0 0
gBLNAS (22) <1 8 <1-8 100.0 0 0 0,000
gBLPAR (22) 8 16 2->16 86.4 9.1 4.5
Cefaclor I/1 gBLNAR (133) 8 >16 2->16 52.6 29.3 18.0
11l gBLNAR (6) 16 16 16 -> 16 0 833 16.7
I/1l gBLPACR (27) 8 16 2->16 846 115 3.8
gBLNAS (22) <0.06 0.12 <0.06 - 0.25 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.06 <0.06 <0.06 - 0.25 100.0 0 0
Meropenem 1/Il gBLNAR (133) 0.12 0.5 <0.06 -1 97.0 0 3.0
11l gBLNAR (6) 0.12 0.12 <0.06 -0.12 100.0 0 0
1/1l gBLPACR (27) 0.12 0.25 <0.06 - 0.5 100.0 0 0

Analisando esta relacdo, tendo como comparacao as estirpes de genétipo gBLNAS, verificou-

se:

= A maioria dos isolados gBLNAS era suscetivel aos antibiéticos B-lactamicos, havendo
apenas uma estirpe que apresentava resisténcia intermédia a ampicilina;

= As estirpes produtoras de B-lactamase apresentaram um aumento de cerca de 70x da
CIMso a ampicilina nas estirpes gBLPAR e I/1l gBLPACR, em relagdo as estirpes BLNAS,
sendo esta diferenca significativa (p=0,000). Existe ainda uma correlacdo bastante
significativa entre as estirpes produtoras de [-lactamase e a suscetibilidade a

ampicilina (p=0,000);
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= As estirpes com genodtipo gBLPAR apresentaram um aumento de 4x da CIMsy do co-
amoxiclave, sendo suscetiveis aos restantes B-lactamicos;

= As estirpes de gendtipo I/1l gBLPACR, 1I/11 gBLNAR e lll-like gBLNAR apresentaram um
aumento de 8x da CIMsy do co-amoxiclave e 2x para o meropenem. Detetaram-se
duas e quatro estirpes do gendtipo I/Il gBLNAR que eram resistentes e ndo
suscetiveis ao co-amoxiclave e meropenem, respetivamente.

= As estirpes do gendtipo gBLNAR e gBLPACR dos grupos mutacionais | e |l
apresentaram um aumento de 8x da CIMsy para o cefaclor, havendo 39 estirpes
gBLNAR com resisténcia intermédia ao cefaclor e 24 resistentes (p=0,000); existiam
ainda 3 estirpes produtoras de B-lactamase (gBLPACR) com resisténcia intermédia e 1
resistente ao cefaclor;

= Verificou-se um aumento generalizado da CIMsy para todos os antibidticos PB-
lactamicos das estirpes do gendtipo I/Il gBLNAR: 8x para a ampicilina, co-amoxiclave
e cefaclor; 4x para a cefuroxima e 2x para a cefotaxima, cefepime, e meropenem;
eram na sua maioria suscetiveis a cefuroxima e ao cefaclor (p=0,000), mas
apresentavam um numero significativo de estirpes com resisténcia intermédia a
cefuroxima (p=0,000) e ao cefaclor (p=0,000);

= As estirpes de gendtipo lll-like apresentaram um aumento dos valores da CIMsq para
os antibidticos cefotaxima (4x), cefepima (4x), cefuroxima (16x) e cefaclor (16x),
guando comparado com os outros genétipos. Os valores de resisténcia intermédia ao
cefaclor (p=0,000) e de resisténcia a cefuroxima (p=0,002) sdo significativamente
diferentes, quando comparados com os outros gendtipos. Embora houvesse uma
estirpe resistente, de uma forma geral, estas estirpes sdo suscetiveis a ampicilina;
todas as estirpes sdo suscetiveis a cefotaxima, cefepime e meropenem.

No que diz respeito aos outros antibiéticos (ndo B-lactamicos), com exceg¢do do SXT, todas as
estirpes apresentaram suscetibilidade a esses antibidticos. As estirpes de gendtipos I/l
gBLNAR, I/1l gBLPACR e gBLNAS apresentaram valores de resisténcia (I+R) ao SXT de 63,1%,
46,2% e 31,8% respetivamente (p=0,000), e as estirpes de gendtipos gBLPAR e lll-like
gBLNAR apresentaram niveis de resisténcia inferiores, de 18,2% e 16,7%, respetivamente
(Anexo VII).

Detetou-se ainda uma estirpe do gendtipo gBLNAS que apresentou resisténcia a rifampicina.
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3.7 Evolugdao dos mecanismos de resisténcia em estirpes clinicas
de H. influenzae aos antibidticos B-lactamicos

A tabela 10 tem como objetivo comparar as diferencas nas suscetibilidades aos antibidticos
B-lactamicos de H. influenzae isolados da clinica entre dois periodos distintos, de 2001 a
2008, e de 2009 a 2012, tendo em conta os mecanismos de resisténcia descritos.

Tabela 10 - Suscetibilidade aos antibidticos (%) das estirpes estudadas, em dois periodos, 2001-2008
e 2009-2012, de acordo com os mecanismos de resisténcia aos antibidticos.

Suscetibilidade (%)

Antibiético f:s':;’tté:"‘c’igﬁ 2001 - 2008 2009 - 2012 P-value
s I R s I R

gBLNAS 92,4 3,0 4,5 95,5 4,5 0 0,013
gBLPAR 0 3,0 97,0 0 0 100,0
Ampicilina 1/11 gBLNAR 42,4 53,2 4,3 73,7 23,3 3,0
1 gBLNAR 50,0 0 50,0 83,3 0 16,7
I/1l gBLPACR 0 0 100,0 0 0 100,0

gBLNAS 100,0 0 0 100,0 0 0 Ns
gBLPAR 94,0 6,0 0 100,0 0 0
Co-amoxiclave  I/Il gBLNAR 97,8 0 2,2 98,5 0 1,5
I gBLNAR 100,0 0 0 100,0 0 0
I/1l gBLPACR 97,9 0 2,1 100,0 0 0

gBLNAS 100,0 0 0 100,0 0 0 Ns
gBLPAR 94,0 0 6,0° 100,0 0 0
Cefotaxima I/l gBLNAR 100,0 0 0 100,0 0 0
1 gBLNAR 100,0 0 0 100,0 0 0
I/1l gBLPACR 100,0 0 0 100,0 0 0

gBLNAS 98,5 0 1,5° 100,0 0 0 Ns
gBLPAR 94,0 0 6,0° 100,0 0 0
Cefepime 1/11 gBLNAR 100,0 0 0 100,0 0 0
I gBLNAR 100,0 0 0 100,0 0 0
I/1l gBLPACR 100,0 0 0 100,0 0 0

gBLNAS 91,0 6,0 3,0 100,0 0 0 Ns
gBLPAR 91,0 6,0 3,0 100,0 0 0
Cefuroxima 1/l gBLNAR 67,4 18,5 14,1 78,9 12,8 8,3
I gBLNAR 50,0 0 50,0 16,7 16,7 66,7
I/1l gBLPACR 97,9 0 2,1 100,0 0 0

gBLNAS 87,9 6,0 6,1 100,0 0 0 Ns
gBLPAR 66,6 12,1 15,2 86,4 9,1 4,5
Cefaclor 1/11 gBLNAR 46,7 28,3 25,0 52,6 29,3 18,0
1 gBLNAR 0 50,0 50,0 0 83,3 16,7
I/1l gBLPACR 57,4 29,8 12,8 84,6 11,5 3,8

gBLNAS 98,5 0 1,5° 100,0 0 0 0,016
gBLPAR 94,0 0 6,0° 100,0 0 0
Meropenem I/l gBLNAR 93,5 0 6,5° 97,0 0 3,0°
Il gBLNAR 50,0 0 50,0° 100,0 0 0
I/1l gBLPACR 100,0 0 0 100,0 0 0

S, suscetivel; |, intermédio; R, resistente; a Classificagdo baseada nas mutagGes identificadas no gene fts/: gBLNAS, estirpes sem mutagdes;
gBLPAR (TEM-1), produtoras de B-lactamases sem mutag¢des; gBLPACR, produtoras de B-lactamase com mutagBes; gBLNAR, estirpes ndo
produtoras de B-lactamase com mutagdes; b Percentagem de estirpes ndo suscetiveis ao Meropenem.

Verificou-se:
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= De uma forma geral, houve um aumento da suscetibilidade aos antibidticos B-
lactamicos entre o primeiro e o segundo periodo para os gendtipos gBLNAS, gBLPAR,
I/1l gBLNAR e I/1l gBLPACR,;

= A suscetibilidade a ampicilina das estirpes produtoras de B-lactamase no periodo
atual mantém-se idéntica ao periodo 2001-2008 (Anexo VIII), enquanto as estirpes
de genodtipo gBLNAS e gBLNAR sofreram um decréscimo na resisténcia ao antibidtico,
sendo esta diferenca significativa (p=0,013);

= QOs valores de resisténcia aos antibidticos co-amoxiclave, cefotaxima, cefepima e
meropenem sofreram um decréscimo em todos os gendtipos de resisténcia; os
valores relativos ao meropenem sao significativamente diferentes entre os dois
periodos considerados (p=0,016);

= As estirpes dos gendtipos gBLNAs, gBLPAR e I/Il gBLPACR apresentaram valores
consideravelmente superiores relativamente a suscetibilidade aos antibidticos
cefuroxima e cefaclor entre o primeiro e segundo periodo;

= Houve uma diminuicdo da resisténcia a cefuroxima pelas estirpes de gendtipo I/
gBLNAR entre o primeiro e segundo periodo;

= As estirpes do gendtipo lll-like gBLNAR apresentaram valores de resisténcia elevados
para a cefuroxima e nenhuma das estirpes era suscetivel ao cefaclor;

E importante mencionar que esta comparacdo de resultados foi feita a partir de dados
obtidos do estudo de Barbosa e colaboradores (2011). Este estudo envolveu a caracterizacdo
de 240 estirpes, onde apenas uma estirpe apresentava capsula, do tipo b, sendo as restantes
ndo capsuladas. Todas as estirpes produtoras de B-lactamase apresentavam o gene blarem.-1.
A frequéncia de gendtipos obtidos foi: gBLNAS (66; 27,5%), I/Il gBLNAR (92; 38,3%), llI
gBLNAR (2; 0,8%), gBLPAR (33; 13,8%) e I/Il gBLPACR (47; 19,6%).

A tabela 11 compara sumariamente as substitui¢des identificadas no dominio da
transpeptidase do gene fts/ dos isolados clinicos de H. influenzae, nos dois periodos, tendo
em conta os mecanismos de resisténcia descritos.
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Tabela 11 - Comparagao do nimero de estirpes estudadas, de acordo com os mecanismos de
resisténcia aos antibidticos (grupo mutacional) e nimero de padrées mutacionais em dois
periodos: 2001-2008 e 2009-2012.

