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Resumo

A gravidade das infeccoedHmemophilus influenzae a necessidade de se actuar com
rapidez tém levado ao estabelecimento de uma éeampimicrobiana empirica. No entanto, a
emergéncia de estirpes resistentes como resul@aguedsdo selectiva é, hoje em dia, uma
realidade preocupante. Nesta espécie, a resist@ralguns3-lactamicos, como € o caso da
ampicilina, € essencialmente caracterizada por oh@sanismos: a producdo de enzifra
lactamase e a presenca de proteinas de ligacdociipa (PBPs) alteradas. Com o objectivo
de caracterizar o mecanismo de resisténcia a astdsoticos no nosso pais, foi escolhida
uma amostra de 240 estirpes clinicas Hleinfluenzae,de acordo com a concentragéo
inibitéria minima (CIM) a ampicilina. Assim, estudas 100 estirpes com CIM a ampicilina
entre 1 e g/ml, 80 estirpes com CIM >gg/ml e ainda um grupo controlo de 60 estirpes
susceptiveis com CIM entre 0,12 e @&ml. A sequéncia do gerfesl, que codifica o
dominio da transpeptidase da PBP3, foi determipada todas as estirpes. Das 240 estirpes,
141 apresentavam mutacdes perto das zonas corsemadiendts! originando 31 padrdes
mutacionais. A analise dos padrdes mutacionaisiperafassificar a maioria destas estirpes
(96,5%) no grupo mutacional Il (Ubukakt al 2001) caracterizado pela substituicdo
Asnb526Lys. Para além da substituicdo referida (26h§s) foram ainda caracterizadas com
maior frequéncia as substituices Val547lle (88%Asa569Ser (73%). A relacdo entre as
mutac¢des encontradas e o nivel de susceptibilidadepicilina permitiu observar que 27,5%
das estirpes eram susceptiveis, 13,8% eram rdsistgror producdo di-lactamase
(BLPAR), 39,1% era resistente sem producdo factamase (BLNAR) e 19,6%
apresentavam ambos 0s mecanismos de resisténdta(ER). Apesar de o CLSI categorizar
como susceptiveis as estirpes com CIM gg/inl e como intermédias as de@/ml, 97,3%
destas estirpes apresentavam mutacfes junto dass zamservadas do dominio da
transpeptidase no genisl, indicando a existéncia do mecanismo de resigténéo
enzimatico. Utilizando a técnica gmilsed-field gel electrophores{PFGE), que analisa a
diversidade genética das estirpes, verificamosistéecia de uma elevada diversidade entre
as estirpes BLNAR. Pelo contrario, as estirpes BCRAestdo, na maior parte dos casos,
geneticamente relacionadas entre si. Estudos dagieeza sdo importantes para a definicao
de novosbreakpointspara os antibidticop-lactamicos, enH. influenzae Poderiam, assim,
ser evitadas muitas faléncias terapéuticas o goeegentaria elevados ganhos em Saude

Publica.
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Abreviaturas

Alguns termos técnicos com origem na lingua ingk&a utilizados no decorrer do texto desta tese terddo
sido traduzidos visto fazerem parte de um glossaeiatifico estabelecido na literatura internaciona

BLNAR — estirpes resistentes a ampicilina, ndo prodsitdefi-lactamases

BLPACR- estirpes produtoras @ielactamases resistentes a amoxicilina-clavulanato

BLPAR — estirpes resistentes a ampicilina produtorgsldetamase
BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

CIM - Concentracao inibitéria minima

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute

DNA — Acido desoxirribonucleico

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético

ESBLs - B-lactamases de largo espectro

Hib —Haemophilus influenzaserétipo b

HTM - HaemophilusTest Medium

LPS - lipopolissacarideos

NAD - Nicotinamida adenina dinucle6tido

NC — estirpes ndo capsulada

pb - par de bases

PFGE- Pulsed Field Gel Electrophoresis

PBPs— Penicillin binding proteingproteinas de ligacdo a penicilina)
PCR —polimerase chain reaction (reacc&on cadeia da polimerase)
PNV — Plano Nacional de Vacinacéo

SXT — Trimetropim-sulfatometaxazol

TAE — Tris-acetato EDTA

TBE- Tris-borato EDTA

Aminoacidos - Abreviaturas dos aminoacidos sdo apresentadas amexo
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Introducéao

Género Haemophilus

O géneroHaemophiluspertence a famili®asteurellaceae inclui diversas espécies
gue tém em comum a necessidade de factores desivldlsangue para o seu crescimento
(Peakeet al, 1996). Durante a pandemia de gripe de 18®0hard Pfeifferisolou das
secregcdes bronquicas da maior parte dos doentegpaqueno bacilo Gram-negativo,
capsulado, que exigia para 0 seu crescimento negidguecidos em sangue. O sistematico
isolamento deste microrganismo, em doentes cone,gigvou Pfeiffer a pensar que estava
perante o agente responsavel por esta doenca;tetheiignado porBacillus influenzaé O
facto de os bacilos isolados pBfeiffer necessitarem para o seu crescimento de factores
existentes no sangue, levou a que se designassdfepmphilusdo Gregdhaima- sangue,
philos- amigos) (Kilian e Biberstein, 1984) e o nomedlbderado em 1920, paktaemophilus
influenzae(H. influenzag por Winslowe colaboradores (revisto em Zinnemann, 1981). Em
1933, com o isolamento de um virus designaddyoovirus influenzae identificacdo deste
como 0 agente etioldgico da gripe, foi posta ensa@aa importancia dél. influenzaena
pandemia de 1890. Verificou-se mais tarde que espgcie era um agente patogénico
secundario que provocava infec¢des bacterianasoemtes debilitados por infecgdes virais
(Murphy, 1992; Atkinsoret al, 2008).

Este género € caracterizado por pequenos bacils-Gegativosfigura 1), aerébios
(podendo crescer como anaerébios facultativospnpdeficos, e com uma temperatura ideal
de crescimento entre os 35°C e os 37°C (Murray2)200 estrutura da parede celular das
espécies do génerblaemophilus é tipica dos bacilos Gram-negativos, apresentando
lipopolissacaridos (LPS) com actividade de endot@xfosfolipidos, proteinas especificas de
espécie e especificas de estirpe. HEnmfluenzaeestes lipopolissacaridos caracterizam-se por
possuir cadeias polissacaridicas bastante cusagmddas de lipooligossacarideos (Erwin e
Smith, 2007).

H. influenzaeesta presente nas membranas mucosas de cerc&odde7&riancas e
individuos adultos saudaveis, sendo um importagenta patogénico do Homem (Todar,
2008).

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 1
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Figura. 1- Coloragio de Gram déaemophilus influenzae

(http://lwww.textbookofbacteriology.net/haemophihiml)

Patogenicidade

Entre as diversas espécies daemophilus H. influenzaeé, claramente, o mais
importante agente patogénico do homem sendo redpeinsor uma variedade de infecgbes
em criangcas e adultos, que vao desde as infecgdesacto respiratorio até infecgdes
invasivas, como meningite, septicémia, epiglotidulite ou mesmo artrite séptica (Arnatd
al., 1993; de Lencastret al, 1999) Estas infeccdes podem ser de dois tipos: infecafedas
e habitualmente invasivas, nas quai$ioinfluenzaeé, certamente, a causa primaria, ou

infec¢des cronicas, ondeb influenzagrarece ter uma funcéo secundaria.

Um dos factores de viruléncia mais estudadd-eimfluenzaee que estd envolvido na
patogenicidade de uma determinada estirpe @msula (Moxon, 1993). Este facto foi
demonstrado poPittman em 1931, ao verificar que as estirpes respornsga@i infeccdes
invasivas, ao contrario da maior parte das estigp@adas de pessoas saudaveis, possuiam
capsula (revisto em Kilian e Frederiksen, 19®iltman classificou as formas capsuladas de
H. influenzaeem seis tipos, antigénica e quimicamente distintp®e designou da a f
(revisto em Peakeet al, 1996). Os seis tipos diferem na estrutura quintoa seus
polissacaridos capsulares e sao identificados cotisoaos especificos, através de uma
reacgao de aglutinagéo.

A cépsula das estirpes de serétipo b, consideramtaocum dos principais
determinantes da sua viruléncia, € composta pattode poli-ribosil-ribitol-PRP (polimero

de unidades alternadas de ribose e ribitol). Ta884) relatou diversas experiéncias que

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa
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Introducéo

evidenciaram a importancia do PR viruléncia déH. influenzagfacilitando a colonizagéo
e invasdo em hospedeiros sensiveis e provocaretLds localizadas.

Em relacdo aos outros serotip@s c, d, e, ¥ a sua viruléncia foi comparada em
ratinhos, tendo-se verificado que os serotippsl e e ndo desenvolviam bacteriémia e
meningite, enquanto os serétippe f podiam desenvolver bacteriémia, de um modo pouco

frequente e, normalmente, em hospedeiros pouca@gaisd Turk & May, 1967).

Apesar de quase todas as estirpedHdénfluenzaeassociadas a infecgcéo invasiva
possuirem uma capsula, nas estirpes nao capsulid@gsja foram caracterizados varios
processos biologicos e identificadas diversas tesasi da superficie celular que parecem
estar envolvidas na viruléncia. Contudo, as edirNE sdo genética e fendtipicamente
diversas e, alguns dos genes que codificam estesndeantes de viruléncia ndo estéo
presentes em todos os isolados que causam infaog@giva, indicando que estas estirpes
podem variar nos seus mecanismos de patogeniciRad&eet al, 1996; Evans e Brachman,
1998; Erwine Smith, 2007). A interaccdo inicial entre as estirpes BG célula do
hospedeiro ocorre aguando da aderéncia (por fim)bpi@teinas da membrana externa) da
célula bacteriana ao muco ou as células do tragpiratorio superior, sendo este um dos
processos mais cruciais para a viruléncia. Os paagosequentes podem incluir invasédo das
células do epitélio respiratorio, formacao de ngoténias e consequentemente a formacao de
biofilmes (Erwin e Smith, 2007).

Vacinas

Nos finais dos anos sessenta iniciaram-se, nosiéstanidos da América, estudos
que levaram ao desenvolvimento de uma vacina par@wencao de infeccbes provocadas
por H. influenzae sendo os primeiros trabalhos realizados nestadirigidos as estirpes de
H. influenzaedo ser6tipo b (Hib). Em Abril de 1985 &dod and Drug Administratidn
(FDA) aprovou a primeira vacina para o Hib baseasglaunttrial” efectuado na Finlandia,
em que se obteve uma eficacia de 92% para uma r@agest de 100 mil criancas (Pelteia
al., 1977). Porém, diversos estudos apresentaranciaa esta vacina, principalmeiae
criancas com idade inferior a 2 anos, onde se @esw niveis de anticorpos muito baixos
(Ginsburget al, 1977; Granofiet al, 1986; Kessleet al, 1993). Em 1990, a FDA aprovou

uma nova geracao de vacinas adequadas para semamsa@das a lactentes (a partir dos 2
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meses de idade). Nestas vacinas o PRP encontoajsg@do a uma proteina transportadora,
nomeadamente a toxina do tétano ou da difteria, wma proteina de membranaNkEsseria
meningitidis (OMP), havendo evidéncia de que o polissacarid@ndo acoplado a uma

proteina transportadora, se torna mais imunogé@ioaz-Dias, 1997).

Em Portugal a vacina conjugada para a prevenc@loel®;as provocadas por Hib esta
disponivel desde 1994, tendo sido aconselhada pibosrpediatras, para crian¢gas com menos
de 5 anos de idade. No ano 2000 a vacina foi id&lod Programa Nacional de Vacinacao.

A epidemiologia da infec¢cdo provocada prinfluenzaemudou drasticamente nos
ultimos anos, devido a introducdo da vacina comjagAntes da sua introducgdo, estimavam-
se, anualmente, 20000 casos de doenca invasividip@am criangcas com menos de 5 anos,
nos paises desenvolvidos. Apés a introducéo destaava incidéncia diminuiu cerca de 95%
e actualmente, a maioria das infecgBes por esttis®iocorre, essencialmente, em criancas
nao imunizadas ou idosos com baixa imunidade @mst al, 2007). Apesar do sucesso da
vacina conjugada, o problema das infec¢coedfpamfluenzaendo esta resolvido, uma vez que
tém sido referidas infeccdes graves provocadasesgtinpes de outros serotipas € ef) e
ainda a emergéncia de estirpes NC (Pedlka, 1996; Murray, 2002; Campe al, 2004,
Bajanca, 2004; Atkinsoet al., 2008). Em concordancia com o observado noutroegais
também em Portugal se verificou uma diminuicaoii@ativa da infeccéo invasiva por Hib
(de 68,2% entre 1989 e 2000 para 12,6% entre 208), assim como um aumento das
estirpes NC (de 31,8% entre 1989 e 2000 para 7&6fre 2001 e 2008) (dados néo
publicados). As estirpes NC séo responsaveis pecgies como otite média aguda, sinusite,
bronquite cronica e outras infeccdes respirator@aem a identificacdo de uma proteina
(proteina D) altamente conservada nas estirpés. defluenzaeincluindo as NC, envolvida
na viruléncia destas estirpes (Forsgeeal, 2008) foi possivel o desenvolvimento de ensaios
clinicos de uma vacina conjugada com 11 serétip@&tr@ptococcus penumoniaen proteina
D derivada deH. influenzag(PCV11-HiD) (Prymulaet al.,2006; Pelton, 2007; Forsgren
al., 2008; De Walst al, 2009). Num estudo efectuado em 2006 com 4968igag com
menos de 2 anos de idade as quais foi adminisgadgeina conjugada PCV11-HIiD, ou a
vacina para a hepatite A (controlo) foi possivetesbar 35,6% de protec¢do contra otite
média aguda provocada pbi influenzae(Prymulaet al., 2006). Estes resultados vieram
confirmar a producdo de anticorpos, induzida pet#tena D, contras as estirpes lde

influenzae Em Portugal, muito recentemente, foi posta nocat uma vacina conjugada
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Introducéo

com 10 ser6tipos d8. pneumoniaeonjugados com a proteina D He influenzaeindicada
para a prevencdo de otites em criangas. Outrososngan sido realizados nos Ultimos anos
com resultados muito idénticos (Pelton, 2007; Fersgt al, 2008; de Walst al, 2009).
Reconhecendo a importancia das estirpdd.defluenzaeNC como agentes responsaveis por
infeccBes diversas e muitas vezes graves, do trasforatorio inferior, estes dados criam

perspectivas interessantes para o melhor contesitadnfeccao. (Prymulket al.,2006).

Antibidticos

A terapia antimicrobiana remonta a mais de doisemjuinhentos anos, quando os
chineses e o0s egipcios utilizavam mel e plantasrsi para o tratamento de infeccdes
localizadas. No entanto, foi a descoberta da derdoem 1929, das sulfamidas em 1932, e a
sua aplicacdo no tratamento de infec¢des bactsriaas décadas de trinta e quarenta, que
podem ser consideradas como o verdadeiro iniciterdg@ia antimicrobiana moderna e que

conduziu ao desenvolvimento da indUstria farmacéuteste campo (Shungu, 1991).

Os antibidticos sdo substancias quimicas que paovoa morte ou a inibicdo do
crescimento de microrganismos. Podem ser de onggaral ou de origem sintética (total ou
parcial). Os antibiéticos diferem, essencialmentss suas propriedades fisicas, quimicas e
farmacoldgicas, no espectro antibacteriano e, amuanecanismo de accdo. Por esta razao os
critérios adoptados para a classificacdo dos afittbs sdo diversos, ndo havendo consenso
para uma classificacdo geral. Uma das classificag@a@s comuns divide os antibiéticos em 9
classes: osp-lactamicos (por exemplo: penicilinas, cefalospasiy aminoglicosideos
(gentamicina), quinolonas (ciprofloxacina) tetrdings (tetraciclina), macrolidos
(eritromicina, azitromicina), glicopéptidos (vandeoma, teicoplanina) sulfonamidas
(trimetoprim-Sulfametoxazol), lincomicinas (clindmmna) e os oxazolidinonas (linezolide).
Existem, ainda, outros antibiéticos que ndo pedena nenhuma destas classes como por

exemplo a rifampicina.
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B-lactamicos

A classe dog3-lactamicos € composta por uma grande variedadantbidticos,
incluindo as penicilinas, as cefalosporinas, obaa@nemes e os monobactamicos. Todos 0s
elementos deste grupo apresentam em comum unf-dexBmico, constituido por 3 atomos
de carbono e um de nitrogénio com diferentes ralida distincdo entre os principais
constituintes deste grupo é, assim, feita de acoaio a sua estrutura quimica, podendo
apresentar: um unico anglactamico (monobactamicos), um afidhctamico fundido a um
anel tiazolidina (penicilinas e carbapenemes) ouadifio a um anel di-hidrotiazina
(cefalosporinas) (Vaz Pato, 1989; Soesaal, 1998). Estes antibioticos actuam apenas na
fase de crescimento da cultura bacteriana, ou s&jfase de sintese da parede celular e séo,
na sua maioria, bactericidas. O seu mecanismogé® acinfluenciado pelo estado do sistema
autolitico, pela velocidade de crescimento e pstad® de nutricdo da bactéria. Pode ainda
depender da permeabilidade do antibiético paralaacéacteriana, da afinidade para as
proteinas de ligacdo a penicilina e da vulneradul@aos diversos mecanismos de resisténcia
das bactérias (Bryan e Godfrey, 1991; Saisad., 1998; Wilkeet al, 2005).

Os alvos dog3-lactamicos séo as proteinas da membrana bactetesignadas por
proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs)essenciais para a sintese de peptidoglicano,
constituinte da parede celular das bactérias (Fuial, 2001). O peptidoglicano € uma
macromolécula Unica que reveste a célula bacteeiane integra diversas fungdes tais como,
a definicdo da forma celular, a ligacdo de factaessiruléncia e adesinas e a inducao de
modificacdes celulares em resposta a diferentésréscde stress (Macheboaifal, 2006).

Nas estirpes Gram-positivas o peptidoglicano éymld em diversas camadas, enquanto nas
espécies Gram-negativas, como é o casbl.dmfluenzae este apresenta-se sob a forma de
uma unica camada fir(figura 2).
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Gram-Negativo Gram-Positivo
Membrana
externa

8

g
Peptidoglicano

parede  memhbrana membrana parede
celular celular celular celular

Figura 2 — Representagdo esquematica da parede celular deess@am-negativas e Gram-positivas. Nas
espécies Gram-negativas a parede celular é cddatipor uma fina camada de peptidoglicano e umabrema
externa. J& nas espécies Gram-positivas, ndo axiséemembrana externa mas o peptidoglicano da eared
celular é constituido por diversas camadas.

(adaptado de http://www.biologycorner.com/resougresh_bacteria.jpg)

O peptidoglicano é constituido por monémeros deieadpolissacaridicas alternadas
de N-acetilglucosamina (GIcNAc) e N-acetil muram{fturNAc), que estdo ligados entre si
através de um péptido. A sintese do peptidogli@imciada no citoplasma com a accéo de
seis enzimas Mur (MurA até MurF) que catalisam embgdo de uma molécula uril-
difosfatada de N-acetil muramico (UDP-MurNAc) atpade uma molécula precursora de
UDP-GIcNAc e que, subseguentemente, adicionam ystideécom cinco aminoacidos ao
monomero. Esta sequéncia pentapeptidica pode \@eismspécie para espécie, terminando
geralmente com uma ligacdo D-alanina, D-alaninacfMboeufet al, 2006). EmH.
influenzae este péptido € constituido por L-alanina, D-glidtm acido meso-
diaminopimélico e D-alanil-D-alanina (revisto eneAdini e Day, 1999). Através da ac¢do da
enzima MraY esta molécula soluvel (UDP-MurNAc-p@eéfatido) liga-se a um fosfolipido
transportador, que ao apresentar um grupo difosfateebido na membrana Ihe permite a sua
associacdo. Esta nova molécula designa-se poo lipitravés da accdo da enzima MurG, ao
lipido | é adicionado um grupo soltuvel de UDP-Gla\8ando-se a sintese do lipido Il. Esta
molécula é o precursor da biossintese do peptichigli e 0 substrato das PBPs. Nesta fase do
processo de formacdo do peptidoglicano o lipidoaiida se encontra no citoplasma
bacteriano, sendo essencial a sua passagem patarioreda célula, de forma a finalizar a

formacdo da macromolécula. Uma vez no exterior demibnana celular, o lipido Il &
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7z

polimerizado e o pentapéptido € incorporado na damde peptidoglicano em formacéo,

através da accdo das PRRgura. 3) (Macheboeutt al, 2006; Sauvaget al, 2008).

