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RESUMO

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE) é uma espécie de estreptococos
beta-hemoliticos, dos grupos C ou G de Lancefield, de importancia crescente como agente
patogénico humano, principalmente em doentes idosos e com comorbidades. SDSE é
agente etiologico de varias infecOes da pele e tecidos moles, faringo-amigdalite e infe¢oes
mais graves, como bacteriemia, fasceite necrotizante ou a sindrome do choque toxico

estreptococico (STSS).

O objetivo deste estudo foi a defini¢cdo das linhagens clonais de SDSE predominantes
em infecdo invasiva em Portugal, com énfase na identificacdo de fatores que possam
influenciar a prevaléncia e a viruléncia dessas linhagens. Neste sentido, uma colecédo de
316 estirpes SDSE de infecOes invasivas no Homem, isoladas entre 2011 a 2017 em
Portugal, foram caraterizadas através de métodos fenotipicos — determinagéo do grupo de
Lancefield e suscetibilidade a antimicrobianos — e genotipicos — tipagem do gene emm e
sequenciacdo de alto deébito. Esta Gltima foi usada para determinar perfis alélicos de
“multilocus sequence type” (MLST) convencional e “core genome” (cgMLST), fatores

de viruléncia e determinantes de resisténcia.

As infecbes invasivas por SDSE em Portugal afetaram maioritariamente doentes
idosos (média de 69,5 anos) do sexo masculino (58,2%). A maioria das estirpes pertencia
ao grupo G de Lancefield (n=226, 71,5%), seguido dos grupos C 89 (n=89, 28,2%) e L
(n=1, 0,3%). A tipagem do gene emm e a analise por MLST evidenciaram uma elevada
diversidade genética das estirpes, com 25 tipos emm e 76 tipos de sequéncia (STs)
definidos por MLST. Os STs foram agrupados em 16 complexos clonais (CCs), dos quais
CC17 (n=101, 32,0%), CC20 (n=78, 24,7%) e CC29 (n=56, 17,7%) se destacaram como
os mais frequentes. Enquanto os CC17 e CC29 incluiam estirpes do grupo G de
Lancefield com varios tipos emm, o complexo clonal CC20 era composto por estirpes
exclusivamente do grupo C de Lancefield e maioritariamente do tipo emm stG62647, o
mais frequente (26,6%) do estudo. A analise por cgMLST confirmou estes trés CCs como
as trés principais linhagens clonais entre as estirpes de SDSE responsaveis por infe¢do

invasiva em Portugal.




Resumo

A pesquisa de genes associados a viruléncia nos genomas de SDSE mostrou que 0s
genes emm, fbp54, hasC, gapC e o operdo da SLS estavam presentes em todas as estirpes
e 0s genes Imb, ska, slo e nga na grande maioria. O gene speG foi o Unico gene de
exotoxinas pirogénicas detetado, estando presente em 177 (56,0%) estirpes e
apresentando uma distribuicdo clonal. Entre os sistemas reguladores identificados, COvRS
e fasCAX estavam presentes em todas as estirpes, enquanto o sil tinha uma presenca
variavel, estando ausente nos dois principais CCs identificados, CC17 e CC20.

As estirpes invasivas de SDSE apresentaram resisténcia a eritromicina (30,1%),
tetraciclina (16,1%), clindamicina (8,2%), levofloxacina (3,8%) e aminoglicosideos
(3,2%). A maioria das estirpes resistentes a eritromicina apresentava um fenétipo iMLSg
conferido pelo gene ermA e estava associada as estirpes do CC17 (p<0,001). Observou-
se uma reducdo da taxa de resisténcia a tetraciclina ao longo do tempo (p=0,01), a qual

foi maioritariamente conferida pelo gene tetM e associada a CC15 (p<0,001),

A analise genomica das estirpes de SDSE demonstrou uma diversidade genética
consideravel das estirpes causadoras de infe¢do invasiva em Portugal, em que um ndmero
limitado de linhagens clonais altamente prevalentes na populagdo se destacam.
Diferencas na distribuicdo de genes associados a viruléncia e nos reguladores desses
genes foram detetados entre linhagens clonais. Entre as principais linhagens clonais
identificadas, algumas apresentavam resisténcias expressivas aos antimicrobianos,

justificando a sua monitorizagéo futura.

Palavras-chave: Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis; infecdo invasiva;
sequenciacdo de alto débito; tipagem; antimicrobianos.




ABSTRACT

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE) is a species of beta-haemolytic
streptococci belonging to Lancefield groups C or G of increasing importance as a human
pathogen, especially in elderly patients and in those with comorbidities. SDSE is the
etiologic agent of various skin and soft tissue infections, pharyngo-tonsillitis and invasive
infections, such as bacteraemia, necrotizing fasciitis or streptococcal toxic shock

syndrome.

The aim of the current study was to define the main clonal lineages of SDSE causing
invasive infections in Portugal, and to identify the factors that may influence the
prevalence and virulence of those lineages. For this purpose, a collection of 316 SDSE
invasive isolates from human infections, isolated between 2011 and 2017 in Portugal,
were characterized by phenotypic — Lancefield group determination and antimicrobial
susceptibility testing - and genotypic — emm typing and high-throughput sequencing —
methods. The latter was used to determine “multilocus sequence type” (MLST) and “core

genome” (cgMLST) allelic profiles, virulence factors and resistance determinants.

Invasive SDSE infections in Portugal affected mostly elderly (average of 69.5 years)
male (58.2%) patients. Most isolates belonged to Lancefield group G (n=226, 71.5%),
followed by groups C 89 (n=89, 28.2%) and L (n=1, 0.3%). emm typing and MLST
showed a high genetic diversity of the population, with 25 emm types and 76 sequence
types (STs) defined by MLST being found. STs were grouped into 16 clonal complexes
(CCs), of which CC17 (n =101, 32.0%), CC20 (n =78, 24.7%) and CC29 (n =56, 17.7%)
were the most frequent. While clonal complexes CC17 and CC29 included Lancefield
group G isolates of several emm types, CC20 only included group C isolates, mostly with
emm type stG62647, the most frequent (26.6%) of the study. Analysis by cgMLST
confirmed these three CCs as the three main clonal lineages among SDSE causing

invasive infections in Portugal.

The search for genes associated with virulence in the SDSE genomes showed that
emm, fbp54, hasC, gapC genes and SLS operon were present in all isolates, while almost
all possessed Imb, ska, slo and nga genes. speG gene was the only among pyrogenic
exotoxin genes to be detected, being present in 177 (56.0%) isolates and showed a clonal




Abstract

distribution. Among the regulatory systems identified, covRS and fasCAX were present in
all strains, while sil had a variable presence, being absent from CC17 and CC20, the two
main CCs identified.

Invasive SDSE isolates showed resistance to erythromycin (30.1%), tetracycline
(16.1%), clindamycin (8.2%), levofloxacin (3.8%) and aminoglycosides (3.2%). Most
isolates resistant to erythromycin had an iMLSB phenotype, conferred by an ermA gene,
and were associated with CC17 (p <0.001). Resistance to tetracycline, mostly conferred
by the tetM gene and associated with CC15 (p<0,001), decreased over time (p=0,01).

Genomic analysis of SDSE isolates highlighted the considerable genetic diversity of
the isolates causing invasive infection in Portugal. Nevertheless, a limited number of
highly prevalent clonal lineages in the population were found. Clonal lineages showed
differences in the distribution of virulence associated genes and in the regulators of these
genes. Relevant resistance to antimicrobials was found among the main clonal lineages

identified, justifying their future monitoring.

Keywords: Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis; invasive infection; high

throughput sequencing; typing; antimicrobials.
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1. INTRODUCAO

1.1 Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE)

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE) é uma bactéria que pertence ao
grupo dos estreptococos beta-hemoliticos dos grupos C e G de Lancefield formadores de
colonias grandes (EGCG) (1-3). Este grupo inclui vérias espécies com diversos
hospedeiros animais, das quais SDSE € a mais frequentemente isolada do Homem (4).
SDSE ¢ filogeneticamente préximo de Streptococcus pyogenes (grupo A de Lancefield)
(5-8) e, em conjunto com este e com Streptococcus agalactiae (grupo B de Lancefield),
é uma das espécies de estreptococos beta-hemoliticos causadoras de maior nimero de

infecdes humanas (4).

Apesar de se encontrar desde ha muito identificado como importante agente de infecdo
em animais, SDSE foi, durante muitos anos, considerado um microrganismo de baixa
patogenicidade para 0 Homem, sendo descrito neste Gltimo como parte da microbiota
comensal (9,10). No entanto, a partir dos anos 80 do século XX, foi notado um aumento
da incidéncia das infecfes humanas causadas por esta bactéria, o que levou ao seu
reconhecimento como agente patogénico emergente no Homem (3,9-11) e a necessidade

de uma clarificacdo da sua taxonomia.

As estirpes incluidas atualmente na espécie Streptococcus dysgalactiae foram, durante
muito tempo, divididas em pelo menos cinco grupos, com base nas suas diferentes
carateristicas fenotipicas (grupo de Lancefield, padrdo de hemdlise e varios testes
bioquimicos) e nos hospedeiros a partir dos quais eram isoladas (3,12-14). Em 1996,
Vandamme et al., baseando-se em testes fisiologicos e “whole-cell protein analysis”,
sugeriu pela primeira vez a divisdo desta espécie em duas subespécies, equisimilis e
dysgalactiae, a primeira incluindo as estirpes isoladas de humanos e a segunda as estirpes
isoladas de animais (13). No entanto, dois anos mais tarde, um estudo baseado na
hibridacdo ADN-ADN e “multilocus enzyme electrophoresis” (MLEE), conduzido por
Vieira et al. (14), propds algumas modificagOes a esta diviséo, separando as estirpes em

funcdo da hemolise e ndo do hospedeiro (Tabela 1).
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Tabela 1: Nomenclatura das estirpes atualmente incluidas no taxon S. dysgalactiae.

Divisdes taxonomicas Carateristicas das estirpes

Estreptococos do grupo C de Lancefield,
alfa-hemoliticos ou ndo hemoliticos,
isolados de bovinos (S. dysgalactiae*)

Estreptococos do grupo C de Lancefield,

beta-hemoliticos, isolados de porcos (S.

equisimilis*)

Estreptococos do grupo L de Lancefield,
Grupos reconhecidos inicialmente (3)  beta-hemoliticos, isolados de varios

animais (porcos, cdes e gado) e,

raramente, de humanos

Estreptococos do grupo C de Lancefield,
beta-hemoliticos, isolados de humanos (S.
equisimilis*)

Estreptococos do grupo G de Lancefield,
beta-hemoliticos, isolados de humanos

S. dysgalactiae subsp. equisimilis subsp.
nov.: estreptococos dos grupos C e G de
Lancefield, beta-hemoliticos, formadores

de colénias grandes, isolados de humanos
Divisdo de Vandamme et al. (13)
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae subsp.

nov.. estreptococos dos grupos C e L de
Lancefield, hemolise variavel, formadores
de coldnias grandes, isolados de animais

S. dysgalactiae  subsp. equisimilis:
estreptococos  beta-hemoliticos  dos
grupos C, G e L formadores de coldnias

grandes, isolados de humanos e animais
Divisdo de Vieira et al. (14)
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae:

estreptococos alfa-hemoliticos ou néo
hemoliticos do grupo C, formadores de
colonias grandes, isolados de animais

*Nome da espécie pelo qual eram referidas as estirpes pertencentes ao grupo indicado. Adaptado de (3).
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Atualmente, a divisdo proposta por Vieira et al. é a mais frequentemente utilizada. No
entanto, a classificacdo de algumas estirpes de origem animal permanece dubia,
conguanto as suas caracteristicas genotipicas foram alvo de um limitado numero de

estudos e os resultados obtidos nem sempre congruentes (5,15,16).

1.2 Caracteristicas morfologicas e identificacdo laboratorial

SDSE, a semelhanca das outras espécies que compdem o género Streptococcus, €
composto por cocos (células esféricas ou ovoides) de Gram-positivo normalmente
dispostos em pares ou cadeias (1,2). SDSE é uma bactéria aerdbia facultativa, catalase-
negativa e possui necessidades nutricionais complexas, exigindo o uso de meios

enriquecidos com sangue ou soro para o seu isolamento laboratorial (1,2).

A identificacdo é, primariamente, feita com base na observacao do crescimento das
estirpes em placas de agar suplementadas com sangue e na determinacdo do grupo de
Lancefield (4). Estirpes humanas de SDSE possuem, maioritariamente, os antigénios dos
grupos C e G de Lancefield e formam coldnias grandes (didmetro maior do que 0,5mm)
—0 que as distingue de estreptococos que podem possuir os mesmos grupos de Lancefield,
mas que formam coldnias pequenas (grupo “anginosus” ou “milleri””) — rodeadas por
uma ampla zona de beta-hemolise ap6s 24h de incubacdo (1-3,17) (Figura 1).
Raramente, podem apresentar outro padrdo de hemolise ou possuir os grupos de
Lancefield A ou L (1-3,17,18).

Figura 1: Morfologia das colonias e padrdo de hemolise.

Estirpe de SDSE beta-hemolitica e formadora de colénias grandes (>0,5mm) ap6s crescimento durante 24
horas a 35 °C em placas de agar suplementadas com sangue.
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O uso dos padrdes de hemdlise para classificar os estreptococos remonta ao inicio do
século XX, quando Schottmiiller, em 1903, utilizou meios enriquecidos com sangue para
diferenciar as estirpes beta-hemoliticas das ndo beta-hemoliticas (18,19). As espécies
estreptococicas apresentam beta-hemdlise quando as coldnias, ap6s crescimento em meio
solido contendo sangue, ficam rodeadas por um halo translicido, correspondente a uma
zona de lise total dos eritrécitos (hemolise) (19) (Figura 1). Outros padrdes de hemdlise
sdo a alfa-hemolise, uma hemdlise parcial que ocorre devido a uma redugdo da
hemoglobina nos eritrocitos que origina um halo esverdeado, e a gama-hemdlise que

corresponde a auséncia de hemdlise (19).

A classificacdo de Lancefield refere-se ao esquema desenvolvido, em 1933, por
Rebecca Lancefield, que dividia os estreptococos beta-hemoliticos em grupos, por meio
de uma reacdo de precipitacdo (1,20). Esta técnica serolégica tem por base a detecdo de
antigénios especificos existentes na parede celular dos estreptococos, resultantes da
variabilidade do carbohidrato C, uma substéncia solUvel de natureza polissacaridea
(1,20).

A caraterizacdo com base na hemolise, tamanho das colonias e grupo de Lancefield, é
insuficiente para obter a identificacdo da espécie, devido a sobreposicdo de carateristicas
entre espécies que podem causar infecdo em humanos (4,18). Embora menos frequentes
como agentes de infecdo neste hospedeiro, estirpes de Streptococcus canis e
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus podem ser confundidas com SDSE, pois
possuem o antigénio G e C de Lancefield, respetivamente (2,18). A distingcdo pode ser
feita com base em testes biogquimicos (18,21), incluindo o recurso a “kits” comerciais e
sistemas automatizados — apesar de nem sempre fornecerem uma classificacdo correta
(3,22).

Outros métodos tém sido aplicados, entre 0s quais se destaca “matrix-assisted laser
desorption ionization—time of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS), que alia
rapidez e baixo custo (21,23-25). Esta tecnologia, baseada na composi¢éo proteica das
células microbianas, especificamente proteinas ribossomais, tem tido uma aplicacéo
exponencial nos ultimos anos (23,25). A utilizagdo de MALDI-TOF MS permite a
identificacdo das principais espécies de EGCG (23,26), apesar de estarem descritas
dificuldades na diferenciacdo de S. dysgalactiae, S. pyogenes e S. canis (24) e a
identificacdo de S. dysgalactiae sO ser habitualmente possivel a nivel da espécie
(21,23,26).
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A utilizacdo de métodos genotipicos para a identificacio de SDSE encontra-se
igualmente descrita na literatura, embora a sua utilizagdo para este fim ndo seja pratica
corrente em laboratérios que facam diagnostico clinico. Varios estudos reportaram
métodos baseados na amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e/ou
sequenciacdo de genes especificos, focando-se na distingdo de S. pyogenes e SDSE
(27,28). Os métodos de sequencia¢do do ADN, principalmente tendo como alvo o gene
16S rRNA — gene altamente conservado dentro de uma espécie e entre espécies do mesmo
género — tornaram-se 0 método padrdo para a identificacdo das bactérias ao nivel da
espeécie (3,22,29,30). A sequenciacdo do gene do 16S rRNA permite a distin¢cdo de SDSE
de outras espécies beta-hemoliticas, mas a discriminacdo a nivel da subespécie de S.
dysgalactiae nem sempre é possivel (31). Para este fim, ha a necessidade de se aplicar
esquemas de sequenciacdo multilocus, que utilizam multiplos genes, dado que a

informacdo obtida a partir de genes individuais nem sempre é congruente (5).

