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_Resumo

Neisseria meningitidis ¢ um comensal da nasofaringe que ocasionalmen-
te causa doenca invasiva. Os serogrupos sdo definidos com base nos
antigénios capsulares e a similaridade genética, avaliada por Multilocus
Sequence Typing (MLST), permite agrupar as estirpes em complexos clo-
nais (cc). Na Europa, os serogrupos B e C tém sido os mais prevalentes.
Desde a epidemia com origem no Hajj em 2000, observa-se uma incidén-
cia crescente de doenca invasiva meningocdcica (DIM) por estirpes W
(MenW), maioritariamente as designadas como a linhagem Hajj. Perten-
cendo ao ccll, estas estirpes dispersaram-se e evoluiram para varias
sublinhagens, nomeadamente a sul-americana, a qual esta associada
DIM com apresentagéo clinica atipica e letalidade elevada. E objetivo
deste estudo conhecer as caracteristicas gendémicas das estirpes MenW
isoladas em Portugal e compreender a sua relagao evolutiva entre estir-
pes cc11 do mesmo serogrupo, com uma distribuicdo geografica e tem-
poral diversa. Caracterizaram-se as estirpes invasivas MenW isoladas
em Portugal entre 2012 e 2018, por MLST e por sequenciagdo do genoma
completo (WGS). Para comparacdo genomica selecionaram-se 0s geno-
mas MenWcc11 disponiveis na base de dados Neisseria PubMLST. A
analise bioinformatica foi realizada com o software chewBBACA e a pos-
sivel relacdo evolutiva foi analisada aplicando o algoritmo GoeBURST
na plataforma PHYLOViZ Online. No periodo em anélise registaram-se 9
casos de DIM por MenW em Portugal, agrupadas apenas em dois genoti-
pos cc22 e ccll1. As estirpes MenW cc11 incluidas no estudo (4 invasivas
e 2 de portadores) distribuiram-se nas sublinhagens Original UK e Novel
UK, emergidas sequencialmente a partir das estirpes sul-americanas, e
numa linhagem da regido distal. Tal poder de diferenciagcdo nunca teria
sido possivel utilizando a metodologia tradicional de caracterizagao do
gendtipo (sequenciagao de Sanger). O cenario em Portugal € semelhan-
te ao observado noutros paises europeus, o que reforga a importancia
da vigilancia da DIM, potencialmente com um quadro clinico atipico e le-
talidade elevada. A metodologia de WGS é uma ferramenta fundamental
nesta vigilancia e no estudo de surtos pelo seu poder de diferenciacao.

_Abstract

Neisseria meningitidis is a commensal that colonises the nasopharynx
and occasionally causes invasive disease. Capsular polysaccharides
define the meningococci serogroups and Multilocus Sequence Typing
(MLST) identifies genetic similarities gathering strains into clonal com-

plexes (cc). Serogroups B and C have been the most prevalent in Europe
however, since the Hajj epidemics, in 2000, invasive meningococcal di-
sease (IMD) due to W strains (MenW), mostly the referred as the Hajj
lineage, are been increasing. Belonging to cc11, these strains spread
and evolved into different sublineage, namely the South American that
is associated to an atypical clinical presentation and high fatality rate.
This study aims to characterize genetically Portuguese MenW strains
and understand the evolutionary relationship with MenWcc11 with diver-
se geographic and temporal distribution. Invasive MenW strains isolated
in Portugal from 2012 to 2018 were characterized by MLST and whole
genome sequencing (WGS). For genomic comparison, MenWcc11 avai-
lable genomes were selected from Neisseria PubMLST database. The
software chewBBACA was used for bioinformatics analysis and the al-
gorithm GoeBURST from the PHYLOViZ Online platform was used for
analysis of evolutionary relationship between strains. Nine cases of IMD
due to MenW were observed in Portugal in this 7 years study. Just two
genotypes were identified belonging to cc22 and cc11. The MenWcc11
isolates included in this study (4 invasive and 2 from carriers) were clus-
tered into the sublineages Original UK and Novel UK, that successively
emerged from South American strains, and into a distal region lineage.
Such differentiation power would never been possible using the traditio-
nal genotype characterization methodology (Sanger sequencing). The
scenario in Portugal is quite similar to other European countries, which
reinforces the importance of surveillance of IMD, potentially with an aty-
pical clinical presentation and high fatality rate. WGS is an important
tool in this surveillance and for outbreaks study due to its power to di-
fferentiate strains.

