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Doencas infeciosas: novos desenvolvimentos na
microbiologia

Infectious diseases: new developments in microbiology

Uma nova era da microbiologia iniciou-se quando foram intro-
duzidas as técnicas de sequenciacao de acidos nucleicos uma
vez que permitiram diagnoésticos mais precisos (identificagao
de espécies e fatores de patogenicidade, toxinas e outros), o
desenvolvimento da filogenia (comparabilidade entre estirpes)
e um melhor conhecimento das causas de algumas altera¢des

fenotipicas (identificacdo das mutacoes).

Apds a introducdo e evolucdo de metodologias de Next-
-Generation Sequencing (NGS) aplicada a extragao total dos
acidos nucleicos a partir de uma amostra, uma nova revolucao
estd em marcha, permitindo ainda uma maior precisdo nas
areas anteriores e o desenvolvimento da disciplina de anélise
bioinformatica de sequéncias. Com a aplicacdo de técnicas
de NGS (shotgun genomics, shotgan metagenomics, targe-
ted metagenomics e metatrancritomics) desenvolveu-se 0
acesso ao pangenoma e ao core genoma, aos genes e as res-
petivas funcdes de uma forma mais completa, a composicédo
filogenética de uma forma mais aprofundada, aumentando

também o0 acesso ao conhecimento da atividade microbiana.

Estes novos desenvolvimentos possibilitam igualmente novas
abordagens de analise bioinformética trabalhando-se cada
vez mais de uma forma integrada e com recurso a uma grande
troca de informagdes potenciada pelo incremento do apareci-
mento das plataformas bioinforméaticas que permitem uma
maior comparabilidade, novas funcionalidades e um trabalho

cada vez mais global.
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Os artigos que este nimero do Boletim Epidemiolégico Ob-
servagdes incorpora sdo bem o exemplo de alguns dos avan-
¢os que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
tem efetuado na area da investigacdo aplicada as doencas

infeciosas permitindo:

= um cada vez melhor diagndstico laboratorial;

= uma vigilancia das estirpes que circulam em Portugal,
possibilitando uma melhor vigilancia epidemiologica labo-
ratorial;

= adetegdo de “clusters” de estirpes (base para uma inves-
tigacdo epidemioldgica) permitindo a identificagcdo de
surtos;

= aexisténcia de colaboragdes com investigadores, grupos
e instituicbes portuguesas e europeias que tornaram
possiveis 0 desenvolvimento de plataformas globais (com
reconhecimento internacional - Centro Europeu de Pre-
vencao e Controlo das Doencas e Organizagao Mundial
da Saude) em algumas doengas infeciosas.

Jorge Machado

Coordenador do Departamento de Doengas Infeciosas
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP
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Resumo

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel causada pela bactéria Tre-
ponema pallidum e constitui um problema de salde publica mundial, em
parte devido a auséncia de uma vacina para prevencao da sua transmissao.
A investigacao desta doenga tem sido atrasada pela incapacidade historica
de cultivar T. pallidum in vitro, dificultando por exemplo o desenvolvimento
de estudos gendmicos. De facto, hd uma grande lacuna no conhecimento
da epidemiologia molecular deste agente patogénico, assim como da base
molecular que medeia a patogénese da sifilis. No estudo aqui apresentado,
foi possivel implementar uma abordagem inovadora para capturar o geno-
ma de T. pallidum no contexto de infecao humana, evitando-se, assim, a
necessidade da cultura da bactéria em modelo animal. Esta estratégia per-
mitiu estudar, pela primeira vez, como é que este agente patogénico vai al-
terando o seu genoma para se adaptar e sobreviver como agente infecioso
humano. Nomeadamente permitiu descodificar os principais mecanismos
genéticos pelos quais a bactéria T. pallidum evade o sistema imunitario e
se adapta ao Homem nesta complexa e multifasica doenca. A aplicagao
desta estratégia inovadora de monitorizagao da interagdo Homem-bactéria
podera ser importante para o desenvolvimento de novas medidas profilati-
cas e/ou terapéuticas. Acresce que esta abordagem constitui também um
ponto de viragem para o aperfeicoamento de metodologias de diagnéstico
e de epidemiologia molecular, o que permitira aumentar o conhecimento
da distribuigao geografica, das vias de transmissao e das propriedades de
viruléncia deste agente patogénico para bem da saude publica.

_Abstract

Syphilis, a sexually transmitted disease caused by the bacterium T. palli-
dum, remains a global problem with an estimated 6 million people infected
each year, which is in part attributed to the absence of a vaccine to prevent
infection and transmission. Despite its tremendous public health impact,
research in syphilis has been considerable hampered due to the historical
inability to culture T. pallidum in vitro, which has hampered, for instan-
ce, the acquisition of consistent genomic data. As such, there is a strong
lack of knowledge on the molecular epidemiology of this important human
pathogen as well as on the molecular mechanisms underlying syphilis pa-
thogenesis. In the work presented here, we have bypassed the culture
bottleneck by means of a targeted strategy never applied to uncultivable

bacterial human pathogens to directly capture whole-genome T. palli-
dum data in the context of human infection. This strategy allowed, for the
first time, to understand how this pathogen shapes its genome towards
adaptation and survival during syphilis. While this work demonstrates the
exceptional power of monitoring the pathogen adaptability during human
infection, it also provides critical data that may guide the development of
novel treatments and prophylactic measures, such as a vaccine. In other
perspective, it is anticipated that the implemented methodological appro-
ach constitutes a disruptive step towards the improvement of the current
diagnostics and typing methodologies, which will enhance the knowledge
on the geographic distribution of strains, its transmissibility and propen-
sity to cause disease.