As PBPs estéo localizadas no folheto exterior éanbrana citoplasmatica e podem
participar em trés reaccdes especificas: a sidesadeias de glicano por transglicosilacéo; a
ligacdo cruzada dos péptidos do peptidoglicandrnaospeptidacdo e a clivagem dos residuos
terminais da cadeia peptidica D-alanil-D-alaninaravéis da actividade de DD-
carboxipeptidase. O numero e tipo de PBPs variaaanie a espécie e estdo classificadas de
acordo com o numero de reaccgdes, anteriormentegitdesaue uma Unica enzima pode
executar. Assim, temos as PBPs bi-funcionais (elA3sjue podem realizar mais do que uma
reaccdo e as PBPs uni-funcionais (classe B) qualissah apenas uma das reaccdes
(Macheboeutt al, 2006; Sauvaget al, 2008).

O anel dos antibidtico$-lactamicos possui uma estrutura muito semelhaote a
substrato natural das PBPs, D-alanil-D-alaninaj® germite que se ligue covalentemente ao
centro catalitico destas enzimas, competindo assimo seu substrato natural. Esta ligacéo
blogueia a ligacdo do substrato a enzima fazendo que o processo final da formacao do
peptidoglicano se dé a uma taxa mais baixa. Dadaagintese de peptidoglicano cessa, mas
gue a sintese dos restantes componentes do cit@pesmantém, acaba por ocorrer a lise da
célula (Bryan e Godfrey, 1991; Macheboet&l, 2006).
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Figura 3 —Esquema da sintese bioquimica do peptidoglicanesaptando as fases intra e extramembanar

(adaptado de Macheboertfal, 2006).
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1. Penicilinas

As penicilinas diferem entre si, essencialmemesau espectro de actividade contra as
bactérias Gram-negativas e resisténcia as pemsilestafilococicas. As penicilinas naturais
sado produzidas, normalmente, pela actividade fetatiga de estirpes mutantes de
Penicillinum chrysogenungm meios aos quais foram adicionados determinagesifsores,
com a funcéo de induzir uma maior producédo de per@iccom determinada cadeia lateral
(Demain e Elander, 1999; Murray al,, 2002).

As aminopenicilinas, como é o caso da ampicilg@m penicilinas semi-sintéticas de
largo-espectro, em que o radical R € aminado. @sggo amina € inserido na posigaao
anelp-lactamico, aumentando a hidrofilia da moléculaplEando, consequentemente, 0 seu
espectro de acgcdo contra as bactérias Gram-negativaa vez que conseguem penetrar
através dos canais de porina da membrana exterjparéde celula(Souseet al, 1988).

(I >/LYN '; 1; 2] CHy
N, E
r (i) j;r:/ s
CDOH
Ampicilina

Figura 4 - Estrutura quimica da ampicilina. A parte da estaugtvidenciada a cinzento é a estrutura geral de

todas as penicilinas (adaptado de Rosario e Grur26).

2. Cefalosporinas

A estrutura das cefalosporinas confere-lhes resisté&s-lactamases produzidas por
algumas espécies de bacilos Gram-negativos (Demaktiander, 1999). Esta classe de
antibioticos pode ser dividida em cefalosporinas Ide (cefazolina), 22 (cefaclor), 32
(cefotaxima) ou 42 geracédo (cefepima). Esta noraaure esta relacionada com modificacdes
nas cadeias laterais destes antibiodticos, prirmoipaie nas posicdes 3 e 7 do ghkdctamico,
gue levam a um aumento do espectro de accdo, essim a alteracdo das suas propriedades
farmacoldgicagSouseet al, 1988). Assim, uma cefalosporina de geracao nievs@a possui
um maior espectro para espécies Gram-negativaguQasgo espectro e baixa toxicidade
fazem das cefalosporinas de 32 geragdo os agemtekeiddo contra infeccbes bacterianas

graves. As cefalosporinas de 42 geracdo possuemmen@ capacidade de penetrar na
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membrana externa das bactérias Gram-negativas aesim, uma elevada resisténciapas

lactamases por elas produzidas.

Nz H_,‘K’”Ha
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a b

Cefotaxima

C
Figura 5 - Estrutura quimica de algumas cefalosporinasb - cefalosporinas de 2° gerac@&ogefalosporina

de 3?2 geracdo (adaptado de Rosério e Grumach,.2006)

3. Carbapenemes (Imipinem, Meropenem)

Sao of-lactamicos com o maior espectro de ac¢ao, quewseacombinacdo de duas
caracteristicas importantes: a facil penetracadacélsas, tanto Gram-negativas como Gram-
positivas e o elevado grau de resisténcif-xtamases. Para além do apidhctamico, os
carbapenemes caracterizam-se pela existéncia deitimanel com cinco membros (Demain
e Elander, 1999).

OH

| smﬂh:

COoOH

Figura 6 - Estrutura quimica geral dos carbapenemes (adagtatisas e Martin, 2006).
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4. Inibidores de p-lactamases

Os inibidores saop-lactamicos sem actividade antimicrobiana que g@anli
irreversivelmente af-lactamases, tornando-as inactivas. Estes agdidedesignados muitas
vezes por inibidores “suicidas” uma vez que, paractivar efectivamente a enzima
necessitam, primeiramente, de ser hidrolisadosepta. A combinacdo destes agentes com
um antibioticop-lactamico tem elevada eficacia contrapalsctamases de largo espectro,
devido ao efeito sinérgico das duas moléculasjladior destréi a actividade dilactamase
enquanto o antibiético € protegido da inactivagdomo exemplo da combinacdo de um
inibidor com um antibidtic@-lactamico temos co-amoxiclaveque consiste ha combinacao
entre uma penicilina (amoxicilina) e o inibidor @ldactamase, acido clavulanico. Esta
combinacéo é efectiva contra estirpedHdenfluenzaeresistentes a ampicilina por producao
dep-lactamases (Barmgt al, 1993).

Susceptibilidade aos antibidticgislactamicos

A gravidade das infec¢cdesHa influenzaee a necessidade de se actuar com rapidez
tém levado ao estabelecimento de uma terapia antibhiana empirica. No entanto, a
emergéncia de estirpes resistentes como resul@aguedsado selectiva é, hoje em dia, uma
realidade preocupante. A utilizagdo, generalizadsera recomendacdo, de antibidticos de
largo espectro favorece o crescimento e selec¢ioniyorganismos resistentes, ao eliminar
as estirpes sensiveis. Por este motivo torna-smaat a vigilancia sistematica para definir
estas tendéncias, sendo a resisténcia aos amtisi@onsiderada um dos grandes problemas

de saude publica, em todo o mundo.

A resisténcia bacteriana afidactamicos pode resultar de alteragdes nos difesen
passos de actuacdo do antibiotico (Vaz Pato, 1888y0 os principais mecanismos:
1. Impermeabilizacdo da membrana externa (no casaatérias Gram-negativas);
Menor afinidade das PBPs para os antibidticos;
3. Hidrdélise enzimética do andl-lactamico, mediada pelas enzim@sactamases
(Souseet al.,1988; Vaz Pato, 1989; Flwet al, 2001);
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4. Aquisicao de novas PBPs com baixa afinidade paraf-tsctamicos, via
transferéncia horizontal de genes (como no caso Methicillin-resistant
Staphilococcus aurey$MRSA)). (Lorian, 1991)

Ao contrario do que acontece com outros bacilosm@ragativos, a membrana
externa das estirpes dtinfluenzaeé bastante permeavel a penetragdo fHtzctamicos.
Nesta espécie a resisténcia a ampicilina e a oplastamicos caracteriza-se essencialmente
pela producao dp-lactamases ou pela presenca de PBPs modificanidango mesmo haver

estirpes com os dois tipos de mecanismos.

A producdo bacteriana dp-lactamases constitui 0 mecanismo mais comum de
resisténcia aos antibioticog-lactamicos. As B-lactamases conferem uma resisténcia
significativa aos antibioticos através da hidrold® ligagdo amina do an@Hactamico,
levando a sua destruicafigra 7) (Wilke et al.,2005). Estas enzimas podem ter uma origem
plasmidica ou cromossémica e ser especificas par@ilnas (penicilases), cefalosporinas
(cefalosporinases) ou mesmo possuir um largo egpdetactividade, inactivando a maioria
dos antibiotico$-lactamicos. Este ultimo grupo @dactamases € designadofiactamases
de largo espect(ESBLS). (Fluit et al, 2001; Murray, 2002)

Penicilina Cefalosporina
0] tR }-Il
T
A—C—H B /M R=C—N 8
CHy
i
o? & COOH g* 7 CHR!
COOH

Figura 7 —Esquema do local de acgéo @dactamases nos principais gruposidactamicos, as penicilinas

e as cefalosporinas (Medical Microbiology, 1996).

7

A presenca de PBPs modificadas é outro dos mecasista resisténcia ads
lactamicos. Modificacdes na estrutura destas prageievam a diminuicdo da afinidade para

antibioticosp-lactamicos, fazendo com que seja necessaria unemewacao de antibiotico

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Introducéo

muito maior para inibir o crescimento das estirgae desenvolveram este mecanismo de
resisténcia (Ubukatet al, 2001).

1. Mecanismo de resisténcia enzimatico enHaemophilus influenzae —

Producao dep-lactamase.

A resisténcia a ampicilina mediada glactamases, foi detectada e influenzae
pela primeira vez no inicio dos anos 70. As estigan este mecanismo de resisténcia sdo
normalmente designadas por BLPARB{actamase positive ampicillin resistantiu estirpes
B-lactamase positivas resistentes a ampicilinap-lactamase produzida por estirpesHle
influenzae resistentes a ampicilina € uma enzima constituseanelhante as que sao
produzidas por outros organismos Gram-negativoslotsido identificada pela primeira vez
em 1975, como ump-lactamase do tipo TEM (Vegat al., 1976). Em 1981, foi encontrada
uma novap-lactamase em estirpes te influenzaeresistentes a ampicilina denominada
ROB-1, com um perfil de substrato bastante idérdizala TEM, mas raramente identificada
(Rubin, et al, 1981). Apesar de, normalmente, uma estppaduzir apenas uma destas
enzimas, ja foram isoladas estirpes que produzimuas enzimas, TEM-1 e ROB-1, em
simultaneo (Karlowsket al, 2000).

As enzimas TEM-1 e TEM-2 sdo enzimas de largo atspe codificadas por
plasmidios, muito comuns entre as bactérias Grayativas. Pertencem a classe A no
sistema de Ambler (Ambler, 1980) e a classe 2brabmw sistema Bush-Jacoby-Medeiros
(Bush et al, 1995), diferem entre si apenas por uma subsiibiQa posicdo 39, de uma
glutamina por uma lisina (GIn39Lys), que originaaumudanca no ponto isoeléctrico, de 5,4
(TEM-1) para 5,6 (TEM-2) (Bradford, 2001). Estaziems sédo codificadas pelos genes
blarem queséo transponiveis, estando o gbleeem.2 Normalmente associado ao transposao 1
(Tnl) e o gendlarem.1 associado a uma variedade de transposoes, inglointh2 e Tn3
(Tristamet al, 2007).

Estudos anteriores parecem indicar que o dpégen presente ent. influenzaefoi
adquirido através de um transposéao do tipo Tn2r1de uméanterobacteriacea@ara um
plasmidio criptico j& existente em espéciesddemophilusEm H. influenzaeexistem dois
grupos de plasmidios bastante distintos que cadifioma enzima TEM. Um plasmidio de
baixo peso molecular (<10kb), ndo conjugativo, gaanalmente transporta o geblarey

como o Unico determinante de resisténcia e um pthsmmaior (+ 40kb), com propriedades
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conjugativas, que muitas vezes transporta simwtarate outros genes como, por exemplo,
genes de resisténcia para o cloranfenicol e actelirm entre outros antibiéticos. Os
plasmidios de maior peso molecular sdo mais coreuparecem ter maior importancia na
disseminagao dos genelsiren. (Saudert al, 1978).

Como ja foi referido, @-lactamase ROB-1 foi descrita pela primeira vez €981
num isolado clinico Hib responsavel por um casomgmingite. Na grande maioria dos
isolados contendo esta enzima, o gene esta lodalizam pequeno plasmidio com cerca de
4,1 e 5,0 kb. A sequéncia nucleotidica do gene ROB-a sua sequéncia aminoacidica
indicam que esta é uma enzima de classe A, conmnale idéntica ag-lactamases das
bactérias Gram-positivas do que das Gram-negatRais.exemplo, a zona circundante do
centro activo da enzima, alanina-67,tirosina-68niala-69, & muito idéntica a encontrada na
enzima PCI dé&. aureusapesar de o centro activo, em si, ser idénticdeaoutras espécies
Gram-negativas STFK (serina-70, treonina-71, ph&mina-72, lisina-73) (Livrellet al.,
1991).

2. Mecanismo de resisténcia ndo enzimatico a ampicilnem Haemophilus

influenzae

H. influenzagoossui 8 PBPs, designadas por PBPs 1A, 1B, 2, BA435 e 6, com
caracteristicas de ligacao para difereifiiésctamicos muito similares as PBPs identificadas
emE. coli (Tristamet al, 2007). Nesta espécia resisténcia adslactamicos por diminuicao
de afinidade para as PBPs parece estar relaci@sadacialmente com alteracbes nas PBP3A
e PBP3B (Tristanet al, 2007).

A PBP3 é uma proteina relativamente grande, cofh ré8iduos aminoacidicos,
codificada pelo genésl. E uma PBP uni-funcional (classe B) constituida ym dominio
citoplasmatico, um segmento transmembranar e unindomeriplasmatico onde se encontra
0 centro catalitico com actividade de transpeptid@s dominio catalitico € constituido por
aproximadamente 340 residuos aminoacidicos e re&pelnpelo processo de “cross-linking”
do peptidoglicano (Wissel e Weiss, 2004), assimaessencial para o processo de divisdo
celular, actuando na formacao do septo (Saueagd, 2008). A maioria das enzimas de
ligagcdo a penicilina, incluindo as PBP3 possuers ttéminios aminoacidicos altamente
conservados, que sdo essenciais para a sua fiNg&BP3 deH. influenzaesstes dominios
sdo S327-T-V-K, S379-S-N e K513-T-G (Tristatral, 2007).
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A resisténcia a ampicilina ehh. influenzaendo produtores d&lactamases (BLNAR)
foi descrita pela primeira vez em 1974, gdrornsberry e KirvenEm 1984 ,Parr e Bryan
recorrendo ao DNA genomico de uma estirpe Hib t&sie & ampicilina e ndo produtora de
B-lactamase, transformaram uma estirpe susceptivearestirpe de fendtipo BLNAR, tendo
demonstrado ainda a reduzida afinidade das PBPBBRSB para alguns antibidticos, tanto

na estirpe dadora como na estirpe transformadstéfmet al, 2007).

E dificil definir com precisdo o que s&o estirpasNBR. No sentido lato da palavra
sdo estirpes que nao produzepdactamases mas que sao caracterizadas por uma
concentracao inibitéria minima (CIM) a ampicilingogrior acbreakpoint(4 pg/ml) definido
pelo Clinical and Laboratory Standards Institu{€LSI, 2009) sendo assim consideradas
resistentes a este antibiético. Contudo, estirpas ema CIM de 2,0 ug/ml causam alguma
ambiguidade, uma vez que segundo o CLSI sao dtastals na categoria de resisténcia
intermédia a ampicilina. Hoje em dia € possivedsifecar estas estirpes #e influenzaecom
base no mecanismo de resisténcia ndo enzimaticdoeapenas no valor da CIM para a

ampicilina.

A sequéncia de DNA da regido do gdtst que codifica a transpeptidase das PBP3,
em H. influenzaefoi determinada por Ubukata e colaboradores em Z0WUkataet al,
2001). Esta informacéo permitiu o estudo das sem@&€aminoacidicas das estirpes BLNAR
e consequente comparacdo com as sequéncias geesiintrolo susceptiveis a ampicilina.
Muitas das substituicbes encontradas no gene tdgseeBLNAR, por Ubukata localizam-se
perto de zonas bastante conservadas. Estudos ipeestetevaram a identificagcdo de
substituicdes associadas ao fendtipo BLNAR em Z#h@dmidos diferentes (Kirat al, 2007;
Hotomi et al, 2007; Garcia-Cobost al, 2007; Shuel e Tsang009). E interessante notar
gue, apesar de as estirpes estudadas nestes dasaltallem sido isoladas entre os anos de
1988 e 2004 e terem origens geograficas diverddisa as substituicdes presentes sao
consistentes entre os diversos estudos, sugeringo apenas substituicbes, em certas
posicdes, estdo associadas com a resisténcia.rAferao existir uma substituicdo que esteja
presente em todas as estirpes, certas mutacoesasiterizadas com bastante frequéncia:
Asn526Lys, Arg517His, Met377lle, Ser357Asn e Aspl&@ podendo encontrar-se, numa
sé estirpe, de 1 até 11 substituicbes diferentestdim et al, 2007). Baseado na presenca
destas substituicdes e no nivel de resisténciakdlale os seus colaboradores dividiram as

estirpes BLNAR em trés grupos mutacionais: o gruipmaracterizado pela presenca da
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Substituicdo Arg517His, o grupo Il com a subst@iei@dsn526Lys e o grupo Il caracterizado
pela presenca, em simultdneo, das substituicOeS7Vike, Ser385Thr e/ou Leu289Phe
(Ubukataet al, 2001). Em alguns estudos realizados na Europa €ateia este ultimo
padrdo mutacional é muito pouco comum, aparecemolmnmalmente, estirpes com apenas
uma destas substituicdes (Kb al, 2007; Garcia-Cobost al., 2007; Garcia-Cobost al,
2008). Em trabalhos realizados em Espanha por &@mwibos e colaboradores, algumas das
estirpes estudadas apresentavam as substituicd83 Me e Ser385Thr, sem a presenca das
restantes substituicdes que caracterizam o grdpsudgierido por Ubukata (Ubukat al,
2001), tendo estas estirpes sido denominadaskdéll{Garcia-Cobos, 2007). Em 2002,
Dabernat e colaboradores, sugeriram uma subdideagrupo Il, em 4 subgrupos: lla, Ilb,
lic, lld, baseado na presenca de outras substé@sipara além da substituicdo Asn526Lys que
define este grupo. Assim, o grupo lla é caractddzzela presenca apenas desta substituicao;
os grupos llb, lic e lld para além da presencaadssbstituicdo, sdo ainda caracterizados
pelas substituicdes Val502Ala, Val502Thr e Valdd9ltespectivamente (Daberrett al.,
2002). Baseado na diferenca da CIM a ampicilinaseigawa classificou as estirpes dos
grupos | e Il como sendddWw’-BLNAR, uma vez que normalmente possuem uma CIM a
ampicilina entre 0,5 e 2,0 pg/ml e as estirpes dmpa Ill como BLNAR apresentando,
normalmente, uma CIM & ampicilina entre 1,0 e 1Bnlgrevisto em Ubukatat al, 2002).

As estirpes BLNAR apresentam susceptibilidade zieldy n&o apenas para a
ampicilina mas, também para os outros antibiétigdasctamicos, particularmente para as
cefalosporinas. Estudos de afinidade para divesstibioticos p-lactamicos em estirpes
susceptiveis demonstraram que também as cefaloapgrossuem elevada afinidade para as
PBP3A e PBP3. Assim, actualmente, é recomendadagjestirpes BLNAR sejam também
consideradas resistentes a amoxicilina-acido daned (co-amoxiclave), as cefalosporinas
de 22 geracéao cefaclor e cefuroxime, apesar darmtpasusceptibilidade vitro (Tristamet
al., 2007; CLSI, 2009).

Diversos estudos que se debrucaram sobre a plodsivalidade das estirpes BLNAR,
demonstraram que estas estirpes sao genotipicadheatsas, havendo, no geral, auséncia de
disseminacédo clonal. Na maioria dos paises, estiages parecem disseminar-se de um modo
independente, possivelmente devido ao uso germialide antibioticos para o tratamento de
infecgcBes respiratérias (Campetsal, 2004; Hotomigt al, 2007; Garcia-Cobaat al.,2007).
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3. Resisténcia combinada

Apesar do termo BLPACR ser a abreviatura ggdactamase positive amoxicillin-
clavulanate resistantiu “estirpes produtoras delactamases resistente ao co-amoxiclave”
este ndo é um termo que represente de um modoiwieequo mecanismo de resisténcia
existente. Estirpes BLPACR combinam a producad3-dectamases com a existéncia de
PBP3 alteradas. Estudos anteriores demonstraram agueomparar estirpes BLNAR e
BLPACR com substituicbes idénticas na PBP3, agpesticom ambos 0S mecanismos
possuiam uma CIM para a ampicilina muito superiergae a CIM para as cefalosporinas era
idéntica, indicando que a contribuicdo da$actamases para a resisténcia € limitada a
ampicilina (Ubukataet al, 2002; Tristamet al, 2007). Estes dados foram confirmados por
Matic e colaboradores, em 2003, quando transformairaa estirpe sensivel #kinfluenzae
com um gendtsl de uma estirpe BLPACR e verificaram que a Unidereinca significativa
entre a estirpe BLPACR e a estirpe transformadamaaCIM para a ampicilina mais elevada
(Matic et al, 2003).

As estirpes BLPACR passam, normalmente, despel@agbiuma vez que ao
produzirem B-lactamases a sua resisténcia € atribuida aperesteafacto, ignorando a

presenca /auséncia de substituicdes importante8Ra.