_Introdugéo

Neisseria meningitidis ¢ uma bactéria estritamente humana,
um comensal do trato respiratério superior, mas que é ainda
uma importante causa de infe¢do invasiva no mundo inteiro,
apesar dos enormes progressos alcancados com a utilizagao
de vacinas na reducdo da morbilidade e mortalidade devidas
a esta infecéo (1), Dos 12 serogrupos conhecidos, definidos
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com base nas caracteristicas antigénicas dos polissacaridos
capsulares, apenas seis (A, B, C, W, X e Y) séo responsaveis
pela quase totalidade dos casos de doenca invasiva menin-
gocécica (DIM) (1). Com base na similaridade genética ava-
liada por Multilocus Sequence Typing (MLST), as estirpes de
meningococos sdo agrupadas em complexos clonais, alguns
dos quais contendo estirpes reconhecidamente mais invasi-
vas e hiper virulentas (2,

Na Europa, estirpes dos serogrupos B e C tém sido as mais
prevalentes, contudo, tem-se vindo a observar uma incidéncia
crescente de DIM por estirpes do serogrupo W (MenW) (). No
Reino Unido, no ano epidemiolégico 2008-2009, os casos de
DIM por MenW corresponderam a 1,8% do total de casos con-
firmados, enquanto que em 2013-2014 os casos por MenW au-
mentaram em todos 0s grupos etarios, correspondendo a 15%
do total de casos confirmados (4).

A primeira epidemia global, documentada, causada por
Neisseria meningitidis do serogrupo W teve origem no Hajj
(peregrinagao anual a Meca), em 2000, e foi causada por uma
estirpe hiper virulenta do complexo clonal ST11 (cc11), do
subtipo P1.5,2, designada a partir de entdo como a linhagem
Hajj (5). Devido & dispersdo geografica desta estirpe surgiram
surtos em varios paises africanos e sul-americanos.

O estudo do genoma completo das estirpes cc11 (todos os
Serogrupos) por sequenciacao de nova geracao (NGS) permi-
tiu identificar duas linhagens diferentes: a linhagem 11.1, na
qual estao incluidas todas as estirpes MenW cc11, e a linha-
gem 11.2, onde se incluem estirpes dos serogrupos B e C do
cc11. A linhagem 11.1 evoluiu para varias sublinhagens, no-
meadamente a sul-africana e a sul-americana, supostamen-
te devido a diversificacdo gendmica e expansao clonal (6). Da
sublinhagem sul-americana, emergida na primeira década de
2000, emergiram, em 2009, a sublinhagem original UK e, em
2013, a sublinhagem novel UK (7).

O alerta para a apresentacéo clinica atipica e as altas taxas de
letalidade associadas a DIM por estirpes MenW da sublinha-
gem sul-americana foi dado em 2013, pela anélise de casos
de DIM por MenW:cc11 registados no Chile em 2012 (8). Numa
primeira avaliac&o, 0s principais sinais e sintomas nestes do-
entes foram a febre >38°C (60,3% dos doentes), sindroma

= =

2018 = =

nimero y. — Far B | '] .g‘: -~ .

especial 10 - . “Doencas Infeciosas
s SRl TR

gripal (52,5% dos doentes), nauseas e vomitos (46,7%) e diar-
reia (35,6%). Apenas 8,7% dos doentes apresentavam sinais
meningeos. A taxa de letalidade foi de 31,7% (8). Nao é claro
se a letalidade t&o elevada se ficou a dever a fatores de viru-
|éncia bacterianos ou se ao atraso no diagnostico, consequ-
éncia de um quadro clinico atipico.