2001-2008 2009-2012 2001-2012

Gru!)o Isolados Padrdes Isolados Padrdes Padroes
mutacional —8 — o _— S ]

Bla- Bla+ Mutacionais (N) Bla- Bla+ Mutacionais(N) idénticos
| 3 0 2 1 1 2 0
lla 7 1 5 6 2 7 2
b 55 40 15 66 18 15 8
lic 17 6 5 50 2 9 3
lid 10 0 3 10 3 5 1
-like 2 0 1 6 0 2 1
Total 94 47 31 160 44 40 15
Misc 27 - - 21 18 - -

Verificou-se:

= Numa primeira anadlise do grupo de estirpes isoladas entre 2009-2012, e em
comparagao com o periodo de 2001-2008 (Anexo IX), observou-se um aumento
substancial de estirpes bla- do grupo mutacional llc, um aumento relativo de estirpes
bla- do grupo llb, e uma diminuigdo consideravel das estirpes bla+ do grupo Ilb;

= Tendo em conta o grupo mutacional, verificou-se um aumento relativo do nimero de
padrdes mutacionais entre os dois periodos, e destes, observou-se diferengas entre
os padroes mutacionais de cada grupo mutacional;

= A andlise estatistica verificou que o numero de estirpes bla- do grupo mutacional lic
no periodo de 2009 a 2012 foi superior ao que seria de esperar relativamente ao
nuimero de estirpes bla- no periodo de 2001 a 2008 (p=0,009); o mesmo acontecendo
com as estirpes bla- do grupo mutacional llb, que apresentou um valor superior ao
que seria de esperar relativamente ao numero de estirpes no periodo anterior
(p=0,004);

= No que diz respeito as estirpes produtas de B-lactamase verificou-se o contrario, em
gue houve um decréscimo acentuado do nimero de estirpes do grupo mutacional llb
entre os dois periodos considerados (p=0,004), sendo o seu valor inferior ao que seria
de esperar tendo em conta o numero de estirpes existentes entre 2001 e 2008; e
uma diminuicdo do seu numero dentro do grupo llc (p=0,009), visto o numero de
estirpes ser relativa inferior ao que seria de esperar;
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3.8 Natureza filogenética dos gendtipos gBLNAR e gBLPACR por
Multilocus Sequence Typing

A caracterizacdo dos isolados clinicos de gendtipo gBLNAR e gBLPACR, e sua relacdo clonal
foi estudada pela técnica de Multilocus Sequence Typing, que consistiu na amplificacdo e
sequenciacdo de fragmentos internos de sete “housekeeping genes” do H. influenzae (Figura
7).

Figura 7 - Amplificacdo dos 7 fragmentos internos
conservados em H. influenzae

Este estudo foi realizado em 34 estirpes ndo capsuladas (22 estirpes do gendtipo gBLNAR e
12 estirpes do genodtipo gBLPACR), selecionadas com base no seu grupo e padrdo
mutacional. Destas estirpes, 26 pertencem ao grupo mutacional llb, 4 ao grupo lid, e 4 ao
grupo lll-like.

Foram identificados 11 STs ja conhecidos e incluidos na base de dados internacional, e
identificados 2 novos STs nas 34 estirpes consideradas para este estudo, conforme indicado
na tabela 12.
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Tabela 12 - Resultados obtidos por MLST para os isolados H. influenzae BLNAR dos grupos
mutacionais llb, 1ld e lll-like, e para os isolados BLPACR dos grupos mutacionais Ilb e lid.

“Housekeeping genes”

Genotipo  Grupo N adK atpG frdB fucK mdH pgi recA ST
BLPACR Ilb 7 44 2 16 37 17 2 3 165
BLPACR Ilb 2 14 7 1 30 1 21 1 422
BLPACR Ilb 1 1 8 1 14 9 14 13 11
BLPACR Ild 2 10 2 15 8 26 61 3 396
BLNAR Ild 1 5 1 1 1 1 2 5 14
BLNAR 11 4 16 8 16 16 30 1 3 155
BLNAR Ib 1 52 1 1 14 89 62 37 203
BLNAR Ib 4 55 11 16 14 111 2 3 310
BLNAR Ilb 3 14 51 16 48 29 2 31 556
BLNAR Ilb 6 55 11 16 14 89 113 3 834
BLNAR Ilb 1 124 113 16 16 69 2 3 1177
BLNAR Ilb 1 124 113 16 14 69 2 3 X
BLNAR Id 1 11 2 15 8 17 61 3 Y

As estirpes clinicas, no seu conjunto, apresentaram uma grande diversidade, uma vez que os

13 STs identificados distribuiram-se por 3 complexos clonais (CC) constituido por 2 STs cada,

e por 7 “singletons” (Figura 8).

Figura 8 - Distribuicdao dos STs identificados por complexos clonais e “singletons”.
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Os complexos clonais que estao representados na figura 8 correspondem a diferentes niveis
de associagao entre as estirpes, de acordo com as diferengas que as mesmas apresentam
entre si quanto aos seus perfis alélicos. Os complexos clonais ligados entre si por um trago
continuo, correspondem a STs que diferem entre si por 1 locus, e os que apresentam uma
ligacdo a tracejado, diferem entre si por 2 loci. Verificou-se:

= Os dois isolados correspondentes as estirpes de ST1177 e STX sdo single locus
variants (SLVs) e formam um complexo clonal, diferindo entre si em apenas 1 locus
(fucK). Ambas as estirpes BLNAR incluem-se no grupo mutacional llb, onde
apresentam as mesmas substituicdes aminoacidicas;

= O complexo clonal que inclui as estirpes do ST310 e do ST834 (double locus variants -
DLVs) é constituido por 10 estirpes ndo produtoras de B-lactamase (BLNAR), do grupo
mutacional Ilb, e onde todas as estirpes apresentam o mesmo padrdo mutacional.
Estas estirpes diferem entre si em 2 loci (mdH e pgi)

= Tal como na situagao anterior, a diferenga entre os perfis alélicos das estirpes de
ST396 e STY (DLVs) é de 2 loci (adK e mdH). Este grupo é constituido por 3 estirpes,
duas produtoras de B-lactamase e uma nado produtora de B-lactamase, do mesmo
grupo (lld) e padrdo mutacional;

= Existem 7 “singletons” que apresentam um maximo de 1 a 2 loci em comum entre si.
Este “grupo” é constituido por 19 estirpes, das quais 10 sdo produtoras de PB-
lactamase, pertencentes ao grupo mutacional llb, e com o mesmo padrdao
mutacional; 9 sdo ndo produtoras de B-lactamase, em que 1 pertence ao grupo lid, 4
pertencem ao grupo mutacional llb com um padrdao mutacional idéntico entre si, e 4
ao grupo lll-like, apresentando também o mesmo padrao de mutacgdes.

A figura 9 corresponde a um dendograma obtido pelo método UPGMA (“Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean”), construido com base nas diferengas dos perfis
alélicos dos isolados clinicos de H. influenzae considerados. O dendograma apresentado
baseia-se numa matriz de distancia (genética) entre os isolados, e nele estdo representadas
linhas que estdo ligadas segundo os niveis de similaridade que agrupam isolados ou grupos
de isolados. A analise do dendograma (Figura 9) conjuntamente com a tabela 12 permitiu-
nos constatar alguns pontos:

45



12523 ST- Y
12113 ST-396
11267 ST-396
11261 ST-X
10524 ST-1177]
12322 ST-165
12173 ST-165
12110 ST-165
11385 ST-165
11131 ST-165
10812 ST-165
10755 ST-165
12368 ST-834
11380 ST-834
11379 ST-834
11378 ST-834
11377 ST-834
11375 ST-834
12419 ST-310
12240 ST-310
11839 ST-310
11327 ST-310
12489 ST-155
12483 ST-155
1773 ST-155
10877 ST-155
12090 ST-556
12077 ST-556
12006 ST-556
11039 ST-422
10754 $T-422
12030 $T-14
11917 ST-203
10979 ST-11

!
5

Linkage Distance

Figura 9 - Dendograma obtido pelo método de UPGMA, que representa a relagdo filogenética
existente entre os STs dos isolados clinicos em estudo. Esta representado no dendograma o
numero da estirpe com o ST correspondente.

= N3ao se observaram clusters formados com base nos dois mecanismos de resisténcia a
ampicilina, ou seja, ndo se verificou uma relacdo direta entre as distancias
filogenéticas das estirpes BLNAR e das estirpes BLPACR. No entanto, num caso
verificou-se proximidade genética entre as estirpes BLPACR e BLNAR;

= O dendograma suporta a hipétese gerada pelo programa goeBURST, representada na
figura 8, na medida em que mostra as relacdes principais existentes entre os isolados
gue estdao mais proximos filogeneticamente;
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Pelo menos 3 grupos de isolados destacaram-se entre os outros apresentando uma
distancia filogenética menor entre si, nomeadamente as estirpes 11261 (STX) e
10524 (ST1177), 12523 (STY) e 12113 (ST396), e ainda o conjunto das estirpes do
ST834 com as do ST310, por ordem decrescente;

Parece haver algum tipo de relagcdo entre as distancias filogenéticas das estirpes e o
grupo mutacional das mesmas, uma vez que estirpes mais proximas
filogeneticamente apresentam os mesmos grupos mutacionais. Contudo esta ligacao
nem sempre se verifica;

As estirpes de ST422, ST14, ST11 e ST203 estdo num ramo completamente separado
das outras estirpes consideradas, e por isso assume-se que estas sejam
substancialmente diferentes do restante grupo de isolados (grupo delineado a
castanho);

As estirpes de STY e ST396 sdo filogeneticamente prdximas, e embora sejam de
gendtipos diferentes, apresentam o mesmo grupo mutacional, Ild (grupo delineado a
azul). Tal como na situacdo anterior, estas estirpes situam-se num ramo que é
distante geneticamente do grupo principal, e por isso também se considera que estas
estirpes sdo diferentes das restantes estirpes;

O grupo principal (delineado a verde) é constituido por estirpes de ambos os
genadtipos, em que a grande maioria pertence ao grupo mutacional llb; existem, no
entanto, 4 estirpes pertencentes ao grupo lll-like. Verificou-se que as estirpes de
ST1177 e STX apresentam uma grande proximidade entre si, e estas apresentam
algumas semelhangas com as estirpes de ST165. Destacou-se também um outro
grupo filogeneticamente proximo entre si que é constituido pelas estirpes de ST310 e
ST834, e que no dendograma, se une ao grupo anteriormente mencionado, sendo
geneticamente préximo do mesmo. A este grupo, associaram-se as estirpes de ST155
(BLNAR, llI-like), e ao grupo anterior, as estirpes de ST556 (BLNAR, lIb). Estes dois
ultimos grupos sao os que apresentaram maior distancia filogenética dentro do
grupo principal;
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4. Discussao

4.1 Suscetibilidade aos antibidticos

Desde os anos 70 que a epidemiologia de Haemophilus influenzae tem vindo a sofrer
alteragdes devido a emergéncia e evolucdo da resisténcia aos antibidticos, seja pela
resisténcia enzimatica via produg¢ao de B-lactamase, como pela introdugao das vacinas
conjugadas contra o Hib em varios paises, e ainda pela emergéncia de estirpes que
apresentam resisténcia ndo enzimatica aos antibidticos B-lactamicos através das alteracGes
das PBPs (Dabernat & Delmas, 2012).

Em relagdo ao estudo aqui apresentado, a analise dos valores de resisténcia aos antibidticos,
de acordo com o gendtipo de resisténcia para cada estirpe, permitiu verificar que de uma
forma geral, a maioria dos antibidticos testados, nomeadamente o co-amoxiclave, as
cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (cefotaxima e cefepime, respetivamente), o meropenem
(carbapenem), a ciprofloxacina (quinolonas), a tetraciclina, o cloranfenicol, a rifampicina e a
azitromicina (macrolideos), apresentam uma boa atividade in vitro contra as estirpes
estudadas de H. Influenzae. E de salientar que, segundo alguns estudos, a suscetibilidade
reduzida a alguns destes antibidticos, podera estar relacionada com alteracdes nas PBPs
(Hasegawa et al., 2006; Garcia-Cobos et al., 2007; Ubukata et al., 2001)

Embora muito utilizados nos anos 60 e 70, o cloranfenicol e a tetracicilina, tornaram-se
antibioticos obsoletos devido a sua potencial toxicidade, aumento da resisténcia bacteriana
e ao aparecimento de outros antibidticos de maior eficicia (cefalosporinas de 32 geragao). A
suscetibilidade atual a estes antibidticos podera estar associada ao facto de estes ndo serem
normalmente prescritos em tratamentos de infecbes causadas por H. influenzae. A
ampicilina, juntamente com a amoxicilina/acido clavulanico sdo atualmente os antibidticos
institucionalizados em Portugal, como tratamento de primeira linha nas infe¢des provocadas
por H. influenzae. Até a data, ndo foram descritas estirpes resistentes as cefalosporinas de
largo espetro, como é o caso da cefotaxima.