Posto isto, o principal objectivo do trabalho agpresentado foi caracterizagédo dos
mecanismos de resisténcia aos antibidtigdactamicos em 240 estirpes #memophilus
influenzae isoladas em Portugal, através da andlise do<ipais genes que conferem
resisténcia nesta espécie {bla e ftsl). Esta caracterizacdo consistia na identificacé® d
mutacdes na regiao da transpeptidase do figlne consequente relacdo com o mecanismo de
resisténcia, assim como na pesquisa do gene reésmbngela producdo da enzinfia

lactamase.
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Materiais e Métodos

Estirpes bacterianas
Neste trabalho foi estudado um grupo de 240 estitpricas déH. influenzaeprodutoras
e nao produtoras d@-lactamases, provenientes de varios laboratoriospitatares em

Portugal, isoladas entre os anos de 2001 e 2008.
A amostra era constituida por estirpes isoladasdleiduos de ambos os géneros e com
idades compreendidas entre os 0 e 95 anos. Apessfioram isoladas de diversos produtos

bioldgicos, conforme indicado ntabela I.

Tabela | — Origem das estirpes de iHfluenzae distribuidas por ano de isolamento.

Produto Distribuicdo das estirpes por ano de isolamento
CEECUEN 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Totais
Ex. Auricular 2 4 5 11
ENF 1 1 1 3
EXP 2 5 1 12 13 25 22 80
LBA 3 7 1 5 12 4 18 33 83
Ex. Ocular 3 2 1 4 7 8 6 12 43
LCR/Hem/ LP == 3 1 == 2 2 1 == 9
Desconhecidas --- --- --- 1 1 2
Outros 1 2 2 4 9
Total 9 17 3 11 36 29 57 78 240

ENF- Exsudado faringeo, nasal e nasofaringe¥P- Expectoragdol BA- Lavado alveolar, brénquico, e brénco-alveolar;

Hem- HemoculturaLCR- liquido cefalo-raquidiand_P- liquida pleural,Outros — Cateter, liquidale dialise, pus e secre¢des do

tubo endotraqueal.

A amostra a estudar foi escolhida do seguinte magha: primeiro lugar foram

seleccionadas estirpes com uma CIM a ampicilinssiflaadas como estirpes de resisténcia

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 19

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Materiais e métodos

intermédia (2ug/ml), um conjunto de estirpes carsidas sensiveis com uma CIM para
ampicilina igual a 1 pg/ml e ainda um conjunto dérpes produtoras délactamases com
uma CIM para a ampicilina8 pg/ml. Foi ainda escolhido um grupo de estirgsiseis a

ampicilina com uma CIMO,5 pg/ml, que serviu de controlo.

Tabelall — Estirpes de referéncias usadas como controlo.

Estque d_e Origem Caracteristicas Ensaio onde € utilizada
referéncia
ATCC® 49247 CLSI 2009 H. influenzaeBLNAR Determinacao de CIM
van Klingeren RIVM, H. influenzaeprodutora Determinacao de CIM; Pesquisafiie
HC- 25 Holanda dep-lactamase lactamase; PCR
(BLPAR) '
. H. Estirpe clinica Identificagéo dé. influenzagor PCR
parainfluenzae

Determinacéo da producéo gelactamases por teste cromogénio

A producdop-lactamases foi pesquisada através de um testeogeono usando uma
cefalosporina, o Nitrocefin (Oxoid Limited, UK). EBD pl de Nitrocefin ressuspenderam-se
5 a 6 colénias dél. influenzae com a ajuda de uma ansa, registando-se ao fialgims
minutos a reaccdo colorimétrica. Nas estirpes ipasitpara a producdo delactamase, a
cefalosporina passou de amarelo para vermelhodalevidestruicdo do anpilactamico. A
estirpe controlo utilizada foi uma estirpe prodatate B-lactamase: HC-25 (gentilmente
cedida por Dr. van Klingeren, RIVM, Holanda).

Determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM

Em ambos os métodos de determinacdo de CIM foradé para controlo a estirpe de
referéncia ATCE 49247 (CLSI, 2009) e HC-25 (van Klingeren, RIVMglEinda).

1. Método de Microdiluicdo em Placa

A susceptibilidade aos antibioticos df influenzaefoi determinada pelo método de
microdiluicdo MICroSTREP plus tipo 3 (Dade Behring, West Sacramento, USA). Cinco a
seis coldnias foram ressuspendidas em frascos comnd® agua autoclavada e desionizada
(Dade Behring), de forma a obter um padrédo de ¢@waequivalente ao padrdao de

Marcfarland 0,5. Posteriormente, inocularam-se [1l0@essa suspensao em 25 ml de meio de
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crescimentdHaemophilusTest Medium (HTM, Dade Behring). O in6culo foi isuido na
placa MICroSTREP plus tipo 3 com o auxilio de umciador (RENOK). Por fim as placas
foram incubadas a 35°C + 1°C durante 20-24 horasmratmosfera sem GOEfectuou-se o
registo da CIM para cada antibiotico estudado cdinaidade de classificar as estirpes nas
diferentes categorias de susceptibilidadabédla 1ll), de acordo com osreakpoints
estabelecidos pelo CLSI (2009):

Tabela Il — Critérios interpretativos segundo o CLSI paragbiéticos estudados
na determinacao da susceptibilidadertnmfluenzag CLSI, 2009).

Categorias de susceptibilidade (ug/ml)

Agente Antimicrobiano ~ Abreviaturas  Sensivel Intermédio Resistente
Amoxicilina/clavulanato de
. Aug <42 e >4/8
potéassio
Ampicilina Amp <1 2 >4
Azitromicina Azi <4 et e
Cefaclor Cfr <8 16 >32
Cefepime Cpe <2 e e
Cefotaxima Cft <2 e e
Cefuroxima Crm <4 8 > 16
Cloranfenicol Cc <2 4 >8
Ciprofloxacina Cp <1 e e
Meropenem Mer <05
Rifampina Rif <1 2 >4
Tetraciclina Te <2 4 >8
Trimetoprim/sulfametoxazo T/S <0.5/9.5 1/19-2/38 > 4/76
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2. Método de diluicdo em meio solido (agar)

Para as estirpes que apresentaram uma CIM a ampic pg/ml no método de
microdiluicdo procedeu-se a determinacédo da ClMmda forma mais precisa pelo método de
diluicho do antibiético em agar Mueller-Hinton cbtate. Foi avaliada uma gama de
concentracdes de ampicilina de 2 ug/ml a 512 pghtidas através de diluicdes sucessivas.
As placas de Petri foram preparadas do seguint@naaticionaram-se 2 ml de cada uma das
solugbes do antibiotico a 18 ml de agar Muellertstinchocolate. Como controlo de
crescimento utilizadmos 2 placas sem antibidticaeu8pensao de cada amostra a ser testada
foi preparada ressuspendendo-se 4 ou 5 coloniagnde cultura de 18 horas, em soro
fisiologico, até se obter uma turvacdo semelhanteungddade 0,5 de MacFarland
(aproximadamente 5xi@ 1§ UFC/mI). As placas foram inoculadas com o auxdi@um
steers replicatarque depositou 1 ajfl de indculo, o equivalente alOFC. As placas foram
seguidamente incubadas a 35°C durante 18-20 hAgras.a incubacéo das placas a CIM foi
determinada segundo a presencga/auséncia de craszimes placas, sendo, neste caso, a
concentracdo inibitéria minima a concentracdo dibiatico a partir da qual ndo se observa

crescimento de coldnias.

Extraccao de DNA

A extraccdo de DNA foi efectuada por uma técnicdetieura. Cinco ou seis colonias de
H. influenzadoram ressuspendidas em 60 pl de agua bi-desfilateesfal, Lisboa, Portugal)
e fervidas em banho-maria numa placa de aquecim@itoWerke GmbH & Co. KG,
MEC2P, Pombal, Portugal), durante 15 min. O DNAdeparado dos restantes constituintes
da célula por centrifugacédo a 4°C e 13000 rpm der&mmin (2K15, Sigma-Aldrich Co.).
Apés a centrifugacdo foram retirados 45 pul de swaante, contendo o DNA, e colocados

num novo tubo eppendorf devidamente identificado.

Identificacéo de H. influenzae por PCR — amplificag do gene P6.

A confirmacdo da identificacdo das estirpesHleinfluenzaefoi realizada através da
amplificacdo de um fragmento interno do gene P&, apdifica uma proteina de membrana
externa, especifica desta espécie, com 198 pb.
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1. Mistura reaccional

A amplificacdo foi realizada num volume firdd 25 pl, sendo a mistura reaccional para
uma reacc¢do (1x) constituida por 0,2 mM de cadadom4 dNTPs, (Roche Diagnostics
GmbH), 0,2uM de cadaprimer especifico para a amplificacdo do gene P6fgirRGard e P6
reverse anexo 1), 3,0 mM de Mggl(Quiagen, Izasa, Lisboa, Portugal)25 U deTaq
polimerase(Quiagen), 1x de tampé&o (Quiagen). Aos 24 pl daursgeaccional adicionou-se
1,0 ul de DNA. Como controlo foram utilizados DNA& Hlaemophilus parainfluenzae

DNA de uma estirpe padréo, previamente identificaaaoH. influenzae
2. Programa de amplificacao

A amplificacdo do gene P6 foi efectuada nwemmociclador DNA Engine DYAD
(MJResearch Waltham, MA, USA), através do segupregrama de amplificacdo: Um
primeiro ciclo de pré-desnaturacao a 94°C duranweguido de 30 ciclos de amplificagdo de
acordo com as seguintes condicdes: 1'de desnatusa®4°C, 2’ dannealinga 54°C e 1’ de

extensao a 72°C. A extensao final ocorreu durdbdita 12°C.
3. Visualizagdo dos resultados da amplificagéo

A analise dos resultados foi feita por electroferesn gel de agarose (Qbiogene Inc.,
Bioportugal, Porto, Portugal) a 1% (p/v) em tampés-acetato-EDTA (TAE) (0,04 M Tris
acetato, 1 mM EDTA; pH 8,0), durante 45 minuto@ ¥ (Thermohidrobaid Electro-4, Bio-
Rad). A adicdo de 1 ul de Brometo de etidio (Sigmaja 100 ml de gel permitiu a
visualizagdo das bandas num transiluminador utiteta (Hoefer). Os resultados foram
fotografados com Gel Doc 2000 (Bio-Rad) e analisaglm comparacdo com o marcador de

peso molecular VIl (Roche Diagnostics GmbH) comdses entre 1114 pb e 67 pb.

Determinacéo da presenca de capsula em estirped.defluenzae

1. Identificacdo da presenca de capsula por amplificép de um fragmento

interno do genebexApor PCR

A presenca de capsula nas estirpebl dafluenzagoi determinada pela amplificacéo
de um fragmento interno do gebhexA,com 343 pb Este gene apenas é amplificado em

estirpes capsulares, ndo havendo, assim, ampébodeste fragmento nas estirpes NC.
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a. Mistura reaccional

A amplificacéo foi realizada num volume final de 25 sendo a mistura reaccional
para uma reaccdo (1x) constituida por 0,5 mM de cawl dos 4 dNTPs (Roche Diagnostics
GmbH), 0,16uM de cada primer especifico para a amplificacagelmebexA (Eurogentec,
Seraing, Belgium) (anexo 1), 3,5 mM de Mg@Bioline, UK) 0,5 U deTaq polimerase
(Biotag, Bioline, UK), 1x de tampé&o (Bioline). A@8,5 ul da mistura reaccional adicionou-
se 1,5 pul de DNA. Como controlo foi utilizado DNA estirpes controlo capsuladas, com

serotipos conhecidos, sendo assim positivas parasanca do gereexA

b. Programa de amplificacao

A amplificacdo do fragmento interno do gdsexAocorreu num termociclador DNA
Engine DYAD (MJResearch), através do seguinte jarogrde amplificacdo: Um primeiro
ciclo de pré-desnaturacéo a 94°C durante 5’, segled0 ciclos com o seguinte programa de
amplificacdo: 1’ de desnaturacdo a 94°C, ladeealinga 55°C e 1’ a 72°C para a extensao.

A extensao final ocorreu durante 10’a 72°C.

c. Visualizagao dos resultados da amplificacao

Os resultados desta amplificagdo foram observadmsaksados de forma idéntica a

anteriormente descrita, utilizando o0 mesmo marcddgeso molecular.

2. Identificacdo dos serotipos por testes serolégicos

Para estirpes positivas para a presenca de cafeutan efectuados testes de
aglutinacdo com antisoros especificos para cad#tiper@ a f) (Haemophilus influenzae
Antisera, BD Difco, NJ, USA). Numa lamela colocaiisma gota do reagente, ao qual se
adicionou 1 ou 2 colonias da estirpe a estudagl@tiaacdo ocorria quando a estirpe possuia

0 serotipo correspondente ao anti-soro utilizado.
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3. Determinacédo do Serdtipo por PCR
Foi realizado um PCR para confirmar os testes &giads, conprimersespecificos para
cada serétipo a caracterizar (anexo |) sendo, eambéstura reaccional como o programa de

amplificacdo, iguais aos anteriormente descritoa pgesquisa de capsula.

Deteccdo dos genes responsaveis pela resisténcs antibioticos -

lactamicos por PCR
1. Deteccéo do genésl, que codifica a PBP 3

a. Mistura reaccional

A amplificacéo foi realizada num volume final de Bl sendo a mistura reaccional
para uma reacc¢ao (1x) constituida por 0,2 mM da ead dos dNTPs (TaKaRa, Bio Inc.,
Shiga, Japéao), M de cadgrimer especifico para a amplificacdo do géisée ftsl forward e
ftsl reverse (anexo 1), 2U de enzirfaq ™ (TaKaRa) e 1x tampdo com MgQGR0 mM)
(TaKaRa). Aos 48 ul de mistura de reaccado adicamase 2 pl de DNA. Para esta
amplificacdo nao foi utilizado nenhum controlo pesi, uma vez que este gene é expresso

em todas as estirpes Heinfluenzae

b. Programa de Amplificacéo

A amplificacdo do genésl ocorreu num termociclador DNA Engine DYAD, da MJ
Research, através do seguinte programa de amgfiicaUm primeiro ciclo de pré-
desnaturacdo a 95°C durante 5, seguido de 30scubdoamplificacdo de acordo com as
seguintes condicfes: 1’ de desnaturacao a 95°Gideede 1'deannealinga 52°C e extenséo

durante 4’ a 72°C. Por fim a extensao final ocodetante 10’ a 72°C.

c. Visualizagao dos resultados da amplificacao

Os resultados desta amplificagdo foram observadmsaksados de forma idéntica a
anteriormente descrita na determinacao da cipsulB@R, exceptuando o marcador de peso

molecular utilizado. Para a determinacdo do tamamdm bandas obtidas foi utilizado o

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 25

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Materiais e métodos

marcador de peso molecular VII (Roche Diagnostic®b8) com bandas entre as 8576 e 359

pb, uma vez que a banda esperada tem 1833 pb.

2. Deteccdo de fragmentos dos genes responsaveis pptaducdo de f-

lactamases lflatem )

a. Mistura reaccional

A amplificacéo foi realizada num volume final de 26 sendo a mistura reaccional
para uma reaccdo (1x) constituida por 0,5 mM dea cawl dos 4 dNTPs (Roche Diagnostics
GmbH, Alemanha), 0,2M de cadaprimer especifico para a amplificacdo do gdmergy
(anexo 1), 3,0 mM MgGCl 1,25 U deTaq polimeras€Quiagen), 1x Q-solution (Quiagen) e 1x
de tampao (Quiagen). Aos 24 de mistura reaccional adicionou-seullde DNA. Como
controlo foi utilizado DNA de uma estirpe previarterstudada, positiva para a presenca do

geneblarey, responsavel, na maioria dos casos, pela prodigftactamase.
b. Reaccao de amplificagéo

A amplificacdo do geneélargy ocorreu num termociclador DNA Engine DYAD, da
MJ Research, através do seguinte programa de &apéb: Um primeiro ciclo de pré-
desnaturacdo a 94°C durante 7’, seguido de 30scid®d amplificacdo nas seguintes
condicOes: 30”de desnaturacdo a 94°C, seguidaadsgpdeannealinga 56°C durante 1’ por

fim 30" de extensdo a 72°C. Ao fim dos 30 ciclosxéensao final ocorreu durante 5’ a 72°C.

c. Visualizacéo dos resultados da amplificacéo

Os resultados desta amplificagdo foram observadmsaksados de forma idéntica a
anteriormente descrita na determinacéo da capsulB@R. Para a determinacdo do tamanho
das bandas obtidas foi utilizado o marcador de pestecular VIII (Roche Diagnostics

GmbH) com bandas entre as 1114 pb e 67 pb, umgueeas bandas obtidas rondam as 1092
pb.
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3. Deteccdo dos genes responsaveis pela producaodactamases por PCR
Multiplex

a. Mistura reaccional

A amplificacéo foi realizada num volume final de 26 sendo a mistura reaccional
para uma reaccao (1X) constituida por 0,2 uM de cexd dos 4 dNTPs (Roche Diagnostics
GmbH), 0,2 mM de cadprimer especifico para a amplificacdo do génarey (P1 eP2,
anexo ) 0,2 mM de cadarimer especificopara a amplificacdo do geneb (Robr e Robs,
anexo 1) 1x de tampé&o, com Mg@20 mM) (Quiagen), 0,5x de Q-solution (Quiagen),251
U de enzima Ta&olimerasgQuiagen). Aos 24 ul da mistura de reaccao adicies®ol i de
DNA. Como controlo foram DNA de uma estirpe previsme identificada como negativa
para a producédo gk lactamase e ainda DNA de uma estirpes confirrpada a presenca dos
dois genesrob eblargy).

b. Reaccao de amplificacao

A amplificacdo ocorreu num termociclador DNA Engibe&'AD (MJResearch),
através do seguinte programa de amplificacdo: Umgmo ciclo de pré-desnaturacéo a 94°C
durante 7', seguido de 30 ciclos de amplificacdegusdo o seguinte programa de
amplificacédo: 1'de desnaturacdo a 94°C, seguidpadso dennealingdurante 2’ a 61°C e

extensao durante 1’ a 72°C. Ao fim dos 30 ciclextansao final ocorreu durante 10’ a 72°C.

c. Visualizacéo dos resultados da amplificacéo

A analise de resultados foi realizada de formatidéra referida anteriormente, utilizando o

marcador de peso VIl (Roche).

Purificacéo do produto de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi efectuadavés de uma reaccdo enzimatica
com um conjunto de duas enzimas hidréliticas desigrde ExoSAP-IT (USB Corporation,
Cleveland, OH). Este composto contém uma exonueleasma fosfatase (Exonuclease | e
Shrimp Alkaline phosphatase) que possuem como ipahtuncdo a remocao d&imerse

dNTPs em excesso nos produtos de PCR.
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1- Mistura reaccional

A 10 pl do produto de PCR adicionou-se 6 pl dareaztxoSAP. A reacg¢ao ocorreu
no termociclador (MJResearch) durante 30’, segundmgrama reaccional: 15" a 37°C e 15’
a 80°C.

2- Visualizacgdo dos resultados da purificagéo

A analise de resultados foi efectuada de formatickra referida anteriormente,
através de uma electroforese em gel de agarosé&%, tom 4 ul do produto de PCR

purificado e 2 ul de azul de bromofenol.

Sequenciacao do gene ftsl

hY

Apbés a purificagdo, procedeu-se a sequenciacdo etpdor codificante da
transpeptidase, dgene ftsllocalizada entre os nucleotidos 1199217 e 119988% base na
sequéncia delaemophilus influenzalRd KW20 (GenBank accession n°® NC_000907, NCBI),
por sequenciacdo directa com o kit ABI PRISM BigeDyerminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems, Porto, Porjugalm sequenciador ABI 3130 XL
(Applied Biosystems, Lisboa Portugal).

1. Mistura reaccional

A marcacao terminal dos dNTPs, para posterior semggio, foi feita através de uma
reaccdo de amplificacdo com a seguinte mistura penfazer 10 ul de reaccéo: 2 plBlig
Dye Terminator ready mix templa@4 pl (2 pmol) de cadarimer ftslrev eftslinrev (anexo
[) e 1ul de DNA purificado. Este procedimento fleetuado em duplicado para cada amostra,
utilizando os doisprimers descritos, de forma a ser possivel sequenciar todgpene

amplificado.
2. Programa de marcacao

A marcacédo do DNA para sequenciacéo foi efectuadatermociclador DNA Engine

DYAD, da MJ Research, através do seguinte prograbha: primeiro ciclo de preé-
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desnaturacao a 96°C durante 1’, seguido de 25scit@®’ a 96°C, 5" deannealinga 50°C e
3,3’ a 60°C.