1.3 Reservatorios de SDSE e origem da infecdo

Em humanos, SDSE pode ser encontrado como parte da microbiota, colonizando a
pele e as mucosas dos tratos respiratorio superior, gastrointestinal e genitourinario
feminino (3,32,33).

Estudos que determinaram a presenca assintomatica de EGCG na faringe revelaram
taxas de colonizacdo que variam com a regido geogréafica (34,35). Apesar de em muitos
destes estudos ndo realizarem a identificacdo da espécie de EGCG, as taxas destes estudos
refletirdo maioritariamente a presenca de SDSE, dado que SDSE € a Unica espécie deste
grupo para a qual a colonizagio ¢ reconhecida. Taxas de 10% em criangas da India (35)
e superiores a 20% nas comunidades aborigenes do Norte da Australia (34) foram
reportadas. Ja no Japdo (36) e nos EUA (37,38) as taxas apresentam-se menores, variando
entre 0s 2% e 0s 4%, em criancas e adultos, respetivamente. Um estudo brasileiro mostrou
que a presenca assintomatica de SDSE ocorria maioritariamente em jovens adultos (6,3%)
e que a persisténcia era consideravel (37,5% dos portadores assintomaticos de SDSE ap0s
12 meses) (39). Relativamente a outros locais de colonizagdo, um estudo finlandés obteve
uma taxa de colonizacdo de 2,9% apo0s a realizacdo de exsudados vaginais e retais em
gravidas (40).




1. Introducdo

Assim, o principal reservatorio de SDSE € o hospedeiro humano e a maioria das
infecGes tem, provavelmente, origem enddgena, ocorrendo transmissao pessoa-pessoa
através do contacto direto com secrecdes respiratorias, principalmente aerossoéis, ou com
lesGes na pele infetadas (2,3,22,32). Estdo documentados surtos de faringite por SDSE
com presumivel origem no consumo de alimentos contaminados por portadores desta
bactéria (41). Alguns estudos detetaram a presenca de estirpes de SDSE com
caracteristicas genotipicas idénticas em humanos e animais, incluindo cavalos (15,42) e
cdes (43). Embora estas observagdes sugiram que algumas infe¢cdes humanas possam
ocorrer no contexto de uma zoonose, tal devera corresponder a uma minoria dos casos de

infecdo por SDSE.

1.4 Principais infecbes

SDSE é agente etiologico de varias doencas que variam consideravelmente em termos
de gravidade, num espectro de infecdes semelhante ao de S. pyogenes (3,14,44,45). As
infecdes mais comuns estdo associadas aos locais de colonizagdo, sobretudo a pele e 0s
tecidos moles e o trato respiratério superior (3,9,11,32,46,47). Estas infe¢des incluem
celulite, impetigo, erisipela, infecdo de feridas, faringite, endoftalmite e otite media
(3,4,32,48). As infecbes mais graves incluem bacteriemia, pneumonia, meningite,
osteomielite, artrite séptica, endocardite, fasceite necrotizante, sindrome do choque
toxico estreptococico (“streptococccal toxic shock syndrome” - STSS), entre outras

(9,10,17,44,49-51).

SDSE é um reconhecido agente de faringo-amigdalite em jovens adultos (3,37,52,53).
A infecdo em criangas € menos comum e alguns estudos ndo conseguiram estabelecer
uma associacéo estatisticamente significativa entre a presenca de SDSE na orofaringe e a
presenca de sintomatologia (4,35,36,38). Surtos epidémicos de faringite causados por

SDSE afetam ndo sé adultos, mas também criancas (3,38).

As infeces invasivas (isto €, isolamento de SDSE de um local normalmente esteril,
como o sangue, o liquido cefalorraquidiano, o liquido pleural, entre outros) causadas por
SDSE, com ocorréncia de bacteriemia, tém sido largamente, e cada vez mais, reportadas

em todo o mundo (3,4,17,33,44,54-56). A origem mais frequente sdo os locais de
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colonizacdo e as infecdes locais (3,32). Na maioria dos casos, existe uma disrupcdo da
barreira cutanea que proporciona a invasao do microrganismo (47,50), sendo as infegdes
na pele e tecidos moles (3,47,49,50,57), especialmente a celulite (22,47,49,58,59), mais
vezes associadas a ocorréncia de bacteriemia. A ocorréncia de bacteriemia primaria, ou
seja, sem fonte de infecdo conhecida €, por vezes, descrita (49,58,60,61) e casos de
recorréncia foram verificados por alguns autores (49,59). O primeiro caso de STSS
causado por SDSE foi descrito em 1996 (62) e desde entdo varios tém sido os estudos que
descrevem SDSE como causador deste sindrome, com elevadas taxas de mortalidade
(30,44,63). SDSE foi também implicado no desenvolvimento de sindromes nao
supurativos tipicamente causados por S. pyogenes, como a febre reumatica aguda ou a
glomerulonefrite, embora ndo exista ainda uma ligacao clara (7,35,64,65).

1.5 Carateristicas clinicas e epidemioldgicas das infe¢cdes por SDSE

A prevaléncia das infecBes causadas por SDSE tem aumentado nos Ultimos anos, de
acordo com estudos conduzidos em diferentes locais do mundo (17,55). Nalgumas
regides, a prevaléncia das infecGes por SDSE € ja comparavel a prevaléncia das infecdes
por S. pyogenes e S. agalactiae (4,55), habitualmente considerados os principais
estreptococos beta-hemoliticos causadores de infecdes no Homem (4). Alguns estudos
indicam que SDSE ¢€ isolado mais frequentemente que estas duas espécies (34,35,66).
Estudos do Canada (67) e EUA (4) tém reportado taxas de incidéncia de infecGes
invasivas de 2,24 casos e 3,2 casos/100.000 habitantes, respetivamente, mas a Finlandia
(47) e a Noruega (68) tém reportado taxas mais elevadas, de 4,3 casos/100.000 habitantes

e 6,3 casos/100.000 habitantes, respetivamente.

A maioria das infecdes por SDSE sd@o adquiridas na comunidade (45,50,66). No
entanto, alguns estudos reportam até um terco das infe¢cbes como estando associadas a
cuidados de saude (4,11,22,69). As infecOes invasivas por SDSE sdo mais frequentes em
doentes idosos (49,66,69), existindo uma estreita relacdo entre aumento da idade e risco
de desenvolver doenca invasiva (56,67) e as taxas de infecdo sdo maiores em homens do
que em mulheres (49,58,67,68). A maioria dos doentes que desenvolve infecdo invasiva
tem, pelo menos, uma comorbidade (4,32,60,66,70), entre as quais se incluem diabetes

mellitus, doenca oncoldgica, doencgas cardiovasculares, imunossupressdo, doencas dos
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0sso0s e articulagdes, alcoolismo com desenvolvimento de cirrose, uso de drogas ilicitas,
doenca renal, hipertensdo ou outras condi¢des que comprometam a integridade da pele
(11,22,32,45,50,58,59,61,70). Aliado ao aumento das taxas de incidéncia tém sido
reportadas taxas de mortalidade e morbidade elevadas (4), com taxas de mortalidade que
variam desde 9% a 25% (11,22,66,68) e taxas de sequela entre 5,3% (17) e 25% (45).
Assim, a idade (3,60), bem como as condic¢des subjacentes (3,11), sdo consideradas
fatores de risco e é previsivel que a mortalidade aumente com o aumento da idade e a

presenca de doencas subjacentes (11).

Embora a idade e a presenca de comorbidades sejam considerados fatores de risco
para as infegdes invasivas por SDSE, as alteracBes imunoldgicas associadas a idade tém
sido propostas como o fator major (14,50,56). A doenca invasiva ocorre pois a
degeneracdo da barreira cutanea — barreira fisica a infecdo — permite a invasdo de agentes
colonizadores da pele, como SDSE e, como as defesas do hospedeiro estéo
comprometidas, o sistema imunitario torna-se incapaz de controlar a infegdo local (50).
Logo, SDSE é considerado um agente patogénico oportunista, associado a senescéncia

do sistema imunitario (50).

1.6 Suscetibilidade a antimicrobianos e tratamento das infecdes

As estirpes de SDSE séo suscetiveis aos antimicrobianos habitualmente usados no
tratamento de infecBes por outros estreptococos beta-hemoliticos (9,71). O antibidtico de
primeira escolha para o tratamento de infecGes por SDSE é a penicilina, pois, a
semelhanca de S. pyogenes, a generalidade das estirpes de SDSE continuam a apresentar
suscetibilidade aos beta-lactamicos (3,9,11). No passado, foram reportados casos de
tolerancia a penicilina — definida como uma concentragdo bactericida minima (CBM),
pelo menos 32 vezes superior & concentracdo inibitéria minima (CIM) — mas o impacto
clinico desta observacdo permanece desconhecido (71-74). Em 2016, na Dinamarca, foi
descrito o primeiro caso de resisténcia a penicilina em SDSE (CIM=0,5 mg/L) (74). Este
estudo descreveu o isolamento de quatro estirpes que possuiam alteragcdes nas proteinas
de ligacéo a penicilina (“penicillin binding proteins”, PBPs), nomeadamente na PBP2x,

PBP1la e PBP1b, resultando presumivelmente numa reducéo da afinidade para os beta-
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lactdmicos (74). As estirpes eram epidemiologicamente relacionadas e a andlise

genotipica das mesmas mostrou que pertenciam a um unico clone (74).

A combinacdo de um beta-lactamico com um aminoglicosideo € uma hipotese no
tratamento de infe¢bes invasivas graves por SDSE, pois tém efeito sinérgico
(3,9,11,32,73). Em doentes com STSS, fasceite necrotizante ou formas graves de celulite,
a administracdo de penicilina em conjunto com a clindamicina (uma lincosamida) é
também uma hipotese (3,32,75). Estas combinacfes parecem ser preferiveis ao aumento
da dose de penicilina, dado que ndo se verificou vantagem terapéutica nesta Ultima
medida (71).

Em doentes com alergia a penicilina e outros beta-lactdmicos, os macrélidos, as
lincosamidas e a vancomicina sédo opcOes terapéuticas alternativas (3,11,75). SDSE
continua a ser uniformemente suscetivel aos glicopéptidos, apesar de, a semelhanca do
caso da penicilina, estirpes de SDSE com tolerancia a vancomicina terem sido descritas
no passado (9,76). SDSE ¢ igualmente suscetivel a antimicrobianos de outras classes, tais
como a linezolide (uma oxazolidinona) (3,77,78). A nova geracdo de fluoroquinolonas
tem cada vez mais uso, pois tém uma excelente cobertura e as resisténcias sdo menos
frequentes (3). Por outro lado, as tetraciclinas sdo o grupo de antibi6ticos ao qual estdo
reportadas mais resisténcias em estreptococos beta-hemoliticos, o que faz com que nao

sejam habitualmente uma opc¢éo no tratamento (3).

Tendo em conta que as estirpes de SDSE tém diferentes padrdes de suscetibilidade,
podendo apresentar resisténcias a diferentes classes de antibidticos, testes de

suscetibilidade devem ser realizados para determinar a terapéutica apropriada (79,80).

1.7 Resisténcia a antimicrobianos

As estirpes de SDSE séo frequentemente resistentes a tetraciclina (4,44,81) e taxas de
resisténcia expressivas a macrolidos e lincosamidas também tém sido reportadas
(4,44,67,79,82). Estirpes de SDSE resistentes a fluoroguinolonas (4,66,79,83) e com
resisténcia de alto nivel a aminoglicosideos (81) foram igualmente descritas, apesar de

menos frequentes que as anteriores.
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Os macrolidos e lincosamidas, assim como as estreptograminas B, tém o mesmo alvo
na célula bacteriana, atuando pela ligacédo reversivel a subunidade 50S do ribossoma. Esta
ligacdo bloqueia as reacdes de translocagdo e alongamento da cadeia peptidica, inibindo,
assim, a sintese proteica (84-86). A resisténcia a estes antimicrobianos, a semelhanca de
outros estreptococos beta-hemoliticos, € maioritariamente conferida por dois mecanismos
distintos (79,84-86). Por um lado, a presenca de uma metilase, codificada pelos genes
erm, a qual modifica o local de ligagdo no ribossoma e confere resisténcia cruzada as trés
classes de antibidticos, dado que partilham o mesmo local de ligacdo. Os genes ermA,
emrB e, raramente, ermT, foram previamente detetados em SDSE (64,79,82,87,88). Este
mecanismo corresponde ao fendtipo MLSg (resisténcia a macrélidos, lincosamidas e
estreptogramina B), que pode ser induzido (iMLSg) ou constitutivo (cMLSg) (79,84-86).
O outro mecanismo € a presenca de uma bomba de efluxo, codificada pelos genes mef,
que confere resisténcia apenas aos macrolidos e corresponde ao fenétipo M (79,84-86).
SDSE possui os genes mefA ou mefE (64,79,82,88).

Os varios fendtipos de resisténcia a macroélidos e lincosamidas podem ser distinguidos
laboratorialmente através da realizacdo de um antibiograma em que se colocam discos de
eritromicina (macrdélido) e clindamicina (lincosamida) em proximidade (89) (Figura 2).
O fen6tipo cMLSg ocorre quando se observa resisténcia a ambos 0s antimicrobianos
(Figura 2 — A). O fenotipo iIMLSg observa-se quando a resisténcia a clindamicina sé
ocorre na presenca da eritromicina, ou seja, é induzida por esta, resultando numa
deformacéo do halo de inibi¢do da clindamicina na proximidade do disco de eritromicina
(em “D”) (Figura 2 — B). O fendtipo M é definido por resisténcia a eritromicina e halo

de suscetibilidade a clindamicina, sem observacdo de qualquer interacdo (Figura 2 - C).

Figura 2: Fendtipos de resisténcia aos macrdlidos e lincosamidas.

(A) Fendtipo cMLSg; (B) Fendtipo iMLSg; (C) Fendtipo M.
E — Disco de eritromicina; DA — Disco de clindamicina.
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A utilizacdo de macrélidos e lincosamidas no tratamento das infe¢Ges causadas por
SDSE é limitada pelas taxas de resisténcia variaveis que tém sido reportadas em estudos
de vérios paises, tais como 11% no Canada (67), 13% na Austria (78), 23% no Japao (82),
24% na China (79), 26,4% em Franca (44) e 29% nos EUA (4).

As tetraciclinas atuam pela ligacdo reversivel a subunidade 30S do ribossoma, ndo
permitindo a ligacdo do acido ribonucleico de transferéncia (tARN), o que inibe a sintese
proteica (84,90,91). A aquisicdo de genes tet confere resisténcia a esta classe de
antibidticos, tal como acontece em outros cocos de Gram-positivo. Estes genes codificam
bombas de efluxo ou enzimas modificadoras do local de ligacdo no ribossoma, ou seja,
proteinas de protecdo ribossomal que promovem uma alteracdo no local de ligacdo das
tetraciclinas no ribossoma impedindo a ligacdo destas (84,90,91). Os genes tetL (bomba
de efluxo) e os genes tetM, tetO e tetS (enzimas modificadoras do local de ligacdo) foram
previamente detetados em SDSE (44,70,81,92). As tetraciclinas ndo sdo habitualmente
utilizadas no tratamento empirico de infe¢bes por SDSE (3), devido as elevadas taxas de
resisténcia reportadas por diferentes paises, tais como 35% em Franca (44) e 40% na
Argentina (81). A presenca de genes de resisténcia a tetraciclina e aos macrolidos e
lincosamidas nos mesmos elementos genéticos moveis foi descrita em algumas espécies
de Streptococcus (93,94).

As fluoroquinolonas atuam pela ligagdo a ADN girase (composta por duas
subunidades, GyrA e GyrB) e a topoisomerase 1V (composta por duas subunidades, ParC
e ParE), enzimas que sdo essenciais para o enrolamento do ADN bacteriano e para todos
0S processos que requerem esse enrolamento (replicacdo, transcri¢do, entre outros)
(80,83,84). O mecanismo de resisténcia mais comum em bactérias de Gram-positivo € a
alteracdo das enzimas alvo de ligagdo do antibidtico, através de mutagdes nas designadas
regides determinantes da resisténcia as quinolonas (“quinolone resistance-determining
regions” — QRDRs) nas sequéncias de ADN de gyrA e parC (80,83,84). Apesar de terem
sido igualmente detetadas alteracfes de aminoécidos nas subunidades GyrB e ParE, o
papel destas no desenvolvimento de resisténcia ndo se encontra bem estabelecido
(80,83,84). Este mecanismo € o unico que confere resisténcia de alto nivel, mas a
resisténcia também pode ser conferida por bombas de efluxo (80,83,84). Embora estudos
dos EUA (4), da China (79), do Japéo (66) e da maioria da Europa (3) reportem baixas
taxas de resisténcia, rondado os 1% em SDSE (3,4,17,66,79), um estudo de Portugal
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reportou uma taxa de resisténcia de 12% em estirpes isoladas de infe¢Ges invasivas e ndo

invasivas entre os anos de 1998 e 2005 (83).

Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica pela ligacdo reversivel a subunidade
30S do ribossoma (84,95,96). Sdo uma das classes de antibidticos a qual foram reportadas
menor numero de estirpes de SDSE resistentes. Os estreptococos sdo intrinsecamente
resistentes a baixas concentracdes destes antimicrobianos, a semelhanca de Enterococcus
spp., devido a baixa permeabilidade da parede celular, o que limita o transporte através
da membrana citoplasmatica e, consequentemente, a internalizacdo do antibidtico
(81,84,95,96). Resisténcias de alto nivel (definidas como CIM>512 pg/mL para a
gentamicina e CIM>2000 pg/mL para a estreptomicina) sdo pouco comuns em SDSE
(81,84,89,95,97). Os mecanismos que promovem resisténcia de alto nivel aos
aminoglicosideos sdo a modificacdo do alvo de ligacdo e a modificacdo enzimatica do
antibiotico, sendo este Gltimo o mecanismo mais comum que ocorre por enzimas que

modificam o grupo amino ou hidroxilo do antibiotico (84,95,96).

1.8 Fatores de viruléncia

O genoma de SDSE codifica vérias proteinas que podem potencialmente contribuir
para a viruléncia desta bactéria (47,98). Entre estas incluem-se produtos bacterianos que
contribuem para a adesdo aos tecidos do hospedeiro ou para escapar a imunidade do
hospedeiro, toxinas ou protéases, entre outros (3,17,33). Foram igualmente identificados
nos genomas destas bactérias reguladores que controlam a expressao de varios genes de

viruléncia e que atuam durante as varias fases da infecdo (17,33).

Muito do que se sabe atualmente acerca dos fatores de viruléncia de SDSE provém
da pesquisa de genes previamente identificados em S. pyogenes (6,17,32,99). A existéncia
de um ancestral comum entre S. pyogenes e SDSE justifica a sobreposicdo de
propriedades de viruléncia, sendo muitos dos fatores de viruléncia de SDSE semelhantes
aos de S. pyogenes e codificados por genes homdlogos (5-8). Acresce o facto de poder
existir transferéncia genética horizontal entre as duas espécies envolvendo alguns destes
genes (7,100).
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Entre os fatores de viruléncia que SDSE partilha com S. pyogenes, incluem-se a
proteina M, a exotoxina pirogénica SpeG, varias proteinas extracelulares — tais como as
estreptolisinas O e S (“streptolysin O” [SLO] e “streptolysin S [SLS], respetivamente),
a estreptoguinase e a estreptodornase — e proteinas de superficie celular, como a C5a
peptidase (gene scpA) e as proteinas de ligacdo a fibronectina, ao plasminogénio, a
laminina e ao colagénio (por exemplo, produtos dos genes fbp54, Imb, gapC e cbp,
respetivamente) (3,6,17,100-104).

As SLO e SLS sao citolisinas responsaveis pelo fendtipo de beta-hemdlise de SDSE
devido a sua atividade como hemolisinas (105,106). Ambas s&o codificadas em operdes
idénticos aos encontrados nos genomas de S. pyogenes e a atividade destas citolisinas foi
relacionada com a capacidade das estirpes de SDSE causarem infecfes graves da pele e
tecidos moles (105,106). O operdo que inclui o gene da SLO (slo) contém igualmente o
gene nga, que codifica uma NAD(+)-glicohidrolase (NADase) (107). Em S. pyogenes,
cré-se que a SLO forma poros nas membranas das células do hospedeiro, facilitando a
entrada da NADase no citoplasma onde exerce o seu efeito (108). A estreptoquinase (gene
ska) € uma enzima extracelular, semelhante a estreptoquinase A de S. pyogenes, que ativa
o plasminogénio e, apds essa ativacao, exerce uma atividade fibrinolitica (104,109). A
estreptodornase (gene sda) é uma DNAse que, em SDSE, a semelhanca da
estreptodornase D de S. pyogenes, é codificada num fago (103,104). Em S. pyogenes, esta
nuclease provavelmente contribui para a mutacdo de um sistema de regulacdo (covRS)

promovendo assim a conversdo de S. pyogenes num fendtipo mais virulento (103,104).

Duas regides do tipo FCT (para ligacdo da fibronectina, colagénio e antigénio T)
foram identificadas nos genomas de SDSE, as quais codificam estruturas do tipo pili em

S. pyogenes e S. agalactiae (104).

SDSE néo s6 partilha muitos genes de viruléncia com S. pyogenes, mas também possui
homdlogos dos sistemas reguladores, tais como covRS, fasCAX e sil (“streptococcal
invasion locus”) (109-111). Foi descrito que os reguladores covRS e sil exercem um
controlo transcricional negativo da expressdo de fatores de viruléncia e que mutacdes em
genes desses reguladores levam a um aumento da expressdo desses fatores, com
consequente aumento da viruléncia das estirpes (109-112). Enquanto covRS esta presente
em praticamente todas as estirpes de S. pyogenes e SDSE, sil tem uma presenca variavel,
sendo mais comum em SDSE que em S. pyogenes (cerca de 80% e 25%, respetivamente)

(112). Este regulador ¢ composto por seis “open reading frames” (ORFs), silA e silB

13



1. Introducdo

codificam um sistema de dois componentes, silD e silE codificam um transportador e silC
e silCR codificam péptidos associados a viruléncia e competéncia, respetivamente
(111,112). Um estudo noruegués recente descreveu um aumento das infe¢des invasivas
causadas por estirpes SDSE com o grupo C de Lancefield, com o tipo emm stG62647 e
pertencentes ao complexo clonal CC20 (111). O estudo gendmico destas estirpes mostrou
que o gene silB era interrompido pela inser¢do de uma transposase, 151548 (111). Foi
sugerido pelos autores do estudo que a perda de funcionalidade do regulador associada a
esta disrupcao do gene silB poderia contribuir para uma maior viruléncia desta linhagem
de SDSE, apesar de ndo terem sido feitos quaisquer estudos funcionais para comprovar
esta hipdtese (111). Infecbes por este clone na Noruega foram associadas a formas graves
de doenga invasiva, incluindo STSS, infe¢Ges cutaneas necrotizantes e endocardite (111).

Apesar da partilha de um grande nimero de genes, SDSE carece do regulador ropB e
de varios genes que codificam importantes fatores de viruléncia em S. pyogenes. Entre
estes contam-se a maioria dos genes das exotoxinas pirogénicas, ou a protease de cisteina
speB (6,33,103,104,113). Varios estudos indicam igualmente que o operdo hasABC,
necessario para a sintese da capsula de &cido hialurénico em S. pyogenes, ndo é
conservado em SDSE (6,33,103,104).

1.8.1 Proteina M

A proteina M, codificada pelo gene emm (17,32), foi identificada ha mais de 90 anos
em S. pyogenes por Rebecca Lancefield e, mais tarde, definida como sendo um fator de
viruléncia major nesta bactéria, principalmente devido a sua atividade antifagocitica
(3,114,115).

A semelhanca existente entre S. pyogenes e SDSE sugeriu que esta Ultima espécie
também possuisse a proteina M (116). A presenca desta proteina em SDSE e noutras
espécies de EGCG, foi confirmada através de estudos nos quais foi demonstrada reacdo
cruzada com anticorpos policlonais para a proteina M de S. pyogenes e pela sua
capacidade de resistir a fagocitose e de se multiplicar em sangue humano (114,116,117).
Tal como em S. pyogenes, cré-se que a proteina M é um fator de viruléncia chave em
SDSE e, nestas espécies, este fator de viruléncia parece ser funcional e estruturalmente
semelhante (114,118). Estendendo-se desde a superficie celular, a proteina M apresenta-

se como um dimero fibrilar em espiral enrolada alfa-helicoidal e estd ancorada na parede
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celular, estrutura que contribui para a sua multifuncionalidade (115,117,119).
Funcionalmente, a proteina M inibe a opsonofagocitose, interferindo com a ativacao das
vias do complemento na superficie bacteriana, pela ligacdo a proteina reguladora do
complemento (fator H), ao fibrinogénio e a albumina (7,32,115,120,121). Esta molécula
também se liga a outros componentes do hospedeiro, como colagénio e plasminogénio,
para facilitar a adesdo aos tecidos e invasdo do microrganismo (7,121,122). No entanto,

sabe-se que nem todas as variantes da proteina exibem as mesmas fungdes (115).

A sua estrutura basica (Figura 3) inclui um péptido sinal, uma regido N-terminal
hipervariavel e ndo helicoidal, um dominio central e uma regido C-terminal altamente
conservada e ancorada na parede celular (114,115,119,121). A regido hipervariavel é
seguida de um namero de regides de repeticdo (A, B, C e D) com tamanho e composi¢édo
varidveis (114,115,119,121).
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- 400
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- 300 [ E repeat
- 250 I C repeat
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e
'§ | 180 Il D repeat
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I8l carbohydrates | s0 Cell wall
spanning domain

Peptidoglycan | |

Membrane

Figura 3: Esquema da estrutura da proteina M de GAS.

Adaptado de (123).

O elevado grau de polimorfismo da regido N-terminal entre diversas proteinas M
confere a especificidade seroldgica, enquanto a regido C-terminal contém uma sequéncia
que é partilhada entre a maioria dos serotipos, mesmo entre espécies diferentes
(21,100,115,117,118). Apesar da organizacdo geral das proteinas M ser conservada,
existem variagfes de tamanho — dependente do numero e tamanho das repeticbes —
contribuindo para o0 ndo reconhecimento pelos anticorpos do hospedeiro

(115,119,121,122). A presenga de duas classes de proteina M (classe I ou Il) foram
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definidas em S. pyogenes, com base nas variagdes na estrutura de segmentos repetidos na
regido C-terminal conservada (114,115). O dominio conservado de SDSE mostrou ser
estruturalmente semelhante as moléculas de classe | de S. pyogenes (118,119,124).

Foi demonstrado que pode induzir imunidade protetora (adquirida), pois possui
epitopos que levam a producgdo de anticorpos opsonizantes contra serotipos especificos
desta proteina (3,115,117,124,125).

1.8.2 Superantigénios

Em S. pyogenes, as exotoxinas pirogénicas sdo um conjunto de proteinas que podem
atuar como superantigénios, isto é, proteinas que estimulam a proliferacdo de linfécitos
(células T), induzem febre e também aumentam a suscetibilidade a reacdes letais
mediadas por endotoxinas (126,127). Esta estimulacdo de linfocitos ja foi implicada na
patogénese de doencas infeciosas (126,127). A presenca de superantigénios em S.
pyogenes foi associada ao desenvolvimento de STSS em doentes com infecGes por esta
bactéria (128). O crescente nimero de casos descrito de doentes com infegdes invasivas
por SDSE que desenvolvem STSS (17,32,68) sugeriu que esta espécie também possuisse
superantigénios. Além disso, a maioria dos genes que codificam superantigénios
estreptocdcicos estdo associados a bacteridfagos, elementos genéticos moveis que sao
provavelmente o mecanismo primario de transferéncia lateral de genes entre S. pyogenes
e SDSE (119). Apesar de varios estudos terem tentado identificar estes fatores de
viruléncia em SDSE, o unico identificado repetidamente em SDSE foi o gene speG
(104,119,126,127,129,130). No entanto, o gene que codifica este superantigénio ndo esta
localizado num elemento genético mével em S. pyogenes e, portanto, a sua presenca em
SDSE deve-se a presenca de um ancestral comum entre as espécies e ndo devido a
transferéncia horizontal (127,131). Outros destes genes, tais como speA, speC, speH, spel,
sped, speM, ssa e smeZ, foram detetados esporadicamente em estirpes de SDSE isoladas
de doentes sem evidéncia de STSS (3,92,119,129).

A contribuicdo do produto do gene speG — ortélogo do gene speG de S. pyogenes —
na patogénese de infecdes por SDSE em humanos é controversa (104,119,126,127,129-
131). Alguns estudos ndo detetaram qualquer atividade mitogénica em estirpes de SDSE
com este gene (54,78,126,127). O gene speG ndo esta presente em todas as estirpes de

SDSE, com estudos de diferentes regides geograficas a reportar percentagens variaveis
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de estirpes positivas para este gene, desde 43% no Japdo (70), 58% em lIsrael (129), 63%
na Alemanha (130) e 66% na Noruega (119) e no Canadé (98). Uma vez que a presenca
de speG ndo é superior em estirpes de SDSE isoladas de doentes com STSS e outros
superantigénios conhecidos ndo sdo habitualmente detetados, pode sugerir que SDSE

possui outros superantigenios que ainda nao foram identificados (54,77,78,129).

1.9 Métodos de tipagem

A utilizacdo de um método de tipagem tem como objetivo a determinacéao de relacoes
clonais entre diferentes estirpes com base em caracteres fenotipicos ou genotipicos
especificos, permitindo elucidar as fontes e as vias de propagacéo da bactéria, bem como
identificar estirpes ou clones emergentes dentro de uma espécie (132). Além disso, a
informagdo obtida pode ser relevante para a taxonomia, a ecologia e o estudo da
patogénese (132).

Entre os métodos fenotipicos utilizados para caracterizar as estirpes de SDSE
incluem-se a técnica serologica de Lancefield (20), testes bioquimicos (133), a
serotipagem T (134) ou a tipagem de fagos e bacteriocinas (9). Com exce¢do da
classificacdo de Lancefield, estes métodos ndo sdo atualmente utilizados na tipagem das
estirpes de SDSE. Vaérios métodos genotipicos foram aplicados na caracterizacdo
epidemiolédgica de estirpes de SDSE. Estes incluem os baseados na separacao
eletroforética de fragmentos de ADN, como a eletroforese em gel de campo pulsado
(“Pulsed-field gel electrophoresis” — PFGE) (29,135), e os baseados na anélise da
sequéncia de um ou mais genes, como a tipagem do gene emm ou a “multilocus sequence
typing” (MLST), respetivamente (6,136,137). A técnica de PFGE foi, durante muito
tempo, considerada o “gold standard” dos métodos de tipagem, devido, principalmente,
ao seu elevado poder discriminatério (132,135,138,139). No entanto, 0 método mais
utilizado na caraterizacdo epidemioldgica de estirpes de SDSE tem sido a tipagem do
gene emm (3,44,68,99). A introducéo da técnica de MLST (132) e, mais recentemente, da
sequenciacao de alto débito (98,140), ganharam especial relevancia nos Gltimos anos.
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1.9.1 Tipagem do gene emm

A tipagem do gene emm foi inicialmente desenvolvida para caracterizar estirpes de S.
pyogenes, como alternativa genotipica a serotipagem da proteina M (141). Sendo a
proteina M um fator de viruléncia major em S. pyogenes e SDSE, como descrito
anteriormente, a informacdo obtida pela tipagem desta proteina ou do seu gene, tem 0

potencial de fornecer informacdes clinicas e epidemioldgicas relevantes.

O gene emm, a semelhanca do que acontece em S. pyogenes, esta presente em
virtualmente todas as estirpes de SDSE e apresenta polimorfismo substancial na sua
por¢do terminal 5 (118). Assim, a base deste método de tipagem ¢é a amplificacdo por
PCR e subsequente sequenciacdo desta regido do gene, que codifica a por¢do N-terminal
da proteina M, responsavel pela especificidade serolégica (17,99,119). As varia¢des na
sequéncia de nucledtidos da porgdo terminal 5’do gene emm — nomeadamente nos 180pb
correspondentes a 10 coddes do péptido sinal seguidos dos primeiros 50 coddes da
proteina M matura — permitem classificar as sequéncias obtidas de diferentes estirpes em
tipos emm (7,120,125). O “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) fornece
0s protocolos para a tipagem emm e uma base de dados de referéncia para atribuicdo de
uma designacdo de tipo emm para a sequéncia  submetida

(https://www.cdc.gov/streplab/groupa-strep/index.html).

Mais de 90 tipos emm foram anteriormente identificados em SDSE (6,99). Alguns
estudos reportaram associacdes significativas entre certos tipos emm e doenca invasiva

ou ndo invasiva, tal como previamente descrito em S. pyogenes (3,29,88,120).

1.9.2 “Multilocus sequence typing” (MLST)

A MLST, desenvolvida em 1998, analisa a variacdo nas sequéncias de nucle6tidos de
fragmentos internos de genes “housekeeping” que, como codificam proteinas com
funcbes celulares bésicas essenciais, estdo presentes em todas as estirpes de uma

determinada espécie bacteriana (142-144).