_Introdugéo

A sifilis € uma doenca sexualmente transmissivel que consti-
tui um problema de salde publica a nivel mundial, que tem
sido parcialmente atribuido a auséncia de uma vacina para
prevencdo da sua transmisséo (1.2) A bactéria Treponema
pallidum é o agente etioldgico responsavel pela sifilis, cujo
quadro clinico manifesta-se por lesé@o no local de contacto
(sifilis priméria), lesdes cuté@neas tipicas apds disseminacao
na corrente sanguinea (sifilis secundaria), bem como quadros
clinicos mais preocupantes como sifilis terciaria (através, es-
sencialmente, da infecdo do sistema nervoso central) ou do-
enca congénita (1). A par da importancia da sffilis em saude
publica, a incapacidade histérica de cultivar T. pallidum in
vitro (a propagacéao laboratorial s6 é possivel com o recurso
a inoculagao em coelho) tem atrasado a investigagao neste
campo dificultando, por exemplo, a elaboracdo de estudos
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genoémicos. De facto, ha uma grande lacuna no conhecimen-
to da epidemiologia molecular deste agente etioldgico,
patogénico do Homem, particularmente no que respeita a
distribuic@do geografica e potencial emergéncia de estirpes
T. pallidum resistentes aos antibidticos.

Desconhece-se também a base molecular que medeia a pa-
togénese da sifilis e que esta na base das diferentes mani-
festacOes clinicas que esta doenga apresenta. Por exemplo,
permanece por esclarecer como é que a bactéria consegue
evadir o sistema imunitario apds a lesao primaria, invadindo
e persistindo na corrente sanguinea e também ultrapassar
as barreiras hematoencefalica e placentéria.

Apesar da sua grande fragilidade ex vivo, em 1998 um pro-
jeto pioneiro revelou pela primeira vez a sequéncia completa
do genoma de T. pallidum, apés a propagacgao laboratorial da
bactéria em modelo animal (2). Quase duas décadas depois, o
nosso conhecimento a nivel genémico desta bactéria aparen-
tou ter estagnado (apenas 5 outros genomas foram publicados
neste periodo), contrastando de forma evidente com outras
bactérias patogénicas para as quais se conhecem centenas
ou milhares de sequéncias genémicas. N&o obstante, estudos
anteriores j& mostravam que T. pallidum possuia um genoma
pequeno (~1,1 Mb), bastante conservado, com dois antigénios
principais a serem codificados por genes altamente variaveis,
arp e tprK, devido a presenga de motivos genéticos repetitivos
variaveis e de regides variaveis fruto de mecanismos de con-
versao génica, respetivamente (3-6),

Neste contexto, surgiu a necessidade de encontrar uma al-
ternativa para capturar, sequenciar e estudar o genoma de T.
pallidum, diretamente de amostras clinicas humanas, evitan-
do a necessidade da cultura em modelo animal. Neste estudo,
esse obstaculo foi ultrapassado, permitindo estudar, pela pri-
meira vez, como é que este agente patogénico vai moldando o
Seu genoma para se adaptar e sobreviver no contexto da sffi-
lis. Assim, foi possivel descodificar ao nivel genético o “braco-
de-ferro” estabelecido entre a bactéria e o ser humano durante
a doenca, tendo sido identificados quais 0s mecanismos que a
bactéria usa para se adaptar e assim sobreviver ao ataque do
sistema imunitario do Homem.
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_Objetivo

O presente estudo descreve a implementacéo de uma abor-
dagem inovadora para capturar e sequenciar o genoma de T.
pallidum no contexto da infecdo humana. Os objetivos espe-
cificos foram: i) identificacao dos principais fatores genéticos
associados a capacidade de sobrevivéncia e persisténcia de
T. pallidum durante a infecao; e, ii) caraterizagdo genémica
das estirpes de T. pallidum circulantes em Portugal.

_Material e métodos

Como ponto de partida utilizaram-se amostras de DNA total
extraido de amostras clinicas enviadas pela Clinica de Do-
encas Sexualmente Transmissiveis do Centro de Saude da
Lapa para o Laboratério de Referéncia de Infecdes Bacte-
rianas Sexualmente Transmissiveis do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). De forma a capturar o
genoma completo de T. pallidum diretamente de amostras
clinicas, foram desenhadas a nivel bioinformatico e poste-
riormente sintetizadas cerca de 20000 sondas de RNA com-
plementares ao genoma da bactéria (7). O DNA alvo foi de
seguida capturado tirando partido de particulas magnéticas
acopladas as sondas desenhas, sendo subsequentemente
sujeito a metodologia de sequenciacao do genoma comple-
to e a andlise bioinformatica detalhada.

_Resultados e discussdo

A importancia da identificagao e avaliacao dos fatores genéti-
cos envolvidos na adaptacao, sobrevivéncia e persisténcia de
agentes bacterianos patogénicos no contexto de infegao hu-
mana é inequivoca. No entanto, no que diz respeito ao agente
etioldgico causador da sifilis, a impossibilidade de propaga-lo
em laboratério tem impedindo o desenvolvimento de estudos
focados nessa avaliagéo.