O restante procedimento da sequenciacdo foi realizao Laboratério de
Sequenciacao do Instituto Nacional de Saude DarBicJorge, onde se procedeu a remocao
dos terminadores por precipitacéo alcoolica, aag@w do DNA no sequenciador automatico

e a elaboracao dos electroferogramas.
3. Andlise de resultados

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram visuddigae transformadas em ficheiros
FASTA, com o programa informatico FinchTV versad.Q.(Geospiza Inc.). A partir do
ficheiro FASTA a sequéncia foi traduzida para gpeesiva sequéncia proteica através do
programa bioinformatic&xpansy Translate TogExpansy, SIB, Switzerland), procedendo-
se de seguida ao alinhamento desta com uma segudmgjeneftsl proveniente de uma
estirpe susceptiveHaemophilus influenzaBd KW20 (GenBank accession n°® NC_000907,
NCBI) no programa BLAST (NCBI). Apés o alinhamentas sequéncias foram identificadas

as mutacdes existentes no gene das estirpes aio.estu

Electroforese em campo pulsado - PFGE

1. Extraccdo de DNA e preparacao dos discos de agarose

As estirpes foram semeadas em placas de agar at®@am polivitex e incubadas
durante 18h a 35°C com 5% de L£Bessuspendeu-se aproximadamente %2 ansa de cultura
em 1,5 ml de solucéo de lavagem (10 mM Tris-HCIpiM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M; pH
7.5) e centrifugou-se a 6000 rpm, durante 10 msuépods a centrifugacdo eliminou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-sgeltet em 1,5 ml de solucdo de lavagem. Mediu-se a
densidade o6ptica (OD) a 420 nm de uma diluicdo:il@ da suspensdo bacteriana. Para se
obter uma concentracdo de’ 10CF/ml ajustou-se a concentracdo da suspensadpana
totais. A cada tubo com 50@ de suspensdo foram adicionados 500 ul de agdoese
melting pointa 2% (SeaPlaque, FMC BioProducts, USA), manteed@smistura da
suspensdo com a agarose em banho-maria a 50°C. AAmdeefecimento a mistura foi
distribuida por moldes (discos) e arrefecida aG2fdrante 2 minutos, seguidos de 15’ a 4°C,

para solidificacdo dos discos. A lise das célutaefectuada a 55°C com 2 ml de tampéao de
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lise (EDTA 0,5 M, EGTA 0,1M, 1% Lauril Sarcosil W/ pH 9) e 25 ul de Proteinase K
(Roche Diagnostics GmbH), durante 3 horas com gtaApos 3 horas, a solucéo de lise foi
substituida por mais 2 ml da mesma solucédo coml 2 |fProteinase K (Roche Diagnostics
GmbH) adicionais. A incubacéo fez-geernightnas mesmas condi¢des. No fim da reaccéo
de lise retirou-se o tampédo e procedeu-se a lavatpsrdiscos com 5 ml de TE 1x a 4°C
(solucéo stock TE 10x: 10 mM Tris pH 8, 1mM EDTA BH A lavagem dos discos foi feita

a temperatura ambiente durante 15’ repetindo-sz8sv Os discos foram acondicionados em

2 ml de TE, a 4°C para futura utilizacao.
2. Digestdo com enzima de restricaBmal

Para a restricdo do DNA, os discos foram pré-indabadurante 30, com 150 pl
tampao 1x NEBuffer 4 (50mM acetato de potassio, MOmmis-acetato, 10 mM acetato de
magnésio, 1 mM DDT, pH 7,9) (New England BioLabg.|nBeverly, Mass., USA) a
temperatura ambiente. Ao fim de 30’, renovou-selacdo tampédo a qual se juntaram 20 U
da enzima de restric&mal(New England BioLabs Inc). A digestdo ocorreu dtead horas

a 30°C, adicionando-se ao fim de 2 horas mais 2 Ehdima&Smal
3. PFGE

ApoOs a digestédo, os discos foram sujeitos a unwreferese em campo pulsado em
gel de agarose a 1.1% (p/v) (SeaKem® Gold agarbée, RRockland, ME, USA) em TBE a
0,5x (45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA,; pH 8). Paradificar o tamanho das bandas obtidas
foi utilizado o marcador de peso moleculaambda LaddelPFG marker NO340§New
England BioLabs Inc). A electroforese decorreu ntimede campo pulsado (ChefMappér
Bio-Rad) refrigerada a 12°C, com um pulso a vdmsarmente de 5 a 50” durante 23h a
6V/icm. Apés a corrida de PFGE a coloracdo do gefedese numa tina contendo uma
solucdo de Brometo de etidio (u§/ml) (Sigma) em TBE 0,5x, durante 10'. O resultado
corrida foi visualizado num transiluminador (Hogfdotografado com Gel Doc 2000 (Bio-

Rad) e guardado para posterior analise.
4. Analise dos padrdes de macrorestricdo com a enzinganal

A andlise dos padrées de PFGE foi efectuada couoxiticado programa informatico
BioNumerics (Applied-Maths, Kortrijk, Belgium). Para a elabofiac do dendograma do
PFGE, utilizou-se o coeficiente de DicgShaseado na semelhanga de bandas, pelo método
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de UPGMA (inweighted Pair-Group Method by using Average lgéss com uma tolerancia

de 1,1% e uma optimizagdo de 1,5%. Foi determinadovalor decut-off para 80% de
similaridade, pelo método dduster cut-off segundo o programBioNumerics(Applied
Maths). Isolados com valores dg$80% foram considerados como pertencendo ao mesmo

cluster
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Caracteristicas das estirpes de H. influenzae

Estudaram-se 240 isolados clinicos #e influenzae provenientes de varios
Laboratérios Hospitalares em Portugal, isoladoseez?01 e 2008.
Destes, 95 estirpes eram nado produtorag3-thctamase (BLNAR) com susceptibilidade
intermédia ou mesmo susceptiveis a ampicilina (CBMeg/ml e CIM = 1ug/ml), de acordo
com os breakpointsestabelecidos pelo CLSI (2009). Oitenta estirp@gneresistentes a
ampicilina por produca@-lactamase (CIM entre 4 e >51@/ml). Como controlo foram
analisadas 65 estirpes susceptiveis a ampicilild €0,5ug/ml).

As caracteristicas da amostra estao resumidabeia V.

Tabela IV- Origem das estirpes clinicas deinfluenzae

Caracteristicas n (%)
Género
Masculino 138 (57,5)
Feminino 100 (41,7)
Desconhecido 2 (0,8)
Idade em anos
Recém-nascidos 3(1)
<5 117 (49)
6 aos 17 31 (13)
> 18 84(35)
Desconhecida 5 (2)
Produto Biolégico
Auricular 11 (4,6)
ENF 3(1,2)
EXP 80 (33,3)
LBA 83 (34,6)
Ocular 43 (17,9)
Invasivas 9 (3,8)
Desconhecidas 2 (0,8)
Outros 9 (3,8)
Total 240

Determinacéo da susceptibilidade aos antibiéticos

Apesar do principal objectivo deste trabalho seraeacterizacdo do mecanismo de

resisténcia aof-lactamicos (ampicilina, co-amoxiclave, cefepimefotaxima, cefuroxima,

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 33

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Resultados

cefaclor e meropenem) foi determinada a suscepabié¢ a 13 dos antibidticos de maior
importancia para o tratamento de infecc6es caugamds. influenzae Assim, para além dos
antibioticos p-lactamicos, foi também determinada a susceptduikd a ciprofloxacina,
cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim-sulfameé&sol (SXT), rifampicina e azitromicina.

Na tabela V estdo representados os dados referentes a sbhiickyute das estirpes
estudadas. De acordo com os critérios de susdefsie deH. influenzaedeterminados pelo
CLSI (2009), as 240 estirpes foram divididas emr@pgs: sensiveis (S), de resisténcia
intermédia (I) e resistentes (R). Todavia, paraursgantibioticos (cefepime, cefotaxima,
meropenem, ciprofloxacina e azitromicina), até ammnto nao foram definiddseakpoints
uma vez que ainda ndo foram caracterizadas estiepetentes. Para estes casos as estirpes
sao consideradas ndo susceptiveis quando possuar@liirmais elevada estando, na tabela

V, representados pela juncao dos valores de I+R.

Tabela V — Susceptibilidade aos antibioticos estudados e cdmgao das estirpes de acordo com a classe de

resisténcia (n=240).

Antibistico (ﬁg\//l n'??) (ﬁg\//l n-?f) Suzceptibillidade (;Am)
Ampicilina 2 256 42,1 22,141 359
Co-amoxiclave 2 4 97,9 0 1,25
Cefepime <0,12 1,5 100 0
Cefotaxima | <0,03 0,06 100 0
Cefuroxima 2 8 83 8 8,8
Cefaclor 8 >16 63 21 16
Meropenem 0,12 0,25 96 3,3
Ciprofloxacina | <0,06 | <0,06 100 0
Cloranfenicol <1 <1 98,3 0 0,41
Tetraciclina <1 <1 98,75 | 0,41 0
SXT <0,25 2 68 4 28
Rifampicina <0,5 <0,5 100 0 0
Azitromicina 1 2 97,5 1,7

S-susceptivelR- resistentel- resisténcia intermédia
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A andlise da tabela de susceptibilidade aos atitib& tabela V) permite verificar

gue as percentagens de resisténcia variam de acomto antibidtico em estudo.

Uma vez que a susceptibilidade a ampicilina, fqriacipal critério de seleccao da

amostra em estudo a resisténcia a este antibidtiB) apresenta valores mais elevados.

Relativamente aos restantes antibidticos:

Praticamente todas as estirpes (97,9%) sdo coadatfersusceptiveis ao co-

amoxiclave.

Em relacdo as cefalosporinas de 22 geracao, évpbebkservar que apesar da maioria
das estirpes ser susceptivel, existe uma percentaigvada de resisténcia (I+R).
Assim, 83 % e 63% das estirpes sao susceptiveisfmogima e ao cefaclor,
respectivamente enquanto, 16,8% e 37% apresentamtéreia a estes dois
antibidticos;

bY

Em relacdo a classe dos carbapenemes, o antibiésicmado foi o meropenem.
Apesar de, hoje em dia, ainda ndo hawerakpointsdefinidos, é possivel observar

que 3,3% das estirpes ndo apresentam susceptilgiladaste antibiotico;

Noventa e oito por cento das estirpes sao suseéptuetraciclina e ao cloranfenicol,
havendo apenas uma estirpe com resisténcia inte&xnp@da a tetraciclina e uma
estirpe resistente ao cloranfenicol;

Apenas 68% da amostra é susceptivel ao trimetaguifametoxazol (SXT),
apresentando as restantes valores de resisténBia (I

Apesar de ainda nao existirdoneakpointsdefinidos para a azitromicina, 1,7% das
estirpes ndo sao susceptiveis a este macrolido.

Todas as estirpes estudadas sao susceptiveisoloipcina e a rifampicina, assim

como as cefalosporinas de 32 e 42 geracao.

Pesquisa e caracterizacdo da capsula

A pesquisa da capsula foi efectuada, para todasstipes estudadas, através da

amplificacdo de um fragmento interno do gbe&A por PCR, com oprimerscap Hil e cap

Hi2 (anexo 1). Na presenca de capsula, a andlisepdodutos amplificados revelava uma

Gnica banda com 343 pb, correspondente ao fragneetmo, igual para todos os seroétipos.
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Das 240 estirpes apenas uma era capsulada, tetalsasiada em 2001. Através do teste de
aglutinagéo e posterior PCR com os prineag Hib1l ecap Hib2 (anexo 1), foi identificada
como pertencente ao serotipo b. Apesar da preskncapsula, esta estirpe ndo apresentava

qualquer tipo de resisténcia aos antibiotigdactamicos.

Deteccéo dos genes responsaveis pela producgbldetamases

A producéo de3-lactamase foi determinada para toda a amostraésatrde um teste
cromogeénico utilizando o Nitrocefin (Oxoid).

Para as estirpes produtoras [factamase procedeu-se a amplificacdo dos genes
responsaveis pela producdo desta enzima. Das 84fees80 (33%) eram produtoras [tle
lactamase e todas possuiam o gelagsy, ndo tendo sido encontrado estirpes com o gene
blaros Para a maioria das estirpes positivas para a péoddep-lactamase (95%) o gene
blargm foi amplificado com oprimersFIN e DEB (anexo 1), dando origem a um fragmento
com cerca de 1092 pb. Em quatro das estirpes madutle-lactamase (5%) o getdarem
apenas amplificou com geimersP1 e P2 (anexo 1), dando origem a um fragmentcedsa
de 716 pb. Ndigura 8 esta representado o resultado da amplificacad® P&, do fragmento
interno do geneblareym, apos corrida de electroforese num gel de aga@serimers
utilizados foram o FIN e DEB (anexo 1). A variagém peso molecular das bandas obtidas nas
diferentes estirpes deve-se ao facto de estaseapsesm mutacbes no gebkaregy, que

implicam deleccdes e/ou inser¢des (Tristtral, 2005; Barateiro, 2005).

M 2 3 4 5 67 & 9 101 12 18

111<pb
90C pb

67 pk

Figura 8 — Electroforese em gel de agarose do fragmento imtéongeneblarey, amplificado por PCR com
osprimersFIN e DEB.M - marcador de peso molecular VIl (Roche DiagnsstienbH);2 a 11 amostras de
DNA em estudol2 — controlo positivo)l3 - controlo negativo; As amostras 3, 10 e 11 ndessgmtam produto
de amplificacdo com estgmimers Nestes casos procedeu-se a uma nova reaccao plficagio com os
primersP1 e P2 (anexo I), que amplificam um fragmentoanectom 716 pb, pois apresentam uma deleccao no

local de ligagdo dogrimersanteriormente descritos.
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Amplificacao do gene ftsl que codifica a PBP3

Como ja foi referido, a resisténcia a ampicilina Eminfluenzaepode dever-se a
mutacdes no gerfesl, responsavel pela produgédo da proteina membrdfB,Rjue levam a
diminuicdo da afinidade desta proteina para osbiatitos B-lactamicos. De forma a
identificar estas mutacdes foi necesséaria a ammglifio total do gene (1833 pb) por PCR e
posterior sequenciacao da zona responsavel peiadute transpeptidase da PBP3 (Ubukata
et al, 2001).

Uma vez que a PBP3 é uma proteina fundamentalnt@sside peptidoglicano na
parede celular, este gene estava presente emas@asirpes dd. influenzae
A analise dos produtos amplificados por PCR, conpriamers ftslfrw e ftslrev (anexo )

revelou a presenca de um unico fragmento, com arthmesperado, 1833 pb.

Sequenciacao do gene ftsl

A sequéncia da regidao da transpeptidase do figinfei determinada em 175 estirpes
clinicas deH. influenzaecom susceptibilidade reduzida para a ampicilinan cou sem

producao d@-lactamases e em 65 estirpes susceptiveis a amgicil

Score-= 328 bits (840), Expect = 22-87
Tdenrtitiea = 168/180 {93%), Positives = 174/180 (96%), Gaps = 4/18B0 (2%)

Query 435
Shick 54

494
113

Cuery 4485
Sbjct 114

552
173

610
233

Cuery 553
Sbjct 174

Figura 9 — Alinhamento da sequéncia de uma parte da regidtrasepeptidase do gerfesl, entre o
aminoacido 435 e 569, entre uma das estirpes estsdauma estirpmntrolo (Rd KW20), através do programa
Blast (NCBI). A linha superior corresponde a segiggoontrolo do genéftsl. A linha inferior do alinhamento
corresponde a sequéncia do gene da estirpe enoestde é possivel observar as substituicGes deoanidos.

A regido do gene a estudar estd marcada com umaesepbm um circulo estdo representadas as mutagdes

identificadas neste caso. A vermelho esta, airgaesentada uma das zonas conservadas, o domi@io KT
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Das 240 estirpes estudadas 176 (73,3%) apresentavatacOes no gendsl,
enquanto 64ossuiam o genigsl intacto (39 susceptiveis & ampicilina e 25 prodastalep-
lactamase).

Ao analisar os resultados do alinhamento das se@seabtidas, € possivel observar
que certas substituicbes aminoacidicas sdo majpentes, aparecendo na maioria das
estirpes, independentemente do grupo mutacionab@ense inserem. Assim, 85,2% das
estirpes com o gerfesl mutado apresenta a substituicdo de uma valinarparisoleucina na
posicdo 547 (Val547lle) e 76,7% apresenta a sulga de uma asparagina por uma serina
na posicao 569 (Asn569Ser).

Utilizamos as nomenclaturas de Ubukata (Ubukettaal, 2001) e de Dabernat
(Dabernatet al, 2002) para dividir as estirpes por diferentegpgsumutacionais. Assim, de
acordo com Ubukata, as estirpes com mutacdes refigéforam classificadas em 3 grupos
principais (I, Il e Ill), enquanto Dabernat subdiv, ainda, o grupo Il em 4 subgrupos (lla,
lIb, lic e lld). Oito estirpes produtoras fidactamase e 27 estirpes susceptiveis a ampicilina
apresentavam mutacées no géisé que nao permitiam a inclusdo em nenhum dos grupos
acima descritos, ndo apresentando mesmo relagadaom o mecanismo de resisténcia nao
enzimatico. Assim, apesar de apresentarem modigsagias PBPs, estas estirpes foram
incluidas nos gendtipos BLPAR e BLNAS, de acordonca presenca/auséncia e

lactamase.

A tabela VI mostra as substituicdes aminoacidicas caracteszawh estirpes BLNAR
(n = 94) e BLPACR i = 47), nas posi¢des circundantes dos dominiosecaados SSN e
KTG da regido da transpeptidase da PBP3 (residdio®@ 577) (Wissel & Weiss, 2004). A
identificacdo destas mutagOes adeigem a 31 padres mutacionais, com base na®nliés
substituices. E de notar que a maioria das sulggtéis encontra-se perto do dominio KTG.
O grupo mutacional Il € o grupo mais comum, caragdo em 96,5% das estirpes com
modificacdes no gersl, o que indica que a substituicdo, na posicdo &2&ma asparagina
por uma lisina (Asn526Lys), caracteristica destgpg@y esta também entre as substituicées
mais comuns. Dentro do grupo Il, o subgrupo llkeapnta o0 maior nimero de estirpes sendo
constituido por 95 estirpes (40% da amostra).
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Tabela VI - Substituices aminoacidicas em estirpes BLNAR BABCR, nas regibes circundantes dos dominios comsesvSSN e KTG, na regido da transpeptidase da.PBP3
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O grupo mutacional, caracterizado pela substituicAo de uma arginiola yma
histidina na posi¢céo 517 (Arg517His), inclui 3 gsts com dois padrées mutacionais, que
diferem apenas numa substituicdo. Uma das estapesenta, apenas, a mutacado Arg517His,
determinante deste grupo, e as outras duas estippesentam, adicionalmente, a substituicdo
de uma valina por uma treonina na posi¢ao 554 B4diar). Nenhuma das estirpes incluidas
neste grupo mutacional € produtorgdactamase.

O grupoll, é caracterizado pela substituicdo de uma asparggr uma lisina na
posicdo 526 (Asn526Lys) e, como ja foi referiddeanrmente, divide-se em 4 subgrupos:

* No grupo lla estdo incluidas as estirpes que nao apresentamuman
substituicdo aminoacidica determinante do fenddpaesisténcia, para além
da substituicdo Asn526Lys. Este subgrupo € coidtitpor 8 estirpes,
divididas por 5 padrdes mutacionais diferentes.

* O grupollb, caracterizado pela substituicdo de uma alaninaip@ valina na
posicdo 502 (Ala502Val) em conjunto com a subsgiitoi Asn526Lys, é
constituido por 95 estirpes, das quais 40 sdo pooakl dep-lactamases
(BLPACR). Apesar de, nestas estirpes, a CIM a alir@cvariar entre 16 e
512 pg/ml, todas apresentam um padrao de mutagdés iiéntico, variando
apenas em uma ou duas substituicbes de aminoaéidoserca de 90% das
estirpes produtoras delactamases pertencentes a este grupo estao gesent
as substituicdes Asp350Asn; Met377l1le; Gly490Glal5471le e Asn569Ser.

e O grupollc é também caracterizado por uma substituicdo nggmw502, mas
a alanina é substituida por uma treonina (Ala50R Hste grupo é constituido
por 23 estirpes divididas por 5 padroes mutacioraés 23 estirpes, 6 sao
produtoras dég-lactamase. Assim como as estirpes do grupo munalcito,
grande parte das estirpes BLPACR deste grupo apia@se0 mesmo padréao

mutacional.

e O grupolld é constituido por 10 estirpes divididas por 3 fpasmutacionais e
caracterizado pela substituicdo de uma isoleucomauma valina, na posicao
499 (lle449Val). Todas as estirpes pertencenteteaggupo sao consideradas
BLNAR.
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Por fim, duas das estirpes estudadas foram induidagrupdll-like (Garcia-Cobos,
2007) caracterizado pela substituicdo de uma nmieiopor uma isoleucina na posicéo 377
(Met377l1le) e de uma serina por uma treonina nacfios385 (Ser385Thr) ndo tendo sido
encontrada nenhuma estirpe que pertenca ao grupesitrito por Ubukata (Ubukat al.,
2001).