As sequéncias nucleotidicas obtidas para cada um dos loci usados num esquema de
MLST séo comparadas com uma base de dados com alelos conhecidos (132,143-145). A
cada sequéncia de cada locus € atribuido um nimero de alelo e a combinag&o dos nimeros

dos varios loci forma o perfil alélico da estirpe, ao qual é atribuido um tipo de sequéncia
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(“sequence type”, ST) (132,143-145). Utilizando algoritmos de agrupamento, como 0
eBURST (144) ou 0 goeBURST (143), € possivel definir as relaces entre varios STs,
baseadas no numero de diferencas do perfil alélico, agrupando-os em complexos clonais
(CCs) (143-145). Para cada CC ¢ identificado um potencial ST fundador, definido como
0 ST que difere apenas num gene em relacdo ao maior numero de STs incluidos nesse CC
(145). O ST fundador corresponde ao genétipo que aumenta de frequéncia na populagéo
e a partir do qual ocorre diversificagdo gradual (por mutagdes ou recombinagao)
(143,144). Estes STs fruto da diversificagdo sdao chamados de “single locus variants”
(SLVs), quando diferem em apenas um dos sete loci em relacdo ao fundador e “double
locus variants” (DLVs), “triple locus variants” (TLVs), quando diferem dois e trés,
respetivamente, e assim sucessivamente (143,144) (Figura 4).

O atual esquema de MLST de SDSE foi estabelecido em 2009 e utiliza sete genes
“housekeeping”: “glucose kinase” (gki), “glutamine transporter protein”(gtr), “glutamate
racemase (murl), “DNA mismatch repair protein” (mutS), “transketolase” (recP),
“xanthine phosphoribosyl transferase” (xpt) e “acetyl-CoA acetyltransferase” (atoB,
também chamado de yqiZ) (136,137). A utilizacdo deste esquema para estudar a estrutura
populacional de SDSE evidenciou a disseminagédo internacional de algumas linhagens
clonais de SDSE, algumas das quais associadas com multiplos tipos emm, e mostrou que
a recombinacéo intra e interespécies envolvendo os genes “housekeeping” ocorre com
frequéncia (6,120,137).
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Figura 4: Exemplo de diagrama utilizando o algoritmo goeBURST.

Relacdes entre 178 estirpes de SDSE isoladas em diferentes regiGes geograficas. STs que pertencem ao
mesmo CC estdo unidos por linhas retas e diferem entre si em apenas um dos setes loci, isto €, sdo SLVs.
O tamanho de cada circulo é proporcional ao nimero de estirpes com esse ST especifico numa escala
logaritmica. Circulos azuis representam estirpes do grupo G, circulos vermelhos estirpes do grupo C e o
circulo verde uma estirpe do grupo L.

Adaptado de (137).
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1.9.3 “Whole genome sequencing” (WGS)

A utilizacdo da WGS, tem sido, cada vez mais, adotada com o surgimento das novas
tecnologias de sequenciacdo de alto débito (140,146,147). Estas tecnologias tém um alto
poder discriminatério, superior ao de outras técnicas de tipagem que sé analisam uma
regido especifica do genoma, permitindo a diferenciacdo entre estirpes geneticamente
muito proximas (140,146-149). Com recurso a diversas ferramentas de bioinformatica
consegue-se obter a partir dos dados de WGS as informacdes de tipagem que tém sido
conseguidas através das técnicas mencionadas anteriormente, como o perfil alélico MLST
ou o tipo emm (150). Além disso, pode-se investigar a presenca de genes especificos de
viruléncia e de resisténcia aos antibidticos e adquirir novos conhecimentos sobre a
transmissdo de doencas (146,147,149-151). Através destas informacles, € possivel
compreender a evolucdo dos microrganismos e estudar as disseminacdes de linhagens
clonais (140,150) e, quando aplicada em tipagem epidemioldgica, a vigilancia e

investigacdo de surtos (148,149).

Com a sequenciacdo de alto débito do genoma é possivel desenhar esquemas de
genoma core MLST (“core genome MLST”, cgMLST), que fornecem uma maior
resolucdo em relacdo ao MLST tradicional (152). A cgMLST tem o mesmo principio da
MLST, mas faz uma comparacdo dos genes do genoma core (isto €, genes que estao
presentes em todas as estirpes dentro de um grupo taxondmico) entre estirpes da mesma
espécie (152,153).

No “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) estdo disponiveis 19
sequéncias completas do genoma de S. dysgalactiae, dos quais 15 pertencem a SDSE
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/823, acedido a 28 de janeiro de 2020).
O primeiro genoma completo de SDSE foi reportado em 2011, pertencente a uma estirpe
do grupo G de Lancefield, causadora de STSS (104).

O genoma de SDSE consiste num cromossoma circular anico de tamanho médio de
2,16398Mb  (2,0764Mb — 2,2699Mb) e contetdo G+C médio de 39,4%
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/ 823, acedido a 28 de janeiro de 2020) (103,104).
Analises das sequéncias completas dos genomas de SDSE mostraram que estes tém uma
sobreposicao de cerca de 90% uns com 0s outros e que parte consideravel da diversidade
observada se deve a presenca de profagos (103). Para além disto, tém uma sobreposicéo

de 61-72% com os genomas de S. pyogenes (17,88,104).
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2. OBJETIVOS

O aumento das infecbes invasivas por SDSE descrito em varios locais do mundo e,
consequentemente, a consciencializacdo do papel patogénico deste microrganismo
reforcaram a importancia da sua detecdo e vigilancia. A aplicacdo de métodos de
sequenciacdo gendmica de alto débito possibilitara uma analise mais detalhada da
diversidade clonal das estirpes de SDSE responsaveis por infecdo invasiva, bem como

dos fatores presentes nos genomas dessas estirpes.
Com este estudo, propde-se:

— Realizar a caracterizagdo gendmica das estirpes de SDSE responsaveis por infecdo

invasiva em Portugal;
— Identificar as linhagens clonais predominantes em infe¢do invasiva no pais;

— Identificar as principais diferencas de conteido genético entre as linhagens clonais
detetadas, com particular énfase nos fatores que possam contribuir para diferencas na sua

prevaléncia, viruléncia e resisténcia a agentes antimicrobianos;

— Comparar as estirpes invasivas de SDSE com as estudadas anteriormente em
Portugal e noutras regides geogréaficas, através dos dados obtidos com outros métodos de

tipagem — tipagem do gene emm e MLST — ja descritos na literatura;
— Analisar a congruéncia entre os diferentes métodos de tipagem;

— Determinar a suscetibilidade das estirpes invasivas de SDSE aos antimicrobianos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estirpes bacterianas

A colecdo utilizada neste estudo incluiu 316 estirpes de SDSE isoladas de infecGes
invasivas no Homem em Portugal. As estirpes de infegcé&o invasiva, definidas no presente
trabalno como o isolamento de uma estirpe de SDSE de um produto bioldgico
habitualmente estéril, foram isoladas a partir do sangue (n=289, 91,5%), liquido sinovial
(n=19, 6,0%), liquido ascitico (n=6, 1,9%), liquido cefalorraquidiano (n=1, 0,3%) e de
bidpsia 6ssea (n=1, 0,3%). As estirpes foram isoladas entre janeiro de 2011 e dezembro
de 2017, com a seguinte distribuicdo anual: 28 em 2011, 35 em 2012, 38 em 2013, 56
em 2014, 54 em 2015, 45 em 2016 e 60 em 2017.

As estirpes foram isoladas e identificadas em 24 laboratorios hospitalares portugueses
(Tabela Al - Anexos) e enviadas ao Instituto de Microbiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Lisboa, onde foi realizada toda a caracterizagao posterior.
Apenas uma estirpe por doente foi incluida no estudo.

3.2 Condicdes de crescimento e morfologia das colonias

As estirpes foram inoculadas em placas de “Tryptone Soya Agar” (TSA) (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) suplementadas com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
(Probiolégica, Lisboa, Portugal) e incubadas a 35 °C em atmosfera ndo controlada. Apds
24 horas de incubacdo, foi observada a morfologia das coldnias para determinacdo do
tamanho (confirmacao visual de diametro superior a 0,5 mm) e do tipo de hemdlise das

mesmas.

Todas as estirpes foram armazenadas a —80 °C em “Tryptic Soy Broth” (TSB)
(bioMérieux, Marcy-1"Etoile, Franga) suplementado com 15% (V/V) de glicerol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), a partir de culturas bacterianas com 24 horas de

crescimento nas condicOes acima descritas.

25



3. Materiais e Métodos

3.3 Classificacdo de Lancefield

O grupo de Lancefield foi determinado usando uma técnica de aglutinacdo com latex
comercial, “Oxoid Streptococcal Grouping” (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Todas as estirpes foram testadas com 0s soros
dos grupos de Lancefield C, G e A. As estirpes para as quais ndo se obteve aglutinagéo
por esta técnica foram testadas com o soro do grupo L (Statens Serum Institut,

Copenhaga, Dinamarca).

3.4 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade das estirpes de SDSE a um conjunto de 12 antimicrobianos foi
testada através do método de Kirby-Bauer (154), de acordo com as normas do “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (CLSI) para os estreptococos beta-hemoliticos (89).
Foram utilizados discos de penicilina, cefotaxima, vancomicina, eritromicina,
clindamicina, tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, estreptomicina, levofloxacina,
linezolide e quinupristina-dalfopristina  (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).
Resumidamente, efetuou-se uma suspensdo de colénias em 0,85% de NaCl com uma
turbidez semelhante a 0,5 McFarland, a qual foi inoculada uniformemente em placas de
Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) suplementadas com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro (Probioldgica, Lisboa, Portugal). Apos colocagdo dos discos, as
placas foram incubadas a 35 °C em atmosfera enriquecida com 5% de CO., durante 18 a
24 horas.

Os fenotipos de resisténcia aos macrélidos foram identificados colocando os discos de
eritromicina e clindamicina em proximidade, como indicado nas normas do CLSI (89).
Para as estirpes nas quais foi detetada resisténcia intermédia a eritromicina pelo método
de difusdo com disco, determinou-se a CIM por Etest® (bioMérieux, Marcy-1’Etoile,
Franca). A detecdo de resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos (gentamicina e
estreptomicina) foi realizada de acordo com as recomendacbes do CLSI para
Enterococcus spp. (89), devido a inexisténcia de normas especificas para a detecdo nos

estreptococos. As estirpes de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 e Enterococcus
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faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controlos na realizacdo dos antibiogramas
(89).

3.5 Tipagem do gene emm

A tipagem do gene emm foi feita com base nos protocolos disponibilizados pelo CDC
(https://www.cdc.gov/streplab/groupa-strep/emm-typing-protocol.html) para a extracao

de ADN, amplificacédo por PCR e sequenciacdo de um fragmento do gene emm.

Apesar da realizacdo da sequenciacdo de alto débito as 316 estirpes e posterior
definicdo do tipo emm a partir do genoma, fez-se a tipagem do gene emm pois,
inicialmente, ndo iria ser realizada a sequenciacdo de alto débito a todas as estirpes,
servindo os resultados desta tipagem para selecionar as estipes para a sequenciagéo.

A extracdo do ADN foi realizada a partir de uma cultura em placa com 24 horas de
incubacgéo. Cerca de metade de uma ansa de 10 pL com coldnias foi ressuspendida em
300 pL de NaCl 0,85% (m/V) e aquecida a 70 °C durante 15 minutos. Apds centrifugacao
a 14000 rpm durante dois minutos e remocao do liquido sobrenadante, o depdsito de
células foi ressuspendido em 50 pL tampao TE (10 mM Tris [Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA], 1 mM EDTA [Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA], pH 7),
contendo 0,6 unidades/uL. de mutanolisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e
1,2 pg/uLl de hialuronidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Esta suspenséo
foi colocada a incubar a 37 °C durante 30 minutos e no final aquecida a 100 °C durante
10 minutos. Os lisados celulares preparados deste modo foram armazenados a —20 °C até
a realizacdo da PCR.

A PCR consistiu, resumidamente, na adicdo de 1,5 ul do lisado celular preparado a
mistura de PCR contendo 1U polimerase ADN “GoTaq G2 Flexi” (Promega, Madison,
WI, United States), 1X “Green GoTaq Flexi Buffer” (Promega, Madison, WI, United
States), 1,5 mM MgCl, (Promega, Madison, WI, United States), 200 mM
desoxirribonucleotideos fosfatados (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United
States) e 0,4 mM “primers” (emml: 5° — TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA -3’ ¢
emm2: 5 — GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT — 3’), num volume final de 50 pL. As

condigdes da reacdo para amplificagdo foram as seguintes: 94 °C durante um minuto,
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seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 15 segundos, 46,5 °C durante 30 segundos e 72 °C
durante um minuto e 15 segundos (com um incremento de 10 segundos no tempo de
extensdo em cada um dos Ultimos 19 ciclos) e um periodo de extenséo final a 72 °C
durante 10 minutos. A reacdo foi efetuada num termociclador Biometra T gradient
(Goettingen, Alemanha). Um volume de 5 uL do produto da reagdo foi utilizado para
resolucéo por eletroforese em gel de agarose (Bio-Rad, Miunchen, Alemanha) a 1% (m/V)
em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Bio-Rad, Minchen, Alemanha). As condigdes
de separagdo foram 120V durante 90 minutos. Foi utilizado “1 Kb plus” (Invitrogen,
Carlsbad, California) como marcador de peso molecular. Apés confirmacéo da presenca
de um unico fragmento com o tamanho apropriado, os produtos de amplificacdo foram
purificados utilizando o “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche, Manheim,

Alemanha) e enviados para sequenciacao, de acordo com o protocolo.

Um tipo emm para cada estirpe foi atribuido apds a submissao das sequéncias a base
de dados do CDC (https://www.cdc.gov/streplab/groupa-strep/emm-background.html).

3.6 Sequenciacao gendémica de alto débito

3.6.1 Preparacdo do ADN genomico

A extracdo do ADN gendmico das 316 estirpes foi realizada usando o “kit” de extracao
“Invitrogen Purelink Genomic DNA” (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante, com pequenas
modificagdes.

Uma suspensdo bacteriana foi obtida por inoculacdo de uma colénia em 5 mL de meio
liquido “Todd-Hewitt Broth™ (Becton Dickinson, Nova Jérsia, EUA) e incubagéo a 35 °C
durante a noite. Um volume de 1 mL desta suspensdo foi centrifugado a 15000 rpm
durante cinco minutos e o sobrenadante removido. Ao tampdo de lise com lisozima,
adicionou-se 75 U de mutanolisa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e, apds o
tratamento com proteinase K (20mg/mL), procedeu-se a adicdo de 400 ug de RNAse

(disponibilizada no “kit””) com uma incubagdo de 1 minuto a temperatura ambiente.
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A integridade do ADN foi verificada pela utilizagdo de 5 ul do DNA eluido para
resolucéo por eletroforese em gel de 1% (m/V) de agarose (Bio-Rad, Hercules, Califérnia,
EUA) em tampdo TBE 0,5X (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA). Foi utilizado “1 Kb
plus” (Invitrogen, Carlsbad, California) como marcador de peso molecular. A pureza do
ADN foi avaliada pela medicdo, num espetrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), das razdes de absorvancia 260/280 nm e
260/230 nm. A concentracio do ADN foi determinada usando o “kit Invitrogen Qubit™
dsDNA HS” (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). Por fim, a
concentracdo de ADN das amostras foi acertada a 10 ng/uL através da diluicdo em Tris-
HCI 10 mM pH8 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

3.6.2 Sequenciagdo, montagem e anotacao dos genomas

A sequenciacdo completa do genoma foi realizada no Instituto Gulbenkian de Ciéncia
— Genomics Unit (Oeiras, Portugal) e a analise bioinformatica foi realizada pelo grupo de
bioinformética do Instituto de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Lisboa.

As bibliotecas de sequenciacdo de alto débito foram preparadas usando o “kit
Nextera® XT DNA Library Prep paired-end”, o “kit Index v2” (Illumina®©, San Diego,
Califérnia, EUA) e sequenciadas no sistema Illumina NextSeg® 500 (Illumina®) usando
0 “kit NextSeq® 500/550 Mid-Output” (versao 2) (300 ciclos). A avaliacédo e controlo da
qualidade e subsequente montagem de novo das “reads paired-end” obtidas foi utilizada
a pipeline INNUCca (https://github.com/B-UMMI/INNUca). A pipeline INNUCca (verséo
3.1) foi corrida usando a imagem  Docker “ummidock/innuca:3.1”
(https://hub.docker.com/r/lummidock/innuca/), fornecendo como “input” sequéncias de
adaptadores Nextera XT para remogéo de adaptadores e um tamanho de genoma previsto
de 2,1 Mb. Nesta pipeline, a qualidade das “reads” € avaliada com a feramenta FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e, posteriormente,
processada com o Trimmomatic (155). A montagem de novo das “reads” processadas em
genomas rascunho € obtida com o SPAdes (156) e, posteriormente, polida com o Pilon
(157).

Os genomas rascunho polidos foram anotados com a pipeline Prokka v1.12 (158)

usando a imagem Docker “ummidock/prokka:1.12”
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(https://hub.docker.com/r/ummidock/prokka/). As ferramentas SignalP (versdo 4.1)
(159), usado para identificar o péptido sinal nos CDS, e RNAmmer (versao 1.2) (160),
usado para identificar ARN ribossomal, foram externamente fornecidos & imagem
Docker. O Prokka foi corrido usando uma base de dados de género criada com genomas
completos de SDSE, usando 0S seguintes parametros:
--addgenes --usegenus --rfam --rnammer --gram pos --increment 10 --mincontiglen 1 --

gcode 11 -- kingdom Bacteria --genus Streptococcus --species dysgalactiae.