Neste contexto, a abordagem disruptiva descrita neste estu-
do constitui um importante avanco cientifico para o conhe-
cimento da sifilis, permitindo analisar nao s6 a diversidade
genética entre estirpes de T. pallidum que infetam diferentes
doentes, mas também a diversidade da populagéo bacteria-
na que infeta um Unico doente. Em particular, este estudo
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permitiu revelar a existéncia de uma estirpe de T. pallidum
epidémica em Portugal, o que n@o poderia ser detetado atra-
vés das metodologias moleculares tradicionais usadas até a
data. Estudos posteriores encontram perfis genéticos simi-
lares em mdultiplos paises a escala global, apontando que 0s
casos de sifilis atuais sdo provavelmente causados por uma
estirpe de perfil pandémico (@),

Observou-se que o polimorfismo genético entre as estirpes
circulantes estava concentrado essencialmente em 13 genes
(englobando cerca de 70% do polimorfismo entre estirpes
colhidas de doentes diferentes) os quais terao um papel cru-
cial na interagao da bactéria com o Homem durante a sifilis.
Mais importante, descobriu-se que este agente patogéni-
co modifica o seu genoma durante 0 processo infecioso,
modificando o status “ON/OFF” de algumas proteinas po-
tencialmente associadas a viruléncia, tais como proteinas
membranares e proteinas associadas a motilidade. A gera-
¢cao e manutengao de diversidade genética durante o pro-
cesso infecioso (“intra-doente”) parece ser fundamental para
que a bactéria T. pallidum persista no hospedeiro. Este fe-
nomeno afeta particularmente o maior antigénio da bactéria
(TprK), o qual revelou uma enorme e surpreendente diversi-
dade (“inter- e intra-doente”), apresentando perfis genéticos
no contexto da infecdo humana diferentes daqueles previa-
mente obtidos ap6s propagacao laboratorial em modelo ani-
mal. Esta observacdo suporta a hipoétese de que o estudo
genético deste agente patogénico durante o processo infe-
cioso no Homem é fundamental para a compreensao da sua
capacidade de nao ser reconhecido pelo sistema imunitario,
invadir e persistir no sangue, e ultrapassar as barreiras he-
matoencefélica e placentaria.

Finalmente, identificou-se que as estirpes circulantes pos-
suem, ndo s6 mutacdes associadas a resisténcia a azitromici-
na (antibidtico de segunda linha para o tratamento da sffilis),
bem como mutagdes nunca descritas até a data afetando
uma proteina, cujos homdlogos noutras bactérias estao asso-
ciados a resisténcia aos antibidticos p-lactamicos. Esta pro-
teina constitui, assim, um alvo importante de vigilancia futura
de uma potencial diminuicdo da suscetibilidade a penicilina (o
antibiético de primeira linha para o tratamento da sfifilis). Este

2018 = .-
nimero I 10 Y. - = ’ "‘ .;“: A‘
especia ~Doengas Infeciosas

estudo ilustra a potencialidade da captura de material gené-
tico diretamente de amostras clinicas, acoplada a sequencia-
cao do genoma completo, no estudo de infecbes bacterianas.
A possibilidade de poder avaliar a populac@o bacteriana que
esté efetivamente a circular no Homem durante o processo in-
fecioso abre as portas para um melhor conhecimento dos me-
canismos envolvidos na adaptacao e persisténcia dos agentes
patogénicos.

_Conclusao

Este estudo permitiu descodificar 0s principais mecanismos
genéticos pelos quais a bactéria T. pallidum evade o sistema
imunitario e se adapta ao Homem nesta complexa e multifasi-
ca doenga.

A aplicacéo desta estratégia inovadora de monitorizacao da
interacdo Homem-bactéria podera ser importante para o de-
senvolvimento de novas medidas terapéuticas e/ou profilati-
cas, tais como o desenvolvimento de uma vacina, na medida
em que se conseguiu identificar os perfis antigénicos domi-
nantes da bactéria no processo infecioso. Noutra perspetiva,
esta abordagem constitui também um ponto de viragem para
0 aperfeicoamento de metodologias de diagnostico e de epi-
demiologia molecular, 0 que permitira aumentar o conheci-
mento da distribuicdo geografica, das vias de transmissao e
das propriedades de viruléncia deste agente patogénico para
bem da saude publica.

O INSA tem um curso um estudo focado em continuar esta
importante linha de investigacao, o qual foi recentemente fi-
nanciado pela Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica
e Doengas Infeciosas (https://www.escmid.org/profession_
career/awards_grants/research_grants/awardees_2018/).

Dada a relevancia do estudo do perfil genético de T. pallidum
em amostras clinicas associadas aos diferentes locais anaté-
micos e estadios de sifilis, sublinha-se a importancia do envio
deste tipo de amostras para o Laboratorio de Referéncia de
Infegdes Bacterianas Sexualmente Transmissiveis. A equipa
do INSA esté disponivel para encetar as colabora¢6es neces-
sarias nesse sentido.
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_Novos flebovirus isolados em Portugal: importancia e desafios para o diagndstico clinico
New phleboviruses isolated in Portugal: importance and challenges for clinical diagnosis
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_Resumo