Relacéo entre os fendtipos de susceptibilidade gtectamicos e os gendtipos
de resisténcia

De acordo com os resultados da sequenciacdo do fiEnas estirpes foram
organizadas por gendétipdaslfela VII) (Hotomiet al, 2007).

A prevaléncia de cada genoétipo entre as 240 estiggtudadas foi a seguinte: 66
(27,5%) ndo possuiam qualquer mecanismo de resistanampicilina, sendo incluidas no
genotipo BLNAS. Das 80 estirpes produtoras plactamase, 33 (41,3%) apenas
apresentavam este mecanismo de resisténcia tedwmsiuidas no genotipo BLPAR (TEM-
1) e 47 (58,8%) possuiam ambos 0s mecanismos d#éresa, pertencendo assim ao
genotipo BLPACR. Noventa e duas (97,9%) das 94pestiBLNAR pertenciam ao grupo | e
Il (gendtipo I/l BLNAR) e 2 estirpes foram considdas lll-like (genatipo lll-like BLNAR).

Tabela VIl - Distribuigio das estirpes por genotipos e percentade cada gendtipo na amostra total.

Genotipo n %
gBLNAS 66 27,5
gBLPAR (TEM-1) 33 13,8
I/ll gBLPACR 47 19,6
I/ll gBLNAR 92 38,3
Ill-like gBLNAR 2 0,8
Total 240 100

Avaliando a relacao entre a CIM a ampicilina e @sdjipos obtidos, € possivel observar que:
» Dos 66 isolados considerados BLNAS, 29 apresentamagdes no gendtsl,
mutacdes estas que nao parecem ter qualquer ioua resisténcia aos antibidticos

B-lactamicos.
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* Todas as estirpes estudadas com uma CIM a amapiddmal a 1ug/ml (n=42)
apresentam mutacdes no géisé

» Das 52 estirpes com uma CIM deud/ml, apenas duas ndo apresentam qualquer
mutac&o na regido codificante da transpeptidase.

* Todas as estirpes com uma CIM a ampicilina mai@ yig/ml apresentava pelo

menos um dos mecanismos de resisténcia.

Na tabela VIII esta representada a relagdo entre os padrdoessdepshbilidade aos
antibioticosp-lactamicos e os genotipos descritos, assim com@llsls 50 e 90 para cada

genotipo.

Ao analisar a relacao entre a susceptibilidadeaatbioticosp-lactamicos e os genotipos

de resisténcia observa-se que em relacdo as sstinpeeptiveis (genotipo BLNAS):

* Ha um aumento da Clid para todos o$-lactamicos nas estirpes do gendtipo I/l
BLNAR, sendo: 8x maior para a ampicilina, cefacocefuroxima; 4x maior para o
co-amoxiclave e meropenem; 2x para o cefepimeataama.

* As estirpes produtoras ¢elactamase apresentam um aumento de mais de 250x da
CIMso & ampicilina nas estirpes BLPAR e de 500x nagpesticom ambos o0s
mecanismos de resisténcia (BLPACR), em relacastapes BLNAS.

* As estirpes BLPACR apresentam os valores de ClIMnpaialina mais elevados,
128pg/ml e > 256 pg/mfigura 10).

» Estirpes com os gendtipos BLNAR e BLPACR, apresentan certo nivel de
resisténcia ao co-amoxiclave (2,2% e 2,1%, resgaoente), provavelmente pelo
facto de ambas possuirem mutacdes no fishe

» Para os restantgslactamicos estudados nao se observam diferengagicativas na
CIMspdas estirpes do genodtipo BLPAR. Nas estirpes dotgenBLPACR, observa-
se um ligeiro aumento da Clypara a cefuroxima e meropenem.

* Treze (14%) e vinte e trés (25%) das estirpes damtgeo I/l BLNAR apresentam
resisténcia a cefuroxima e ao cefaclor, respectvaene seis (6,5%) estirpes com
este mesmo gendtipo ndo sdo susceptiveis ao merapen

* Todas as estirpes estudadas, sdo susceptiveiotaxoea e apenas uma estirpe é

resistente ao cefepime.
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Tabela VIII - Distribuicdo das CIM para os antibitigpgactamicos, segundo os mecanismos de resisténcia

emH. influenzae

P gendtipo® N CIM (ug/ml) Susceptibilidade (%)
50% 90% intervalo S | R
gBLNAS 66 0,25 1 012-4 92,4 3 46
gBLPAR (TEM-1) 33 64 256 4-512 0 0 97
Ampicilina 1/l gBLPACR 47 128 512 8 ->512 0 0 100
I/l gBLNAR 92 2 2 0,12 -8 42,4 532 43
IIl-like gBLNAR 2 1 8 18 50 0 50
gBLNAS 66 05 1 <0,25-4 100 0 0
gBLPAR (TEM-1) 33 2 2 05-4 94 0 0
Co-amoxiclave |/l gBLPACR 47 2 4 1->4 97,87 0 21
I/l gBLNAR 92 2 2 <0,25->4 97,8 0 2,2
lIl-like gBLNAR 2 2 4 2a4 100 0 0
gBLNAS 66 <012 025 <012->2 98,46 1,54
gBLPAR (TEM-1) 33 <012 <012 <0,12-05 94 0
Cefepime  |/ll gBLPACR 47 <012 0,25 <0,12-1 100 0
I/l gBLNAR 92 0,25 05 <012-05 100 0
IIl-like gBLNAR 2 <012 025 <0,12-0,25 100 0
gBLNAS 66 <0,03 0,06 <0,03-1 100 0
gBLPAR (TEM-1) 33 <0,03 <003 <0,03-0,06 94 0
Cefotaxima /Il gBLPACR 47 003 006 <0,03-025 100 0
I/l gBLNAR 92 006 012 <0,03-1 100 0
IIl-like gBLNAR 2 006 0,12 0,06 - 0,12 100 0
gBLNAS 66 05 4 <0,25->8 91 6,06 3
gBLPAR (TEM-1) 33 0,5 4 <0,25->8 91 0 3,03
Cefuroxima /Il gBLPACR 47 2 4 1->8 97,9 0 21
I/l gBLNAR 92 4 >8 <0,25->8 67,4 185 14,1
IIl-like gBLNAR 2 4 >8 4->8 50 0 50
gBLNAS 66 2 16 <1->16 87,9 6,06 6,06
gBLPAR (TEM-1) 33 8 >16 <1->16 66,6 12,12 1515
Cefaclor I/l gBLPACR 47 8 > 16 8->16 57,44 29,78 12,76
I/l gBLNAR 92 16 >16 <1->16 46,7 283 25
IIl-like gBLNAR 2 16 > 16 16- >16 0 50 50
gBLNAS 66 <006 0,12 <0,06-1 98,5 1,5
gBLPAR (TEM-1) 33 <006 012 <0,06-0,25 94 0
Meropenem |/l gBLPACR 47 012 025 <0,06-05 100 0
I/l gBLNAR 92 0,25 0,5 <0,06 -2 93,5 6,5
IIl-like gBLNAR 2 <0,06 1 <0,06-1 50 50

* Hotomi et al,2007

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Resultados
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Figura 10 —Representagéo gréfica da susceptibilidade aosstisemtibiéticog-lactamicos e a sua relagéo
com o genoétipo de resisténcha- ampicilina;B - co-amoxiclaveC - cefepime;D - cefotaximaE - cefaclor;F -

cefuroxima;G - meropenem;
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Andlise dos padrdes de macrorestricdo Smal por PFGE

Com o objectivo de estabelecer uma relagdo gengiitta as estirpes que apresentam
0 mecanismo de resisténcia ndo enzimatico e aiss@ngnacao clonal procedeu-se a andlise
dos padrdes de macrorestricdo da enzima Smal pGEPRA digestdo com esta enzima
origina perfis de bandas distintos, conforme o montde sequéncias de reconhecimento em
cada estirpéfigura 11). Os perfis de restricdo obtidos permitem-nos rehee estirpes com
proximidade genética, assim como entender a swserdinacdo, através de uma analise
comparativa, usando um software informatiBmNumeric}.

727,5 pb 727,5 pb

48,5 pb 48,5 pb

Figura 11 —PFGE em gel de agarose dos fragmentos de DNA csimoeo, originados por
macrorestricdo com a enzima Smdl— Lambda-ladder PFG markédra 4— DNA padréo de bandas originado

pela macrorestri¢do das estirpes em estudo.

Para esta pesquisa, foram escolhidas aleatorian&htestirpes (31 estirpes do
gendtipo BLPACR e 43 BLNAR). Destas, 54 estirpeggmeem ao grupo llb, 13 ao grupo
lic, 5 ao grupo lld e 2 ao grupo lll-like.
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A andlise foi efectuada segundo o coeficiente mrde Dice (8), que permite medir
a similaridade dos dados de acordo com a existéleclzandas iguais. Assim o dendrograma

resultante foi obtido com uma optimizacao de 1,5%ma tolerancia de 1,1%.

As 74 estirpes estudadas foram agrupadas em 38 derPFGE diferentegiquras
12 e 13. Dezassete perfis sdo constituidos por estigmadas; doze perfis apresentam 2 a 5
estirpes geneticamente relacionadas (> 85% idelg)dam dos perfis € constituido por 18

estirpes, todas geneticamente relacionadas, comda&0% de identidade.

Decompondo o dendrograma do ponto de vista dosogroptacionais, observamos
gue as 54 estirpes do grupo llb encontram-se listtas por 21 perfis diferentes, havendo
clusters constituidos apenas por estirpes deste grupo. siispes do grupo llc estédo
distribuidas por &lusters,as do grupo Ild por 4 e por fim as duas estirgegrdpo lll-like
encontram-se distribuidas por zonas do dendrogbastante distintas, ndo havendo qualquer
relacéo clonal entre elasguras 12 e 13, tabela IX
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Dice (OPE1.50%) (Tol 1.1% 1.1%) (420.0% $20.0%) [10.0%-95.0%]
PFGE PFGE

0001 9362 Ihe HGO 2007-05-07
o 0001 10189 b INSAP 2008-03-31
os 0001 9733 IIb HGO 2007-07-10
- 0001 10184  lic INSAP 2008-03-11
* 0001 10343 b HSA 2008-07-02
0002 8000 Ihe HMP 2005-02-03
- 0002 8077 e HMP 2005-03-13
* 0003 10185 I d INSAP 2008-03-13
o 0003 10188  lic INSAP 2008-03-19
s 0003 9885 b HSJOSE 2007-11-20
. 0003 10029 b HGO 2008-02-25
0004 8689 ihd HFF 2006-01-16
& 0005 10398 b HSA 2008-07-15
0006 7809 ihd INSAP 2004-09-27
0007 5428 iIb HGO 2001-06-04
oo b 0007 6756 Itb HSJosé 2003-02-14
0008 10246  ll-like HFF 2008-03-11
9 0009 5674 e HSA 2001-03-16
© L 0009 6171 e HBARREIRO 2002-03-15
0009 6651 Ihe HSA 2002-12-27
0010 9695 iIb INSAP 2007-07-24
- 0010 10069 i b HFF 2008-02-17
0010 9703 IIb INSAP 2007-05-17
g 0010 8143 IIb HSFX 2005-03-11
" - 0010 8201 iIb CHC 2005-03-17
0010 8277 IIb HSA 2005-04-02
L 0010 10170  lib HSJOSE 2008-03-20
0010 10258 b CHC
100 0010 8038 IIb HFF 2005-02-20
. - 0010 8146 ) HMP 2005-03-16
o 0010 8346 iIb INSAP 2005-05-09
. 0010 8386 IIb HEF 2005-06-03
X 0010 9785 iIb HSJOSE 2007-09-04
0010 8423 iIb HSA 2005-08-04
0010 8747 IIb HMP 2006-01-23
[ 0010 9449 Ilb HSFX 2007-02-17
L.- 0010 9584 IIb HMP 2007-02-12
5 0010 8501 IIb Hbarreiro 2005-11-16
0011 8336 iIb INSAP 2005-05-16
> 0012 10239 b HFF 2008-03-12
o 0013 8459 iIb HMP 2005-10-03
o . 0013 8688 Ilb HFF 2006-01-14
0014 8544 IIb CHC 2005-06-18
0015 7948 e HSA 2004-12-10
I L 0016 10351 b HSA 2008-05-26
% 0017 6086 ihd HMP 2002-02-13
o 0017 6216 md HMP 2002-05-08
0017 10186  ll-like INSAP 2008-03-13
. 0018 8385 IIb HFF 2005-05-30
n 0019 8957 iIb HGO 2006-03-13
- 0020 8058 IIo HFF 2005-03-10
0021 9889 ) HSFX 2007-11-19
0022 8671 o HSFX 2006-01-13
o L 0022 8745 ) HMP 2006-01-17
0023 9898 ihe HSA 2007-11-13
0024 8263 ) HGO 2005-04-30
" e 0025 10356 Il'b HSA 2008-06-03
0026 7324 ) HCUF 2004-01-27
5 - 0026 7368 b HSFX 2004-02-01
il 0026 7559 ) HBARREIRO 2004-03-11
15 0026 8811 ) HSJOSE 2006-03-15
0026 8699 ) HFF 2006-01-13
0027 7459 ) HFF 2004-03-16
o0 - 0027 7462 IIb HFF 2004-03-11
M 0027 7732 ) HFF 2004-06-30
s 0027 8914 ) HCUFD 2006-03-31
0028 6239 ) INSAP 2002-04-24
0029 6346 ) SAMS 2002-07-08
s . 0029 8691 ) HFF 2006-01-18
e 0029 9928 ) HFF 2007-12-03
0029 9276 ) HBARREIRO 2007-03-13
> 0030 8082 e HSA 2005-02-15
I:m 0030 8099 Ihe HSA 2005-03-07
0030 8333 e INSAP 2005-05-12

Figural2- Analise evolutiva de algumas das estirpesidmfluenzaeseleccionadas. O dendrograma UPGMA
foi gerado pelo software BioNumerics através ddisaed@los perfis de PFGE da digestdo com Smal. Jimto
dendrograma estéo presentes o cluster, a idegfifica grupo mutacional e o local e data de isatéonge cada

estirpe. Foram identificados 30 clusters atravémétmdocluster cut-of{80%).
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Figura 13 — Dendograma originado a partir da andlise dos pddi$FGESmal obtidos para as

varias estirpes. Os clusters maiores foram agrugpdddorma a visualizar com mais pormenor as rekedtre

estirpes.

Dice (Opt:1.50%) (Tol1.1% -1.1% ) (H>0.0% S>0.0%) [10.0%-95.0% ]
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Tabela IX- Caracteristicas das estirpes incluidas nos priisciperfis originados pela anélise dos

padrées de macrorestricdo Sliaal por PFGE

CIM Substituicdes na PBP3
Perfil | grupo | estirpe Iactrfmase amp. | Asp | Ser | Met | Ser | lle | Gly | Ala | Arg | Asn | Thr | Val | Asn
(ng/ml) | 350 | 357 | 377 | 385 | 449 | 490 | 502 | 517 | 526 | 532 | 547 | 569
Ilc Hi 9362 NEG. 2 Asn Thr Lys lle Ser
IIb | Hi 9733 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
1 Ilc |Hi10184| NEG. 1 Asn Thr Lys lle Ser
Ilb | Hi 10189 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 10343 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
2 Ilc Hi 8000 POS. 128 | Asn Thr Lys lle Ser
Ilc Hi 8077 POS. 128 | Asn Thr Lys lle Ser
IIb | Hi9885 NEG. 1 Asn lle Val Lys lle Ser
b | Hi 10029| NEG. 1 Glu Val Lys lle Ser
3 Ild | Hi10185| NEG. 1 Val Lys lle Ser
Ilc |Hi10188| NEG. 1 Asn Thr Lys lle Ser
7 IIb | Hi5428 NEG. 2 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 6756 NEG. 2 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
Ilc Hi 5674 NEG. 2 Thr Lys lle Ser
9 IIc Hi 6171 NEG. 2 Thr Lys lle Ser
Ilc Hi 6651 NEG. 2 Thr Lys lle Ser
IIb | Hi8038 POS. 32 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8143 POS. 64 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8146 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8201 POS. 256 | Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi8277 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8346 POS. 256 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8386 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8423 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
10 IIb | Hi8501 POS. 256 | Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi8747 POS. 256 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi9449 POS. >8 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi9584 POS. 64 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi9695 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi9703 POS. 64 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi 9785 POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 10069 POS. 64 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 10170 POS. 64 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb |Hi10258| POS. 128 | Asn lle Val Lys lle Ser
13 Ilb | Hi8459 POS. 32 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
IIlb | Hi 8688 POS. 128 | Asn lle Glu Val Lys lle Ser
Ild | Hi 6086 NEG. 2 Val Lys lle Ser
17 Ild | Hi 6216 NEG. 2 Val Lys lle Ser
I Hi 10186| NEG. 8 Asn Asn lle Thr His Ser lle
29 IIb | Hi8671 POS. 512 | Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8745 NEG. 1 Asn lle Glu Val Lys lle Ser
IIb | Hi 7324 NEG. 2 Glu Val Lys lle Ser
IIb | Hi 7368 NEG. 2 Glu Val Lys lle Ser
26 IIb | Hi 7559 NEG. 2 Glu Val Lys lle Ser
IIb | Hi88l1 NEG. 2 Glu Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 8699 NEG. 2 Glu Val Lys lle Ser
IIb | Hi 7459 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
27 IIb | Hi7462 NEG. 1 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi 7732 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilb | Hi8914 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi 6346 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi8691 NEG. 1 lle Val Lys lle Ser
) IIb | Hi9928 NEG. 1 Asn lle Val Lys lle Ser
IIb | Hi9276 NEG. 2 Asn lle Val Lys lle Ser
Ilc Hi 8082 POS. 512 | Asn Thr Lys lle Ser
30 Ilc | Hi8099 POS. >512 Thr Lys lle Ser
Ilc Hi 8333 POS. >512 | Asn Thr Lys lle Ser
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Em relacdo aos principais perfis electroforétidotdms, descritos n@bela XlI:

O perfil 1 consiste em 5 estirpes provenientes de 3 hosjdais da grande Lisboa
(HGO, HSA) e um do Porto (INSAP)), isoladas entraidvide 2007 e Julho de 2008. Apesar
das estirpes destdusterserem de grupos mutacionais diferentes (llb etbidas partilham as
substituicdes aminoacidicas: D350N; N526K, V54MN%69S, variando apenas na posicéo
377, uma vez que as estirpes do grupo lic, ndcsaptam qualquer mutacao nesta posicao.
Todas, com excepcdo da estirpe Hi1l0184, possuem@lMaa ampicilina de 2ug/ml. As
estirpes Hi9733; Hi10184 e Hil1l0343 possuem exacttane mesmo perfil de PFGE. As
restantes estirpes deste perfil (Hi9362, Hil018®jam entre si apenas numa banda. Em
relacdo as outras 3 estirpes ha uma variacdo debdunaas, podendo ainda estar relacionadas

entre si, segundo o critério de Tenover (Tenetel, 1995).

O perfil 2 é constituido por duas estirpes com 100% de udiedei, isoladas em
criancas de 2 anos idade, no mesmo hospital (Hb#), uma diferenca de um més entre os
isolamentos. Ambas as estirpes sdo produtorfslattamase, com uma CIM a ampicilina de
128 pg/ml e estdo inseridas no grupo mutacional dlaresentando o mesmo padréo
mutacional: D350N; A502T, N526K, V5471 e N569S.

O perfil 3 é caracterizado por 4 estirpes isoladas em 3 faisgdois da grande
Lisboa (HSJosé, HGO) e um do grande Porto (INSAR)Jlas as estirpes incluidas neste
clusterapresentam uma CIM a ampicilina de 1 pg/ml. As desigpes isoladas no INSAP,
apenas com dois meses de intervalo, possuem urhge®PFGE 100% idéntico. Contudo,
estas duas estirpes ndo apresentam o mesmo peftdicional, estando mesmo incluidas em
grupos diferentes (lild e lic). As Unicas substiies aminoacidicas que apresentam em
comum sdo: N526K, V5471 e N569S. As outras duaspest pertencentes a estlister,
apesar de estarem incluidas no mesmo grupo mug¢lty) ndo apresentam o mesmo perfil

de mutacoes.

O perfil 7 é caracterizado por duas estirpes com 100% dé&ddee, isoladas em dois
hospitais da grande Lisboa (HSJosé e HGO). Umaest@pes foi isolada de uma infeccao
ocular numa crianca e a outra estirpe foi isoladis dnos mais tarde de um adulto com
meningite. Ambas as estirpes apresentam uma ClMpacdina de 2 pg/ml e pertencem ao
grupo mutacional llb, partiihando o mesmo padraordgactes: D350N; M3771; G490E;
A502V; N526K; V5471; N569S.
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O perfil 9 é constituido por 3 estirpes isoladas em doisitaosgl da zona da grande
Lisboa (HBarreiro) e 2 no Porto (HSA), em 2001 820 Todas as estirpes apresentam uma
CIM a ampicilina de 2 pug/ml e pertencem ao grupp #presentado o mesmo padrao de
mutacdes: A502T, N526K, V5471 e N569S. As estirdés679 (HSA) e Hi6171 (Hbarreiro)
sédo 100% homodlogas e foram isoladas com um andfelert;a, ambas em criangas com

menos de um ano de idade.