3.6.3 Analise gene-por-gene e relacdes genéticas entre as estirpes

A relagdo genética das 316 estirpes foi determinada com base no esquema de MLST
disponivel para S. dysgalactiae (https://pubmist.org/sdysgalactiae/). Para obter o perfil
alélico (genes gki, gtr, murl, mutS, recP, xpt e atoB) e o ST correspondente a partir do
genoma rascunho de cada estirpe, usou-se o mist (https://github.com/tseemann/mist)
presente na pipeline INNUca. Os novos alelos ou perfis identificados foram submetidos
a base de dados da PUbMLST para atribuicdo de um numero. Para defini¢do dos CCs,
usou-se o algoritmo goeBURST implementado no PHYLOViZ (161), incluindo na
analise os perfis alélicos de todas as estirpes de S. dysgalactiae presentes na base de dados
a 1 de dezembro de 2019 (https://pubmlst.org/sdysgalactiae/). Os CCs foram definidos ao
nivel SLV.

A analise gene-por-gene dos genomas rascunho das 316 estirpes invasivas de SDSE
foi realizada usando o chewBBACA (162). Um esquema de cgMLST foi criado
utilizando as 316 estirpes invasivas de Portugal , 122 estirpes de infecdo invasiva descritas
num estudo canadiano (98) e 18 estirpes de infecdo invasiva isoladas na Noruega (111).
Com a mesma ferramenta, foi obtido um perfil alélico para cada estirpe com base em
1481 genes presentes em todas as 456 estirpes incluidas neste esquema. Este perfil foi
utilizado para determinar a relacdo genética das 316 estirpes isoladas em Portugal, validar
as particdes obtidas na analise por MLST convencional e comparar com as estirpes
invasivas isoladas noutros locais geograficos que foram alvo de estudo gendmico. Para
avaliar as relacGes genéticas entre estirpes, foi usada uma abordagem baseada em rede,
usando uma extensdo do algoritmo goeBURST (goeBURST full MST) que gera uma

arvore de extensdo minima, implementada no PHYLOViZ online (163,164).
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3.6.4 Determinantes de resisténcia e fatores de viruléncia

Utilizaram-se os dados da sequenciacdo gendmica de alto débito para a determinacéo
de fatores de viruléncia atraves da base de dados Virulence Factors Database (VFDB)
(165). Adicionalmente, foram pesquisados manualmente, através do algoritmo BLAST
no Geneious (versdo 8.1.9), os genes de fatores de viruléncia operdo da SLS, gapC, gfbA,

e sistemas reguladores sil, covRS e fasCAX.

Os genes de resisténcia a antimicrobianos, macrdélidos e lincosamidas, tetraciclina e
aminoglicosideos, foram obtidos das bases de dados ARG-ANNOT (166), ResFinder
(167) e Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (168). Com o objetivo
de definir as mutacbes presentes nas estirpes de SDSE resistentes e intermédias a
levofloxacina, as sequéncias correspondentes as QRDRs nos genes gyrA e parC, destas
estirpes foram extraidas dos genomas e comparadas com as sequéncias de estirpes de
SDSE resistentes as fluoroquinolonas previamente descritas (83). As sequéncias foram
traduzidas nas respetivas proteinas e alinhadas pelo algoritmo MUSCLE presente no

Geneious (verséo 8.1.9).

3.7 Analise estatistica

A diversidade da populacdo foi avaliada através do célculo do indice de diversidade
de Simpson (“Simpson’s index of diversity” — SID) e respetivos intervalos de confianca
de 95% (IC95%) (http://www.comparingpartitions.info). Este indice expressa a
probabilidade de duas estirpes selecionadas aleatoriamente da populagéo pertencerem a
dois grupos diferentes e pode ser utilizado como uma medida do poder discriminatorio
dos métodos de tipagem (169). O valor do SID varia de zero a um, sendo que quanto

maior for maior é a diversidade da populacéo.

O coeficiente ajustado de Wallace (“Adjusted Wallace” — AW) e respetivos 1C95%
foram calculados para comparar a congruéncia entre dois métodos de tipagem
(http://www.comparingpartitions.info). Este coeficiente compara as parti¢des obtidas por
dois métodos de tipagem, indicando a probabilidade dos resultados de um método de
tipagem poderem ser previstos por outro (170). O valor do AW varia de zero a um, sendo

a congruéncia dos dois métodos mais alta quanto mais o valor de AW se aproxima de um.
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Calcularam-se as odds ratio (OR), de modo a determinar associagdes entre variaveis,
e os p-value obtidos foram corrigidos usando a taxa de descoberta de falsos positivos
(FDR) para testes maltiplos. Estes foram determinados usando as bibliotecas “Epitools”
e “multtest” da linguagem “R”. O teste Cochran-Armitage foi usado para avaliar
tendéncias entre duas variaveis. Valores de OR e respetivos 1C95% maiores que um e p-
value<0,05 mesmo ap6s a correcdo FDR foram considerados estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Carateristicas das estirpes e dos doentes

As 316 estirpes invasivas de SDSE caracterizadas neste estudo representaram 25,2%
do total de estirpes de SDSE isoladas durante este periodo de 7 anos (n=1256), tendo-se
observado um aumento da proporgdo de estirpes invasivas isoladas durante o periodo do
estudo (p=0,001) (Figura 5).
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Figura 5: Distribuicéo das estirpes de SDSE isoladas de infec¢do invasiva ao longo do
periodo de estudo (2011-2017).

Total: nimero total de estirpes (invasivas e ndo invasivas) em cada ano.
n: nimero de estirpes.

A média de idades dos doentes a partir dos quais as estirpes de SDSE foram isoladas
foi de 69,5 anos, tendo variado entre os 5 dias e 0s 100 anos. Com a exce¢do de dois
doentes, de 5 dias e 3 meses de idade, todos eram adultos a partir dos 33 anos e 90,5%
(n=286) tinham idade igual ou superior a 50 anos. As estirpes foram recolhidas
maioritariamente de doentes do sexo masculino, 58,2% das estirpes (n=184).

Todas as estirpes incluidas neste estudo formavam coldnias >0,5 mm apds 24 horas de
crescimento e o padrdo de hemolise foi, para 99,7% das estirpes (n=315) beta-hemolise,
apos esse periodo de incubacdo. Uma Unica estirpe apresentou alfa-hemdlise apds 24
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horas de crescimento, tendo sido observado beta-hemolise apenas ap0s incubacao
prolongada até as 48 horas. Quanto ao grupo de Lancefield, 226 estirpes (71,5%)
pertenciam ao grupo G, 89 (28,2%) ao grupo C e uma (0,3%) ao grupo L.

4.2 Tipagem do gene emm

A tipagem do gene emm das 316 estirpes invasivas resultou em 25 tipos emm diferentes
e duas estirpes ndo tipaveis (SID=0,886; 1C95%: 0,865-0,907) (Figura 6). Os 10 tipos
emm mais frequentes (>10 estirpes) incluiam quase 90% das estirpes, sendo o tipo emm
stG62647 0 mais comum, estando presente em cerca de um quarto das estirpes (n=84,
26,6%). A maioria das estirpes com este tipo emm pertencia ao grupo C de Lancefield

(n=76; 90,5%), totalizando 85,4% das estirpes com grupo C.
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Figura 6: Distribuicéo de tipos emm e grupos de Lancefield das 316 estirpes invasivas
de SDSE isoladas em Portugal (2011-2017).

NT — ndo tipavel

Seis dos 25 tipos emm identificados estavam associados a estirpes com diferentes
grupos de Lancefield (AW=0,661; 1C95%: 0,499-0,824). Apesar de se ter observado
algumas oscilagdes dos diferentes tipos emm ao longo do tempo, a maioria dos tipos emm
mais frequentes foram detetados em todos 0s anos do estudo. As estirpes do tipo emm
stG62647 foram as mais frequentes em todos os anos do estudo. O tipo emm stG2078,
apesar de ser apenas o sexto mais frequente globalmente, igualou o tipo emm stG62647
no ano de 2012 (ambos com 20% das estirpes) e o tipo emm stG10, que em 2011
representava quase 15% das estirpes isoladas, decresceu em prevaléncia ao longo do
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tempo (p=0,004), ndo sendo detetadas estirpes com este tipo emm nos ultimos dois anos

(Figura 7).
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Figura 7: Distribuicéo de tipos emm ao longo do periodo de estudo (2011-2017).

Outros inclui tipos de emm com menos de cinco estirpes (stC5345, stC1400, stG4222, stG4831, stG840,
stG5420, stGL265, stC839, stG25, stC6979, stL1376, stG2574 e ndo tipaveis).

4.3 “Multilocus sequence typing” (MLST)

A caraterizagdo molecular das 316 estirpes por MLST revelou 76 STs diferentes
(SID=0,877; 1C95%: 0,852-0,901) agrupados em 16 CCs e oito “singletons” (SID=0,802;
Cl95%: 0,778-0,826) (Figura 8). Aproximadamente 75% das estirpes estavam incluidas
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em trés CCs principais (>10% estirpes), CC17 (n=101, 32,0%), CC20 (n=78, 24,7%) e
C29 (n=56, 17,7%).

N&o houve diferencas significativas na diversidade da populacdo em termos de ST/CC
ao longo do periodo de estudo e a maioria dos principais STs e CCs foram detetados ao
longo dos varios anos de estudo (Figura 8). O complexo clonal CC17, que incluia apenas

7% das estirpes isoladas em 2011, foi o mais frequente no Gltimo ano do estudo (41,7%).
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Figura 8: Distribuicdo dos principais CCs ao longo do periodo de estudo (2011-2017).

Outros inclui CCs com menos de 10 estirpes (CC273, CC128, CC44, CC82, CC248, CC138, CC34,
CC75, CC34, CC63 e oito “singletons™).

Cada um dos 76 STs identificados incluia apenas estirpes de um Unico grupo de
Lancefield (AW=1,000; 1C95%: 1,000-1,000). Apesar de trés dos 16 CCs englobarem
estirpes com grupos de Lancefield distintos (AW=0,964; 1C95%: 0,943-0,985), ndo foi
detetada nenhuma estirpe de grupo de Lancefield diferente ligada ao nivel de SLV entre

as 316 analisadas (Figura 9).
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Figura 9: Diagrama goeBURST das relagdes entre as 316 estirpes invasivas de SDSE com diferentes grupos de Lancefield.
Os CCs foram definidos com base na analise goeBURST usando todos os STs disponiveis na base de dados a 1 de dezembro de 2019 (https://pubmlst.org/sdysgalactiae/).
O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de estirpes com o respetivo ST, huma escala logaritmica.

STs unidos por uma linha sdo SLVs. STS pertencentes ao mesmo CC estdo circundados pela linha tracejada.
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Tabela 2: Distribuicéo de tipos emm pelos CC definidos por MLST.

. cc CC17 CC20 CC29 CC15 CC129 CC273 CCl128 CC44 CC82 Outrost To.tal
Tipoem (n° de estirpes [%0])

stG62647 8 76 84 (26,6)
StG6 2 1 23 4 3 33 (10,4)
stC74a 15 13 1 29 (9,2)
StG485 11 12 1 28 (8,9)
stG643 18 23 (7,3)
stG2078 21 22 (7,0)
stG245 10 2 3 16 (5,1)
stG480 9 1 14 (4,4)
StG652 1 7 1 13 (4,1)
StG6792 1 11 (3,5)
Outros? 7 1 5 11 7 43 (13,6)

Total

101 (32,0) 78(24,7) 56(17,7) 26(8,2) 3(0,9) 2(06) 14 (44) 316 (100,0)

(n° de estirpes [%])

QOutros inclui seis CCs (CCs 3, 34, 63, 75, 138 e 248) com uma Unica estirpe identificada no conjunto das 316 estirpes analisadas e oito estirpes pertencentes a STs “singletons”.
2Qutros inclui 15 tipos de emm com menos de 10 estirpes (stG166b, stG10, stG11, stC5345, stC1400, stG4222, stG4831, stG840, stG5420, stGL265, stC839, stG25, stC6979, stL1376,
stG2574 e as duas estirpes ndo tipaveis).
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A analise por goeBURST incluindo ndo so as estirpes invasivas de Portugal, mas
também todas as estirpes de S. dysgalactiae presentes na base de dados
(https://pubmist.org/sdysgalactiae/) — para definicdo dos CCs — mostrou que duas das
316 estirpes, com ST249 (grupo L de Lancefield) e ST483 (grupo C de Lancefield)
agruparam juntamente com estirpes isoladas de animais presentes na base de dados num
grupo distinto do que incluia a vasta maioria das estirpes isoladas de humanos, sugerindo
que estas estdo mais relacionadas com as estirpes animais do que com as estirpes humanas

(Figura A1 — Anexos).

4.4 Correlagao entre tipo emm, STs e CCs

A maioria dos STs e CCs mais frequentes incluiam estirpes de diferentes tipos emm,
pelo que tanto o ST como o CC revelaram uma baixa capacidade de prever o tipo emm
de uma estirpe (AWSsr—tipo emm=0,448; 1C95%: 0,408-0,487 ¢ AWcc—iipo emm=0,288;
IC95%: 0,259-0,318) (Tabela 2 e Figura 10). As estirpes pertencentes aos complexos
clonais CC17 (SID=0,874; 1C95%: 0,851-0,897) e CC15 (SID=0,858; 1C95%: 0,792-
0,925) foram as que apresentaram a maior diversidade de tipos emm, em linha com a
variedade de tipos emm associados ao ST fundador deste CC (12 tipos emm nas estirpes
ST17 e sete tipos emm nas estirpes ST15, respetivamente). Pelo contrério, as estirpes
pertencentes aos complexos clonais CC20 (SID=0,051; 1C95%: 0,000-0,120) e CC129
(SID=0,200; 1C95%: 0,000-0,504) apresentaram a mais baixa diversidade de tipos emm,
dado que, no caso do CC20, apenas duas das 73 estirpes nao tinham o tipo emm stG62647

e, no caso do CC129, apenas uma das 10 estirpes ndo apresentava o tipo emm stG6792.

Todos os principais tipos emm identificados neste estudo foram detetados em estirpes
com STs de diferentes CCs (AW!ipo emm—st=0,487; 1C95%: 0,395-0,579 € AWhipo emm—cc
=0,551; 1C95%: 0,454-0,648). Os tipos emm stG6 e stG652 foram 0s encontrados em
maior numero de CCs diferentes (seis CCs cada, SID=0,506; 1C95%: 0,307-0,704 e
SID=0,718; 1C95%: 0,475-0,961, respetivamente), enquanto os tipos emm stG62647,
stG643 e stG2078 foram, dentro dos principais aqueles associados com menor nimero de
CCs (dois CCs cada, SID=0,174; 1C95%: 0,071-0,278 , SID=0,356; 1C95%: 0,161-0,550
e SID=0,091; 1C95%: 0,000-0,252, respetivamente).
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A linhagem clonal CC20/stG62647 (n=76), incluia 0 maior nimero de estirpes de um
determinado CC com 0 mesmo tipo emm, sendo que a maioria das estirpes apresentavam
0 mesmo ST (ST20). Todas as estirpes stG62647 pertencentes a CC20 apresentavam 0
grupo C de Lancefield, enquanto as estirpes deste tipo emm com o grupo G de Lancefield
agruparam num CC distinto (CC17) (Figura 10). Os tipos emm mais prevalentes estavam
associados aos quatro CCs principais, CC20, CC17, CC29 e CC15, com excecéo do tipo
emm stG6792 associado maioritariamente ao CC129 (Tabela 2).
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Figura 10: Diagrama goeBURST das relacOes entre as 316 estirpes invasivas de SDSE com diferentes tipos emm.

Os CCs foram definidos com base na analise goeBURST usando todos os STs disponiveis na base de dados a 1 de dezembro de 2019 (https://pubmlst.org/sdysgalactiae/).
O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de estirpes com o respetivo ST, numa escala logaritmica.
Quando um ST tem diferentes tipos emm o nimero de estirpes que possui 0 mesmo emm é proporcional a respetiva cor.
STs unidos por uma linha sdo SLVs. STS pertencentes ao mesmo CC estao circundados pela linha tracejada.
Outros inclui 15 tipos de emm com menos de 10 estirpes (stG166b, stG10, stG11, stC5345, stC1400, stG4222, stG4831, stG840, stG5420, stGL265, stC839, stG25, stC6979, stL1376, stG2574

e as duas estirpes ndo tipaveis).