Objetivo

Embora as estirpes invasivas MenW nao sejam muito frequen-
tes em Portugal, é importante conhecer a sua evolugao genéti-
ca, dado o histérico da doenga nos seus aspetos clinicos e
epidemiolégicos. E objetivo deste estudo conhecer as caracte-
risticas gendmicas das estirpes MenW isoladas em Portugal e
compreender a sua relagao evolutiva entre estirpes do mesmo
serogrupo e complexo clonal, o cc11, com uma distribuicdo
geografica e temporal diversa.

_Material e métodos

Selecao da amostra

As estirpes de Neisseria meningitidis dos casos reportados de
DIM, isoladas nos laboratérios hospitalares, sédo enviadas ao
Laboratério Nacional de Referéncia de Neisseria meningitides
no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge.

A identificacao dos serogrupos foi realizada através da téc-
nica de PCR em tempo real. Os restantes marcadores defini-
dores do gendtipo (subtipo, FetA e tipo de sequéncia e com-
plexo clonal identificados por MLST), foram identificados
por sequenciagdo completa do genoma (WGS, na sigla em
inglés). A metodologia de WGS foi realizada como descrito
num estudo nosso recentemente publicado (9).

Neste estudo foram analisados os gendtipos das estir-
pes invasivas do serogrupo W isoladas em Portugal no
periodo de 2012 a 2018. Para comparagdo genomica
foram selecionados o0s genomas das estipes portugue-
sas MenW cc11, bem como todos 0s genomas das estir-
pes MenW ccl11 disponiveis na base de dados Neisseria
PubMLST (http://PubMLST.org/neisseria) (até 15 de no-
vembro de 2018). Estes genomas foram categorizados de
acordo com a literatura como Anglo-French_Hajj_strain,
Burkina_Faso-North_African, Endemic South African strain
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Lineage_11.1_distal_region, South_American-UK , Original UK
e Novel UK (6:10),

A analise bioinformatica foi realizada com o software de
utilizagao livre chewBBACA (11) e assentou numa abordagem
comparativa “gene-a-gene” de um conjunto de 1605 genes de
N. meningitidis, que constituem o esquema de core-genoma
MLST (cgMLST) v1.0 disponivel na base de dados Neisseria
PubMLST (12). Para analisar a possivel relagdo evolutiva entre
os isolados W cc11 aplicamos o algoritmo GoeBURST imple-
mentado na plataforma PHYLOViZ Online (13).

_Resultados

Desde 2009, ano a partir do qual todas as estirpes invasivas
foram caracterizadas pela técnica de MLST no laboratorio na-
cional de referéncia de Neisseria meningitidis, e outubro de
2018 registaram-se 9 casos de DIM por serogrupo W em Por-
tugal. A média de idade dos doentes foi de 56 anos, (6 a 88
anos). A caracterizagado de 8 destas estirpes invasivas (uma
estirpe isolada em 2018 ainda em estudo) permite agrupé-las
em apenas dois genotipos: W:P1.5,2:F1-1:cc11 (5 estirpes) e
W:P1.18-1,3:F4-1:cc22 (3 estirpes), (tabela 1). Quatro estirpes
do cc11 isoladas em 2017 e 2018 foram estudadas por WGS
e incluidas neste estudo.
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Para a analise filogenética selecionaram-se 1560 genomas
das estirpes MenW cc11 disponiveis na base de dados
Neisseria PUbMLST, nas quais se incluem trés genomas de
estirpes isoladas de portadores em Portugal.

Utilizando a metodologia tradicional de caracterizagao do geno-
tipo (sequenciacdo de Sanger), nao é possivel conhecer a diver-
sidade genética das estirpes selecionadas, dado o seu caréater
clonal e a fraca sensibilidade da metodologia para detetar evolu-
¢ao genética a partir de um ancestral comum (figura 1).