O perfil 10 é constituido por 18 estirpes, isoladas entre 208608 em 8 hospitais
(INSAP, HFF, HSFX, CHC, HSA, HSJosé, HMP, HBarrpirdodas as estirpes que
constituem este cluster sdo produtorag-tectamase e estdo inseridas no grupo mutacional
lIb, partiihando o0 mesmo padrdo de substituicdem@acidicas: D350N; M3771; A502T,;
N526K; V5471 e N569S. A CIM destas estirpes a aitip& varia entre 32 ug/ml e 256

png/mil.

O perfil 13 é constituido por duas estirpes com 100% de idietdi entre si,
provenientes de dois hospitais (um da grande Li¢H&&) e outro do grande Porto (HMP)),
isoladas no fim de 2005 e inicio de 2006, respaotiante. Ambas as estirpes sao produtoras
de B-lactamase, pertencentes ao grupo llb e partilhamesmo padrédo mutacional: D350N;
M3771; GA490E; A502V; N526K; V5471; N569S.

O perfil 17 é caracterizado por trés estirpes. Duas das estapresentam 100% de
similaridade e foram isoladas em 2002 no hospidMPHcom uma diferenca de 3 meses entre
0s isolamentos. Ambas as estirpes tém uma CIM dcdimg de 2 pg/ml e pertencem ao
grupo mutacional 1ld, partilhando o padrdo mutaaiof49V; N526K; V547I; N569S. A
restante estirpe incluida nesfestertem 85% de identidade com as restantes, diferémlo
duas bandas no padrdao de PFGE e esta incluida gaupao mutacional lll-like. Foi isolada
no INSAP em 2008.

O perfil 22 € constituido por duas estirpes, ambas isoladagagmiro de 2001 em
hospitais pediatricos, um em Lisboa e o outro naoP@ISFX, HMP). Apesar de estarem no
mesmocluster e pertencerem ao mesmo grupo mutacional, estapesspartiiham apenas
85% de identidade.

O perfil 26 é constituido por 5 estirpes isoladas na zonaraadg Lisboa (HCUF,
HSFX, HBarreiro, HSJosé e HFF). Dessas, trés estigpresentam um perfil de PFGE com

100% de identidade e foram isoladas no ano de 2€0#, mais ou menos um més de
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diferenca entre isolamentos. As restantes duapestforam isoladas no ano de 2006, com
dois meses de diferenga entre isolamentos e difergne si apenas numa banda. Todas as
estirpes desteluster apresentam uma CIM a ampicilina de 2 pg/ml e peelenao grupo
mutacional IIb partilhando o padrdo mutacional: G29A502V; N526K; V547I; N569S.

O perfil 27 é caracterizado por 4 estirpes isoladas na zompattale Lisboa (HFF e
HCUFD). Trés destas estirpes apresentam um pdfifalidéntico e sdo provenientes do
mesmo hospital (HFF). Estas 3 estirpes foram teslaladas no mesmo ano com apenas
algumas semanas de intervalo. A quarta estirpeup888o de identidade com as restantes
estirpes deste grupo e foi isolada em 2006. Toslastarpes destdusterpertencem ao grupo
mutacional Ilb e apresentam o mesmo padrdo muciB350N; M3771; A502V N526K;
V5471, N569S.

O perfil 29 é caracterizado por 4 estirpes, todas isoladasona da grande Lisboa
(HFF, SAMS, HBarreiro), entre 2002 e 2007. Todaestgpes desteluster pertencem ao
grupo mutacional Ilb e apresentam o mesmo padraaawnal: D350N; M3771; A502V
N526K; V5471; N569S, com a excepcdo da estirpe 8li8Gue ndo apresenta nenhuma

substituicdo aminoacidica na posigéo 350.

Por fim, operfil 30 é constituido por 3 estirpes, todas isoladas ma ziw grande
Porto (HSA e INSAP) no primeiro semestre de 2008a% estirpes apresentam 100% de
identidade. Todas as estirpes dedtester sdo positivas para a producéo [Hactamase e
apresentam um CIM a ampicilina @e512 pg/ml. As 3 estirpes estédo incluidas no padréo
mutacional lic e partilham as seguintes mutac6&92A&; N526K; V5471; N569S. A mutacao

D350N apenas aparece em duas das estirpes.
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Susceptibilidade aos antibiéticos

Analisando as taxas de resisténcia aos 13 agentiésia@obianos obtidas neste estudo
(tabela 1V) observamos que as cefalosporinas de 32 e 4%gefegfotaxima e cefepime), a
ciprofloxacina, o cloranfenicol, a tetraciclina eriampicina apresentam boa actividade
vitro contra as estirpes d¢. influenzaeestudadas. Pelo contrario, apenas 62,5%, 67,5% e
82,9% das estirpes sdo susceptiveis ao cefaclogXdoe a cefuroxima, respectivamente.
Estes antibioticos ndo devem, assim, ser utilizaglos casos de infeccbes graveHa
influenzae como sejam, por exemplo, as infec¢des invasNasentanto, sabemos que hoje
em dia, em Portugal, para as infeccbes desta matuesta instituida a utilizacdo das
cefalosporinas de 32 geracdo, como tratamento tdeh# Em relacdo ao cloranfenicol e a
tetraciclina a percentagem de estirpes resisteategstes antibidticos era elevada,
principalmente, na década de 80 e 90. Pensamos fasto destes antibibticos ja ndo serem
utilizados na terapia das infecc6eld.anfluenzaeera contribuido para a auséncia de estirpes

resistentes nos ultimos anos.

Anteriormente a utilizacdo da vacina para Hib a@etagem de estirpes multirresistentes
(resisténcia a 3 ou mais classes de antibidtiaespastante elevada, principalmente entre as
estirpes do serotipo b. A eficacia da vacina enairdiicdo drastica de infecgbes por estirpes
deste serotipo, levou a que o fendtipo de mulstéscia seja, hoje em dia, praticamente
inexistente. Esta realidade foi confirmada por Begae colaboradores num estudo que
demonstra a diminuicdo da multiresisténcia coméexefdo declinio de estirpes Hib, em
Portugal. Nesse estudo observou-se uma diminuigamutiresisténcia em estirpes Hib de
40% em 1989 para 0% em 1996 (Bajaatal, 2004). Na amostra estudada e de acordo com
0 que se tem observado nos ultimos anos, ndo fentiftada nenhuma estirpe

multirresistente.

Este estudo mostrou uma elevada associacdo entesigiéncia a ampicilina e a
resisténcia as cefalosporinas, essencialmente 2&giacao, o que parece estar directamente
relacionado com o0 mecanismo de resisténcia asso@adnodificacdes na PBP3 aqui
estudado. O excessivo consumo de antibiéticos sempais pode também contribuir para
estes resultados. Dados semelhantes tém sido tdesem estirpes BLNAR isoladas em
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paises como Espanha, EUA e Canada (Kaczmetrelk 2004; Garcia-Cobost al, 2007,
Shuel e Tsang, 2009).

No caso particular de Espanha, para além da elaesitsténcia a ampicilina que ai se
verifica, € o pais da Europa que apresenta as esdiaxas de resisténcia aos antibidticos, em
H. influenzae Este facto parece estar relacionado com o elegadsumo de antibioticos

neste pais (Campes al, 2004).

Capsula

A pesquisa de capsula foi efectuada através daifaragéio do gendexApor PCR,
uma vez que, como ja foi demonstrado, os métoddscuares dao origem a resultados com
maior precisdo e sensibilidade (LaClageal, 2003).H. influenzaesé apresenta capsula
quando h& expresséo dos genes responsaveis pgleodugdo. Estes genes estdo localizados
nolocuscap que consiste em 3 regides funcionais: |, Il eddinstituidas por diversos genes e
ORFs. Todos os seis serotipasaf) partiham a organizacao das regides | e lll, cp@&ém a
informac&o necessaria para 0 processamento e oréasjp material da capsula; a regido 2
esta envolvida na biossintese da capsula e € wodatpor genes que parecem ser Unicos para
cada tipo capsular (Fallat al, 1994; Satolaet al, 2003, Satolaet al, 2003b). Esta
organizacdo permitiu assim o desenvolvimento deicés de PCR especificas para distinguir
as estirpes capsuladas das estirpes NC, assim garaa identificacdo de cada um dos seis
serotipos (Fallat al, 1994).

Ao analisar os resultados da pesquisa e carzamt@o da capsula nas estirpesdHde
influenzaeestudadas, verificamos que 99,6% (n=239) dagestsao NC, tendo sido apenas
caracterizada uma estirpes capsulada e de sendtigeomo foi referido por Bajanca e
colaboradores (Bajane al, 2004) a introducédo da vacina em Portugal levamadeclinio
das estirpes Hib, de 81% para 16%, e a um aumastestirpes NC, de 19% para 80% (entre
1989 e 2001). Na nossa amostra verificamos quecemagem das estirpes ndo capsuladas
atinge praticamente os 100%. Mesmo as estirpesiirasisoladas no nosso laboratorio que
até 2004 eram essencialmente do serotipo b sé®ehwojdia, na sua maioria NC (dados nao
publicados). Este trabalho, parece reflectir essdidade uma vez que todas as estirpes

invasivas caracterizadas sao NC.
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Apesar de este estudo ndo nos permitir tirar cedelsi acerca do ser6tipo capsular na
generalidade das estirpes isoladas em Portugalseeaiservado em estudos de vigilancia
realizados no nosso laboratério, uma emergénciestilgpes de serodtipo-nao-b. Assim, entre
as estirpes invasivas isoladas entre 2001 e 2008sive, ja foram identificadas 6 estirpes de
serGtipof e 3 de serétipa (Lavado, 2009). Estes dados sdo semelhantes aesvalios nos
outros paises, onde a vacina conjugada tambémi janfdlementada, verificando-se uma
diminuicdo drastica da doenca invasiva a Hib. Esuetalizados em Espanha e Italia tém
caracterizado estirpes de serotipo—nado-b, nomeadarage e f (Camposet al, 2004;
Cerquetti et al., 2004). Por outro lado no Japao, pais onde a vaainda nao foi
implementada, a incidéncia de estirpes do serdtip@ bastante elevada, observando-se
mesmo um maior nivel de resisténcia nas estirpd$ABR_deste serotipo (Hasegawa al,
2004).

Genes responsaveis pela resisténcia aos antibiéelactamicos

As alteracdes que se tém vindo a observar, nosiagtianos, na ecologia desta
espécie, essencialmente devido a introducdo daav&tib, tém sido acompanhadas por uma
mudanca nos fendtipos de resisténcia, principalneataumento significativo dos fenétipos
BLNAR e BLPACR.

1. Resisténcia mediada pela producao d&lactamase

A resisténcia aos antibidtic@islactamicos enH. influenzaeg, com mais frequéncia,
mediada pela producao da enzipai@ctamase, sendo esta frequentemente do tipo TN&ilh.
estudo em que se caracterizou a enzima resporgaeetesisténcia a ampicilina, em 2225
estirpes produtoras d@-lactamase, isoladas entre 1999 e 2003, em divepsises
(PROTEKT) verificou-se que a prevaléncia de enzid@mtpo TEM-1 e ROB-1, em isolados
de H. influenzaeera de 93,7% e 4,6%, respectivamente (Fagetedll, 2005). Neste estudo
observou-se uma prevaléncia mais elevada de estigpa a enzima ROB-1 na América do
Norte (Canada, México, EUA) do que na Europa e amid (Farrelet al, 2005; Garcia-
Coboset al, 2008; Hotomet al, 2006; Harimayat al, 2008).

Em determinados paises, como € o caso de Espaipd@ a percentagem de estirpes
produtoras d@-lactamase tem vindo a diminuir na Ultima décadar¢-Cobo%t al, 2008,

Hasegawat al, 2004). Em Espanha, por exemplo, entre os anog é9007, observou-se
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uma diminuicdo de 15,5% de isolados produtore-ldetamase (Garcia-Cobesal, 2008).
Uma vez que a amostra deste estudo nao foi esadledtoriamente ndo nos é possivel fazer
uma comparacdo no que diz respeito a prevalénaial ate estirpes produtoras e
lactamase. No entanto, dados do nosso laborat@stram também uma ligeira diminuicéo
das estirpes com este mecanismo de resisténcia.

Para a caracterizacdo deste mecanismo estudamestigdes (33% do total da
amostra) produtoras ¢elactamase, tendo-se amplificado o gbleegy em todas as estirpes.
Destas 80 estirpes, 55 (68,7%) apresentavam mutalpdersas no gerfesl, mas apenas 47
(58,8%) apresentavam mutacdes associadas ao mmoadés resisténcia ndo enzimatico -
BLPACR. Estes valores sao muito idénticos aos drmtdos em Espanha (Garcia-Colebs
al., 2007; Sevillancet al, 2009) e Franca (Dabernet al, 2002; Dabernagt al, 2003) e
bastante superiores aos encontrados em varios ossttghlizados no Japdo, onde a
percentagem de estirpes produtorag3dactamase € muito baixa (Hasegagtaal, 2004;
Sanbonget al, 2006; Harimay&t al, 2008)

2. Resisténcia mediada por alteracdes nas PBP3

Estirpes BLNAR foram descritas pela primeira vez &8Y4 por Thornsberry e
Kirven, quando avaliavam um teste rapido para argehacdo da producédo @dactamase
(revisto em Tristanet al, 2007), ndo tendo sido, naquela altura, as estideste fenotipo
consideradas um problema clinico importante. Em4199endelman e colaboradores
sugeriram que a resisténcia destas estirpes a iéingiera devida a uma diminuicdo da
afinidade de algumas PBPs para este antibioticol®87, confirmaram que a afinidade das
PBPs 2, 3 A, 3 B e/ou 4 para a ampicilina estadazida em estirpes BLNAR (Mendelman
et al, 1984; Mendelmast al, 1987). Esta relacdo entre a alteracdo das PBRsesisténcia a
ampicilina foi confirmada por Parr e Bryan, ao sfanmar estirpes susceptiveis com DNA
cromossomico de estirpes BLNAR (Tristamal, 2007). Apesar destas constatacdes, apenas
em 2001 Ubukata e colaboradores estudaram, peteeipai vez, as mutacdes especificas na
regido codificante da transpeptidase do gene quicaas PBP3, que originam substituicdes
aminoacidicas na transpeptidase levando a dimioudg afinidade para este antibiético
(Dabernatt al, 2002; Hasagawet al, 2004; Garcia-Cobast al, 2007). Estas substituices
aminoacidicas, tém sido, desde entéo, relacioraasa resisténcia a alguns dos antibioticos

B-lactdmicos (Tristanet al, 2007). Segundo estudos realizados em diversgepalesde a
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Europa até aos EUA e Japao, este tipo de resiatpacéce ser condicionado por uma Unica
ou por multiplas substituicbes aminoacidicas emicpes especificas da proteina PBP3
(Ubukataet al, 2001; Dabernatgt al, 2002; Maticet al, 2003; Osaket al, 2005; Sanbongi

et al, 2006; Garcia-Cobast al, 2007).

Em estudos realizados em Espanha e Franca, eBIp&sR foram classificadas em
apenas dois dos grupos mutacionais definidos pakéth, de acordo com a presenca das
substituicdes Arg517His (grupo 1) e Asn526Lys (gruf) originadas por mutacdes pontuais
no geneftsl (Dabernatet al, 2002; Garcia-Cobost al, 2008). No Japéo, para além da
presenca das duas substituicoes referidas, umdegparcentagem de estirpes apresenta em
simultaneo as substituicbes Met377lle, Ser385The@389Phe, para além da substituicdo
Asn526Lys, dando origem ao grupo Il sugerido pbukhta (2001). Todavia, na maioria dos
trabalhos realizados na Europa, EUA, Coreia e Gareguesar da substituicdo Met377l1le ser
caracterizada com frequéncia, a combinacdo mutaiciqne caracteriza o grupo Il é
praticamente inexistente (Dabermdtal., 2002 Kaczmareket al, 2004; Kimet al, 2007;
Shuel e Tsang, 2009). Neste trabalho, ndo foraracta&izadas estirpes apresentando o
conjunto das trés mutagbes, tendo sido apenas t@adzadas duas estirpes com as
substituicbes Met3771le e Ser385lle, em simultandpesar da presenca destas duas
mutacdes ndo ser suficiente para as classificgrunmo 1ll, estas estirpes foram incluidas no
grupo lll-like, tal como sugerido por Garcia-Colmsolaboradores (Garcia-Cobet al,
2007).

A nossa amostra foi assim dividida em trés grupo$ subgrupos, seguindo as
classificagbes sugeridas por Ubukata, Dabernat ei&&obos (Ubukatet al, 2001,
Dabernatt al, 2002; Garcia-Cobaat al, 2007) A maioria das estirpes BLNAR estudadas no
nosso trabalho foram incluidas no grupo mutacidhasendo este, assim, o0 grupo mais
comum com 89 (37,1%) das estirpes. Dentro do ghjmosubgrupo com mais estirpes foi o
grupo llb, caracterizado por 55 estirpes (61,8%)gr@po Ilb foi, também, o grupo mais
caracterizado na maioria dos estudos realizados sshe tema nos outros paises (Dabatat
al., 2002; Kaczmarekt al, 2004; Garcia-Cobost al, 2008; Shuel e Tsang, 2009). Mesmo
no Japao, onde, devido aos elevados niveis ddémses, o grupo lll é caracterizado com
frequéncia, o grupo llb é, na maioria dos estudosjais comum (Hasewagd al, 2004;
Sanbonget al, 2006; Harimayat al.,2008).
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No nosso trabalho verificdamos que a substituican526Lys esta presente em 137
estirpes (57,1%), resultados que sdo consisteaieestudos realizados na Europa e América
do Norte, onde também esta mutacdo esta entre mscorauns (Dabernatt al, 2002;
Kaczmareket al, 2004; Kimet al, 2007; Garcia-Cobost al, 2008; Sevillancet al, 2009;
Shuel e Tsang, 2009).

Para além da substituicdo Asn526Lys, as substésigiminoacidicas Val547lle e
Asn569Ser estdo também presentes em mais de nadadestirpes estudadas (62,5% e
56,3%, respectivamente). Segundo o0s resultadoslosbtapesar de estas mutacbes nao
definirem um grupo mutacional especifico, parecemalgum efeito na resisténcia néo
enziméatica para alguns antibiotigddactamicos. Na literatura, a regido da transpepédias
PBP3 estudada ndo contempla, na maioria dos aasasninoacidos das posicdes 547 e 549.
Assim, mutacdes nestas posicdes foram apenas eraradas no Japao, em Italia e no
Canada, ndo sendo no entanto, observadas confregiéncia (Matiet al, 2003; Osaket
al., 2005; Kubotaet al, 2006; Cerquettet al, 2007;Shuel e Tsang, 2009).

Como ja foi referido, as estirpes BLPACR sdo muatas no Japao, contrastando com a
elevada percentagem de estirpes BLNAR. No nossa@d$oram caracterizadas 47 (19,6%)
estirpes BLPACR, que apresentam os dois mecanidmossisténcia, estando todas incluidas
no grupo mutacional Il. Estes valores sao muitatidés aos encontrados em Espanha, onde
num estudo recente, 22% da amostra foi caractericatho BLPACR (Sevillanet al,
2009). E de notar que, neste estudo, a maiori@stapes BLPACR pertencem ao grupo |b
(n=40) apresentando em comum, salvo raras excep@desubstituicdes: Asp350Asn;
Met377lle; Ala502Val; Asn526Lys; Val547lle e AsnS. No estudo de Sevillano e
colaboradores, estas estirpes também apresentavaroomum as mutacdes Met377lle;
Asn502Val, Asn526Lys, sugerindo, mais uma vez, @#as mutacdes podem estar

relacionadas com a resisténcia ndo enziméaticg-taxgtamicos.
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Relacéo entre os fendtipos de susceptibilidade @tectamicos e os gendtipos
de resisténcia.

Segundo o CLSI (2009), diseakpointspara a ampicilina, definidos para classificar as
estirpes nas diferentes categorias de suscepditddiddo, como ja referimos:
* CIM <1 ug/ml - susceptiveis
e CIM = 2 ug/ml - de resisténcia intermédia

e CIM >4 pug/ml - resistentes.

Segundo este critério, estirpes com uma CIM a ahmaic< 2ug/ml sédo consideradas
totalmente susceptiveis a este antibiético. Nondojaverificamos que todas as estirpes néo
produtoras deB-lactamase com uma CIM a ampicilizd pg/ml, por nos caracterizadas,
apresentam mutacdes no géise

Apenas com estudos moleculares que permitem ceractestas mutacdes € possivel
detectar a existéncia do mecanismo de resistéAcianediado pela8-lactamases, uma vez
gue, baseado nobreakpoints para a ampicilina todas estas estirpes sdo coadake
susceptiveis a este antibidtico. Tal como aconteesie trabalho, estirpes estudadas no
Canada, Espanha e mesmo no Japao, apresentando dBivsvalores intermédios ou
susceptiveis (ug/ml) a ampicilina foram consideradas BLNAR (GaiCiaboset al, 2007;
Harimayaet al, 2008; Shuel e Tsang, 2009).