Tipo emm

B stG62647
stG6

P stC74a
M stG485
B stG643
B stG2078
B stG245
B stG480
[ stG652
B stG6792
I Outros
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4.5 cgMLST

A relagdo entre as estirpes invasivas foi avaliada com base num esquema cgMLST
contendo 1481 genes. A separacdo das estirpes na arvore de extensdo minima gerada
revelou boa concordancia geral com os CCs definidos por MLST convencional, com raras
excecdes (Figura 11). Trés estipes pertencentes ao complexo clonal CC15, com os STs
66, 121 e 501, ndo agruparam juntamente com as restantes estirpes deste CC, ndo obstante
serem DLVs (STs 66 e 501) e TLVs (ST121) de ST15 (Figura 11). De igual modo, a
analise por cgMLST néo deu suporte a inclusdo das duas estirpes com STs 114 e 449 no
complexo clonal CC82, dado que, apesar de geneticamente distantes, ambas
apresentavam menos diferencas para uma estirpe do CC273 do que entre si mesmas
(Figura 11 e Tabela 3). Além destes casos, foi possivel identificar um namero limitado
de estirpes dentro dos CCs definidos por MLST com uma distancia muito superior ao dos
restantes membros do CC (Figura 11 e Tabela 3). A analise do cgMLST permitiu detetar
a proximidade genética entre alguns CCs e “singletons” ndo evidenciados pela anélise
MLST, como foi o caso de uma estirpe com ST509 que apresentava apenas 33 diferencas
de uma estirpe pertencente ao CC17 (Figura 11 e Tabela A2 - Anexos). A distancia
média entre as estirpes incluidas no CC20 foi baixa, em consonancia com a uniformidade

em termos de tipo emm e a baixa diversidade de STs incluidos neste complexo clonal

(Tabela 3).
Tabela 3: Diferencas alélicas por cgMLST.
cC NUmero Media Maior Menor Menor diferenca
de estirpes  diferencas diferenca diferenca para outro CC

CC17 101 223,2 771 4 948*1
CC20 78 89,3 259 2 748*%2
CC29 56 703,2 1134 5 253
CC15 26 387,5 1169 18 748

CC8 14 255,5 482 7 1093
CC129 10 239,4 889 50 943
CC273 8 677,0 957 227 796
CC128 4 258,8 311 136 259*3
CC44 3 540,0 749 124 980*4
CC82 2 901,0 901 901 796

*1Diferenca menor para um “singleton” (33).
*2Diferenca menor para um “singleton” (668).
*3A (inica ligagdo € a um “singleton”.
*4Diferenca menor para um “singleton” (812).
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As estirpes potencialmente de origem animal identificadas pela analise por MLST,
com 0s STs 249 e 483, apresentaram 0 maior nimero de diferencas para as restantes
estirpes. A estirpe do grupo L (ST249) tinha alelos diferentes em 1477 dos 1481 loci
incluidos no esquema (99,7%) para a estirpe de origem humana mais proxima (CC17,
ST17) e diferia da estirpe ST483 em 1415 loci.

A arvore de extensdo minima construida incluindo 122 estirpes de infecdo invasiva
isoladas no Canada (98) e 18 estirpes stG62647 isoladas na Noruega (111), mostrou a
ocorréncia dos mesmos CCs nos diferentes paises e confirmou a proximidade genética
das estirpes CC20 stG62647 do grupo C de Lancefield isoladas nos trés paises
(Figura A2 — Anexos).
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Complexos
Clonais

mCC17
mCC20
CC29
M CC15
M CC8
MW CC129
M CC273
mCC128

?-
"943 :‘f'.‘\ W CC44
Lt

mCC82

:;. Outros

Figura 11: Arvore de extensdo minima das 316 estirpes invasivas isoladas em Portugal
com base no esquema cgMLST.

Representa a distribui¢do dos CCs definidos por MLST.
Outros inclui seis CCs (CCs 3, 34, 63, 75, 138 e 248) com uma Unica estirpe identificada no conjunto das
316 estirpes analisadas e oito estirpes pertencentes a STs “singletons”.
Os numeros indicados nos ramos da arvore indicam a distancia expressa em nimero de diferencas entre
duas estirpes.
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4.6 Fatores de viruléncia

Com os resultados da sequenciacdo de alto débito foi possivel detetar a presenca de

genes que codificam fatores de viruléncia nas 316 estirpes.

Os genes emm, fbp54, hasC, gapC e o operdo da SLS foram detetados em todas as
316 estirpes (Tabela 4). A presenca de um gene emm foi confirmada nas duas estirpes
que eram ndo tipaveis por PCR. A estirpe ST15 ndo tipavel possui um gene emm com
uma sequéncia similar ao das estirpes stG652 do mesmo ST. No entanto, possui uma
delecéo de 7 pb na regido do péptido sinal que coincide com o local de ligacéo de um dos
“primers” utilizado na amplificacdo por PCR, justificando assim a incapacidade de obter
uma amplificacdo por PCR nesta estirpe. Acresce ainda a presenca de uma segunda
delecdo, de 138 pb, que inclui parte da regido utilizada para definir o tipo emm desta
estirpe. Dada a impossibilidade de obter um tipo emm pelo método convencional (PCR)
optou-se por classificar esta estirpe como ndo tipavel. A outra estirpe ndo tipavel, com
ST483 e presumivelmente de origem animal, possui um gene anotado como “proteina
M”, mas os locais de ligacdo dos “primers” ndo sdo conservados e uma pesquisa por

BLAST ndo evidencia semelhancas com os genes detetados nas outras estirpes invasivas.

O operdo da SLS foi detetado em todas as estirpes, incluindo na estirpe que
apresentava um fenotipo de alfa-hemélise apds 24 horas de crescimento. Pesquisou-se
por alteraces no operdo desta estirpe através da comparacao da sequéncia de nucleétidos
com outras estirpes do mesmo ST apresentando beta-hemdlise, mas ndo foram

encontradas diferencas.

Os genes Imb, ska, slo e nga estavam presentes em todas as estirpes, exceto nas duas
presumivelmente de origem animal (Tabela 4). Os genes ghs0628, ghs0630, ghs0631,
gbs0632, scpA, scpB, gfbA, speG e mf3 estavam presentes num numero variavel de
estirpes (Tabela 4). N&o se detetou a presenca de qualquer outro gene de exotoxinas

pirogénicas além do gene speG acima referido.
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Tabela 4: Genes de viruléncia das 316 estirpes.

Gene de Viruléncia
(Produto)

Numero de estirpes (%)

Origem da sequéncia*

fbp54
(proteina de ligacao a 316 (100,0%)
fibronectina)

VFDB

gapC
(gliceraldeido-3-fosfato 316 (100,0%)
desidrogenase)

X97788

hasC

0,
(foforilase glucose UDP) 316 (100,0%)

VFDB

Operdo da SLS

0
(estreptolisina S) 316 (100,0%)

VFDB

Imb
(proteina de superficie de 314 (99,4%)
ligacdo a laminina)

VFDB

nga

0,
(NAD-glicohidrolase) 314 (99,4%)

VFDB

ska
(precursor da 314 (99,4%)
estreptoguinase A)

VFDB

slo
(precursor da 314 (99,4%)
estreptolisina O)

VFDB

gbs0630
(proteina ndo 291 (92,1%)
caraterizada)

VFDB

ghs0631
(proteina nédo 291 (92,1%)
caraterizada)

VFDB

gbs0632
(proteina ndo 291 (92,1%)
caraterizada)

VFDB

scpB
(peptidase C5a 284 (89,9%)
estreptococica)

VFDB

speG
(precursor da exotoxina 177 (56,0%)
G estreptococica)

VFDB

ofbA
(proteina de ligacéo a 150 (47,5%)
fibronectina)

AJ605744

SCPA
(precursor da Cba 48 (15,2%)
peptidase)

VFDB
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mf3

0,
(desoxirribonuclease) 11 (3,5%) VFDB
gbs0628
(proteina ndo 3 (0,9%) VEDB

caraterizada)
* VFDB: “Virulence Factors Database” ; X97788: “Accession number” NCBI.

O gene speG estava presente em todas as estirpes pertencentes aos CC20, CC15, CC8
e CC129, e uniformemente ausente das estirpes do CC17. O gene SscpA estava
significativamente associado aos CCs 17 (p=0,04) e 129 (p<0,001) e o0 gene scpB a CC20
(p<0,001). Os genes ghs0630, ghs0631 e ghs0632 estavam presentes em todas as estirpes
com stG62647 (p=0,001), estando o ultimo associado ao CC17 (p=0,04). O gene mf3

estava estatisticamente associado com o CC129 (p<0,001).

Os sistemas reguladores covRS, fasCAX e sil foram igualmente pesquisados nas 316
estirpes por BLAST. Genes do covRS (“accession number” AY075106) e do fasCAX
(“accession number” AY075107) estavam presentes nas 316 estirpes. O conjunto de
genes do regulador sil, de silA a silE, foi integralmente detetado em apenas 109 estirpes
(34,5%). Em 207 estirpes a analise do genoma ndo permitiu confirmar a presenca ou a
integridade do conjunto de genes que compde este regulador. Destas Gltimas, salientaram-
se 103 estirpes em que nenhum dos genes foi detetado, incluindo a totalidade das 101
estirpes pertencentes ao CC17. Em 77 estirpes, todas pertencentes ao CC20, o gene silB
encontrava-se dividido em dois “contigs”, com tamanho dos fragmentos consentaneo com
a interrup¢do previamente descrita para as estirpes deste CC (111). Uma transposase de
sequéncia idéntica a descrita por Oppegaard et al (111) estava presente no genoma de
todas estas estirpes, em “contigs” em que foi a inica ORF detetada. Em 14 estirpes apenas
um fragmento parcial de silE foi detetado, incluindo todas as estirpes do CC273 e a estirpe
CC20 que, tal como as restantes estirpes deste CC, ndo possuia o regulador completo.
Dez das 56 estirpes CC29 apresentavam o SilE dividido em dois contigs. Em resumo,
estes dados apontam para a inexisténcia de um regulador sil funcional em todas as estirpes
dos CCs 17, 20 e 273.
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4.7 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

As 316 estirpes analisadas neste estudo eram suscetiveis a penicilina, a cefotaxima, a
vancomicina, ao cloranfenicol, a linezolide e a quinupristina-dalfopristina. No total, 134
(42,4%) eram resistentes a, pelo menos, um antibiotico e 17 (5,4%) resistentes a, pelo
menos, trés antibidticos. A suscetibilidade das 316 estirpes aos antimicrobianos testados

encontra-se resumida na Tabela 5.

Tabela 5: Estirpes resistentes e intermédias aos antimicrobianos.

. ) Padrédo de Resisténcia [n° de estirpes (%
Antimicrobiano [ pes (%)]

Resistente Intermédio Suscetivel

Eritromicina 95 (30,1)! 0 (0,0) 221 (69,9)
Tetraciclina 51 (16,1) 21 (6,7) 244 (77,2)
Clindamicina 26 (8,2) 0 (0,0) 290 (91,8)
Levofloxacina 12 (3,8) 3(1,0) 301 (95,3)
Estreptomicina 9(2,9) 0 (0,0) 307 (97,2)
Gentamicina 1(0,3) 0 (0,0) 315 (99,7)

Inclui duas estirpes classificadas como intermédias no teste de difusdo em disco, mas com valores de CIM

determinados por Etest que as classificam como resistentes a eritromicina (4 pg/mL).

A evolucdo das resisténcias aos antimicrobianos ao longo do periodo em estudo esta
ilustrada na Figura 12. Observou-se uma reducdo da taxa de resisténcia a tetraciclina ao
longo do tempo (p=0,01), de 39,3% (n=11) em 2011 para 6,7% (n=4) em 2017. A Unica
estirpe resistente a gentamicina foi recuperada em 2011, ndo tendo sido detetadas estirpes

resistentes a este aminoglicosideo nos anos mais recentes.
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Figura 12: Evolucdo das taxas de resisténcia aos antimicrobianos (2011-2017).

A resisténcia a eritromicina e a clindamicina foi encontrada em 30,1% (n=95) e 8,2%
(n=26) das estirpes, respetivamente. A maioria das estirpes expressou o fenotipo de
resisténcia iMLSg (n=67, 70,5%), conferido pelos genes ermA (n=64), ermT (n=2) e ermB
(n=1). O fenotipo cMSLg foi expresso por 26 estirpes (27,4%), 14 das quais possuiam o
gene ermA (detetado em conjunto com IsaC numa das estirpes) e 12 o gene ermB
(detetado em conjunto com InuD, mef e msrD numa das estirpes). Das duas estirpes que
expressavam o fen6tipo M (2,1%), uma possuia os genes mefA e msrD, enquanto na outra
ndo foi detetado qualquer gene de resisténcia aos macrélidos. A resisténcia a eritromicina
estava associada com CC17 (p<0,001), complexo clonal gque incluia 56% (n=53) das
estirpes resistentes a eritromicina, a maioria (n=46) expressando um fenétipo iMLSg.
Metade das estirpes com o fen6tipo cMLSg pertenciam ao CC17 ou ao CC8, o qual estava

estatisticamente associado a resisténcia a clindamicina (p <0,001).

A resisténcia a tetraciclina foi encontrada em 16,1% das estirpes (n=51) que possuiam
maioritariamente o gene tetM (n=40), seguido dos genes tetO (n=10), tetL (n=4, detetado
concomitantemente com tetM) e tetW (n=1). Entre as estirpes com resisténcia intermédia
a tetraciclina, apenas numa se detetou um destes genes (tetW), enquanto o gene tetM foi
detetado em quatro das estirpes suscetiveis a tetraciclina. A resisténcia a tetraciclina
associou-se significativamente com CC15 (p<0,001), que incluia mais de um tergo (n=22)

de todas as estirpes resistentes a tetraciclina.
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As 12 estirpes (3,8%) resistentes a levofloxacina apresentavam diferentes
substituicdes de aminodcidos nas subunidades GyrA e ParC (Tabela 6), sendo as mais
comuns S81F em GyrA e S79F em ParC. As estirpes com resisténcia intermedia a
levofloxacina (n=3, 1,0%) apresentaram mutacdes apenas em ParC. A resisténcia a

levofloxacina foi encontrada maioritariamente entre estirpes do CC17 (n=8/12, p<0,001).

Tabela 6: Alteragfes nos aminoacidos de GyrA e ParC de estirpes de SDSE resistentes

e intermédias a levofloxacina.

Fenétipo* Substituicdes de aminoacidos na posi¢édo indicada
(n°de
estirpes) GyrA ParC
81 8 142 151 79 80 83 91 140 166
R (4) S81F ST9F N91D P140S
R (2) E81K S79F
R (1) E85G ST9F
R (1) S81F D142N S79F
R (1) S81F D142N E151K  S79F
R (1) S81F D142N D83V
R (1) S81F S79F N91D
R (1) S81Y S80P N91D P140S
1 (1) D83G
I (1) D83G N91D P140S
I (1)

*R=estirpes resistentes; I=estirpes com resisténcia intermédia.

A resisténcia aos aminoglicosideos foi detetada em 10 estirpes (3,2%). Entre as nove
estirpes resistentes a estreptomicina foi detetada a combinacdo dos genes ant6-la,
aph(3”’)-111 e satA4 (n=6), a combinacdo dos genes ant6-la e aph(3’’)-111 (n=1) e 0 gene
ant6-la isoladamente (n=2). O gene aac(6’)-le-aph(2’’)-la foi detetado na Unica estirpe
resistente a gentamicina. Uma estirpe suscetivel a ambos os aminoglicosideos tinha
presente 0 gene aac6-aph2. Seis CCs distintos e um “singleton” estavam representados

nas estirpes resistentes aos aminoglicosideos.
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5. DISCUSSAO

O aumento de casos de infec¢des invasivas por SDSE reportado em diferentes estudos
tem levado a um maior reconhecimento do potencial patogénico desta bactéria para o
hospedeiro humano. Neste trabalho caraterizaram-se as estirpes de SDSE responsaveis
por infecdo invasiva no Homem, em Portugal, durante um periodo de sete anos, entre
2011 e 2017. Durante este periodo foram recolhidas um total de 316 estirpes em varios
hospitais do pais, maioritariamente de amostras de sangue. A caraterizagdo fenotipica das
estirpes incluiu a determinacdo do tipo de hemolise, do grupo de Lancefield e da
suscetibilidade a um conjunto de antimicrobianos. A caraterizacdo genotipica das estirpes
envolveu a tipagem do gene emm e a sequenciacdo dos genomas das 316 estirpes, o0 que
permitiu definir as principais linhagens genéticas e estudar a distribuicdo de fatores de
viruléncia e de determinantes de resisténcia antimicrobiana na populacdo de SDSE

causadora de infecdo invasiva em Portugal.