Os flebovirus (género Phlebovirus, familia Phenuiviridae) s&do arbovirus
transmitidos por flebdtomos que na Eurasia e Africa se encontram agrupa-
dos em trés serocomplexos - Naples, Salehabad e Sicilian - podendo
ser responsaveis por sindromes febris ou doenca do sistema nervoso cen-
tral, como no caso de infegao pelo virus Toscana (TOSV). Em Portugal o
diagnéstico laboratorial de flebovirus é realizado no Centro de Estudos
de Vetores e Doengas Infecciosas Doutor Francisco Cambournac do Insti-
tuto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) desde 2007.
Dados obtidos em estudos retrospetivos demonstraram que os flebovirus
sd0 agentes patogénicos negligenciados no nosso pais. Estudos entomo-
l6gicos realizados no CEVDI resultaram no isolamento e na sequenciagao
completa de dois novos flebovirus: os virus Arrabida e Alcube. Estes virus
pertencem a complexos diferentes, respetivamente Naples e Salehabad, e
a sua patogenia esta em estudo num projeto de investigagao no CEVDI. O
maior desafio perante uma suspeita clinica de infecdo por flebovirus sera
atingir um grau significativo de percecao por parte da comunidade médica
uma vez que o diagnoéstico laboratorial confirmatério apenas muito rara-
mente é solicitado ao laboratorio de referéncia.

_Abstract

Phleboviruses (genus Phlebovirus, family Phenuiviridae) are arboviru-
ses transmitted by sandflies, which, in the Old World, are grouped in
three serocomplexes - Naples, Salehabad and Sicily. They are respon-
sible for febrile syndromes or, in the case of Toscana virus (TOSV), for
central nervous system disease. In Portugal, the laboratory diagnosis of
phleboviruses is carried out at the Center for Vectors and Infectious Di-
seases Research Doutor Francisco Cambournac of the National Institute
of Health Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA) since 2007. Entomological
studies resulted in the isolation and whole genome sequencing of two
new phleboviruses: Arrabida and Alcube viruses. These viruses belong
to different serocomplexes, Naples and Salehabad, respectively and
their pathogenesis is under study in a research project at CEVDI. The
greatest challenge for the diagnosis of phleboviruses in our country will
be to reach a significant degree of perception from the part of the me-
dical community since a confirmatory laboratory diagnosis is not often
requested to the reference laboratory.

_Introdugéo

Os flebovirus sao arbovirus transmitidos por flebétomos que
se encontram organizados, na Eurésia e Africa, em trés espé-
cies ou grupos antigénicos, nomeadamente 0s serocomple-
xos Naples, Salehabad e Sicilian (). Os virus Naples e Sicilian
podem causar a chamada febre dos trés dias ou de pappata-
ci, com sintomatologia associada a dores retro-orbitais e mial-
gias ou um quadro clinico de infe¢o assintomatica (2).

O virus Toscana (TOSV, serocomplexo Naples) é reconhecido
como uma das mais importantes causas de meningite assép-
tica que ocorre preferencialmente nos meses de verdo e nos
paises mediterranicos (3.

Os flebovirus possuem genoma trisegmentado de RNA
(segmentos L [Large], M [Medium] e S [Small]). Estado reco-
nhecidos virus recombinantes dentro deste grupo, uma vez
gue em situacédo de co-infecgao (no reservatério ou hospe-
deiro) os segmentos L e S costumam segregar em conjunto,
podendo o segmento M ter uma origem distinta (4). Este fe-
nomeno causa desafios ao diagnoéstico molecular, uma vez
gue a maioria dos alvos usados localizam-se no segmento S,
mais conservado geneticamente (5.

Clinicamente ndo existe um marcador que distinga o TOSV de
outros arbovirus neurotropicos. De igual forma ndo existem
manifestacdes clinicas especificas da febre por flebdtomos
causadas pelos virus Naples e Sicilian. O diagnostico laborato-
rial baseado em métodos diretos ou indiretos é a Unica forma
de identificar as infe¢des causadas por flebovirus. O diagnosti-
co laboratorial destes agentes patogénicos é realizado, desde
2007, no Centro de Estudos de Vetores e Doencas Infeciosas
Doutor Francisco Cambournac do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (CEVDI/INSA). Atualmente, o diagnéstico
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é realizado por RT-PCR em tempo real para o TOSV, RT-PCR
convencional para o género flebovirus e serologia para 0s
virus TOS, Sicilian, Cyprus (serocomplexo Sicilian) e Naples.
Estudos retrospetivos demonstraram que o virus TOSV e os
flebovirus em geral s&o virus cuja importancia como agentes
patogénicos requerem investigacéo clinica e laboratorial refor-
cada no nosso pais (6-8).

_Objetivo

O trabalho de investigagcdo no CEVDI tem resultado no estudo
de casos de infegdo por TOSV e na identificagdo de novos
flebovirus. O objetivo deste trabalho foi dar a conhecer a exis-
téncia de dois novos flebovirus em Portugal, alertando a co-
munidade cientifica para a sua importéncia clinica e desafios
para a salde publica

_Material e métodos

Em estudos entomoldgicos realizados pelo CEVDI/INSA em
2007 e 2008 no distrito de Setubal procedeu-se a detecéo
de RNA viral de 3875 fleb6tomos organizados em 141 pools,
a qual se seguiram tentativas de isolamento e sequenciacao
do genoma completo usando tecnologias de sequencia¢do
de nova geracao (NGS, na sigla em inglés) como descrito an-
teriormente (9:10),

_Resultados

Detetou-se pela primeira vez em Portugal o flebovirus Massilia,
serocomplexo Naples, e foram isolados dois novos flebovirus:
virus Arrabida e virus Alcube (910),

Com base na analise filogenética das sequéncias do genoma
completo dos trés segmentos obtidos com sequenciacao de
nova geragdo, podemos concluir que o virus Arrabida pertence
ao serocomplexo Naples e esta relacionado com os virus Mas-
silia (1), Granada (12) e Punique (13). A analise genética indica
que o virus Arrabida resultou de eventos de recombinagao ().