Num estudo efectuado em 2001, onde foram testadderéntes meétodos e 8 tipos de
meio de cultura para identificacdo das estirpes BRNfoi demonstrado que apenas 5 a 50%
destas estirpes sao detectadas em testes depatma determinagédo de susceptibilidade aos
antibioticos (Barryet al, 2001).

Este e outros estudos sugerem a necessidade demienhcdo de novos métodos
rapidos e eficazes de deteccdo destas estirpen, @no de uma revisdo dbseakpointeem

vigor.

Em relacé@o as estirpes BLPACR, o facto de num prinsereeningde resisténcia a
ampicilina estas apresentarem resisténcia devigooducao de-lactamase, leva a que a
presenca do mecanismo de resisténcia devido a@is nas PBP3 possa ser subestimada.
Neste trabalho a amplitude de CIMs para estaspestivariou entre 8 pug/ml a 512 pg/ml,
apresentando na generalidade, uma 4ld ampicilina mais alta (512 pg/ml) do que as
estirpes BLPAR (256 pg/ml). Estes dados sugerenmagspie a presenca de ambos os
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mecanismos de resisténcia diminui a susceptibiéiddds estirpes dél. influenzaea
ampicilina. Apesar de noutros paises ndo existirarnios estudos sobre esta diminuigdo de
susceptibilidade, ha trabalhos que referem diferem@as CIMs das estirpes BLPACR em
comparacao com as estirpes BLPAR, tanto para acdim@icomo para a amoxicilina (Matic
et al, 2003; Shuel e Tsang009).

Para além da relacdo entre a resisténcia a ampi@lias modificacées no geits, a
susceptibilidade aos outr@slactamicos também parece ser influenciada por ¢gbetaneste
gene, tendo sido ja descrita a relagdo entre centidacdes e os fendtipos de resisténcia aqui
descritos.

Alguns ensaios de recombinacdo demonstraram quenwdacdes Ala502Val e
Asnb26Lys, estdo associadas a resisténcia ao aef{@daki,et al.,2005). Os dados obtidos
neste trabalho, estdo de acordo com esses resyltada vez que as estirpes do gendtipo I/l
BLNAR apresentam a percentagem mais elevada detémsia (R+l = 53,3%) a este
antibiotico, ndo havendo mesmo estirpes sem mutagdgendtsl.

A producédo deB-lactamase, indicativa de resisténcia enzimatiamgicilina, ndo
confere resisténcia as cefalosporinas. No ent@ai@cterizamos 5 estirpes (27,3%) com o
genotipo BLPAR resistentes ao cefaclor. Estaspestiapenas apresentam as substituicoes
Val547lle e Asn569Ser sugerindo que estas suligigsi aminoacidicas podem estar
relacionadas com o mecanismo de resisténcia ndim&io a este antibiotico. Para além de
uma estirpe (3%) resistente a cefuroxima, as estiglL.PAR ndo apresentam resisténcia a
mais nenhuma das cefalosporinas estudadas. Aéresestao cefaclor € ainda observada em
20 estirpes (42,5% (R+I)), num total de 47 quegre®m ao genotipo BLPACR; todas estas
estirpes apresentam as substituicdes Ala502Vab2@irys; Val5471le e Asn569Ser.

Apesar de ainda nao ter sido descrito, no nosgaltra observamos que estirpes que
apresentam as substituicbes Val547lle e Asn569&mesentam valores de CIM mais
elevados ao cefaclor. Este facto foi observadootquatra estirpes pertencentes a grupos
mutacionais previamente definidos, como para estique ndo estdo incluidas em nenhum
gendtipo de resisténcia, reforcando a ideia de esteas duas mutagbes podem estar

directamente relacionadas com a resisténcia aoloefa

Estirpes produtoras delactamase séo susceptiveis ao co-amoxiclave, enguwe o

inibidor (&cido clavulanico), é eficaz na inactifiagda enzima. Contudo o &acido clavulanico
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nao tem actividade nas estirpes BLNAR, pois ests $80 produtoras délactamase,
observando-se iguais valores de CIM tanto para picdina como para 0 co-amoxiclave.
Entre as estirpes com genotipos caracterizados grelsenca de mutacdes no gdtsd,
BLNAR e BLPACR, 2,2% e 2,1% de estirpes ndo saaepif/eis ao co-amoxiclave,
respectivamente. Estudos anteriores sugeriram gqiieniauicdo de susceptibilidade a este
antibiético, nas estirpes BLPACR, podia estar ieleada com a presenca de ESBLs.
Contudo, em 2003, Matic e colaboradores demonstrgree a diminuicdo de susceptibilidade
ao co-amoxiclave estava afinal associada a pressmgautacdes na PBP3 (Magt al,
2003).

No que diz respeito ao carbapenem testado nedbtalltca o meropenem, estudos
anteriores demonstram a associacdo da substitéisdb26Lys com a resisténcia a este
antibiotico (Sanbongst al, 2006).

Apesar de esta ser a mutagdo mais comum entrdiggeeslo nosso estudo, € de notar
que apenas 6 de 136 estirpes com esta mutacacemstaresuma CIM> 1 ug/ml para o
meropenem, ndo podendo neste caso, esta mutacdioestamente associada a resisténcia a
este antibidtico. Para além da substituicio Asn$@6hdo existe nenhuma mutacdo no gene
ftsl que seja comum a todas as 6 estirpes, ndo sersdiv@loestabelecer qualquer relacao
entre a diminuicdo de susceptibilidade ao meropemenodificacdes neste gene. Cerquetti e
colaboradores encontraram uma relagéo entre atsig#s Asn526Lys e a resisténcia a outro
carbapenem, o imipenem. Nesse estudo foram endastsaibpopulacdes em duas estirpes de
H. influenzae resistentes ao imipenem que partilhavam o padnd@aaional: Asn350Asp;
Met377lle; Als502Val; Asn526Lys; Val547lle e Asn&®. Foram efectuados estudos de
transformacdo com o geffitsl das estirpes com resisténcia ao imipenem, quetaesol No
aumento da CIM para este antibiético na estirpesfommada (Cerquettt al, 2007). Apesar
de este padrdo mutacional ser 0 mais comum entestapes estudadas neste trabalho, ndo
encontramos nenhuma relacdo com a resisténcia eapemem. Em 2005, também Osaki e
colaboradores associaram a substituicdo Asn526dysaresisténcia ao imipenem, mas, tal
como nos, ndo observaram mudancas significativassisténcia ao meropenem (Osetkal,
2005).
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Disseminacao Clonal

A elevada heterogeneidade genéticaHdenfluenzaeNC j& foi reportada em diversos
trabalhos (Dabernatt al, 2003; Garcia-Cobost al, 2007; Sunakawat al, 2007; Sevillano
et al, 2009). No nosso estudo, estirpes BLNAR pertemseabs grupos llb, lic e Ild estéo
distribuidas, na sua maioria, ao longo do dendrogreesultante do PFGE. Estes resultados
sugerem que, assim como aconteceu em estudososggeriambém na nossa amostra, as
estirpes estudadas, apesar de possuirem subgtguégbinoacidicas idénticas, apresentam
heterogeneidade genética. Este facto sugere qouutagdes no geniesl associadas com o
mecanismo de resisténcia ndo mediado pel@dactamases, estabeleceram-se
independentemente em diferentes estirpes BLNARyede existir uma expansao clonal.

No entanto, segundo a definicdo de clonalidade relayepor Dabernat (2002),
algumas das estirpes estudadas aparentam uma carigeat, uma vez que, para além de
apresentarem o mesmo perfil de PFGE, apresentassmopadrao mutacional (perfis 2; 7;
13- figura 13). De qualquer forma estes perfis sdo constituégenas por duas estirpes, ndo
sendo so por si indicativo de uma disseminacaaatlon

Ao contrario do que acontece com as estirpes BLNaRgestirpes BLPACR aqui
estudadas parecem apresentar uma disseminacab Tlodas as estirpes deste genotipo com
0 mesmo padrdo mutacional apresentam o mesmo perfPFGE estando, assim, todas
incluidas no mesmo cluster. As estirpes BLPACR epeentes ao grupo mutacional b
encontram-se todas no cluster 10 ou em clustees@uljes a este, apresentando um grau de
identidade de cerca de 85%. As estirpes BLPACRrdpalic estéo incluidas nos perfis 2 e
30, apresentando 100% de identidade entre si.

Num estudo realizado em Espanha por Sevillano aochdores também se observou uma
maior relacao filogenética entre as estirpes BLPAIORjue entre as estirpes BLNAR. Tal
como é observado neste trabalho, as estirpes BLPA®R eles estudadas, estdo
filogeneticamente relacionadas apresentavam o meswi@o mutacional (Sevillaret al.,
2009).

Estes dados sugerem uma possivel disseminacéd dimastirpes BLPACR, tanto no nosso

pais como em Espanha.
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Consideracoes finais

Em resumo, podemos dizer que, em termos globaispssos resultados apresentam
padrées mutacionais muito idénticos aos reportamosesto da Europa, Canada e Japao,
havendo diferencas essencialmente na prevalénsiaitirentes gendtipos. Por exemplo, a
amostra estudada sugere uma elevada prevalénestigqees BLNAR entre as estirpes com
CIMs a ampicilina entre 1 e Bg/ml, assim como uma elevada prevaléncia de estirpe
BLPACR entre as estirpes produtoras fdiactamase. Pelo contrario no Japao as estirpes
BLPACR sdo muito pouco comuns, e as estirpes BLMARO presentes numa percentagem
muito elevada. Este facto pode dever-se a inexisté&te vacina Hib, neste pais. Nos EUA a
realidade é outra. A percentagem de estirpes BLN#&dRsar de ter vindo a aumentar nos
altimos anos, é ainda muito baixa, enquanto agpestBLPAR, existem numa percentagem
elevada, havendo contudo poucos relatos de esBif@8CR. Pensamos que estes resultados

séo indicativos da pouca literatura existente resttica, neste pais.

No que diz respeito as substituicdes aminoacidiagificadas por mutacdes no gene
ftsl, os nossos resultados estdo de acordo com os egtigtigados noutros paises onde se
propde a existéncia de uma relacédo entre as paisaiputacdes descritas e 0 mecanismo de

resisténcia ndo enzimatico aos antibiotigdactamicos.

H. influenzaeBLNAR séo definidos como estirpes que apesar depndduziremp-
lactamase apresentam, normalmente, valores de GiMipcilina que os classificam como
susceptiveis ou intermédios, nos testes de rotna @ determinacdo da susceptibilidade aos
antibioticos. Este trabalho dedicou-se principalimeno estudo de estirpes com estas
caracteristicas, sugerindo que apenas utilizandonicess moleculares especificas,
nomeadamente amplificacdo e sequenciacdo do geo&vieio na resisténcia a ampicilina e
identificagdo de mutag6es no referido gene, é pelssdracterizar o mecanismo de resisténcia
nao enzimatico. Estes resultados estdo em desacondosbreakpointsestabelecidos a data
pelo CLSI. Assim, concordamos com os trabalhoszadbs por outros investigadores, que
apresentam dados sobre esta tematica onde se meaiggportancia de definir novos
breakpointspara os antibiotico-lactamicos no caso dd. influenzae(Alou et al, 2007,
Garcia-Cobost al, 2008b; Shuel e Tsarmgg al,2009) .

E importante realcar que estas técnicas molecult@esém nos permitiram
caracterizaH. influenzaeBLPACR, que apesar de resistentes a ampicilingpquatucdo d@-

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 65

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Discussao

lactamase apresentavam, ainda, um outro mecanismesdténcia. A deteccdo de estirpes
com este fendtipo contribuiu para dar mais relevesta problematica da resisténcia aos
antibioticos noH. influenzae hoje considerada com maior acuidade a nivel nalindi

Podemos, assim, afirmar que a compreensédo destamismos, a nivel genético, podera

levar ao desenvolvimento de novos meios de diagodséra a sua detecgao.

Apesar destes resultados, face a resisténcia &ibgtoos hoje em dia pouco se sabe
sobre o comportamento destas estiipedvo. Pensamos, assim, ser de importancia major a
realizacdo de mais estudos em que seja possivelaest interaccdo desta espécie com o
hospedeiro, de forma a caracterizar e monitorizav@ucado da resisténcia nestas estirpes,
com vista ao aconselhamento de uma terapia amtdiéémpirica eficaz. Faléncias
terapéuticas sado frequentemente responsaveis pelay@&ncia da resisténcia, aumentando a
probabilidade de as estirpes se adaptarem adquinioxbs mecanismos de resisténcia.

Este trabalho, de investigacdo de caracter fund@tenontribui, assim, para

clarificacdo desta importante problematica, em 8a&blica, no nosso pais.

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Bibliografia

Bibliografia

Alaedini, A., and Day, R. A.1999. Identification of two penicillin-binding midnzyme
complexes in Haemophilus influenzae Biochemical and Biophysical Research
Communications 264: 191-195.

Alou, L., Giménez, M. J., Sevillano, D., Aguilar, L, Gonzalez, N., Echeverria, O.,
Torrico, M., Coronel, P. and Prieto, J.2007. Arep-lactam breakpoints adequate to define
non-susceptibility for all Haemophilus influenzaeresistance phenotypes from a
pharmacodynamic point of view. J. Antimicrob. Chéhss. 59: 652-657.

Ambler, R.P.1980. The structure of beta-lactamas@&dilos Trans R Soc Lond B Biol Sci.
289: 321-31.

Arnold C., Makintube, S., Istre, G.R. 1993. Day care attendance and other risk fadtors
invasiveHaemophilus influenzatype b disease. Am J Epidemiol 138: 333-340.

Atkinson, W., Hamborsky, J., Mcintyre, L., Wolfe, S. 2008.Epidemiology and Prevention
of Vaccine-Preventable Diseases)" ed. 2nd printing, Centers for Disease Control and

Prevention, Washington DC: Public Health Foundation

Bajanca, M. P., Canica, M. and Multicenter Study Goup. 2004. Emergence of
noncapsulated and encapsulated non-b-type invadaemophilus influenzaésolates in
Portugal (1989-2001). J. Clin. Microb. 42: 807-810

Barateiro, A. P. 2005. Caracterizacdo dos Mecanismos de Resist@osiantibiotico$-
Lactamicos em estirpes dé. Influenzae Tese de Licenciatura Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa.

Barry, A. L., Fuchs, P. C. And Brown S. D.2001. Identification oB-lactamase-Negative
Ampicillin-Resistant Strains dlaemophilus influenzaith Four Methods and Eight Media.
Antimicrob Agents Chemother 45(5): 1585-1588.

Barry, A. L., Pfaller, M. A., Fuchs, P. C.1993.Haemophilugest medium versus Mueller-
Hinton Broth with lysed horse blood for antimicrabsusceptibility testing of four bacterial
species. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 12 : 548B3%

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 67

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Bibliografia

Bradford, P. 2001. Extended-Spectruflactamases in the 21Century: Characterization,
epidemiology, and detection of this important regise threat. Clin Microbiol Rev 14: 933-
951.

Bryan, L. E. and Godfrey, A. J.1991. Beta-lactams antibiotics: mode of action laacterial
resistance. In: Antibiotics in laboratory medicifi®rian V editor), & edition, pp 599-664,
The Williams & Wilkins Co, Baltimore.

Bush, K., Jacoby, G. A., and Medeiros, A. A1995. A Functional classification sheme for
B-lactamases and its correlation with molecularcstme. Antimicrob Agents Chemother 39:
1211-1233.

Campos, J., Hernando, M., Roman, F., Pérez-Vazquekl., Aracil, B., Oteo, J., Lazaro,
E., de Abajo, F. and the Group of InvasiveHaemophilusinfections of the Autonomous
Community of Madrid, Spain. 2004. Analyis of invasivelaemophilus influenzaiafections
after extensive vaccination agaittaemophilus influenza&ype b. J of Clinic Microbiol 42:
524-529.

Cerquetti, M., Giufre, M., Cardines, R. and Mastrantonio P.2007. First Caracterization of
Heterogeneous Resistance to Imipenem in InvasivetydeableHaemophilus influenzae
Isolates. Antimicrob Agents Chemother 51: 3155-3161

Cerquetti, M., Cardines, R., Giufre, M. And Mastrantonio, P. 2004. Antimicrobial
Susceptibility ofHaemophilus influenzastrains isolated from invasive disease in Italy. J
Antimicrob Chemother 54: 1139-1143.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 2009. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing; Nineteenthfénmational Supplement. Volume 29 N°3.

Dabernat, H., Delmas, C., Seguy, M., Pelissier, REaucon, G., Bennamani, S. and
Pasquier, C 2002. Diversity of3-Lactam Resistance-Conferring Amino Acid Substitng
in Penicillin-Binding Protein 3 dflaemophilus influenzaéntimicrob Agents Chemother 46:
2208-2218.

Dabernat, H., Plisson-Sauné, M., Delmas, C., Ségu¥)., Faucon, G., Pélissier, R.,

Carsenti, H., Pradier, C., Roussel-Delvallez, M., éroy, J., Dupont, M., De Bels, F. And

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Bibliografia

Dellamonica P.2003.Haemophilus influenz Carriage in Children Attending French Day
Care Centers: a Molecular Epidemiological Stud@lid Microbiol 41(4): 1664-1672.

de Lencastre, H., Kristisson, K.G., Brito-Avo, A.,Sanches, |.S., Sa-Ledo, R., Saldanha,
J., Sigvaldadottir, E., Karlsson, S., Oliveira, D.Mato, R., Aires de Sousa, M., Tomasz A.

1999. Carriage of respiratory tract pathogens aotecnlar epidemiology o$treptococcus

pneumoniaecolonization in healthy children attending dayecaenters in Lisbon, Portugal.
Microb Drug Resist 5: 19-29.

Demain, A. L., Elander, R. P 1999. TheB-lactam antibiotics: past, present and future.

Antonie van Leeuwenhoek 75: 5-19.

De Wals, P., Erickson, L., Pairier, B., Pépin, JPRichichero, M. E. 2009. How to compare

the efficacy of conjugate vaccines to prevent aotites media? Vaccine. 7:2877-2883

Erwin, A. and Smith, A. L. 2007. Nontypeablédaemophilus influenzaeunderstanding
virulence and comensal behavior. TRENDS in Micrtdmg 15: 355-362.

Evans, A. S and Brachman, P. S1998. Bacterial infections of humans: epidemiolagg

control. 3 edition, Springer.

Falla, T. J., Crook, D. W., Brophy, L.N., Maskell,D., Kroll, J. S., Moxon, E. R 1994.
PCR for capsular typing dfaemophilus influenzad Clin Microbiol 32: 2382-2386.

Farrell, D. J., Morrissey, I., Bakker, S., Buckridge, S. and Felmingham, D2005. Global
Distribution of TEM-1 and ROB-B-lactamases Haemophilus influenzad. Antimicrobial
Chemother 56:773-776.

Fluit, AD. C., Visser, M. R. and Schmitz, F.2001. Molecular detection of antimicrobial
resistance. Clin Microbiol Rev 14: 836-871.

Forsgren, A., Riesbeck, K., Janson, H2008. Protein D oHaemophilus influenzaea
protective nontypeabldéd. influenzaeantigen and a carrier for pneumococcal conjugate
vaccines. Clin Infect Dis 46: 726-31.

Garcia-Cobos, S., Campos, J., Cercenado, E., Roman, Lazaro, E., Pérez-Vazquez,
M., Abajo, F. and Oteo, J.2008. Antibiotic resistance iHaemophilus influenzagecreased,

except forp-lactamase-negative amoxicillin-resistant isolatesparallel with community

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 69

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Bibliografia

antibiotic consumption in Spain from 1997 to 208#itimicrob Agents Chemother 52: 2760-
2766.

Garcia-Cobos, S., Campos, J., Roméan, F., Carrera,.CPérez-Vazquez, M., Aracil, B.

and Oteo, J.2008 b. Lowp-lactamase negative ampicillin-resist&taemophilus influenzae
Strains are best detected by testing amoxicillisceptibility by the broth microdilution
method. Antimicrob Agents Chemother 52 (7): 24071424

Garcia-Cobos, S., Campos, J., Lazaro, E., Roman,,FCercenado, E., Garcia-Rey, C.,
Pérez-Vazquez, M., Oteo, J. and Abajo, F2007. Ampicillin-resistant nof-Lactamase-
producing Haemophilus influenzaeén Spain: recent emergence of clonal isolates with
increased resistance to cefotaxime and cefiximainficrob Agents Chemother 51: 2564-
2573.

Ginsburg, C. M., McCracken, G.H., Rae, S., Parke, .JC. 1977.Haemophilus influenzae
type b disease: incidence in a day care center. AJAN38: 604-607.