Um aumento na incidéncia das infe¢des invasivas causadas por SDSE tem sido notado
em diversos paises do Mundo nas décadas mais recentes (54-56). Em linha com estas
observacdes, registou-se um aumento da proporcdo de estirpes de infecdo invasiva
isoladas em Portugal no &mbito deste trabalho durante o periodo de estudo, entre 2011 e
2017. As infe¢Bes invasivas por SDSE no nosso pais atingiram maioritariamente
individuos do sexo masculino (58,2%) com uma média de idade de 69,5 anos, indicando
que a infecdo invasiva em Portugal afeta maioritariamente doentes masculinos idosos.
Estes resultados sdo congruentes com o previamente observado noutros paises, da Europa
(44,54,56,59), Asia (22,61,66) e América do Norte (4,171). Apesar de um maior
reconhecimento do potencial patogénico de SDSE poder contribuir para uma melhor
monitorizacdo das infecBes causadas por esta bactéria e alguns autores sugerirem que o
aumento na incidéncia das infecdes invasivas podera, em parte, advir de um maior nimero
de hemoculturas realizadas aos doentes (47,68,171), 0os motivos para este aumento nédo
sdo claros. As infegdes invasivas por SDSE incidem maioritariamente nos idosos
(49,66,69) e naqueles que apresentam comorbidades (4,32,60,66,70), pelo que a
sobrevivéncia prolongada de individuos com condi¢cbes médicas subjacentes pode
igualmente ser um fator importante (32,47,56,99). Tomando em consideracdo o

envelhecimento das populagdes observados em Portugal e na generalidade dos paises
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mais industrializados, € natural que este aumento reflita uma crescente populacdo de
hospedeiros particularmente suscetiveis a SDSE e que a tendéncia de aumento da
incidéncia destas infecbes se mantenha. Apesar da possivel contribuicdo dos fatores
acima descritos, o aumento das infe¢es por SDSE pode igualmente refletir um aumento
da viruléncia destas bactérias. Neste contexto, o aparecimento e disseminacdo de
linhagens clonais com um potencial patogénico acrescido, mediado pela presenca de
fatores de viruléncia especificos, podera ter um papel importante (32,47,98).

As estirpes de SDSE estudadas pertenciam, maioritariamente, ao grupo G de
Lancefield (72,2%), seguido do grupo C (27,5%) e L (0,3%). Estes resultados sdo
concordantes com os reportados em estudos anteriores, em Portugal (29) e em muitos
outros paises (4,54,55,66,92), que indicam que a maior parte das estirpes de SDSE
isoladas de humanos possuem o grupo G de Lancefield, enquanto as estirpes de SDSE
isoladas de animais apresentam predominantemente os grupos C e L (14). De acordo com
esta observacdo, a caracterizacdo genotipica da Unica estirpe com o grupo L isolada
mostrou uma maior proximidade genética com as estirpes de SDSE isoladas
habitualmente de animais, sugerindo que esta possa ter uma origem zoonética. Durante o
periodo de estudo ndo foram detetadas estirpes de SDSE com o grupo A de Lancefield,
em linha com a presenca rara do carbohidrato especifico deste grupo de Lancefield em
estirpes de SDSE, o qual parece restrito a uma linhagem clonal pouco prevalente em
infecdo humana (172-174).

5.1.Caraterizacdo molecular

A tipagem emm tem sido o método de tipagem mais amplamente utilizado na
caracterizacdo epidemioldgica das estirpes de SDSE (44,59,88,99,119,175). Deste modo,
em muitos estudos anteriores o tipo emm € a Unica informacao genotipica disponivel e o
marcador epidemiolégico mais comummente usado para comparar a prevaléncia de
estirpes e linhagens clonais de SDSE em diferentes estudos. Também em Portugal, este é
0 método de tipagem que permite acompanhar a evolucdo das estirpes invasivas de SDSE

por um periodo mais longo, fruto da sua utilizagdo em estirpes isoladas desde 1998 (176).
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A caraterizacdo das 316 estirpes invasivas isoladas entre 2011 e 2017 mostrou uma
diversidade elevada de tipos emm (SID>0,8), com a presencga de 25 tipos emm distintos e
apenas duas estirpes ndo tipaveis. Os tipos emm mais frequentes foram, na sua
generalidade, idénticos aos principais tipos emm identificados nas estirpes invasivas
isoladas no pais entre os anos 1998 e 2010 (176). No entanto, observaram-se algumas
diferengas entre estes dois periodos que sugerem uma possivel mudanga nalgumas
linhagens clonais circulantes em Portugal, @ imagem do reportado noutras localizagGes

geograficas.

O tipo emm stG62647 destacou-se claramente como o0 mais frequente ao estar presente
em mais de um quarto das estirpes de infecdo invasiva (26,6%). Este tipo emm,
encontrado em somente 3,5% de todas as estirpes de SDSE isoladas em Portugal até 2005
(83), tornou-se no tipo emm mais prevalente no pais a partir do ano 2007 (176). De igual
modo, estudos da Finlandia (59), Noruega (111) e dos EUA (4), que abrangeram a
primeira década dos anos 2000, reportaram uma baixa prevaléncia deste tipo emm entre
estirpes de SDSE isoladas de infecdo invasiva. O surgimento de uma linhagem de SDSE
com o tipo emm stG62647 do grupo C de Lancefield foi reportada num estudo noruegués,
o qual identificou, no periodo entre 2013 e 2015, uma prevaléncia deste tipo emm em
mais de 20% das estirpes, tornando-se no tipo emm predominante entre as estirpes
invasivas de SDSE isoladas naquela regido (111). Em periodo idéntico, este tipo emm foi
identificado como um dos mais frequentes num estudo realizado na Suécia (177),
sugerindo um aparecimento recente e simultaneo de estirpes com este tipo emm nos paises

nérdicos.

O primeiro estudo a descrever a vigilancia epidemioldgica das infecdes por SDSE em
Portugal, abrangendo o periodo entre 1998 e 2004, identificou dois tipos emm, stG2078
e stG10 estatisticamente associados a infe¢do invasiva (29). Embora o tipo emm stG2078
se tenha mantido como um dos mais frequentes entre estirpes de infecdo invasiva, o
presente estudo notou um decréscimo na prevaléncia das estirpes stG10 (p=0,004) até ndo
serem detetadas nos ultimos dois anos. As estipes stG10 isoladas em Portugal estavam
associadas a um unico clone de PFGE (29) e, no presente estudo, foram encontradas
exclusivamente no CC15. Apesar de ndo ser possivel fazer a correspondéncia direta entre
0s resultados obtidos por PFGE e MLST nos dois estudos, a clonalidade das estirpes com

este tipo emm evidenciada pelos dois métodos de tipagem sugere que a nao detecéo de

55



5. Discussao

estirpes stG10 em anos mais recentes se deve a um decréscimo na prevaléncia de uma

linhagem clonal especifica.

Relativamente aos restantes tipos emm mais comuns identificados no nosso estudo,
embora se assemelhem aos reportados como mais frequentes por outros paises, como
EUA (4), Japdo (66), Finlandia (59) ou Franga (44), surgem, normalmente, numa
distribuicéo diferente, que varia com a regido. O stG6 pertence aos trés tipos de emm mais
frequentes em estudos de diversos paises, sendo o mais frequente nos EUA (4) e em
Franca (44). Os tipos emm stC74a, stG485, stG2078, stG245 e stG652 encontram-se
habitualmente entre os mais frequentes, mas surgem em posi¢des muito variaveis entre
estudos. Os tipos emm stG643 e stG480 foram descritos no passado como 0s mais
frequentes num estudo noruegués (68) e finlandés (59), respetivamente. Varios estudos
realizados no Japdo identificaram o tipo emm stG6792 como o mais frequente em infecdo
invasiva no pais (66), situacdo que contrasta com o observado em Portugal e noutros
paises europeus, dado que apenas num estudo, de Franca (44), a presenca deste tipo emm

entre os tipos emm mais frequentes foi notada.

Apesar da grande utilizacdo da tipagem emm na caracterizacdo epidemioldgica das
estirpes de SDSE, foram relatadas algumas limitacdes. Desde logo por ser um alvo fraco
para se obter a informacdo evolutiva, pois sendo um gene que codifica um proteina de
superficie sofre uma grande pressdo seletiva e diversificadora (132). A acrescentar a este
aspeto, foi descrita a ocorréncia de recombinacgdo genética envolvendo este locus (7,120).
Assim, a tipagem epidemioldgica de SDSE deve ser complementada com outros métodos,
como a MLST. A MLST utiliza um esquema de genes “housekeeping” que se consideram
evoluir lentamente, sob pouca pressdo seletiva e diversificadora, permitindo inferir as
relagdes evolutivas dentro da populacdo de SDSE. Esquemas contendo todos 0s genes
“core” presentes numa cole¢dao tém sido aplicados recentemente a esta metodologia,
denominada por cgMLST, aumentando a sua resolucdo (152). Estudos prévios que
utilizaram simultaneamente a tipagem emm e a MLST mostraram uma fraca correlacdo
entre os dois métodos de tipagem, na medida que 0 mesmo tipo emm ocorre em linhagens
diferentes e uma linhagem definida por MLST pode apresentar multiplos tipos emm
(6,136,137). No presente estudo, utilizaram-se os dados obtidos na sequenciagéo de alto
débito para avaliar a diversidade genética e identificar os clones responsaveis por infecao

invasiva, mediante a utilizacdo de esquema de MLST e cgMLST.
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A tipagem das 316 estirpes por MLST resultou em 76 STs diferentes agrupados em 15
CCs e oito singletons, resultando numa elevada diversidade (SID > 0,8) tanto a nivel de
STs como CCs, que se manteve ao longo do estudo e em linha com a diversidade de tipos
emm detetados. No entanto, a grande maioria das estirpes agrupou num numero restrito
de CCs, dado que os seis CCs mais frequentes (CC17, CC20, CC29, CC15,CC8e CC129)
perfizeram mais de 90% das estirpes, o que indica que um numero limitado de linhagens
clonais de SDSE é responsavel pela maioria dos casos de infe¢do invasiva humana em
Portugal. Resultados similares tinham sido obtidos num estudo que comparou estirpes de
trés continentes (137) e num estudo do Jap&o, naquele que foi o estudo que caracterizou

mais estirpes invasivas de SDSE por MLST até a data (6).

O CC mais frequente em Portugal, CC17 (n=101, 32,0%), apesar de incluir apenas
estirpes do grupo G de Lancefield, estava associado a diversos tipos emm (S1D=0,874;
1C95%: 0,851-0,897), dos quais se destacavam stG2078 e stG643. Este CC foi igualmente
identificado como o mais frequente em estirpes invasivas no estudo Japonés acima
referido e num outro do Canadé (6,98). No Japdo, onde CC17 contabilizou mais de 40%
das estirpes invasivas de SDSE isoladas entre 2010 e 2013, as estirpes pertencentes a este
CC apresentavam na sua grande maioria o tipo emm stG6792, (6), enquanto nenhuma das
estirpes isoladas em Portugal tinha este tipo emm. Estas observagdes do mesmo CC
associado com diferentes tipos emm em diferentes regifes geogréaficas explicam as
diferencas observadas entre os dois paises em termos de tipos emm prevalentes em

infecOes invasivas.

O segundo CC mais frequente em Portugal, CC20 (n=78, 24,7%), contrastou com 0s
outros CCs mais frequentes por ser composto por estirpes exclusivamente do grupo C,
maioritariamente do tipo emm stG62647, o mais frequente (26,6%) do estudo. Os estudos
que caracterizaram anteriormente estirpes deste tipo emm por MLST — isoladas na
Noruega (111), Australia (137) e Canadéa (98) — mostraram que as estirpes com este tipo
emm ou pertencem a ST20 ou s&o “singletons” deste ST. Estas observagfes s&o
congruentes com os resultados do presente estudo, em que as estirpes stG62647 com o
grupo C de Lancefield pertencem ao CC20, embora em Portugal se tenha detetado um

numero reduzido de estirpes deste tipo emm com o grupo G de Lancefield noutro CC.

A grande diversidade de tipos emm presentes nas estirpes CC17 e CC15 (e respetivos
STs fundadores) sugere que estas linhagens sofreram diversificacdo consideravel desde a

sua origem na populagéo. Ja a uniformidade de tipo emm exibida pelas estirpes CC20 e 0
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baixo nimero de STs contidos neste CC esta de acordo com a origem recente sugerida
para esta linhagem genética pelo estudo noruegués (111). A analise das estirpes por
cgMLST, com base em 1481 genes, veio comprovar essa uniformidade das estirpes
CC20, na medida em que a distancia media entre as estirpes incluidas neste CC foi

consideravelmente mais baixa que para os restantes CCs.

Os CCs identificados nas estirpes invasivas de SDSE em Portugal diferiram
consideravelmente dos identificados num estudo da China que caracterizou estirpes
invasivas e ndo invasivas (77). De igual modo, CC15 foi o Unico dos mais frequentes em
Portugal com uma representacdo expressiva no estudo conduzido na india que

caracterizou estirpes de SDSE isoladas de casos de infecdo e colonizacdo da faringe (120).

Apesar destas observacfes poderem sugerir diferencas na prevaléncia dos diferentes
clones em colonizacéo, infe¢do ndo invasiva e infecdo invasiva, podem simplesmente ser
reflexo de diferencas epidemioldgicas entre estirpes isoladas em diferentes regides

geograficas.

5.2.Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia e, consequentemente, uma viruléncia aumentada poderéo ter

um papel importante no aumento da incidéncia de infegdes por SDSE (47,98).

Os genes fbp54 e gapC estavam presentes em todas as estirpes. Além disso, a presenca
do gene emm foi confirmada em todas as estirpes analisadas, em linha com estudos
anteriores que apontam para a presenca ubiqua deste gene em estirpes de SDSE isoladas
de humanos (118). Do operdo hasABC, necessario para a sintese da capsula de acido
hialurénico, apenas o hasC foi detetado, o que estd de acordo com a auséncia de capsula
em SDSE (6,33,103,104).

A SLS, codificada pelo gene sagA, é a beta-hemolisina das estirpes SDSE, responsavel
pela atividade beta-hemolitica, idéntica a de S. pyogenes (104,105). Esta exotoxina esta
presente em todas as estirpes SDSE (98,105), como foi verificado neste trabalho. Na
estirpe com fenotipo alfa-hemolitico apds 24 horas de crescimento ndo se observaram
alteracbes no operdo da SLS. A diferenga fenotipica poder-se-4 dever a alteragdes na

expressdo de um ou mais genes presente no operao.
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Os genes Imb, ska, slo e nga estavam presentes na grande maioria das estirpes. Estudos
do Japdo (51,70), China (122,178), Austria (78) e Canada (98) também referem a presenca
destes genes em todas, ou praticamente todas, as estirpes estudadas, sugerindo um
possivel papel na patogénese das infecBes invasivas por SDSE. A observacdo de que
apenas as duas estirpes de origem animal ndo tinham estes genes sugere que estes possam
estar ausentes das estirpes de SDSE habitualmente encontradas nos animais e que sejam
particularmente importantes na capacidade das estirpes de SDSE causarem infe¢des em

humanos.

Por outro lado, os genes ghs0628, gh0630, ghs0631, gbs0632, scpA, scpB, gfbA e mf3
surgem num namero variavel de estirpes. Varios estudos reportam o aparecimento destes
num namero variavel de estirpes, habitualmente em percentagens baixas (40,98,122).
Pelo contrario, a presenca de scpA e scpB foram reportados numa percentagem elevada
das estirpes em estudos da China (77,122,178), Jap&o (51,70), Canada (98), Austria (78)
e Alemanha (40).

O superantigénio speG, presente em 56,0% das estirpes, tem sido descrito em
percentagens variaveis, mas nunca em todas as estirpes, variando de 35% num estudo
proveniente de Italia (88) a 83% reportado pela Noruega (119). A andlise do gene speG
mostrou que este possui uma distribuicdo clonal, estando uniformemente presente em
alguns dos principais CCs. Esta associacdo com diferentes clones podera justificar as
diferentes percentagens reportadas por estudos de diferentes regides geograficas, as quais
se podem dever as linhagens clonais prevalentes nessas regides possuirem ou ndo o gene.
O papel deste superantigénio na patogénese da infecdo por SDSE permanece dubio, visto
que sucessivos estudos tém falhado na detecdo de atividade mitogénica (44,54,119), ndo
estando, possivelmente, associado a infecdo invasiva. As estirpes SDSE ndo possuiam
nenhuma outra exotoxina pirogénica além de speG. Estes resultados sdo coerentes com
estudos de diversos paises que ndo detetaram outros superantigénios em estirpes SDSE
(70,77,88,126,130), apesar de muito esporadicamente terem sido detetadas estirpes com
alguns destes genes (40,178). A nédo detecdo destes genes em estirpes SDSE isoladas de
doentes com STSS pode indicar a existéncia de outros fatores com um papel no

desenvolvimento desta sindrome ou de superantigénios ainda ndo identificados.

Os sistemas reguladores covRS e fasCAX estavam presentes em todas as estirpes. Por
outro lado, a presenca do sistema regulador sil em apenas 34,5% das estirpes ndo é

concordante com estudos que indicam a presenca deste regulador em cerca de 80% das
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estirpes de SDSE (111). Foi anteriormente proposto que a auséncia deste regulador da
maioria dos genomas de S. pyogenes em 0posi¢do com a sua presenca em muitas das
estirpes de SDSE é uma das razfes para uma maior viruléncia de S. pyogenes quando
comparado com SDSE (111,112). Esta € o racional para a sugestdo de que a auséncia de
um silB funcional nas estirpes CC20 possa originar uma maior viruléncia das estirpes
deste CC e ser responsavel pela emergéncia desta linhagem clonal (111). A caraterizacao
gendmica das estirpes invasivas isoladas em Portugal ndo s6 sugeriu que o gene silB se
encontra interrompido em todas as estirpes CC20 analisadas, mas também mostrou que o
regulador sil se encontra completamente ausente de todas as estirpes CC17, o CC mais
prevalente no pais. Embora ainda nao existam estudos funcionais que comprovem que a
auséncia do sil origina maior viruléncia destas estirpes, os dados do presente estudo
mostram que esta é uma carateristica dos principais clones de SDSE responsaveis pela

infecdo invasiva no Homem.