Através da andlise filogenética do genoma completo do virus
Alcube (10) foi possivel verificar que faz parte do serocomplexo
Salehabad (14) e que forma uma linhagem monofilética com
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este e ainda os virus Arbia (1%) e Adana (19), partilhando um an-
cestral comum (19), A andlise dos trés segmentos permitiu con-
firmar a auséncia de inconsisténcias nos ramos sugerindo que
néao existem fenémenos de recombinacao entre estes virus.

_Discusséo e conclusdes

No serocomplexo Naples, até ao presente nao existem provas
que os virus Massilia, Granada, Punique ou Arrabida sejam
patogénicos para os seres humanos embora existam estudos
de seroprevaléncia que demonstram que 0s virus Granada e
Punique podem ser infeciosos, em baixa prevaléncia, levando
a casos assintomaticos (17:18).

No serocomplexo Salehabad nao existem também provas de
associacdo dos virus Salehabad e Arbia a doenga humana.
Apesar de altas taxas de seroprevaléncia de virus Adana,
pertencente ao mesmo serocomplexo, terem sido encontra-
das em animais, como cabras, ovelhas e caes, na populagao
humana foram identificadas taxas de seroprevaléncia baixas
0 que sugere que este ndo constituird um problema de salde
publica (16). No entanto, j4 foi detetado RNA gendémico
de outro flebovirus, nomeadamente Adria, pertencente ao
mesmo serocomplexo, numa crianca com sindrome febril e
convulsdes, o que sugere a sua patogenia (19).

O acesso a tecnologias de sequenciacao de nova geragao,
permitiu, nos ultimos anos, a descricdo de novos virus. A
somar aos flebovirus com capacidade patogénica reconheci-
da, identificaram-se agora novos flebovirus cuja capacidade
de causar doenca n@o pode ser excluida uma vez que ndo
existem estudos suficientes sobre essa possibilidade. Como
exemplos do passado temos os virus TOS e Adria isolados
inicialmente em flebdtomos que aparentemente nao eram pa-
togénicos e cuja patogenia foi provada mais tarde.

Apesar do papel importante do TOSV em infecoes do sistema
nervoso central e da emergéncia de novos flebovirus, estes
permanecem negligenciados e raramente sdo considerados
pelos clinicos nos algoritmos de diagnostico no nosso pais.

A importancia em termos de saude publica dos virus Arrabida
e Alcube é, neste momento, objeto de um projeto de investi-
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gacao que decorre no CEVD/INSA e que ira contribuir para
clarificar a importancia e desafios do diagndstico clinico e
laboratorial dos flebovirus em Portugal.
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Resumo

A infegdo por Clostridium difficile é a principal causa de diarreia infeciosa
associada aos cuidados de saude. Neste estudo, caracterizamos um con-
junto de estirpes clinicas de Clostridium difficile, provenientes de diversos
hospitais portugueses, com o objetivo de estudar a resisténcia aos carbape-
nemos neste agente patogenico. Um total de 191 estirpes clinicas, isoladas
entre 2012 e 2015 de 15 hospitais em Portugal, foram incluidas no estudo;
a suscetibilidade ao imipenemo foi determinada por um método de gradien-
te de difus@o em agar. Foram selecionadas estirpes sensiveis e resistentes
ao imipenemo, para estudos fenotipicos adicionais e para contributo da se-
quenciagdo do genoma completo. A resisténcia ao imipenemo foi detetada
em 24 (12,6%) das estirpes, 22 das quais pertencentes ao ribotipo (RT) 017
(apenas toxina B positivo), todas provenientes do mesmo hospital, durante o
periodo em estudo, e com perfil de multiresisténcia. Pela anélise dos dados
de sequenciagdo dos genomas, foram identificadas duas substituicoes de
aminoacidos (Ala555Thr e Tyr721Ser) nos dominios funcionais de duas enzi-
mas envolvidas na sintese do peptidoglicano (penicillin-binding proteins -
PBP). Uma PBP adicional foi também identificada nas estirpes RT017. Este
estudo descreve pela primeira vez alteragées em PBPs como base genética
provavel da resisténcia ao imipenemo em C. difficile.

_Abstract

Clostridium difficile is a major cause of healthcare-associated infec-
tions. Here, we characterized C. difficile strains isolated in Portuguese
hospitals, in order to search for impenem resistance and the underlying
genetic determinants. Imipenem susceptibility testing by agar gradient
diffusion was performed on 191 C. difficile strains, isolated from 15 por-
tuguese hospitals, between 2012-2015. Some of the imipenem-resistant
and imipenem-susceptible strains were selected for downstream pheno-
typic analyses and for whole genome sequencing (WGS). Resistance to
imipenem was detected in 24 (12.6 %) strains, 22 of which were ribotype
(RT) 017 strains, only positive for toxin B, isolated in the same hospital,
and presenting resistance to several other antibiotics. Through analysis
of WGS data, two amino acid changes (Ala555Thr and Tyr721Ser) targe-
ting the transpeptidase domain of two penicillin-binding proteins (PBP)
were identified. An additional PBP was also identified in this ribotype.
We describe, for the first time, mutations in PBP-encoding genes as the
probable genetic basis for C. difficile imipenem resistance.