Granoff, D. M., Munson, R.S. 1986.Prospects for prevention ¢faemophilus influenzae

type b disease by immunisation. J Infect Dis 158-461.

Groz-Dias, P. 1997. Vacinas anti-hepatite b e ademophilus influenzaépo b. Acta
Médica Portuguesa 10: 129-138.

Harimaya, A., Yokota, S., Sato, K., Himi, T. and Fii, N. 2008. Remarkably high
prevalence oftsl gene mutations ilaemophilus influenzarsolates from upper respiratory
tract infections in children of the Sapporo didtritapan. J Infect Chemother 14: 223-227.

Hasegawa, K., Chiba, N., Kobayashi, R., Murayama,.S ., lwata, S., Sunakawa, K. and

Ubukata, K. 2004. Rapidly increasing prevalencepsfactamase-nonproducing, ampicillin-
resistantHaemophilus influenzagpe b in pacients with meningitis. Antimicrob Aden

Chemother 48: 1509-1514.

Hotomi, M., Fujihara K., Billal, D. S., Suzuki, K., Nishimura, T., Baba, S. and
Yamanaka, N. 2007. Genetic characteristics and clonal dissemimaof p-lactamase-
negative ampicillin-resistantHaemophilus influenzaestrains isolated from the upper

respiratory tract of pacients in Japan. AntimicAgents Chemother 51: 3969-3976.

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Bibliografia

Hotomi, M., Fujihara K., Sakai, A., Billal, D. S., Shimada, J., Suzumoto, Masaki and
Yamanaka N. 2006. Antimicrobial resistance ¢taemophilus influenzaesolated from the
nasopharynx of Japonese children with acute otigslia. Acta Oto-Laryngologia 126: 240-
247.

Kaczmarek, F. S., Gootz, T. D., Dib-Haji, F., Shangw., Hallowell, S. And Cronan, M.
2004. Genetic and molecular characterizationf-ddctamase-negative ampicillin-resistant
Haemophilus influenzagvith unusually high resistance to ampicillin. Antamob Agents
Chemother 48: 1630-1639.

Karlowsky, J. A., Verma, G., Zhanel, G. G., HobanD. J. 2000. Presence of ROBft
lactamase correlates with cefaclor resistance ammugnt isolates ofHaemophilus
influenzae J Antimicrob Chemother 45: 871-875.

Kessler, A., Wetmore, R. F., Marsh, R. R1993. Childhood epiglottitis in recent years.Int
Pediatr Otorhinolaryngol 25 : 155-162.

Kilian M, Biberstein E.L. 1984. Haemophilus In: Bergey's manual of systematic
bacteriology, vol I. (In Krieg NR, Holt JG editorgjinslow, Broadhurst, Buchanan,
Krumwiede, Rogers, Smith 1917. pp 558-569, Thei#ils & Wilkins Co, Baltimore.

Kilian, M., Frederiksen, W. 1981. Ecology oHaemophilusPasteurellaandActinobacillus
In : Haemophilus Pasteurellaand Actinobacillus and of some of their species (Kilian M,
Frederiksen W, Biberstein EL editors), pp 11-38ndlon. Academic Press Inc.

Kim, I, Ki, C., Kim, S., Oh, W. S., Peck, K. R., ng, J., Lee, K. and Lee, N. Y2007.

Diversity of ampicillin resistance genes and antmobial susceptibility patterns in
Haemophilus influenzastrains isolated in Korea. Antimicrob Agents Chémeo 51: 453-

460.

Kubota, T., Higa, F., Kusano, N., Nakasone, I., Hanaga, S., Tateyama, M., Yamane, N.
and Fujita, J. 2006. Genetic Analyses of Beta-Lactamase Negaiinpicillin-Resistant

Strains ofHaemophilus influenzaesolated in Okinawa, Japan. J. Infect Dis 59: 36-41

LaClaire, L. L., Tondella, M. L. C., Beall, D. S.,Noble, C. A., Raghunathan, P. L.,
Rosenstein, N. E., Popovic, T., and the Active Bamial Core Surveillance Team

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 71

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Bibliografia

Members. 2003. Identification ofHaemophilus influenza&erotypes by Standard Slide
Agglutination Serotyping and PCR-Based Capsule figypd Clin Microb 41(1): 393-396.

Lavado, M. P.1996. Contribuicdo para o Estudo da Susceptiliédzos Antibioticos e dos
Mecanismos de Resisténcia em EstirpesHdemophilus influenzaésoladas em Portugal.
Tese de Doutoramento. Instituto de Ciéncias Biooa&diAbel Salazar, Universidade do

Porto.

Lavado, M. P. 2009. Caracterizacdo fenotipica e genotipica dentdphilus influenzae
isolados em criangas com Otites no periodo queeddea vacinagdo com PCV10-HiD. Acta
pediatr Port 40(5): S128

Liras, P. and Martin, J. F. 2006. Gene clusters f@lactam antibiotics and control of their
expression: why have clusters evolved, and fromrevdel they originate? Int Microbiol 9: 9-
19

Livrelli, V., Peduzzi, J. and Joly, B 1991. Sequence and molecular characterizatiagheof
Rob-1B-lactamase gene frofPasteurella haemolyticaAntimicrob Agents Chemother 35(2):
242-251.

Lorian, V. 1991. B-lactam antibiotics: Mode of Action and Bacterialedtstanceln:
Antibiotics in Laboratory Medicine (Williams & Wiiks editors). Third Edition pp: 599-643

Macheboeuf, P., Contreras-Martel, C., Job, V., Dideerd O. and Dessen A.2006.
Penicillin binding proteins: key players in bacaércell cycle and drug resistance processes.
FEMS Microbiol Rev 30: 673-691.

Matic, V., Bozdogan, B., Jacobs, M. R., Ubukata, Kand Appelbaum, P. C.2003.
Contribution of B-lactamase and PBP amino acid substitutions to amtloyclavulanate
resistance irp-lactamase-positive, amoxicillin/clavulanate-remmstHaemophilus influenzae
J Antimicrob Chemother 52: 1018-1021.

Mendelman, P. M., Chaffin, D. O., Stull, T. L., Rutens, C. E., Mack, K. D. And Smith,
A. 1984. Characterization of nghlactamase-mediated ampicillin resistancélaemophilus
influenzae Antimicrob Agents Chemother 26: 235-244.

Mendelman, P. M., Chaffin, D. O., Musser, J. M., DeGroot, R., Serfass, D. A., and
Selander, R. K.1987. Genetic and phenotypic diversity among aitfipicesistant non-beta-

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Bibliografia

lactamase-producing, nontypealblemophilus influenzaesolates. Infect. Immun. 55: 2585-
2589.

Moxon, E.R.1993. Microbes molecules and man. J Royal ColsRigns Lond 27: 169-174.

Murphy T.F. 1992. Haemophilus influenzaand viruses 100 years later: franfluenzaeto
human immunodeficiency virus. Amer J Med 92: 588-58

Murray, P . 2002. Pasteurellaceae. In: Medical microbioldgpgby editor), pp 317-324.

Osaki, Y., Sanbogi, Y., Ishijawa, M., Kataoka, H.,Suzuki, T., Maeda, K. and Ida, T.
2005. Genetic Approach To Study the Relationshifween Penicillin-Binding Protein 3
Mutations and Haemophilus influenzae3-lactam Resistance by Using Site-Directed
Mutagenesis and Gene Recombinants. Antimicrob Ag€hemother 49(7): 2834-2839.

Peake, R., James, D., Susman, M., Kennedy, C., Setgn, M., and Schuenke, S1996.
Medical Microbiology, Galveston.

Peltola, H., Kayhty, H., Sivonen, A., and Makela, F. 1977.Haemophilus influenzatype
b capsular polyssaccharide vaccine in childrerowbte blind field study of 100000 vaccines
3 months to 5 years of age in Finland. Pediati6s 730-737.

Pelton, S. 1.2007. Prospects for prevention of otitis mediadi&elnfect Diseas J 26: S20-
S22

Prymula, R., Peeters, P., Chrobok, V., Kriz, P., Neakova, E., Kaliskova, E., Kohl, 1.,
Lommel, P., Poolman, J., Prieels, J., and Schuermar. 2006. Pneumococcal capsular
polysaccharides conjugated to protein D for preweentf acute otitis media caused by both
Streptococcus pneumoniaedd non-typablddaemophilus influenzaea randomised double-
blind efficacy study. Lancet 367: 740-748.

RosarioN. A. e Grumach, A. S2006. Alergia a beta-lactamicos na clinica pedi@truma
abordagem pratica. J. Pediatr 82: S181-S188.

Rubin, L. G., Yolken, R. H., Medeiros, A. A., and Mxon, E. R. 1981. Ampicillin
treatment failure apparently beta-lactamase-negé#tivinfluenzaetype b meningitis due to
novel beta-lactamase. Lancet 8254: 1008-1010.

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 73

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Bibliografia

Sanbongi, Y., Suzuki, T., Osaki, Y., Senju, N., IdaTl. and Ubukata, K. 2006. Molecular
evolution of B-lactam-resistanHaemophilus influenzaed-year surveillance of penicillin-
binding protein 3 mutations in isolates from Japamtimicrob Agents Chemother 50: 2487-
2492.

Satola, S. W., Schirmer, P. And Farley, M. M2003. Complete sequence of ttep locus
of Haemophilus influenzaserotype b and nonencapsulated b capsule-negaditiants.
Infection and Immunity. 71: 3639-3644.

Satola, S. W., Schirmer, P. L. and Farley, M. M. 2003b. Genetic Analysis of the Capsule
Locus ofHaemophilus influenza®erotype f. Infection and Immunity. 71(12): 720272

Sauders, J. R., Elwell, L. P., Falkow, S., Sykes,.B., and. Richmond, M. H.1978. Beta-

lactamases and R-plasmidsHdemophilus influenza&cand J Infect Dis Suppl 16-22.

Sauvage, E., Kerff, F., Terrak, M., Ayala, J. A. ad Charlier, P. 2008. The penicillin-
binding proteins: structure and role in peptidagtidoiosynthesis. FEMS Microbiol Rev 32:
234-258.

Sevillano, D., Giménez, M., Cercenado, E., Cafink., Gené, A., Alou, L., Marco, F.,
Martinez-Martinez, L., Coronel, P. and Aguilar, L. 2009. Genotypic versus Phenotypic
Characterization, with Respectfidactam Susceptibility, offaemophilus influenzalsolates
Exhibiting Decreased Susceptibility f&lactam Resistance Markers. Antimicrob Agents
Chemother 53(1): 267-270.

Shuel, M. L. and Tsang R. S. W.2009. Canadiar-lactamase-negativélaemophilus
influenzae isolates showing decreased susceptibility towangpiaillin have significant

penicillin binding protein 3 mutations. Diagnostdkbbiol and Infect Diseas 63: 379-383.

Shungu, D.L. 1991 Chemical and physical properties of antibiotijmeparation and control
of antibiotic susceptibility disks and other dewoeontaining antibiotics. In: Antibiotics in
laboratory medicine (V. Lorian editor), pp 787, Babre, USA.

Sousa, J. C., Peixe, L. V., Ferreira, H., Pinto, ME., Nascimento, M. S. J., Sousa, M. .,
Cabral, M. 1998. Antimicrobianos. In: Microbiologia volume(W. F. C. Ferreira e J. C.
Sousa eds), pp 239-269, Lidel, Lisboa.

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Bibliografia

Sousa, J. C. e Prista, L.V1988. Antibidticos inibidores de biossintese @ptoglicano.
Ordem dos farmacéuticos, Porto.

Sunakawa, K. and Farrel, D.2007. Mechanisms, molecular and sero-epidemiology o
antimicrobial resistance in bacterial respiratoathpgens isolated from Japanese children.

Annals of Clinical Microbiol and Antimicrob6:7.

Tenover, F. C., Arbeit, R. D., Goering, R. V., Miclklsen, P. A., Murray, B. E., Persing,
D. H. And Swaminathan, B.1995. Interpreting Chromosomal DNA Restriction Bt

Produced by Pulsed-Field Gel Electrophoresis: @aiteor Bacterial Strain Typing. J. Clin
Microb 33(9): 2233-2239.

Tristam, S. G., Jacobs, M.R., Appelbaum, P. C2007. Antimicrobial Resistance in
Haemophilus influenza€linic Microbiol Rev 20: 368-389.

Tristam, S. G., Hawas, R. and Souprounov, 2005. Variation in selected regionstéregy

genes and promoters liiaemophilus influenzad. Antimicrob Chemother 56: 481-484.
Todar, K. 2008. Online Textbook of bacteriology. Madison,s@dnsin.

Turk, D. C. 1984. The pathogenicity éfaemophilus influenzad Med Microbiol 18: 1-16.

Turk, D. C., May, J.R. 1967.Haemophilus influenzast’s clinical importance. English

Universities Press, pp 1-134, London.

Ubukata, K., Chiba, N., Hasegawa, K., Shibasaki, Y.Sunakawa, K., Nonoyama, M.,
Iwata, S. and Konno M. 2002. Differentiation oB-lactamase-negative ampicillin resistant
Haemophilus influenzaitom otherH. influenzaestrains by disc method. J infect Chemother
8:50-58.

Ubukata, K., Shibasaki, Y., Yamamoto, K., Chiba, N. Hasegawa, K., Takeuchi, Y.,
Sunakawa, K., Inoue, M. and Konno, M.2001. Association of amino acid substitutions in
penicillin-binding protein 3 withB-Lactam resistance ifi-lactamase-negative ampicillin-
resistanHaemophilus influenzadntimicrob Agents Chemother 45: 1693-1699.

Vaz Pato, M. V.1989. Susceptibilidade aos antibiéticos. bioMédjdrortugal.

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 75

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge 9200



Bibliografia

Vega, R., Sadoff, H. L., Patterson M. J1976. Mechanisms of ampicillin resistance in
Haemophilus influenzatype b. 9: 164-168.

Wilke, M. S., Lovering, A. L. and Strynadka, N. 2005. -lactam antibiotic resistance: a

current structural perspective. Current OpinioMicrobiology 8: 525-533.

Wissel, M. C., Weiss, D. S2004. Genetic analysis of the cell division pnotEisl (PBP3):
amino acid substituitions that impar septal lo@lan of Ftsl and recruitment of FtsN. J of
Bacteriology 186: 490-502.

Zinnemann K. 1981. Ecology of Haemophilus Pasteurella and Actinobacillus In:
Haemophilus Pasteurella and Actinobacillus and of some of their species (Kilian M,
Frederiksen W, Biberstein EL editors) pp 1-10, Amad Press Inc, London.

Faculdade de Ciése Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Anexos

Anexos

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidada Ne Lisboa 77

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge -9200



Anexos

Anexo |

Primers Sequéncia nucleotidica PCR
Cap Hil 5 CGT TTG TAT GAT GTT GAT CCA GAC 3' Pesquisa do geroap
Cap Hi2 5 TGT CCATGT CTT CAAAATGATG 3 Pesquisa do geoap
Cap Hial 5 CTACTC ATT GCAGCATTT GC 3 Caracterizacéo do serétipo
Cap Hia2 5" GAA TAT GAC CTG ATC TTC TG 3 Caracterizagéo derdtipoa
Cap Hibl 5 GCG AAA GTG AAC TCT TAT CTC TC 3'  Caracterizacéo do ser6tipo
Cap Hib2 5" GCT TAC GCT TCT ATC TCG GTG AA 3"  Caracterizacéo ser6tipd
Cap Hicl 5 TCT GTG TAG ATG ATG GTTCA 3 Caracterizagao do sero6tipo
Cap Hic2 5" CAG AGG CAA GCT ATT AGT GA 3’ Caracterizagao derotipoc
Cap Hidl 5 TGA TGA CCG ATACAACCT GT 3’ Caracterizacéo do serdtipo
Cap Hid2 5" TCC ACTCTT CAAACCATTCT 3 Caracterizagéo derotipod
Cap Hiel 5 GGT AAC GAA TGT AGT GGT AG 3’ Caracterizacéo do serdtipo
Cap Hie2 5 GCT TTACTG TAT AAG TCT AG 3 Caracterizagéo derotipoe
Cap Hifl 5" GCT ACT ATC AAG TCC AAATC 3’ Caracterizacéo do serétipo
Cap Hif2 5" CGC AAT TAT GGA AGA AAG CT 3’ Caracterizagdo dzerotipof
FIN 5'ATT CTT GAA GAC GAA AGG GC 3 Deteccéo do gerdarem
DEB 5' ATG AGT AAA CTT GGT CTG AC 3’ Detecgédo do getéarem
P1 5 TAC GAT AGC GGA GGG CTT AC 3 Deteccéo do gertdarem
P2 5 TICCTGTTITTTG CTC ACCAC 3 Deteccao do gdblaregm
ROBr 5’ GGG CAATCG TCATGC CTT TG 3’ Deteccéo do gendaros
ROBs 5 AAGCCCGCATTGGCGTTTAT3 Deteccéo do genleros
ftsl frw 5' GAC GAT TTG GAT AAC CCATA 3’ Detecgéo do gerfes|
ftslrev 5 CTG GAT AAT TCT GTC TCAGA 3’ Deteccéo do gerfésl; Sequenciagag
ftslinrev 5' TAG AAA GCG GGC GAT AAACAC C 3" Sequenciagao geffies|
P6 frw 5'ACG ATG CTG CAG GCAATG GT & IdentificagaoH. influenzae
P6 rev 5" CATCAGTATTACCTTCTACTAAT 3 IdentificagdoH. influenzae

Tabela 1-Descricdo dogrimersespecificos utilizados ao longo deste trabalho
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Anexo I

|Nome Simbolo |.i‘tt_1reviago |Nc_-menclatura

|Glicina ou Glicocola |G|y_ Gli |G |Acid0 2-aminoacético ou Acido 2-amino-etandica

|Alanina |Ala |A |Acid0 Z-aminopropidnico ou Acido 2-amino-propandico

|Leuu:ir|a |Leu |L |Au:id0 Z-aminoisocapréico ou Acido 2-amino-4-metil-pentandico
|Va|ir|a I|Val |V |.f-‘kcid0 2-aminovalérico ou Acido 2-amino-3-metil-butandico
|I50Ieucina |Ile |I |Au:id0 2-amino-3-metil-n-valérico ou dcido 2-amino-3-metil-pentandico
|F'r0|ina |F'r0 |F' |Acid0 pirrolidine-2-carboxilico

|Feni|a|anina |F'he ou Fen |F |.f-‘u:id0 2-amino-3Henil-propidnico ou Acide 2-amino-3-fenil-propandico
|Serinal . |Ser |S |Acidu 2-amino-3-hidroxi-propidnico Dul.éxcidn 2-amino-3-hidroxi-propandico
|Treonina |Thr. The |T llﬁu:ido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico

|Cisteil1a Cys, Cis |C |.f-‘\cid0 2-bis-{2-amino-propidnico)-3-dissulfeto ou Acido 3-tiol-2-amino-propandico
|Tir05ir|a |Tyr. Tir |Y |Au:id0 Z-amino-3-{p-hidroxifenil)propidnico ou paraidroxifenilalanina
|Asparagina I|Asn |N |Acidu 2-aminossuccionamico

|Glutamina |Gln |Q |Acid0 2-aminoglutardmico

|Aspanato ou A_c_:iu:ln aspartico |Asp |D _|An:id0 Z-aminossuccinico au Acido 2-amino-butanodidico

|Glutamat0 ou Af:idn glutamico |Glu |E _|Aci§0 Z-aminoglutarico

|Arginina |Arg |R |ﬁ\cid0 2-amino-4-guanidina-n-valérico

|Lisina |LYS\ Lis |K llf-\cido 2 G-diaminacapréico ou Acido 2, 6-diaminoexandico

|Histidina |His |H |f-‘u:id0 Z-amino-3-imidazolpropidnico

|Triptofan0 _|Trp. Tri |W |f-\cic|0 2-amino-3-indolpropidnico

|Meti0nina |Met |I‘u’| |An:id0 2-amino-3-metiltio-n-butirico

Tabela 2 Nomenclatura dos aminoécidos essenciais com osatagps simbolos e abreviaturas.
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Hospitais que integram o Grupo de Estudo Multicéotde Vigilancia da Susceptibilidade
aos Antibioticos (GEMVSA) onde foram isoladas asess utilizadas neste estudo:

Zona Norte

Hospital Maria Pia, Portd{MP)

Hospital Geral de Santo Anténio, PortéSA)
Hospital de Vila Nova de Gaia

Instituto Nacional de Saude, Portbl$AP)
Hospital de ViseuHViseu)

Zona Centro
Centro Hospitalar de Coimbr&KC)

Zona Sul

Hospital de Conde Castro Guimaréaes, Cascais
Hospital Fernando da Fonseca, Lisbd&ft)
Hospital Garcia da Orta, LisboHGO)

SAMS, Lisboa

Hospital S&o Francisco Xavier, LisbddSFX)
Hospital de Séo José, LisbddSJosé)

Hospital de Santa Maria, Lisbod$M)

Hospital do BarreiroBarreiro )

Hospital da CUF Descobertas, Lisb&#CUF)
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