5.3.Suscetibilidade a antimicrobianos

As 316 estirpes deste estudo mostraram-se suscetiveis a penicilina. Em Portugal, a
semelhanca do que acontece noutros paises, a terapéutica de primeira linha para infecdes
por SDSE ¢ a penicilina, pois, a excecdo das descricdes de tolerancia a este antibidtico e
de um Unico caso de resisténcia de baixo nivel, ndo foram reportadas resisténcias
significativas (73,74,179). Apesar de a metodologia utilizada no presente estudo nédo
permitir a detecdo de estirpes com o nivel de resisténcia a penicilina descrita no estudo
dinamarqués (74), o ST de SDSE nas quais foram detetadas as alteracbes nas PBPs nédo

foi detetado.

A semelhanca do que acontece com a penicilina, ainda ndo foram relatadas resisténcias
a cefotaxima, quinupristina-dalfopristina, vancomicina e linezolide em SDSE
(4,44,70,77,79,92,179), 0 que se verificou nas 316 estirpes desta cole¢do. A vancomicina
é frequentemente utilizada em casos de alergia aos beta-lactdmicos, devido a
suscetibilidade uniforme entre estirpes SDSE (3,11,75), tendo sido apenas verificados
casos de tolerancia no passado (9,76). Apesar de ja terem sido reportadas resisténcias ao
cloranfenicol em SDSE no passado (179), todas as estirpes analisadas neste estudo foram

igualmente suscetiveis.
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A ocorréncia de resisténcia a macrolidos e lincosamidas em SDSE é preocupante pois,
a imagem do que sucede com outros estreptococos beta-hemoliticos, sdo as alternativas
recomendadas em casos de doentes com alergia aos beta-lactamicos. Neste estudo, a taxa
de resisténcia a eritromicina foi de 29,4%, semelhante ao descrito em estudos dos EUA
(4), Argentina (92), China (79), Italia (88) e Franca (44), onde as taxas foram sempre
cerca de 20% ou superiores. No entanto, estudos do Canada (67), da Austria (78), do
Brasil (64) e de Israel (99) reportaram taxas ligeiramente inferiores, abaixo dos 20%, e
um da India n&o detetou estirpes resistentes a macrélidos (179). As variacdes geograficas
observadas poder-se-do dever a diferencas de suscetibilidade nas linhagens clonais
presentes nos varios locais, bem como a diferengas no consumo de macrolidos por cada
pais (180). A elevada taxa de resisténcia observada em Portugal sugere que o uso de

macrolidos como terapéutica alternativa deve ser feito com precaucdo e controlo.

O fendtipo de resisténcia a macrdlidos e lincosamidas mais frequente foi o iMLSg
(69,9%), o que difere de varios estudos anteriores. Estudos conduzidos em Franca (44),
na China (77,79) e no Japdo (6) detetaram maioritariamente o fen6tipo cMSLg € um
estudo brasileiro (64) identificou o fen6tipo M, raro no nosso estudo, como 0 mais
frequente. A semelhanca das observacdes em Portugal, o fenétipo iMLSg foi 0 mais
frequente em estudos da Argentina (92) e da Austria (78). O gene que conferiu resisténcia
a maioria das estirpes com fenétipos MLSg, foi 0 ermA (80,65%), resultado congruente
com estudos de Espanha (181), Franca (44), Italia (88), Argentina (92), Brasil (64) e Japédo
(66), onde a maioria ou todas as estirpes possuiam este gene. No entanto, estudos da China
(77,79), Japédo (6,182) referem o gene ermB como 0 mais frequente. O gene ermT,
responsavel pela resisténcia em apenas duas estirpes, aparece como pouco comum
também noutros estudos, como na Italia (88). Uma estirpe com fenétipo M tinha o gene
mefA, semelhante ao descrito em estudos do Japéo (6,66,70), China (79) e Argentina (92).
A presenca de genes de resisténcia aos macrolidos em estirpes ndo resistentes ja foi
reportada por outros estudos, que verificaram os genes ermA (183), ermC (183-185) e

mefA (186) em estirpes de cocos de Gram-positivo suscetiveis e intermédias.

As tetraciclinas sdo a classe de antibidticos a qual tém sido relatadas as maiores taxas
de resisténcia e, por isso, ja ndo sdo uma opcao de tratamento para infe¢cGes por SDSE.
Em Portugal observou-se uma reducdo da taxa de resisténcia a este antimicrobiano ao
longo dos anos de estudo. A taxa de resisténcia encontrada nesta colecdo de estirpes
(16,1%,) foi inferior a reportada pela maioria dos paises, como Franga (44), Italia (88),
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Austria (78), Argentina (92), Brasil (64), Israel (99) e China (77), cujas taxas reportadas
foram variaram entre 25 e 60%. Apenas um estudo da India (179) descreveu taxas de
resisténcias baixas, 7,55%. A diferenca na taxa de resisténcia é coerente com o menor
consumo de tetraciclinas em Portugal em relacdo aos outros paises da Europa (180).
Ainda assim, a tendéncia decrescente observada ndo é coincidente com nenhuma

diminuicdo no consumo de tetraciclinas em Portugal durante o periodo do estudo (180).

O gene que mais frequentemente conferiu resisténcia a tetraciclina foi o tetM (66,7%),
seguido do tetO (19,6%). Este cenario € idéntico ao reportado ao observado em Franca
(44), Italia (88) e Argentina (92). O gene tetL surgiu num numero diminuto de estirpes
que também possuiam o gene tetM, situacao previamente descrita em estudos que também
detetaram tetL isoladamente (44). O gene tetW apenas foi detetado numa estirpe
resistente, ndo sendo um achado comum em SDSE. Os genes tetW e tetM foram
encontrados em estirpes intermédias e suscetiveis, respetivamente. A presenca dos genes
tetM, tetO, tetS e tetK em estirpes de cocos de Gram-positivo ndo resistentes ja foi notada

por Varios autores (185-189).

Na maioria dos estudos que reportam taxas de resisténcia as fluoroquinolonas esta é
inferior a 5%, nos EUA (4), China (79) e Japdo (6). Neste estudo, a taxa de resisténcia a
levofloxacina foi de 4,1%, que € idéntica as taxas descritas por outros paises. Ainda assim,
em Portugal, em 2010, foi reportada uma taxa de resisténcia bastante superior, de 12,1%
(83). O aumento da resisténcia neste periodo podera estar associado ao aumento do uso
de fluoroquinolonas, ou seja, as diferengas no consumo poder&o ser o fator major para as
diferencas observadas (83), tanto entre paises como entre os dois periodos de estudo em
Portugal. Assim, a diminuicdo da taxa de resisténcia podera dever-se a uma diminuicao
no consumo de fluoroquinolonas, pois Portugal era o pais europeu onde esta classe de
antibidticos era mais utilizada (83,190,191) e esta utilizacdo tem vindo a diminuir ao
longo dos anos, ja ndo estando Portugal entre os paises europeus onde 0 consumo é maior
(180,192).

A aquisicdo de uma mutagdo em apenas uma das enzimas de ligacdo das
fluoroquinolonas normalmente ndo confere resisténcia significativa, sendo as estirpes
suscetiveis ou intermédias (80,84). As mutagdes nas subunidades gyrA e parC, dos alvos
de ligacdo ADN girase e topoisomerase IV sdo necessarias e suficientes para conferir
resisténcia (6,80,84). Mutag6es nas outras subunidades (gyrB e parE) sdo menos comuns

(80,84). Neste estudo, todas as estirpes resistentes possuiam substituicbes de aminoacidos
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em gyrA e parC e as estirpes intermédias apenas em parC. Substituicdes na posicdo 81
da gyrA e 79 da parC séo as mais importantes e frequentes para a aquisi¢édo de resisténcia
a levofloxacina, como ja tinha sido reportado anteriormente (83). Algumas modificaces,
nas posicoes 151 e 80 da gyrA e parC, respetivamente, ainda ndo tinham sido descritas
em SDSE, bem como uma substituicdo para um aminoacido diferente na posicdo 85 da
gyrA e 83 da parC. Certas mutacOes encontradas ja foram previamente identificadas como
ndo associadas a resisténcia, como € o0 caso das substituicdes nas posicdes 91 e 140 da
parC (83).

Os aminoglicosideos, embora possam ser utilizados em combinac¢éo com a penicilina
para o tratamento de infecOes invasivas graves (3,9,11,32,73), raramente sdo utilizados
em estudos epidemiologicos. Apesar de SDSE ser intrinsecamente resistente aos
aminoglicosideos, as resisténcias de alto nivel sdo pouco comuns (81,84,89,95-97). No
presente estudo, as taxas de resisténcia de alto nivel foram de 0,3% e 2,9%, a gentamicina
e estreptomicina, respetivamente. Um estudo argentino reportou uma estirpe com
resisténcia de alto nivel (81). As baixas taxas de resisténcia reportadas estdo de acordo
com a pouca utilizacdo dos aminoglicosideos, estando Portugal entre os paises da Europa
em que menos se utilizam e que mostra uma tendéncia decrescente no consumo desta

classe de antimicrobianos (180).

Neste estudo observou-se uma alta resisténcia a varios antimicrobianos, e algumas
estirpes apresentaram multirresisténcia (n=17, 5,4%). As resisténcias, embora tenham
sido encontradas em varias linhagens, estavam associadas a alguns clones. A resisténcia
a eritromicina e clindamicina encontravam-se associadas aos CC17 e CCS8,
respetivamente, e a resisténcia a tetraciclina e levofloxacina ao CC15 e CC17,
respetivamente. As resisténcias aos aminoglicosideos ndo se mostraram relacionadas
significativamente com nenhum CC. Uma anélise mais aprofundada da informacéo
gendémica permitird a identificacdo dos elementos genéticos mdveis associados a

resisténcia.
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6. CONCLUSAO

SDSE é um microrganismo emergente e com cada vez mais importancia como agente
patogénico humano, responsavel por um largo espetro de manifestacdes clinicas, desde
infecdes moderadas e a infe¢Oes invasivas graves. O aumento da incidéncia de infecGes
invasivas e 0 escasso conhecimento da epidemiologia e mecanismo de infecdo refor¢cam
a importancia de estudos epidemioldgicos para o estabelecimento de um cenério global e

para avaliar tendéncias.

Neste trabalho caraterizou-se fenotipicamente e genotipicamente uma colecédo de 316
estirpes de SDSE responséaveis por infecdo invasiva no Homem em Portugal, nos anos de
2011 a 2017, com o objetivo principal de definir as linhagens predominantes e as

carateristicas e fatores que contribuem para a maior viruléncia e prevaléncia dessas.

A utilizacdo da sequenciacdo de alto débito permitiu elucidar a diversidade genética
das estirpes. A comparacdo entre os resultados obtidos pelos diferentes métodos de
tipagem mostrou uma baixa congruéncia entre o tipo emm e os resultados obtidos por
MLST, mostrando que os resultados obtidos pela tipagem do gene emm sdo um pobre
indicador da proximidade genética das estirpes. A analise por cgMLST sustentou a
existéncia dos CCs definidos por MLST convencional e confirmou a presenca de
linhagens clonais predominantes, entre as quais se destacam CC17 e CC20, altamente

prevalentes em diferentes regides geograficas.

O aumento da incidéncia das infecdes invasivas por SDSE podera ser o resultado da
presenca de diversos fatores de viruléncia, nem todos identificados, ou, como sugerido,

por diferencas na regulacéo da expressdo dos mesmos.

As resisténcias aos antimicrobianos também foram avaliadas e definidos os
determinantes de resisténcia. A taxa de resisténcia mais elevada foi verificada para os
macrolidos e lincosamidas, o que, dada a importancia destes antimicrobianos como op¢ao

terapéutica no tratamento das infecdes por SDSE, é preocupante.
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6.1 Perspetivas futuras

Este trabalho é uma contribuicdo para o conhecimento sobre a infecdo invasiva por
SDSE em Portugal. Alguns aspetos poderdo ser elucidados com trabalho futuro,

nomeadamente:

— Estudar estirpes de colonizagéo e infe¢do nao invasiva, utilizando também a
sequenciacdo de alto débito, para avaliar diferencas na distribuicdo de
linhagens clonais entre colonizacdo, infecbes ndo invasivas e infecdes
invasivas. Pretender-se-a com esta abordagem encontrar diferencas no
potencial invasivo de diferentes linhagens, bem como identificar fatores nos
genomas dessas linhagens que possam justificar uma distribuicdo diferencial;

— Expandir a analise dos potenciais fatores de viruléncia a outros loci ndo
analisados neste trabalho, como por exemplo as regides FCT, tentando avaliar

a sua diversidade nos genomas de SDSE;

— Explorar a relacdo do locus sil com a viruléncia das estirpes de SDSE,
nomeadamente através da elucidacdo de quais os fatores de viruléncia que

possam estar sobre a sua regulacao;

— Identificar elementos genéticos moveis, tais como bacteriéfagos, e a sua
associacdo com alguns fatores de viruléncia e determinantes de resisténcia,
para avaliar o seu papel na disseminacdo dos genes que codificam estas

proteinas;

— Continuar a vigilancia epidemioldgica das infe¢des por SDSE, a fim de detetar
a emergéncia de novas linhagens clonais e garantir a monitorizacdo das

resisténcias.
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8. ANEXOS

Tabela Al: Lista de laboratorios hospitalares.

Centro Hospitalar de Leiria - Hospital de Santo André

Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho

Centro Hospitalar do Baixo Vouga - Hospital Infante D. Pedro

Centro Hospitalar do Funchal - Hospital Dr Nélio Mendonca

Centro Hospitalar do Médio Ave

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra

Centro Hospitalar Entre Douro e Vouga - Hospital Sdo Sebastido

Centro Hospitalar Povoa de Varzim/Vila do Conde

Centro Hospitalar Tondela Viseu

Centro Hospitalar Universitario de Lisboa Central

Centro Hospitalar Universitario de Lisboa Norte

Centro Hospitalar Universitario de S. Jodo

Centro Hospitalar Universitario do Algarve - Hospital de Portimao

Centro Hospitalar Universitario do Porto - Hospital de Santo Anténio

Hospital Beatriz Angelo - Loures

Hospital da Senhora da Oliveira Guimarées

Hospital de Braga

Hospital de Cascais Dr. José de Almeida

Hospital Espirito Santo - Evora

Hospital Garcia de Orta - Almada

SAMS Lishoa

Unidade Local de Satde de Matosinhos - Hospital Pedro Hispano

Unidade Local de Saude do Alto Minho - Hospital Santa Luzia de

Viana do Castelo
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8. Anexos

Tabela A2: Diferengas entre CCs.

CC17 CC20 CC29 CCi15 CC8 (CC129 CC273 CC128 CC44 CC82 CC3 (CC34 CCe3

CC74 CC138 CC248 S*

CcC17
CC20
CC29

CC15
Cccs
CC129

CC273

CC128
CC44

CC82

CcC3
CC34
cce3
CC74
CC138
CC248

s*

948

748
1093

1447
149

33

668

948

748

940 924

980

253

891
914

1093

943

1074

924

854
796

1447
253
980
943
854
796
1102
1102
259 812 1164 1057 455 1415

149
33
668
891
914

1074

259

812

1164

1057
455

1415

*S inclui oito estirpes pertencentes a STs singletons.
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Figura Al: Arvore de extensdo minima de 1775 estirpes de S. dysgalactiae isoladas de
diferentes hospedeiros com base no esquema MLST.

Inclui todas as estirpes de S. dysgalactiae presentes na base de dados (https://pubmist.org/sdysgalactiae/)
a 1 de dezembro de 2019. As estirpes ST249 e ST483 encontradas em infecéo invasiva em Portugal estéo
indicadas com setas. 1554 estirpes isoladas de humanos, 109 de cavalos, 43 de porcos, 42 de vacas, 19 de
cdes, trés de peixes, duas de galinhas, uma de gato, uma de pato e uma de iguana.
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Figura A2: Arvore de extensdo minima de 456 estirpes invasivas isoladas de diferentes

paises com base no esquema cgMLST.

Representa a distribuicdo dos CCs definidos por MLST.

316 estirpes invasivas isoladas em Portugal, 122 estirpes de infecdo invasiva isoladas no Canada e 18

estirpes stG62647 isoladas na Noruega.

Outros inclui seis CCs (CCs 3, 34, 63, 75, 138 e 248) com uma Unica estirpe identificada no conjunto das

316 estirpes analisadas e oito estirpes pertencentes a STs singletons.
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