A utilizac@o da metodologia de sequencia¢ao de nova geracéo,
com a sequenciacao completa do genoma, permitiu distinguir
duas sublinhagens, a Original UK e a Novel UK, emergidas se-
quencialmente a partir das estirpes sul-americanas, um ramo
mais primitivo, préximo da linhagem Hajj, e um ramo na regiao
designada como distal (figura 2).

As estirpes isoladas em Portugal foram incluidas na sublinha-
gem Original UK (uma estirpe de portador e as duas estirpes
invasivas isoladas em 2017), na sublinhagem Novel UK (as
duas estirpes invasivas isoladas em 2018) e duas das estirpes
MenW isoladas de portadores (data de isolamento desconhe-
cida) posicionaram-se na regido distal (figura 2).

Caracterizagéo dos casos de DIM por serogrupo W registados em Portugal

entre 2009 e 2018 e gendtipo das respetivas estirpes invasivas.

Tabela 1:
isc/?lg?nggto N°casos W Idade (anos)
2009 0 _
2010 0 _
2011 0 _
2012 1 88
2013 1 50
2014 0 _
2015 0 _
2016 1 6
88
2017 2
62
47
70
2018 4
97
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Hemocultura

Local de

elEmEmE Gendtipo da estirpe MenW

W:P1.18-1,3:F4-1:5t184 cc22

LCR W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

Hemocultura
Hemocultura
Hemocultura
Hemocultura
Hemocultura
Hemocultura

Hemocultura

W:P1.18-1,3:F4-1:5t184 cc22
W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11
W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11
W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11
W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11
W:P1.5,2:F1-1:ST11cc11

(Em estudo)
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Figura 1: [ Proximidade genética de todas as 1564 estirpes MenW cc11 analisadas.

Desconhecido

Novel UK

Original UK

Linhagem 11.1 (regido distal)
Sul-africana

Anglo-French Hajj

afaapan

Burkina Faso (Norte-africana) Arvore filogenética simplificada baseada na sequén-
cia dos 9 genes utilizados na genotipagem tradicio-

0

Sul-americana

nal de estirpes de N. meningitidis (porA, fetA e 7

- P genes que constituem o esquema de MLST).

Figura 2: £2 Proximidade genética de todas as 1564 estirpes MenW cc11 analisadas.

Regiao distal N
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Desconhecido

Novel UK

Original UK

Linhagem 11.1 (regido distal)
Sul-africana

Anglo-French Hajj

Original UK

Burkina Faso (Norte-africana)

Sul-americana Arvore filogenética simplificada baseada na sequéncia de um conjunto de 1605 genes que constituem
PT 0 esquema de cgMLST. Cada circulo representa uma sublinhagem com um perfil genético particular,
sendo os pontos de diferentes cores a representag@o de grupos de estirpes categorizadas, de acordo

com a literatura, nas diferentes sublinhagem (a cinzento - sublinhagem desconhecida).
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_Conclusoes

Embora o nimero de estirpes invasivas MenW isoladas em
Portugal e incluidas neste estudo seja baixo, 0 que prejudica o
valor da analise, os dados indiciam que o cenario em Portugal
¢ semelhante ao que é observado noutros paises europeus,
nomeadamente no Reino Unido, pais onde se tem observado
0 aumento do numero de casos de DIM por MenW cci1 das
linhagens emergentes da sul-americana, particularmente em
adultos (14). Dadas as semelhancas, é importante ter em consi-
deracéo o quadro clinico atipico e a taxa de letalidade particu-
larmente elevada associados a estas estirpes.

Este estudo demonstra a importancia da metodologia de
WGS na compreenséo da diversidade e evolugao genéticas,
e dispersdo global de estirpes MenW, anteriormente todas ca-
racterizadas num Unico tipo de sequéncia e complexo clonal,
0 ST11 do cc11. Esta é uma ferramenta fundamental no estudo
de surtos e na monitorizacé@o das estirpes circulantes.
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