_Introdugéo

Clostridium difficile, recentemente renomeado Clostridioides
difficile, ¢ um bacilo de Gram-positivo, formador de esporos e
produtor de toxinas, constituindo a principal causa de diarreia
em doentes internados associada ao consumo de antibiéticos
nos paises desenvolvidos (). A infecdo por C. difficile (ICD)
resulta da acdo de duas toxinas, A e B (TcdA e TcdB), sendo
que algumas estirpes de C. difficile produzem uma toxina adi-
cional, a toxina binaria CDT (C. difficile transferase) (2).

Os sintomas da ICD variam entre um quadro leve de diar-
reia até ao desenvolvimento de colite pseudomembrano-
sa, potencialmente letal, constituindo fatores de risco, entre
outros, hospitalizagdes recentes e antibioterapia prévia (3).
Os antibidticos causam desequilibrio na flora protetora in-
testinal, permitindo que os esporos de C. difficile germinem
no colén, e também conferem uma vantagem seletiva para o
desenvolvimento de estirpes infetantes de C. difficile resis-
tentes (4). Multiplos antibiéticos podem contribuir para pro-
mover a ICD, no entanto o maior risco tem sido associado
a0 consumo de cefalosporinas e fluoroquinolonas (4). A re-
sisténcia a multiplos antibidticos tem sido frequentemen-
te encontrada em estirpes epidémicas de C. difficile, sendo
frequente a localizacdo dos determinantes de resisténcia em
elementos genéticos que podem ser transferidos de forma
horizontal (horizontal gene transfer - HGT) entre as bacté-
rias (5). De facto, nas Ultimas décadas, a ICD tem sido mais
descrita em situagdes associadas a surtos do que a casos
esporadicos, com consequéncias mais negativas quanto a
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severidade e letalidade da doenca (6). Esta constatacéo foi
explicada sobretudo pela disseminagao de estirpes C. diffi-
cile resistentes as fluoroquinolonas, pertencentes ao ribo-
tipo (RT) 027 e responsaveis por surtos em meio hospitalar
em todo o mundo (7). Mais recentemente, estirpes de outros
ribotipos de C. difficile, como RT078 e RT017, tém mostrado
uma viruléncia aumentada e tém emergido em diversas re-
gides (8). O RT017, com fendtipo toxina A-negativo e toxina
B-positivo, é o ribotipo mais frequente na Asia e em alguns
paises da Europa de leste (8).

O imipenemo, pertencente a classe dos carbapenemos, é
atualmente o antibi6tico de Ultima linha para o tratamento
de infe¢des por bactérias de Gram-negativo. Num estudo
recente, multicéntrico e europeu, que analisou mais de 900
estirpes de C. difficile, foi obtida uma proporgéo de resis-
téncia ao imipenemo de 7,4%, com uma média geométrica
para a concentracdo minima inibitéria (CMI) de 5.91 mg/L
em estirpes de C. difficile do RT017 (),

_Objetivo

Neste estudo caracteriza-se um conjunto de estirpes clinicas
de Clostridium difficile, provenientes de diversos hospitais
portugueses, com o objetivo de estudar a resisténcia aos car-
bapenemos neste agente patogénico.

_Material e métodos

Entre setembro de 2012 e setembro de 2015 foram estudadas
no Laboratorio Nacional de Referéncia das Infegdes Gastrin-
testinais do Departamento de Doengas Infeciosas do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) estirpes de
C. difficile isoladas de 191 doentes e provenientes de 15 hos-
pitais em Portugal.

Os métodos laboratoriais relativos ao estudo da suscetibi-
lidade aos antibioticos e sequenciacdo de nova geragao
encontram-se detalhados no material suplementar do artigo
original (10),
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_Resultados e discussédo

Das 191 estirpes de C. difficile estudadas entre setem-
bro 2012-2015 e provenientes de 15 hospitais nacionais, 24
(12,6%) foram resistentes ao imipenemo. Destas, 22 estir-
pes foram do RT017, uma do RT014 e a restante do RT477.

Para as 22 estirpes imipenemo-resistentes do RT017, a CMI
determinada foi >32 mg/L (tabela 1), enquanto que para as
duas estirpes ndo-RT017 a CMI foi de 16 mg/L. Os 22 isola-
dos RTO17 resistentes ao imipenemo foram provenientes de
um hospital ao longo dos 3 anos do estudo, 0 que sugeriu
a presenca de um clone persistente nesta unidade hospita-
lar, de acordo também com os dados obtidos pela contribu-
to da sequenciagao do genoma completo (Whole Genome
Sequencing - WGS) (Hospital A, tabela 1, figura 1). De entre
as 191 estirpes estudadas, foram identificadas outras trés do
RTO17 sensiveis ao imipenemo provenientes de um outro hos-
pital (Hospital B, tabela 1) e cujos genomas foram compara-
dos com os das 22 estirpes RT017 imipenemo-resistentes.

Os 22 isolados RT017 resistentes ao imipenemo foram
também resistentes aos antibiéticos clindamicina, eritro-
micina, moxifloxacina, tetraciclina e rifampicina, corrobo-
rando os resultados j& descritos em outros estudos (9): os
trés isolados RTO17 sensiveis ao imipenemo apresentaram
0 mesmo padrédo de resisténcia aos antibidticos em apre-
ciacao, exceto a moxifloxacina. A CMI para 0 meropenemo
e ertapenemo foi superior para 0s isolados resistentes ao
imipenemo (tabela 1).