As estirpes estudadas apresentaram uma menor suscetibilidade a ampicilina, as
cefalosporinas de 22 geracdo (cefuroxima e cefaclor) e ainda ao trimetoprima-
sulfametoxazol. O primeiro isolado clinico resistente a ampicilina surgiu em 1972, e desde
entdo, tem-se vindo a observar um aumento exponencial, a nivel mundial, da resisténcia a
ampicilina. Existe alguma resisténcia associada as estirpes BLNAR, devido a presenga de PBPs
alterados com reduzida afinidade para com os B-lactdmicos. A resisténcia as cefalosporinas
de 22 geracdo, cefuroxima e cefaclor, é claramente superior nas estirpes ndo produtoras de
B-lactamase, e segundo alguns estudos, parece existir uma correlagdo entre a resisténcia
destas cefalosporinas com a existéncia de mutagGes no gene fts/ (Straker et al., 2003; Garcia-
Cobos et al., 2007; Kim et al., 2007). Segundo Needham (1988), estes antibidticos ndo
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deverdo ser considerados na terapia de infe¢des invasivas de H. influenzae, uma vez que
apresentam uma menor atividade in vitro. No que diz respeito ao antibidtico SXT, ainda que
este seja utilizado no tratamento e profilaxia de pacientes com infe¢Ges do trato urinario e
do trato respiratério superior, a sua importancia clinica diminuiu consideravelmente ao
longo das décadas pela rapida disseminacdo de resisténcia, e ainda pelos efeitos secundarios
que este provoca (Eliopoulos, 2001). Os resultados obtidos neste estudo, mostram que
existe uma elevada resisténcia das estirpes estudadas a este antibidtico, tal como se tem
verificado em outros estudos em outros paises como o Canada, Finlandia, Estados Unidos e
Espanha (Eliopoulos, 2001; Karpanoja et al., 2008; Sill&Tsang,2008). De acordo com estes
estudos, este resultado poderd estar associado a uma prescricao elevada deste antibidtico,
uma vez que este é largamente utilizado em varias infe¢des, levando consequentemente a
um elevado consumo do mesmo, e consequentemente haja uma maior resisténcia ao
mesmo. Uma vez que os valores de resisténcia sao superiores nas estirpes BLNAR e BLPACR,
é possivel que as alteracbes nas PBPs possam também influenciar a diminuicdo da
suscetibilidade ao SXT (Eliopoulos, 2001).

4.2 Capsula e Suscetibilidade aos antibidticos

Com a introdugdao das vacinas conjugadas, a incidéncia das infe¢des causadas por Hib
diminuiram rapidamente e significativamente nos paises que incorporaram a vacina no seu
Plano Nacional de Vacinacdo. Atualmente, nestes paises, as infe¢des invasivas causadas por
H. influenzae sdo provocadas por estirpes HiNC e de serdtipo ndo-b, e ainda que estas nao
atinjam a prevaléncia das infecées por Hib no periodo pré-vacina Hib, os seus valores tém
vindo a aumentar substancialmente nos ultimos anos (Ulanova&Tsang, 2009; Ladhani et al.,
2010). As infegdes provocadas por estirpes de serdtipo ndo-b sdo extremamente raras, e a
maioria é causada por H. influenzae do tipo e e f. Estas apresentam uma diversidade
genética restrita, e no caso do serdtipo f, a maioria das infecbes ocorre em adultos em
condigdes subjacentes, e sdao considerados patogénios oportunistas (Ladhani et al., 2010;
Campos et al., 2004).

A amostra definida para este estudo é constituida maioritariamente por estirpes ndo
capsuladas (n=238, 96%), havendo no entanto, uma pequena percentagem de estirpes
capsuladas (n=10, 4%). Conforme descrito na literatura, também neste estudo existe uma
maior incidéncia de estirpes NC em pacientes de idades entre os 0 a 2 anos e superior a 50
anos (Ladhani et al., 2010; Ulanova&Tsang, 2009). Das estirpes capsuladas, destacam-se
essencialmente estirpes de serétipo e (n=4) e serétipo f (n=4). Segundo Bajanca e
colaboradores (2004), verificou-se em Portugal, apds a implementacdo da vacina Hib, um
declinio das estirpes Hib, de 81% para 16%, e um aumento das estirpes NC de 19% para 80%,
tendo ainda sido detetada pela primeira vez uma estirpe invasiva de serdtipo f no periodo de
pds-vacinacdo. Os dados obtidos parecem traduzir a realidade que se faz sentir atualmente a
nivel mundial e que foi anteriormente descrita. Estudos realizados nos Estados Unidos e no
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Canada verificaram um aumento de incidéncia de doenca invasiva de serdtipo a apds o
periodo de vacina¢do (Ulanova&Tsang, 2009), embora também se observe um aumento de
infecGes provocadas por estirpes de serétipo e e f. Também Ladhani e colaboradores (2010)
mostraram que a nivel europeu, se verificou um aumento consideravel de estirpes
capsuladas de serétipo ndo-b, especialmente as de serdtipo f, e e a, por ordem decrescente
de prevaléncia.

No que diz respeito a suscetibilidade aos antibiodticos, verificou-se que as estirpes nao
capsuladas apresentaram uma maior resisténcia a ampicilina (bla+), as cefalosporinas de 22
geracdo, ao SXT, e ainda foi detetada nas estirpes bla- uma pequena percentagem de
resisténcia ao co-amoxiclave, meropenem e rifampicina. Estes resultados sdo justificados
pelo que foi descrito na seccdo anterior. As estirpes de serdtipo f (n=4) apresentaram uma
suscetibilidade reduzida ao cefepime (bla-, BLNAR), ao cefaclor e SXT (bla+, BLPACR). No
caso das estirpes de serétipo f, a estirpe resistente a cefepime, é suscetivel a todos os outros
antibidticos testados, ndo se inclui em nenhum grupo mutacional e apresenta trés
substituicGes aminoacidicas nas PBP3. Como ainda ndo foi descrita nenhuma estirpe
resistente ao cefepime, podemos considerar que este caso em particular podera estar
associado a capsula do tipo f, ou ao mecanismo ndo enzimatico caracteristico das estirpes
BLNAR. No segundo caso, ainda que segundo os breakpoints do CLSI (2012) a estirpe nao
seja resistente a cefotaxima e cefepime, esta apresenta valores proximos do limiar de
resisténcia, ou seja, com um MIC de 1 mg/L e 2 mg/L, respetivamente; e pertence ao grupo
mutacional lla, diferindo em apenas uma substituicdo aminoacidica relativamente a estirpe
anterior (Asn526Lys). Como apresenta ainda resisténcia ao cefaclor e SXT, é muito provavel
gue haja uma ligacdo com o mecanismo ndo enzimatico, também associado as estirpes
BLPACR, e descrito em outros estudos realizados (Osaki et al., 2005; Sanbongi et al., 2006;
Bae et al., 2010).

4.3 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos

A incidéncia dos varios fenotipos de resisténcia observados em H. influenzae tém vindo a
sofrer alteracdes ao longo dos anos. A producdo de B-lactamase, foi, desde sempre, o
mecanismo predominante, com uma prevaléncia das B-lactamases positivas resistentes a
ampicilina (BLPAR) entre as estirpes de H. influenzae, superior a 20% na maioria dos paises
europeus (Dabernat&Delmas, 2012). Estudos recentes mostram que esta prevaléncia esta a
estabilizar e/ou a diminuir, possivelmente em resposta a alteragbes na terapéutica
antibidtica. No entanto, as estirpes que apresentam resisténcia ndo enzimdatica (BLNAR) e
resisténcia mediada por ambos os mecanismos de resisténcia (BLPACR) poderdo estar a
aumentar a sua incidéncia em algumas regides (Garcia-Cobos et al., 2007; Sanbongi et al.,
2006; Hasegawa et al., 2003), incluindo Portugal (Barbosa et al., 2011).
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4.3.1 Mecanismo enzimatico mediado pela produc¢ao de B-lactamase

A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos, mediada pela producdo de B-lactamase, é muito
comum em H. influenzae. A prevaléncia de estirpes produtoras de B-lactamase na Europa é
elevada para alguns paises como Reino Unido, Franga, e Espanha, chegando a atingir os 38%
em Portugal (Fluit et al., 2005; Jansen et al., 2006). Com os estudos realizados desde 1996
até a data presente, verificou-se que a prevaléncia de estirpes produtoras de B-lactamase
em Portugal situa-se entre os 10% e os 30%, mas tem vindo a diminuir (Bajanca-Lavado et
al., 1996; Bajanca et al., 2004, Barbosa et al., 2011). Em paises como o Japdo, Alemanha,
Italia e Holanda, a sua prevaléncia atinge valores muito inferiores (Farrell et al., 2005).

Segundo Farrell e colaboradores (2005), através de um estudo realizado (PROTEKT) com
2.225 estirpes produtoras de B-lactamase provenientes de varios paises, verificou-se que a
distribuicdo a nivel global das B-lactamases TEM-1 e ROB-1 era de 96,7% e 4,6%,
respetivamente. Constatou-se também com este estudo que a enzima ROB-1 é exclusiva de
regides como os Estados Unidos, Canadd e México. Em Portugal, existe uma maior
frequéncia da enzima TEM-1 em comparacdo com a enzima ROB-1, nomeadamente 81,4% e
2,3%. Todas as 66 estirpes produtoras de B-lactamase incluidas neste estudo apresentam o
gene blagm.1. Destas, 66,7% (n=44) apresentavam mutacdes no gene fts/, sendo que em
59,1% (n=26), estas mutac¢Ges estdo associados ao mecanismo de resisténcia ndo enzimatico
(BLPACR). Estes valores estdo em concordancia com os encontrados em paises como
Espanha (Garcia-Cobos et al., 2007; Sevillana et al., 2009) e Franca (Dabernat et al., 2002), ao
contrario de paises como o Japdo, Coreia do Sul, ou ainda os Estados Unidos (Kim et al.,
2007, Kishii et al., 2010; Tristram et al., 2007), que apresentam valores muito inferiores aos
referidos acima.

4.3.2 Mecanismo nao enzimatico mediado por altera¢des nas PBP3

As primeiras estirpes de H. influenzae ndo produtoras de B-lactamase e resistentes a
ampicilina (BLNAR) foram descobertas por Thornsberry e Kirven em 1974 quando estes
realizavam um teste rapido para a determinag¢do de producgdo de B-lactamase (Tristram et
al., 2007). Estas estirpes permaneceram raras nos anos 80 e 90 em paises como a Finlandia
(0,2%), Europa ocidental (0,3%), e os Estados Unidos (2,5%), mas em estudos de vigilancia
recentes, foram divulgados valores consideravelmente elevados para paises com a Espanha
(34% a 56%), Coreia do Sul (29%) e Japdo (23% a 43%) (Garcia-Cobos et al., 2007; Takahata
et al., 2008). Acredita-se que a diversidade da prevaléncia das estirpes BLNAR se deva aos
diferentes antibidticos B-lactdmicos que sdo prescritos no tratamento de infe¢Ges do trato
respiratorio. Ou seja, enquanto nos Estados Unidos e Europa é recomendada uma elevada
dosagem de co-amoxiclave como antibidtico de primeira linha para o tratamento de infe¢Ges
respiratdrias adquiridas na comunidade, no Japdao sdo utilizadas cefalosporinas para o
mesmo tratamento (Takahata et al., 2008).
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Em Portugal, a incidéncia de estirpes BLNAR tem vindo a aumentar significativamente ao
longo dos anos. Entre 1989 a 2001, ndo tinham sido ainda detetadas estirpes BLNAR, sendo
as primeiras descritas entre 2001 e 2008, num estudo que envolveu 240 isolados clinicos de
H. influenzae, onde foram caracterizadas 94 estirpes BLNAR (Barbosa et al., 2011). A
incidéncia destas estirpes, no periodo delineado para este estudo (2009-2012), manteve-se
relativamente constante ao periodo anterior.