Pela analise dos dados de WGS, a multirresisténcia aos an-
tibiéticos ndo carbapenemos foi associada a presenca de
varios determinantes de resisténcia, muitos deles localiza-
dos em elementos genéticos moveis (figura 2), o que con-
firma que a HGT desempenha um papel major na evolucao
deste agente patogénico (11),

A analise dos dados de WGS mostrou também que os 25
isolados do RTO17 formam dois grupos geneticamente dis-
tintos, de acordo com o hospital de origem (figura 1). De
entre as mutacOes pontuais que distinguiam ambos o0s
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Tabela 1:
(Hospital B) ao imipenemo, setembro 2012-2015.
IMP** ETP** MRP**  MXF*t
cut-off R* >16 >16 >16 >4
Intervalo CMI 32 3-16 1.5-4 >32
MG CMI 32 7.56 2.31 32
Hospital A
(n=22) CMlg, 32 12 3 >32
CMIs, 32 6 2 >32
% R 100 4,5 0 100
Intervalo CMI~ 1.5-3 1.5-2 0.5-1.5 1.5
MG CMI 2.08 1.82 0.83 1.5
Hospital B gy, 3 2 1.5 1.5
(n=3)
CMIs, 2 2 0.75 1.5
% R 0 0 0 0
P-value <0.0001 <0.0001 | <0.0001 <0.0001
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Suscetibilidade a 11 antibiéticos de estirpes de Clostridium difficile RT017: 22 resistentes (Hospital A) e 3 sensiveis

MTZ*+ VAN*+ CLI** CHL** RIF* TGC* TET**
>2 >2 >8 232 >0,004 >0,25 >16

<0.016-1 0.38-2 >256 2-6 >32 <0.016-0.094 @ 16-32

0.12 0.73 256 3.29 32 0.025 18.08
0.38 2 256 4 32 0.032 32
0.19 0.75 256 3 32 0.023 16

0 0 100 0 100 0 100
<0.016-0.25 | 0.38-0.75 >256 3-4 >32 <0.016-0.023 16
0.072 0.60 256 3.30 32 0.020 16
0.25 0.75 256 4 32 0.023 16
0.094 0.75 256 3 32 0.023 16
0 0 100 0 100 0 100
0.45 0.56 - 0.98 - 0.41 0.51

IMP =imipenemo ETP=ertapenemo MRP=meropenemo MXF=moxifloxacina MTZ=metronidazol VAN =vancomicina CLI=clindamicina CHL=cloranfenicol

RIF =rifampicina TGC =tigeciclina R=resistente CMI=concentragdo minima inibitéria MG =média geométrica; Valores da CMI em mg/L. *EUCAST **CLSI

1 Determinado anteriormente (12),

grupos, foram identificadas duas em genes que codificam
para duas penicillin binding proteins (PBPs) de alto peso
molecular (high molecular weight — HMW). (figura 2). As
HMW PBPs s&o divididas em enzimas de classe A, bifuncio-
nais contendo os dominios transglicosilase (TGase) e trans-
peptidase (TPase), e de classe B, que nao possuem o domi-
nio TGase. O dominio TPase possui trés motivos funcionais,
SxxK, SxN e KTG[T/S], que compdem o seu sitio ativo. Os
carbapenemos bloqueiam a sintese da parede celular por
inibicao da atividade TPase (13). Uma das mutagées foi iden-
tificada no gene codificante da PBP1, a Unica enzima bifun-
cional implicada na sintese do peptidoglicano em C. difficile;
esta mutacdo resultou na substituicdo de aminoacidos
Ala555Thr, localizada préximo do motivo funcional SSN
(figura 2). A segunda mutacgao foi identificada no gene codifi-
cante da PBP3, uma TPase de classe B, causando a substi-
tuicao de aminoéacidos Tyr721Ser, entre os motivos funcio-
nais SxN e KTGT (figura 2). As duas estirpes nao perten-

centes ao RTO17, a saber as estirpes RT014 e RT477 com
CMl inferior ao clone RT017 resistente, apresentaram a subs-
tituicdo Alab55Thr ou outra alteragdo também perto do
motivo funcional SxN (Leub43His), ambas na PBP1. PBPs
modificadas com afinidade reduzida para o antibidtico tém
sido associadas a resisténcia aos B-lactamicos e especifica-
mente ao imipenemo em diferentes microrganismos (13). Nao
foram encontradas diferengas entre as estirpes resistentes e
sensiveis para as restantes HMW PBPs (figura 2). No entanto,
todas as 25 estirpes do RT017 do presente estudo, bem como
estirpes do RTO17 com genoma anotado, estirpe M68 (n°
acesso NC_017175) e BJ08 (n° acesso CP003939), apresen-
taram uma HMW PBP de classe B adicional (PBP5), localizada
num elemento mével nos genomas estudados e anotados, e
ausente noutros RTs. Estudos adicionais s&o necessarios
para perceber se a PBP5 contribui para a resisténcia ao imipe-
nemo em C. difficile do RTO17.
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Figura 1: [1 Filogenia de estirpes de Clostridium difficile RT017 e determinantes genéticos de resisténcia aos antibiéticos.
A
l @ resistente ao imipenemo
O suscetivel ao imipenemo
I=1SNP
e o
ﬁw . .
e o
5
o
gene / alt. nucleotidica / alt. proteica
. B
‘—Nm—mewnvefmiog:mgmamgfﬁi
Locus (M68) Moo << I ICTICICICTICTCICCCICL CICC T Antibiético
Carbapenemos
CDM68_RS04280 pbp1 / G1663A / Ala555Thr Imipenemo