Em 2001, quando Ubukata et al. analisou os perfis das PBPs de estirpes BLNAR de origem
japonesa, e estudou pela primeira vez, as mutagdes especificas do gene fts/ que codificam as
PBP3, verificou que estas eram as principais responsaveis pela resisténcia aos antibioticos B-
lactamicos. Varios estudos realizados até a data a nivel global, revelam um aumento na
diversidade de padrdes de substituigdes aminoacidicas, que pode variar de regido para
regido, e que tem vindo a aumentar paralelamente com o aumento global da prevaléncia
das BLNAR (Garcia-Cobos et al., 2007; Barbosa et al., 2011; Bae et al., 2010; Osaki et al.,
2005). Tendo em conta que estas substituicdes de aminoacidos resultam de mutacdes
pontuais, existe uma grande probabilidade de haver um aumento da diversidade de padrdes,
tal como da sua frequéncia. Como consequéncia, € muito expectavel que haja igualmente
um incremento na diversidade de estirpes com resisténcia elevada aos antibidticos
(Dabernat&Delmas, 2012).

Em Espanha, as estirpes BLNAR sdo classificadas em dois dos grupos mutacionais definidos
por Ubukata et al. (2001), nomeadamente o grupo | (Arg517His) e o grupo Il (Asn526Lys),
uma vez que estas substituicGes sdo as de maior prevaléncia nos isolados espanhdis (Garcia-
Cobos et al., 2007). As estirpes descritas e incluidas no grupo lll-like por Garcia-Cobos e seus
colaboradores (2007), foram detetadas pela primeira vez em 2007. Em 1988, foram
detetadas em Franca, estirpes pertencentes aos grupos |, lla e llb, enquanto os subgrupos llc
e lld apenas foram descritos entre 1989 e 1991, respetivamente. Estirpes pertencentes ao
grupo lll e lll-like foram detetadas pela primeira vez em 2007, e mostram que a diversidade
de padrées mutacionais tem vindo a aumentar (Dabernat&Delmas, 2012). No Japao,
encontram-se com maior frequéncia isolados pertencentes ao grupo Il e lll. Segundo
Sanbongi e colaboradores (2006), os isolados clinicos japoneses com a substitui¢do
Arg517His tém diminuido ao longo do tempo (de 1995 a 2003), havendo sim um aumento
gue se revelou constante nesse periodo, da substituicdo Asn526Lys, e ainda das
substituicGes Met377Ile, Ser385Thr e Leu389Phe (de 5,8% para 18,5%). Estudos realizados
em outros paises, nomeadamente na Noruega, Australia, Canada, Estados Unidos, e Coreia
do Sul, mostraram que é pouco comum encontrar estirpes pertencentes ao grupo |l
(Witherden et al., 2011; Bae et al., 2010; Shuel&Tsang, 2009; Skaare et al., 2009).

Das 160 estirpes BLNAR analisadas, ndo foram detetadas estirpes que se enquadrassem no
grupo |l descrito por Ubukata et al. (2001), mas foram analisadas e caracterizadas seis
estirpes clinicas que apresentavam para além das substituigdes aminoacidicas tipicas do
grupo lll, Met377lle, Ser385Thr, Leu389Phe, apresentavam ainda substituicdes adicionais
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como a Ser357Asn, Arg517His, Thr532Ser, Val547lle e Asn569Ser, e por isso incluimo-las no
grupo lll-like, descrito por Garcia-Cobos e colaboradores (2007).

Os restantes isolados clinicos BLNAR analisados foram incluidos nos grupos | e Il, sendo o
segundo o de maior prevaléncia (78,5%), e o subgrupo llb o que apresentou maior numero
de estirpes (52,1%). Estes dados estdo de acordo com a literatura descrita para este grupo
em estudos realizados em outros paises, nomeadamente na Espanha, Franca, Coreia e Japao
(Garcia-Cobos et al., 2007; Dabernat&Delmas, 2012; Bae et al., 2010; Sanbongi et al., 2006,
Osaki et al., 2005). Tendo em conta o que foi descrito anteriormente, verificou-se ainda que
a substituicdo aminoacidica Asn526Lys é das que apresentam maior predominancia (76,9%),
0 que se torna consistente com os estudos realizados em outros paises, onde esta mutagao
surge com bastante frequéncia no gene ftsl (Hasegawa et al., 2006; Kim et al., 2007;
Sevillano et al., 2009).

As substituicdes Val547Ile e Asn569Ser surgiram igualmente com grande frequéncia neste
estudo, em 87,8% e 72,2% das estirpes, respetivamente. Embora estas substituicdes ndo se
incluam em nenhum dos grupos mutacionais descritos, e ndo haja estudos realizados, que
associem estas substituicdes ao mecanismo de resisténcia ndo enzimatico, pensa-se que
estas poderao contribuir para uma redugdo da suscetibilidade a determinados antibidticos B-
lactamicos. A literatura existente apenas contempla uma sequéncia aminoacidica muito
pequena da regido da transpeptidase das PBP3, e por isso é pouco frequente incluirem as
substituicGes Val547lle e Asn569Ser. Estas mutacdes ja foram analisadas em paises como o
Japao, Austrdlia, Noruega, Canada, e ocorrem com alguma frequéncia (Skaare et al., 2009;
Shuel&Tsang, 2009; Witherden et al., 2011; Osaki et al., 2005; Kubota et al., 2006).

As estirpes BLPACR tém surgido com maior incidéncia em paises como Portugal, Espanha,
Franca, Estados Unidos, Japdo e Coreia (Barbosa et al., 2011; Garcia-Cobos et al., 2007,
Sanbongi et al., 2006; Dabernat&Delmas, 2012; Kim et al., 2007). No nosso estudo,
caracterizaram-se quarenta e quatro estirpes BLPACR (17,7%), estando estas distribuidas
pelos grupos | e Il (Ubukata et al.,, 2001; Dabernat et al., 2002). Estes dados estdo em
consonancia com os valores obtidos em estudos realizados em Espanha (Garcia-Cobos et al.,
2008; Sevillano et al., 2009) e Japdo (Hasegawa et al., 2006). No que diz respeito as
substituicGes aminoacidicas, as que ocorrem com maior frequéncia neste estudo, para estas
estirpes, sdo exatamente: Asp350Asn, Met377Ile, Ala502Val, Asn526Lys, Val547lle e
Asn569Ser. Estas substituicdes sdao muito semelhantes as que estdao descritas em estudos
realizados em Espanha (Garcia-Cobos et al., 2007; Sevillano et al., 2009), Franca
(Dabernat&Delmas, 2012), Noruega (Skaare et al., 2009) ou Canada (Shuel&Tsang, 2009).
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4.4 Relacao entre os fenotipos de suscetibilidade aos antibiéticos
e os genotipos de resisténcia

Como ja foi referido anteriormente, segundo os breakpoints do CLSI (2012), as estirpes
BLNAR sdo definidas fenotipicamente pela auséncia de B-lactamase e apresentam uma CIM
a ampicilina 24 mg/L, sendo assim consideradas resistentes. No entanto, existem varios
estudos realizados, incluindo este, onde foram detetadas estirpes de CIM a ampicilina <1
mg/L com mutagdes no gene ftsl, tendo sido consideradas estirpes BLNAR (Garcia-Cobos et
al., 2007; Barbosa et al., 2011; Kishii et al., 2010; Hasegawa et al., 2006). Considerando que
estas estirpes se inserem na categoria de suscetivel (CLSI, 2012), que a detecdo de mutacdes
é normalmente efetuada por meio de técnicas moleculares morosas, e tendo em conta os
breakpoints atualmente definidos para a ampicilina, é urgente que seja feita uma atualizacdo
da sua definicdo, quer pela revisdo dos breakpoints, quer pelas estandartizacdo dos
procedimentos de identificagdo destas estirpes, uma vez que o que estd implementado
atualmente, podera estar a interferir com a detegdo laboratorial de um nimero consideravel
de isolados BLNAR.

As estirpes produtoras de B-lactamase, BLPAR e BLPACR consideradas neste trabalho
destacaram-se pela sua resisténcia elevada a ampicilina, o que se deve claramente ao tipo
de mecanismo associado. Nao existiram diferengas significativas entre os dois fenétipos no
que diz respeito as CIMs, que variaram entre CIM=8mg/L e CIM=8mg/L, o que ndo se
verificou noutros estudos, em que constataram algumas diferencas nas CIM das estirpes
BLPAR relativamente as estirpes BLPACR, para a ampicilina, co-amoxiclave e meropenem
(Garcia-Cobos et al., 2007; Barbosa et al., 2011; Bae et al., 2010; Hasegawa et al., 2006).

A contribui¢ao das B-lactamases para a resisténcia é limitada a ampicilina, ndo conferindo a
mesma resisténcia as cefalosporinas ou ao co-amoxiclave (Tristram et al., 2007; Matic et al.,
2003). Todas as estirpes BLPAR e BLPACR estudadas sdo suscetiveis ao co-amoxiclave, o que
ndo é surpreendente na medida em que o acido clavuldnico é bastante eficaz na inativacdo
da enzima (Bush, 1988). As estirpes BLNAR, como ndo produzem B-lactamase, também nao
sofrem a acdo do dacido clavulanico, traduzindo-se assim em CIMs semelhantes para a
ampicilina e co-amoxiclave. Kubota e colaboradores (2006) analisaram estirpes BLPACR e
BLNAR que apresentam suscetibilidade reduzida ao co-amoxiclave, mas que nao eram
resistentes. De acordo com as recomendacgdes do CLSI, existem antibidticos que deveriam
ser considerados resistentes apesar da aparente sensibilidade in vitro nas estirpes BLNAR, o
que também podera ser um problema na caracterizacdo das estirpes BLPACR (Tristram et al.,
2007; Kubota et al., 2006).

Analisaram-se duas estirpes produtoras de pB-lactamase (BLPAR e BLPACR) que
apresentavam uma CIM para o co-amoxiclave de 4 mg/L, ou seja, que estavam no limiar
entre a suscetibilidade e resisténcia a este antibidtico. Segundo Matic e colaboradores
(2003), a diminuicdo da suscetibilidade ao co-amoxiclave em estirpes BLPACR podera ser
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devida a mutagdes no gene ftsl, uma vez que esta resisténcia também foi descrita em
estirpes BLNAR. Das estirpes mencionadas anteriormente, uma delas tinha fenétipo BLPAR
com uma CIM=4mg/L, e como estas estirpes ndo apresentam substituicdes aminoacidicas,
guestiona-se a veracidade da afirmacdo anterior, sendo necessario de futuro aprofundar
esta questdo. Foram ainda detetadas duas estirpes BLNAR resistentes ao co-amoxiclave
(CIM24mg/L) e vinte e quatro estirpes com uma CIM=4mg/L, em que todas elas tém em
comum a substituicdo Asn526Lys (incluindo a estirpe BLPACR), e apresentam com grande
frequéncia as substituicdes Asp350Asn, Ala502Thr, Val547lle e Asn569Ser. As primeiras
substituicGes mencionadas sdo conhecidas por estarem associadas a resisténcia a ampicilina
(Tristram et al., 2007), mas desconhece-se a influéncia das duas ultimas substituicdes
mencionadas, na resisténcia aos antibioticos B-lactamicos. Tendo em conta os resultados
obtidos, presume-se que a substituicdo Asn526Lys tenha alguma influéncia ndao sé sobre a
resisténcia a ampicilina, mas como também ao co-amoxiclave.

No que diz respeito as cefalosporinas de 22 geracdo (cefuroxima e cefaclor) e as estirpes
produtoras de B-lactamase, foram caracterizadas quatro estirpes resistentes ao cefaclor,
sendo uma delas gBLPAR e trés pertencentes ao gendtipo gBLPACR, e destas, todas sdo
resistentes ao SXT. Segundo a literatura descrita, a tripla substituicao Met377lle, Ser385Thr
e Leu389Phe, e ainda as substituicbes Arg517His, Asn526Lys, Val547lle, Asn569Ser
contribuem substancialmente para o aumento da resisténcia as cefalosporinas (Osaki et al.,
2005; Barbosa et al., 2011; Bae et al., 2010). Straker e seus colaboradores (2003)
descreveram também a importdncia que a substituicio Ser357Asn tem na resisténcia a
cefuroxima, contribuindo grandemente para a mesma. Tendo em conta que estas estirpes
BLPAR ndo apresentam substituicdes aminoacidicas, questiona-se até que ponto a producao
de B-lactamase podera ou ndo contribuir para a resisténcia ao cefaclor. No caso das estirpes
BLPACR, ndo foi detetado nenhum padrdo mutacional comum, mas uma das estirpes
apresentava a substituicdo Val547lle, outra estirpe a substituicdo Leud456Val, e a ultima
apresentava um conjunto de trés substituicdes: Asp350Asn, Asn526Lys e Val547Ile (estirpe
de serdtipo f). Ndo se conseguiu estabelecer uma relacdo aparente entre estas substituicdes
e a resisténcia ao cefaclor, mas persiste a questdo da influéncia do tipo de B-lactamase
(neste caso TEM-1), e a influéncia que o serdtipo possa ter na resisténcia a este antibidtico.
Das estirpes BLNAR, foram caracterizadas oito estirpes resistentes a cefuroxima (das quais 4
pertencem ao grupo lll-like) e vinte e cinco estirpes resistentes ao cefaclor (uma pertence ao
grupo lll-like). As substituicdes comuns a estas estirpes na resisténcia a ambos os
antibioticos sdo a Asp350Asn, Ala502Thr, Asn526Lys, Val547lle (e Asn569Ser no caso do
cefaclor), e no caso das estirpes pertencentes ao grupo lll-like, as substituicdes sdo
Asp350Asn, Serr357Asn, Met377Ile, Ser385Thr, Arg517His, Thr532Ser, Val547Ile, e ainda as
substituicdes Leu389Phe e Asn569Ser no caso do cefaclor. Os dados obtidos sdo suportados
na sua maioria pela literatura existente, mas tendo em conta que ndo existe atualmente
informacao suficiente sobre o efeito das substituicdes Val547lle e Asn569Ser na resisténcia
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aos antibidticos, pensa-se que as estirpes com estas substituicbes poderdao ter alguma
associacdo quanto a resisténcia ao cefaclor.

As cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (cefotaxima e cefepime) apresentaram uma boa
atividade in vitro contra as estirpes em estudo, de tal forma, que apenas uma estirpe BLNAR
se mostrou resistente, e apenas ao cefepime. Duas outras estirpes (BLNAR e BLPACR)
apresentaram valores que estavam no limiar entre a suscetibilidade e resisténcia a este
antibidtico (CIM=2 mg/L). Todas as estirpes apresentaram padrdes mutacionais diferentes,
sendo que a estirpe resistente apresentou trés substituicdes Asp350Asn, Val547lle e
Asn569Ser, e as duas primeiras substituicdes eram comuns as outras duas estirpes. Tendo
sido analisado o conjunto de estirpes constituintes da base de dados deste estudo, com
estas substituicdes, assumiu-se que estas poderao ter influéncia na resisténcia a cefepime,
mas nao sera este o fator determinante.

Segundo Sanbongi e seus colaboradores (2006), a resisténcia ao imipenem e ao meropenem
pode ser afetada pela substituicdo Asn526lLys e outras adicionais, mas raramente
influenciada pela substituicdo Arg517His. Cerquetti e colaboradores (2007), consideraram
gue substituicdes adicionais como a Ala502Val, Gly490Glu, Met377lle, Val547lle e Asn569Ser
poderdo ter influéncia na resisténcia aos carbapenems. Apenas 4 das estirpes em estudo
apresentam resisténcia ao meropenem (CIM=1mg/L), sendo todas de gendtipo gBLNAR,
resistentes ao SXT, e apresentaram o mesmo padrdo mutacional: Asp350Asn, Ala502Val,
Asn526Lys, Val547lle e Asn569Ser. Os dados obtidos neste estudo ndo comprovam a
existéncia de uma relacdo de associacdo entre as substituicGes encontradas com a
resisténcia ao meropenem, mas no entanto, estas poderao ter influéncia nesta resisténcia.

Foi detetada uma estirpe de gendtipo gBLNAS resistente a rifampicina; tendo em conta que
estas estirpes ndo apresentam alteragdes nas PBP3, uma possivel razdo para esta ocorréncia
podera ser a transferéncia horizontal de informagdo genética entre estirpes e/ou espécies
relacionadas entre si, ou ainda por recombinacdo homologa (Tahakata et al., 2007).

4.5 Evolugao dos mecanismos de resisténcia em estirpes clinicas
de H. influenzae aos antibidticos B-lactamicos

A epidemiologia das estirpes H. Influenzae sofreu alteracdes em Portugal ao longo dos dois
periodos estudados, 2001-2008 e 2009-2012. Houve um aumento relativo do nimero de
estirpes ndo produtoras de B-lactamase (de 160 para 182), e destas, houve um aumento
substancial de estirpes BLNAR (de 94 para 160), diminuindo assim a frequéncia das estirpes
suscetiveis (BLNAS). Também as estirpes produtoras de B-lactamase sofreram algumas
alteragdes na sua incidéncia, nomeadamente as gBLPAR (de 33 para 22) e gBLPACR (de 47
para 44). A introducdo da vacina conjugada para o Hib e a emergéncia das estirpes nao
produtoras de B-lactamase e resistentes aos B-lactamicos, que apresentam substituicdes
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aminoacidicas nas PBPs, poderdo ter contribuido significativamente para as altera¢des que
se tém vindo a sentir nos ultimos anos.

No que concerne a pesquisa de capsula, manteve-se estavel a prevaléncias das estirpes ndo
capsuladas, aumentando no entanto o numero de estirpes capsuladas de serdtipo ndo-b (de
1 para 10). Esta diferenca pode ser justificada pela introducdo da vacina Hib, que conforme
descrito acima, reduziu a incidéncia de estirpes Hib, aumentando a prevaléncia de estirpes
NC e de serdtipo ndo-b.

As taxas de resisténcia para os sete antibidticos B-lactamicos testados no presente estudo
demonstraram que houve uma diminuicdo generalizada da resisténcia associada aos
mesmos, entre os dois periodos estudados, com excecdo das estirpes BLNAR pertencentes
ao grupo lll-like.

A suscetibilidade das estirpes as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (cefotaxima e cefepime)
aumentou no periodo de 2009-2012, ou seja, estes antibidticos continuam a apresentar uma
boa atividade in vitro contra as estirpes, independentemente destas apresentarem ou nao
alteragdes ao nivel das PBP3s e da producdo ou ndo de B-lactamases.

E notdvel também um aumento considerdvel da suscetibilidade aos antibidticos co-
amoxiclave e meropenem entre os dois periodos considerados (2001/2008 e 2009/2012),
havendo apenas uma pequena percentagem de estirpes BLNAR que apresentaram
resisténcia a ambos os antibidticos. Tendo em conta o que foi referido na sec¢do anterior, a
resisténcia tanto ao co-amoxiclave como ao meropenem poderd ser influenciada por
alteragdes das PBP3s. A diminuicdo dos valores de resisténcia ao co-amoxiclave e ao
meropenem podera estar associada a alteragdes da prescricdo de antibidticos que é
normalmente utilizada (Dabernat&Delmas, 2012; Barbosa et al., 2011), e no que diz respeito
ao co-amoxiclave nas estirpes produtoras de B-lactamase, ha que ter em conta que houve
uma diminui¢cdo do seu numero de um periodo para o outro (2001/2008: 80; 2009/2012:
66), e como tal, considera-se que o aumento da suscetibilidade a este antibidtico, seja
devido ao seu efeito que este possa ter sobre as mesmas.

A ampicilina e as cefalosporinas de 22 geragao continuam a ser os antibioticos aos quais as
estirpes apresentam maior resisténcia. As estirpes produtoras de [-lactamase
comparativamente as estirpes ndo produtoras de B-lactamase prevalecem quanto a
resisténcia a ampicilina, isto considerando que esta é limitada ao mecanismo enzimatico.
Houve na realidade uma diminuigao dos valores de resisténcia a ampicilina nas estirpes
BLNAR e BLNAS entre os dois periodos considerados, e também nos valores de resisténcia as
cefalosporinas de 22geragdo, com excegao das estirpes BLNAR lll-like. Pressupde-se que a
alteracdo da prescricdo de antibidticos juntamente com as alteragcbes no consumo dos
mesmos podera ter tido influéncia nesta diminuicdo de resisténcia. A resisténcia a
cefuroxima apenas foi detetada nas estirpes BLNAR, e especialmente nas estirpes do grupo
lll-like. O aumento relativo destas estirpes entre os dois periodos e a redugdo de
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suscetibilidade a este antibiotico sao resultados que sao suportados pela literatura existente
(Straker et al., 2003; Bae et al., 2010).

A anadlise das substituicdes aminoacidicas e dos padroes mutacionais resultantes dos dois
periodos mostrou que houve alteracGes ao nivel dos gendtipos de resisténcia das estirpes
entre os dois periodos considerados. Houve um aumento do numero total de padrées
mutacionais analisados entre este periodo, e curiosamente, foi detetado, entre os dois
periodos, e em cada grupo mutacional, uma grande diversidade de padrdes mutacionais.
Como exemplo, temos os padrdes de mutacbes detetados para o grupo | no periodo 2001-
2008 que sdao completamente diferentes dos padrdes analisados no periodo 2009-2012. Esta
diversidade de padrdes parece aumentar pararelamente com o aumento da prevaléncia das
estirpes BLNAR, contrariamente as estirpes BLPACR, que apresentaram nitidamente uma
menor diversidade mutacional. Segundo Dabernat e Delmas (2012), uma vez que as
substituicdes aminoacidicas resultam de mutagdes pontuais, existe um grande potencial
para uma diversidade elevada, sendo assim esperado que o numero de padrées também
aumente, e consequentemente surjam estirpes de resisténcia elevada a antibioticos.

Entre os dois periodos estudados, houve um aumento das estirpes BLNAR e uma diminuicao
consideravel das estirpes BLPACR nos grupos llb e lic. O aumento significativo do nimero de
estirpes BLNAR, associado a heterogeneidade genética caracteristica das mesmas, suporta
claramente a ideia da complexidade da dindmica que existe entre a evolugdo da resisténcia
aos antibidticos, que é multifactorial, e a pressdo seletiva exercida por cada antibidtico, que
pode variar entre paises e/ou regides geograficas. A diminuicdo que se verificou no nimero
de estirpes produtoras de B-lactamase entre os dois periodos considerados influenciou com
certeza os resultados obtidos no que diz respeito a frequéncia de isolados no grupo
mutacional Ilb. Ja a frequéncia de estirpes do grupo llc manteve-se relativamente estavel
desde 2001. Com estes resultados, observou-se que as estirpes BLPACR apresentaram uma
evolucdo molecular muito mais lenta que as estirpes BLNAR. As estirpes BLNAR, durante os
dois periodos, demonstraram nitidamente uma maior diversidade genética, que se traduziu
na variedade de padrdes mutacionais apresentada, e também no aumento do numero de
substituicdes aminoacidicas em cada padrdo analisado.

4.6 Natureza filogenética dos genotipos gBLNAR e gBLPACR

Varios estudos demonstraram que as estirpes BLNAR apresentam uma grande diversidade
fenotipica e genotipica com uma auséncia generalizada de disseminacao clonal (Tristram et
al., 2007; Kim et al., 2007; Barbosa et al., 2011). Sevillano e colaboradores (2009) mostraram
gue as estirpes BLPACR apresentam relacdes filogenéticas mais préoximas entre si quando
comparadas com as estirpes BLNAR, apresentando inclusive padrées mutacionais iguais.
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Com base nos resultados obtidos, verifica-se que ndo existiu verdadeiramente uma
proximidade genética entre as estirpes BLNAR, embora se tenham formado pequenos
clusters. As estirpes BLPACR analisadas, contrariamente ao que esta descrito, ndo
demonstraram apresentar relacGes filogenéticas muito prdoximas entre si, uma vez que
estirpes de grupos e padrGes mutacionais idénticos encontravam-se distantes a nivel
filogenético.

A PB-lactamase é geralmente transportada por um plasmideo, e sendo assim, ndo é
surpreendente que diferentes STs, quer produzam ou ndo B-lactamase, estejam presentes
no mesmo complexo clonal. Exemplo disso é o caso do “grupos clonais” constituidos pelo
STX e ST396, e ST422 e ST14, que estdo relacionados entre si, mas sdo diferentes no que diz
respeito a produgao de B-lactamase.

As estirpes BLNAR e BLPACR dos grupos mutacionais Ilb e lld estdo dispersos pelo
dendograma, sugerindo por si que existe alguma heterogeneidade genética, ainda que haja
pequenos clusters, e estes apresentem padrdoes mutacionais idénticos entre si. Segundo
Takahata e colaboradores (2007), esta situacdo pode ser justificada se considerarmos a
possibilidade de ocorréncia de transferéncias genéticas do gene ftsl em H. influenzae entre
estirpes ou outras espécies relacionadas. A evolugdo destas estirpes, especialmente as
BLNAR, podera ser explicada tendo por base duas hipdteses, por mutacdes pontuais no gene
ftsl devido a pressao seletiva dos antibioticos, ou por recombinacdo homadloga com espécies
relacionadas (Barbosa et al., 2011; Tahakata et al., 2007).

O estudo de filogenia das estirpes BLNAR e BLPACR apresenta algumas limitacGes,
nomeadamente o numero reduzido de isolados clinicos analisados. Um estudo mais
aprofundado, que inclua um ndimero maior de estirpes (BLNAR e BLPACR), com padrdes
mutacionais diferentes, capsuladas e ndo capsuladas, poderd ajudar a melhorar o
conhecimento que se tem da biologia e epidemiologia das estirpes HiNC, de desenvolver
estratégias de prevencdo e no estabelecimento de terapéuticas adequadas no tratamento
de infecdes provocadas por H. Influenzae, de forma a evitar a disseminacao destas estirpes.

Consideracgoes Finais

A introducdo da vacina conjugada para o Hib no Plano Nacional de Vacinacdo em Portugal,
provocou alteragdes na epidemiologia de Haemophilus influenzae e na sua evolugao
relativamente a resisténcia aos antibidticos. A incidéncia das estirpes produtoras de PB-
lactamase tem vindo a diminuir ao longo dos anos, contrariamente as estirpes nao
produtoras, que além de apresentarem uma maior prevaléncia, possuem uma grande
diversidade genética que lhes favorece de alguma forma a sua capacidade de resisténcia aos
antibidticos e disseminacdo clonal. Os valores dos gendtipos de resisténcia, tal como os de
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suscetibilidade aos antibiéticos obtidos neste estudo foram muito semelhantes aos valores
existentes em outros paises, nomeadamente em Franca, Espanha, Canadd ou Japao.

Os elevados valores de suscetibilidade aos antibidticos por H. influenzae em Portugal,
sugerem que o tratamento antibidtico empirico utilizado podera até ser bastante adequado
tendo em conta o tipo de infecdo. No entanto, a medida que o conhecimento
farmacocinético e farmacodindamico se vai expandindo, serd eventualmente possivel
aperfeigoar as recomendacgdes ao nivel da terapéutica. A vigilancia continua destes agentes
patogénicos é no entanto essencial para o estabelecimento de medidas de controlo e
prevencao de infecBes, e ainda na monitorizacdo da evolucdo de doencas invasivas
provocadas pela emergéncia das estirpes HiNC.

A detecao de estirpes BLNAR com suscetibilidade reduzida aos antibidticos B-lactamicos
continua a ser uma questao controversa. A definicdo atual do CLSI de estirpes BLNAR
consiste na ndo producdo de B-lactamase associada a uma CIM24mg/L, mas estas guidelines
por si sO, ndo permitem que seja feita uma caracterizacdo destas estirpes, como suscetiveis
ou resistentes, aplicando apenas os testes de suscetibilidade utilizados na rotina de um
laboratério clinico. As estirpes BLNAR deste estudo foram caracterizadas por técnicas
moleculares especificas e morosas, e s6 através destas foi possivel caracterizar as estirpes
BLNAR a nivel genético (detecdo de mutacdes). Com isto, realca-se a importancia de se
definirem breakpoints e metodologias apropriadas e eficazes, no sentido de melhorar a
definicdo e detecdo destas estirpes. Adicionalmente, ndo existe uma definicdo clara das
estirpes BLPACR, e é desconhecida a sua importancia clinica. Sdo definidas pela sua
resisténcia a ampicilina pela produgdo de B-lactamase, e por possuirem ainda um outro
mecanismo de resisténcia. A detegdo destas estirpes é realizada também de acordo com o
método descrito anteriormente para as estirpes BLNAR, e ¢é crucial que haja um
desenvolvimento de novos meios de diagndstico na sua detecdo.

Um outro aspeto a ser considerado seria o de aprofundar conhecimentos sobre a interacdo
desta espécie com o hospedeiro, com o objetivo de caracterizar e monitorizar a evolucao da
resisténcia aos antibidticos por estas estirpes para que possa haver uma melhoria na eficacia
na terapia antibiotica aplicada.

Este estudo contribuiu para a caracterizagdo dos mecanismos de resisténcia aos antibidticos
B-lactamicos em estirpes clinicas de H. influenzae, e para a monitorizacdo e vigilancia
epidemioldgica desta espécie em Portugal. Este trabalho de investigacdo contribuiu ainda
para o desenvolvimento de conhecimento cientifico nesta area em Portugal.
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ANEXO |

Anexo | - Sequéncias de primers utilizados para amplificacdo da regido especifica da capsula (Falla et al. 1994), dos genes blaTEM e blaROB
(Mendonca et al., 2006) e os tamanhos dos produtos esperados.

Primers Sequéncia nucleotidica PCR em que sao utilizados Tamanho (pb)
Cap Hil 5" CGT TTG TAT GAT GTT GAT CCA GAC 3’ Pesquisa do gene bexA

Cap Hi2 5’ TGT CCATGT CTT CAAAAT GATG 3’ Pesquisa do gene bexA 345
Cap Hial 5" CTACTCATT GCAGCATTITGC 3 Caracterizagao do seroétipo a

Cap Hia2 5’ GAA TAT GACCTG ATCTTCTG 3’ Caracterizacdo do serdtipo a 220
Cap Hibl 5 GCG AAA GTG AACTCT TATCTCTC 3 Caracterizagao do serotipo b

Cap Hib2 5" GCT TAC GCT TCT ATCTCG GTG AA 3’ Caracterizagao do serotipo b 480
Cap Hicl 5" TCT GTG TAG ATG ATGGTTCA 3’ Caracterizacdo do serétipo ¢

Cap Hic2 5’ CAG AGG CAA GCT ATT AGT GA 3’ Caracterizagao do serétipo ¢ 220
Cap Hid1l 5’ TGA TGA CCG ATA CAACCT GT 3’ Caracterizagdo do serétipo d 150
Cap Hid2 5 TCCACT CTT CAAACCATTCT ¥ Caracterizagao do serétipo d

Cap Hiel 5’ GGT AAC GAA TGT AGT GGT AG 3’ Caracterizacdo do serdtipo e

Cap Hie2 5" GCTTTA CTG TAT AAG TCT AG 3’ Caracterizacdo do serétipo e 1330
Cap Hifl 5" GCT ACT ATCAAG TCCAAATC 3 Caracterizagao do serotipo f

Cap Hif2 5’ CGC AAT TAT GGA AGA AAG CT 3’ Caracterizacdo do serotipo f 430
TEM-1F 5'TGG GTG CAC GAG TGG GTT AC 3' Pesquisa do gene blarem-1

TEM-1R 5'TTATCC GCCTCCATCCAGTC3' Pesquisa do gene blarem-1 >2
ROB-1 F 5" ATC AGC CACACAAGCCACCT ¥ Pesquisa do gene blagog-1 692

ROB-1R 5'GTT TGC GAT TTG GTATGC GA 3' Pesquisa do gene blagog-1




ANEXO Il

Anexo Il - Sequéncias de primers utilizados para amplificagdo e sequenciagao do gene ftsl (Cerquetti et al., 2007).

Primers Sequéncia nucleotidica PCR em que sao utilizados
ftsl rev 5' CTG GAT AAT TCT GTC TCA GA 3' Pesquisa do gene fts/ — amplificacdo/sequenciacdo
ftsl frw 5' GAC GAT TTG GAT AACCCATA 3' Pesquisa do gene fts/ — amplificacdo

ftsl inrev 5'TAG AAA GCG GGC GAT AAACACC 3! Pesquisa do gene ftsl — sequenciagao




ANEXO Ill

Anexo IIl - Nomenclatura dos 20 aminoécidos essenciais. (Www.wikipedia.pt)

Nome Simbolo Abrev. Nomenclatura
Glicina Gly, Gli G Acido 2-aminoacético ou Acido 2-amino-etandico
Alanina Ala A Acido 2-aminopropiénico ou Acido 2-amino-propandico
Leucina Leu L Acido 2-aminoisocaprdico ou Acido 2-amino-4-metil-pentandico
Valina Val % Acido 2-aminovalérico ou Acido 2-amino-3-metil-butandico
Isoleucina lle I Acido 2-amino-3-metil-n-valérico ou acido 2-amino-3-metil-pentandico
Prolina Pro P Acido pirrolidino-2-carboxilico
Fenilalanina Phe, Fen F Acido 2-amino-3-fenil-propiénico ou Acido 2-amino-3-fenil-propandico
Serina Ser S Acido 2-amino-3-hidroxi-propidnico ou Acido 2-amino-3-hidroxi-propandico
Treonina Thr, The T Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico
Cisteina Cys, Cis C Acido 2-bis-(2-amino-propidnico)-3-dissulfeto ou Acido 3-tiol-2-amino-propandico
Tirosina Tyr, Tir Y Acido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propiénico ou paraidroxifenilalanina
Asparagina Asn N Acido 2-aminossuccionamico
Glutamina Gln Q Acido 2-aminoglutaramico
Acido aspartico Asp D Acido 2-aminossuccinico ou Acido 2-amino-butanodidico
Acido Glutamico Glu E Acido 2-aminoglutérico
Arginina Arg R Acido 2-amino-4-guanidina-n-valérico
Lisina Lys, Lis K Acido 2,6-diaminocaproéico ou Acido 2, 6-diaminoexandico
Histidina His H Acido 2-amino-3-imidazolpropidnico
Triptofano Trp, Tri w Acido 2-amino-3-indolpropidnico
Metionina Met M Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico




ANEXO IV

Anexo IV - Sequéncias de primers utilizados para amplificacdo da regido especifica dos 7 genes bem conservados em H.
influenzae (Meats et al. 2003) e os tamanhos dos produtos esperados. (Nota: As sequéncias M13 estdo sublinhadas).

Primers Sequéncia nucleotidica Tamanho (pb)
adK-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGT GCA CCG GGT GCA GGT AA-3' 477
adK-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCT AAG ATT TTA TCT AAC TC -3'
atpG-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT ATG GCA GGT GCA AAA GAG AT-3'

atpG-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTG TAC AAC AGG CTT TTG CG -3' 447
frdB-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTT ATC GTT GGT CTT GCC GT-3' 489
frdB-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTG GCA CTT TCC ACT TTT CC -3'
fuck-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT ACC ACT TTC GGC GTG GAT GG-3' 345
fuck-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC AAG ATT TCC CAG GTG CCA GA -3'
mdh-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT TCA TTG TAT GAT ATT GCC CC-3' 205
mdh-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ACT TCT GTA CCT GCA TTT TG-3'
pgi-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGT GAA AAA ATC AAT CGT AC-3' 168
pgi-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATT GAA AGA CCA ATA GCT GA -3'
recA-M13 F 5'-TGT AAA ACG ACG GCC AGT ATG GCA ACT CAA GAA GAA AA-3'
recA-M13 R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC TTA CCA AAC ATC ACG CCT AT -3' 426




ANEXO V

Anexo V - Suscetibilidade das estirpes clinicas (total) de H. influenzae aos antibiéticos em estudo, de

acordo com o gendtipo de resisténcia e breakpoints do CLSI (2012).

. Genoétipo de MIC (pg/ml) Suscetibilidade (% isolados) P
Antibiético .
Resisténcia 50% 90% Range S | R NS value
gBLNAS (22) 0,12 1 <0,03-2 95,5 4,5 0,0 - 0,000
Ampicilina gBLPAR (22) >8 >8 8->8 0,0 0,0 100,0 -
gBLNAR (160) 1 2 <0,03-4 76,9 20,0 3,1 -
gBLPACR (44) >8 >8 8->8 0,0 0,0 100,0 -
gBLNAS (22) <=0,25 1 <0,25-2 100,0 - 0,0 - Ns
Co-amoxiclave gBLPAR (22) 1 2 0,5-4 100,0 - 0,0 -
gBLNAR (160) 2 4 <0,25->4 98,8 - 1,2 -
gBLPACR (44) 2 2 0,5-4 100,0 - 0,0 -
gBLNAS (22) <0,03 <0,03 <0,03-0,06 100,0 - - 0,0 Ns
Cefotaxima gBLPAR (22) <0,03 <0,03 <0,03 100,0 - - 0,0
(32 ger.) gBLNAR (160) 0,06 0,12 <0,03-1 100,0 - - 0,0
gBLPACR (44) <0,03 0,06 <0,03-0,25 100,0 - - 0,0
gBLNAS (22) <0,12 0,25 <£0,12-0,25 100,0 - - 0,0 Ns
Cefepime gBLPAR (22) <0,12 <0,12 <0,12-0,25 100,0 - - 0,0
(42 ger.) gBLNAR (160) 0,25 0,5 <0,12 -2 99,4 - - 0,6°
gBLPACR (44) <0,12 0,25 £0,12-2 100,0 - - 0,0
gBLNAS (22) 0,5 4 <0,25-4 100,0 0,0 0,0 - 0,001
Cefuroxima gBLPAR (22) 0,5 1 0,5-1 100,0 0,0 0,0 -
(22 ger.) gBLNAR (160) 2 8 <0,25->8 78,1 12,5 9,4 -
gBLPACR (44) 1 2 <0,25-4 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAS (22) <1 8 <1-8 100,0 0,0 0,0 - 0,000
Cefaclor gBLPAR (22) 8 16 2—>16 86,4 9,1 4,5 -
(22 ger.) gBLNAR (160) 8 >16 <1->16 55,6 28,8 15,6 -
gBLPACR (44) 8 16 <1->16 81,8 11,4 6,8 -
gBLNAS (22) <0,06 0,12 <0,06-0,25 100,0 - - 0,0 Ns
Meropenem gBLPAR (22) <0,06 <0,06 <0,06-0,25 100,0 - - 0,0
gBLNAR (160) 0,12 0,5 <0,06-1 97,5 - - 2,5°
gBLPACR (44) <0,06 0,25 <0,06-0,5 100,0 - - 0,0
gBLNAS (22) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0 Ns
Ciprofloxacina gBLPAR (22) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0
gBLNAR (160) <0,06 <0,06 <0,06-0,5 100,0 - - 0,0
gBLPACR (44) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0
gBLNAS (22) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 - Ns
Cloranfenicol gBLPAR (22) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAR (160) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
gBLPACR (44) <1 <1 <1-<2 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAS (22) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 - Ns
Tetraciclina gBLPAR (22) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAR (160) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
gBLPACR (44) <1 <1 <1-4 97,7 2,3 0,0 -
Trimetoprima- gBLNAS (22) <0,25 >2 <0,25->2 72,2 5,6 22,2 - 0,000
sulfametoxaz gBLPAR (22) <0,25 2 <0,25->2 81,8 9,1 9,1 -
ole gBLNAR (160) >2 >2 <£0,25->2 43,8 3,8 52,5 -
gBLPACR (44) >2 >2 <£0,25->2 43,2 0,0 56,8 -
gBLNAS (22) <0,5 <0,5 <0,5->2 94,4 0,0 5,6 - 0,016
Rifampicina gBLPAR (22) <0,5 <0,5 <0,5 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAR (160) <0,5 <0,5 <0,5-1 100,0 0,0 0,0 -
gBLPACR (44) <0,5 <0,5 <0,5 100,0 0,0 0,0 -
gBLNAS (22) 1 2 0,5-2 100,0 - - 0,0 Ns
Azitromicina gBLPAR (22) 0,5 1 <0,25-2 100,0 - - 0,0
gBLNAR (160) 1 2 <0,25-4 100,0 - - 0,0
gBLPACR (44) 1 2 £0,25-2 100,0 - - 0,0

S, suscetivel; |, intermédio; R, resistente; a Percentagem de estirpes ndo suscetiveis ao Cefepime e ao Meropenem.



ANEXO VI

Anexo VI - Suscetibilidade das estirpes clinicas (total) de H. influenzae aos antibiéticos em estudo,
de acordo com a cdpsula e breakpoints do CLSI (2012).

. ; MIC (pg/ml) Suscetibilidade (% isolados) ]
Antibidtico Capsula
50% 90% Range S | R NS value
NC (bla-) (173) 1 2 <0,03-4 78,0 19,1 2,9 - 0,000
Ampicilina NC (bla+) (65) >8 >8 1->8 0,0 0,0 100,0 -
Capsula f (bla-) (3) 0,25 0,25 0,25 100,0 0,0 0,0
Capsula f (bla+) (1) >8 >8 >8 0,0 0,0 100,0 -
NC (bla-) (173) 2 4 <0,25->4 98,8 - 1,2 - Ns
Co-amoniclave  NC (6/a+) (65) 1 2 0,5-4 100,0 - 0,0 -
Capsula f (bla-) (3) 0,25 0,5 £0,25-0,5 100,0 - 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) 2 2 2 100,0 - 0,0 -
NC (bla-) (173) 0,06 0,12 <0,03-1 100,0 - - 0,0 Ns
Cefotaxima NC (bla+) (65) <0,03 <0,03 <0,03-0,12 100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla-) (3) <0,03 <0,03 <0,03 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla+) (1) 0,25 0,25 0,25 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) 0,25 0,5 <0,12-2 100,0 - - 0,0 0,000
Cefepime NC (bla+) (65) <0,12 0,25 <0,12-0,5 100,0 - - 00
Capsula f (bla-) (3) <0,12 >2 <0,12—>2 66,7 - - 33,3
Capsula f (bla+) (1) 2 2 2 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) 2 8 <0,25->8 79,8 11,6 8,7 - 0,024
Cefuroxima NC (bla+) (65) 1 2 <0,25-4 100,0 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla-) (3) 0,5 0,5 0,5 100,0 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla+) (1) 4 4 4 100,0 0,0 0,0 -
NC (bla-) (173) 8 >16 <1->16 59,0 26,6 14,5 - 0,001
Cefaclor NC (bla+) (65) 8 16 <1->16 84,6 10,8 4,6 -
Capsula f (bla-) (3) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) >16 >16 >16 0,0 0,0 100,0 -
NC (bla-) (173) 0,12 0,5 <0,06—1 97,7 - - 2,3° Ns
Meropenem NC (bla+) (65) <0,06 0,12 <0,06-0,5 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla-) (3) 0,12 0,5 <0,06-1 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla+) (1) 0,12 0,12 0,12 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) <0,06 <0,06 <0,06—0,5 100,0 - - 0,0 Ns
Ciprofloxacina NC (bla+) (65) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla-) (3) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla+) (1) <0,06 <0,06 <0,06 100,0 - - 0,0
NC (bla-) (173) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 - Ns
Cloranfenicol  NC (b/a*) (65) <1 <1 <1-2 100,0 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla-) (3) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
NC (bla-) (173) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 - Ns
Tetraciclina NC (bla+) (65) <1 <1 <1-4 98,5 1,5 0,0 -
Cépsula f (bla-) (3) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
Cépsula f (bla+) (1) <1 <1 <1 100,0 0,0 0,0 -
NC (bla-) (173) >2 >2 <0,25->2 44,5 4,6 50,9 - Ns
Trimetoprima- NC (bla+) (65) <0,25 2 <0,25->2 56,9 3,1 40,0 -
sulfametoxazole Cépsula f (bla-) (3) <0,25 <0,25 <0,25 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) >2 >2 >2 0,0 0,0 100,0 -
NC (bla-) (173) <0,5 <0,5 <0,5->2 99,4 0,0 0,6 - Ns
Rifampicina NC (bla+) (65) <0,5 <0,5 <0,5 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla-) (3) <0,5 <0,5 <0,5 100,0 0,0 0,0 -
Capsula f (bla+) (1) <0,5 <0,5 <0,5 100,0 0,0 0,0 -
NC (bla-) (173) 1 2 <0,25 - 4 100,0 - - 0,0 Ns
Azitromicina NC (bla+) (65) 1 1 <0,25-2 100,0 - - 0,0
Cépsula f (bla-) (3) 1 2 <0,25 - 4 100,0 - - 0,0
Capsula f (bla+) (1) 1 1 1 100,0 - - 0,0

S, suscetivel; |, intermédio; R, resistente; a Percentagem de estirpes ndo suscetiveis ao Cefepime e ao Meropenem.
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ANEXO VII

Anexo VII - Suscetibilidade aos antibiéticos (CIM) das estirpes estudadas, de acordo com os mecanismos de
resisténcia aos antibidticos, entre o periodo de 2009 a 2012.

- Genétipo de CIM (mg/L) Suscetibilidade (%)
Antibidtico s ea . a — P-value
resisténcia CIM.EO CIMgo Range S | R
gBLNAS (22) 0.12 1 <0.03-2 95.5 4.5 0 0,000
gBLPAR (22) >8 >8 8->8 0 0 100.0
Ampicilina 1/l gBLNAR (133) 1 2 0.12-4 73.7 233 3.0
111 gBLNAR (6) 1 1 1-4 83.3 0 16.7
1/11 gBLPACR (26) >8 >8 8->8 0 0 100.0
gBLNAS (22) <0.25 1 <0.25-2 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) 1 2 0.5-4 100.0 0 0
Co-amoxiclave 1/1l gBLNAR (133) 2 4 <0.25->4 98.5 0 1.5
111 gBLNAR (6) 2 2 1-2 100.0 0 0
1/l gBLPACR (26) 2 2 1-4 100.0 0 0
gBLNAS (22) <0.03 <0.03 <0.03-0.06 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.03 <0.03 <0.03 100.0 0 0
Cefotaxima 1/l gBLNAR (133) 0.06 0.12 <0.03-1 100.0 0 0
111 gBLNAR (6) 0.12 0.12 0.12-0.5 100.0 0 0
1/11 gBLPACR (26) <0.03 0.06 <0.03-0.25 100.0 0 0
gBLNAS (22) <0.12 0.25 <0.12-0.25 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.12 <0.12 <0.12-0.25 100.0 0 0
Cefepima 1/l gBLNAR (133) 0.25 0.5 <0.12-2 100.0 0 0
11l gBLNAR (6) 0.5 0.5 0.25-1 100.0 0 0
1/11 gBLPACR (26) <0.12 0.25 <0.12 -2 100.0 0 0
gBLNAS (22) 0.5 4 <0.25-4 100.0 0 0 0,000
gBLPAR (22) 0.5 1 05-1 100.0 0 0
Cefuroxima 1/l gBLNAR (133) 2 8 0.5->8 78.9 12.8 8.3
11l gBLNAR (6) >8 >8 4->8 16.7 16.7 66.7
1/11 gBLPACR (26) 2 4 1-4 100.0 0 0
gBLNAS (22) <1 8 <1-8 100.0 0 0 0,000
gBLPAR (22) 8 16 2->16 86.4 9.1 4.5
Cefaclor 1/l gBLNAR (133) 8 >16 2->16 52.6 29.3 18.0
11l gBLNAR (6) 16 16 16 -> 16 0 83.3 16.7
1/11 gBLPACR (26) 8 16 2->16 84.6 115 3.8
gBLNAS (22) <0.06 0.12 <0.06 —-0.25 100.0 0 0 Ns
gBLPAR (22) <0.06 <0.06 <0.06 —0.25 100.0 0 0
Meropenem 1/1l gBLNAR (133) 0.12 0.5 <0.06 -1 97.0 0 3.0°
111 gBLNAR (6) 0.12 0.12 <0.06 - 0.12 100.0 0 0
1/11 gBLPACR (26) 0.12 0.25 <0.06 -0.5 100.0 0 0
gBLNAS (22) <0.06 <0.06 <0.06 100.0 0.0 0.0 Ns
gBLPAR (22) <0.06 <0.06 <0.06 100.0 0.0 0.0
Ciprofloxacina 1/l gBLNAR (133) <0.06 <0.06 <0.06 - 0.5 100.0 0.0 0.0
111 gBLNAR (6) <0.06 <0.06 <0.06 100.0 0.0 0.0
1/ gBLPACR (26) <0.06 <0.06 <0.06 100.0 0.0 0.0
gBLNAS (22) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0 Ns
gBLPAR (22) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
Cloranfenicol 1/l gBLNAR (133) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
111 gBLNAR (6) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
1/11 gBLPACR (26) <1 <1 <1-<2 100.0 0.0 0.0
gBLNAS (22) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0 Ns
gBLPAR (22) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
Tetraciclina 1/l gBLNAR (133) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
11l gBLNAR (6) <1 <1 <1 100.0 0.0 0.0
1/11 gBLPACR (26) <1 <1 <1-<2 100.0 0.0 0.0
gBLNAS (22) <0.25 >2 <0.25->2 68.2 9.1 22.7 0,000
Trimetoprima- gBLPAR (22) <0.25 2 <0.25->2 81.8 9.1 9.1
sulfametoxazole 1/l gBLNAR (133) >2 >2 <0.25->2 36.8 4.5 58.6
(SXT) 11l gBLNAR (6) <0.25 <0.25 <0.25->2 83.3 0.0 16.7
1/11 gBLPACR (26) <0.25 >2 <0.25->2 53.8 0.0 46.2
gBLNAS (22) <0.5 <0.5 <0.5->2 95.5 4.5 0.0 Ns
gBLPAR (22) <0.5 <0.5 <0.5 100.0 0.0 0.0
Rifampicina 1/l gBLNAR (133) <0.5 <0.5 <0.5-1 100.0 0.0 0.0
111 gBLNAR (6) <0.5 <0.5 <0.5 100.0 0.0 0.0
1/11 gBLPACR (26) <0.5 <0.5 <0.5 100.0 0.0 0.0
gBLNAS (22) 1 2 05-2 100.0 0.0 0.0 Ns
gBLPAR (22) 0.5 1 <0.25-2 100.0 0.0 0.0
Azitromicina 1/l gBLNAR (133) 1 2 <0.25-4 100.0 0.0 0.0
111 gBLNAR (6) 1 1 05-1 100.0 0.0 0.0
1/11 gBLPACR (26) 1 2 <0.25-2 100.0 0.0 0.0

S, suscetivel; I, intermédio; R, resistente; a Classificagdo baseada nas mutagGes identificadas no gene fts/: gBLNAS, estirpes sem mutacGes; gBLPAR (TEM-1),
produtoras de B-lactamasesem mutagdes; gBLPACR produtoras de B-lactamase com mutagdes; gBLNAR, estirpes ndo produtoras de B-lactamase com
mutagdes; b Percentagem de estirpes ndo suscetiveis ao Meropenem.
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ANEXO VIIi

Anexo VIII - Suscetibilidade aos antibidticos (CIM) das estirpes estudadas, de acordo com os
mecanismos de resisténcia aos antibidticos, entre o periodo de 2001 a 2008.
. Genétipo de CIM (mg/L) Suscetibilidade (%) P-
Antibidtico . n . a
resisténcia CIM;, CiMg, Range S | R value
gBLNAS (66) 0.25 1 0.12-4 92.4 3.0 4.5 0,000
gBLPAR (33) 64 256 4->512 0 3.0 97.0
Ampicilina 1/l gBLNAR (92) 2 2 0.12-8 42.4 53.2 4.3
I gBLNAR (2) 1 8 1-8 50.0 0 50.0
I/11 gBLPACR (47) 128 512 8->512 0 0 100.0
gBLNAS (66) 0.5 1 <0.25-4 100.0 0 0 Ns
Co. gBLPAR (33) 2 2 05-4 94.0 6.0 0
amoxiclave I/11 gBLNAR (92) 2 2 <0.25 >4 97.8 0 2.2
Il gBLNAR (2) 2 4 2-4 100.0 0 0
I/11 gBLPACR (47) 2 4 1->4 97.9 0 2.1
gBLNAS (66) <0.03 0.06 <0.03-1 100.0 0 0 0,013
gBLPAR (33) <0.03 <0.03  <0.03-0.06 94.0 0 6.0°
Cefotaxima I/l gBLNAR (92) 0.06 0.12 <0.03-1 100.0 0 0
Il gBLNAR (2) 0.06 0.12 0.06 —0.12 100.0 0 0
I/11 gBLPACR (47) <0.03 0.06  <0.03-0.25 100.0 0 0
gBLNAS (66) <0.12 0.25 <0.12 -2 98.5 0 1.5° Ns
gBLPAR (33) <0.12 <0.12  <0.12-0.5 94.0 0 6.0°
Cefepima /1l gBLNAR (92) 0.25 0.5 <0.12-0.5 100.0 0 0
Il gBLNAR (2) <0.12 0.25 <0.12-0.25 100.0 0 0
1/11 gBLPACR (47) <0.12 0.25 <0.12-1 100.0 0 0
gBLNAS (66) 0.5 4 <0.25->8 91.0 6.0 3.0 0,000
gBLPAR (33) 0.5 4 <0.25->8 91.0 6.0 3.0
Cefuroxima I/l gBLNAR (92) 4 >8 <0.25->8 67.4 18.5 14.1
Il gBLNAR (2) 4 >8 4->8 50.0 0 50.0
I/11 gBLPACR (47) 2 4 1->8 97.9 0.0 2.1
gBLNAS (66) 2 16 <1->16 87.9 6.0 6.1 0,000
gBLPAR (33) 8 >16 <1->16 66.6 12.1 15.2
Cefaclor 1/11 gBLNAR (92) 16 >16 <1->16 46.7 28.3 25.0
I gBLNAR (2) 16 >16 16 -> 16 0 50.0 50.0
I/11 gBLPACR (47) 8 >16 8->16 57.4 29.8 12.8
gBLNAS (66) <0.06 0.12 <0.06 -1 98.5 0 1.5° 0,004
gBLPAR (33) <0.06 0.12  <0.06-0.25 94.0 0 6.0°
Meropenem /Il gBLNAR (92) 0.25 0.5 <0.06 -2 93.5 0 6.5°
I gBLNAR (2) <0.06 1 <0.06 -1 50.0 0 50.0°
1/11 gBLPACR (47) 0.12 0.25 <0.06 — 0.5 100.0 0 0

S, suscetivel; I, intermédio; R, resistente; a Classificagdo baseada nas mutac¢des identificadas no gene ftsl: gBLNAS (n=66), estirpes sem mutagdes; gBLPAR
(TEM-1) (n=33), produtoras de B-lactamasesem mutag&es; gBLPACR (n=47), produtoras de B-lactamase com mutagbes; gBLNAR (n=92+2), estirpes nido

produtoras de B-lactamase com mutagdes; b Percentagem de estirpes ndo suscetiveis a Cefotaxima, ao Cefepime e ao Meropenem.

Vil



ANEXO IX

Anexo IX - SubstituicGes aminoacidicas identificadas na regido da transpeptidase do gene ftsl durante o periodo de 2001 a 2008 (Barbosa et al., 2011).

Amino acid substitution

Ne of isolates”

Group® near SSN motif near KTG motif
Bla- Bla+ Ala318 Asp350 Ser357 Ala368 Met377 Ser385 Leu389 Alad37 lled449 Leu4d56 Gly490 Ala502 Val511 Arg517 Asn526 Val529 Ala530 Thr532 Val547 Asp551 Ala554 Asn569
| 1 His
2 His Val
Ila 2 1 Asn Glu Lys Ser
1 Asn lle Lys Gly
2 Lys Ser
1 Lys Ser lle
1 Lys
Il'b 1 Val Lys
1 Asn lle Glu Val Lys
2 Asn lle Val Lys lle Asn Ser
5 9 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
2 Asn Ser Val Lys lle Ser
20 22 Asn lle Val Lys lle Ser
1 Thr Asn lle Val Lys lle Ser
1 Pro Glu Val Lys lle Ser
9 1 Glu Val Lys lle Ser
1 Asn Asn Val Ala Lys lle Ser
1 Asn Val Ala Lys lle Ser
1 Asn lle Val Lys Met lle Ser
5 4 Asn Val Lys lle Ser
1 2 lle Val Lys lle Ser
6 Val Lys lle Ser
Ilc 3 Thr Lys
1 Asn lle Thr Lys lle Ser
2 Asn Thr Lys
6 4 Asn Thr Lys lle Ser
6 1 Thr Lys lle Ser
Id 2 Asn Ser Val Lys lle Ser
1 Val Thr Lys lle Ser
7 Val Lys lle Ser
1ll-like 2 Asn Asn lle Thr His Ser lle
Miscell 27
aneous

a As estirpes com mutagdes no gene fts/ foram classificadas em 6 grupos: | e Il (a, b, c and d) de acordo com Dabernat et al. (2002) e Ill-/ike de acordo com Garcia-Cobos et al. (2008)
b Bla+, Estirpes produtoras de B-lactamase; Bla-: Estirpes ndo produtoras de B-lactamase.