CDM68_RS06070
CDM68_RS06670
CDM68_RS13670
CDM68_RS02615

E

CDM68_RS19130
CDM68_RS19125

pbp2 (sem mutacdes)
pbp3 / A2162C / Tyr721Ser
pbp4 (sem mutacoes)

pbp5 (sem mutacdes)

gyrA / C245T / Thr82lle

gyrB (sem mutagbes)

Fluoroquinolonas

Moxifloxacina

AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN Rifampicina
CDM68_RS00465 rpoB / C1504A / His502Asn
CDM68_RS00465 rpoB / G1514A / Arg505Lys
AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN MSLg
CDM68_RS17325 ermB ("Tn6194-like") Clindamicina
CDM68_RS17325 ermB (MGE néo descrito)
Tetraciclina

CDM68_RS01945 tetM (elemento "Tn916-like")

Fenétipo Mutacado/gene (MGE = elemento genético mével)
resistente presenga
suscetivel auséncia

A) Andlise do genoma partilhado (core-genome SNP-based Neighbour-joining) de 25 isolados de Clostridium difficile RT017. Cada isolado esta marcado de
acordo com seu perfil de suscetibilidade ao imipenemo. B) para cada isolado o perfil de suscetibilidade a cada antibidtico é indicado juntamente com o respeti-

vo determinante genético de resisténcia. A identificacdo dos genes (CDM68_RS) ¢ relativa ao genoma anotado da estirpe C. difficile M68.

14



dodorgeP 1000 ==1]

- T
(’ nstiuto_Nacional de Satide Observagdes_ Boletim Epidemiolégico 2018 : ¥ : fu .
Doutor Ricardo Jorge nimero Vi F a‘ ﬁ | = A‘ {
especial 10 & - - ~Doencas Infeciosas
¥ 2 e A R

Figura 2: [ Substituigdes de aminodcidos em duas penicillin binding proteins (PBPs) e possivel relagdo com a resisténcia
ao imipenemo em Clostridium difficile RT017.

A
N—TM— TGase — TPase —C PBP1
A555T
SSIK 99 SSNgyg KTGT g,
AB55T
C. difficile PBP1 530 TTAGHGSMSLRKALAKSSNTI AVKTAEM-LGDSY 563
S. aureus PBP2 438 DTKSHGTVSI YDALRQSFNIPALKAWQS-VKQNA 470
S.pneumoniae PBP2b 432 QAYGSFPI TAVQALEYSSNTYMVQTALGLMGQTY 465
E.faecacium PBP5 464 RVSDVSQVDLKTALI YSDNI YMAQETLKMGE- - - 496
A555T T446A M485T A450D
B
N—TM—  TPase @ —C PBP3
I Y7218
SSIK 95 SSN g5, KTGT g4
Y7218
C. difficile PBP3 712 AYTPAQI SRYVAAI ANGGNLVELSVVDRAVSSDYSSVKI NDQKKVEKIPFKNP- - 764
S. aureus PBP2 502 EFSPTQLASAFAAI ANGGTYNNAHSI QKVVTRDGET! - - - - - -« - - - EYDHTSH 545
E. coli PBP2 459 TATP| QMSKALMI LI NDGIVKVPHLLMSTAED- - - - - - - - ---- GKQVPWVQPHE 501
E. faecalis PBP4 546 LI SPI QQATMYSVFQNNGTLVYPKLVLDKETK:- -=---------- KKDNVI SA-- - 585
S569A A462V M574]
C. difficile PBP3 765 - - - - - - - - DNLKELTKGMKL--VARQGTA--KSAFADFPIDVAAKTGTAEKSGKI 807
S. aureus PBP2 546 KAMSDYTAYMLAEMLKG----TFKPYGSAYGHGV---AGVNMGAKTGTGTYGA- - 5091
E. coli PBP2 502 PPV GDI HSGYWELAKDGMYGVANRPNGTA--HKYFASAPYKI AAKSGTAQVFGLK 554
E. faecalis PBP4 586 - - - - - - - - NAANTI ATDLLGSVEDPSGTV--YNMYN-PNFSLAAKTGTAEI KDKQ 629
T605H M574]
C. difficile PBP3 808 PTDNE- - - - - - - - - - YEYLKSHMSSYNV - - - - oo oo o 20 825
S. aureus PBP2 592 - - ETYSQYNLPDNAAKAVWI NGF----TPQYTMSVWMGFSKVKQYGENSFVGHS 639
E. coli PBP2 555 ANETYNAHKI AERLRDHKLMTAFAPYNNPQVAVAMI LENGG- - - - - AGPAVGTL 603
E. faecalis PBP4 630 D- - - - - - - - - - TDGKENSFLLTLDRSNNKFLTMI MVENSGE:- - - - - NGSATD- I 666

Organizagdo do dominio da PBP1 (A - homdlogo de CDM68_RS04280 da estirpe M68 ou CD630_07810 na estirpe de laboratério 630) e da PBP3 (B - homdlogo
de CDM68_RS04280 or CD630_11480), com o dominio transpeptidase (TPase) em amarelo, o dominio transglicosilase (TGase) verde e o segmento transmembranar
(TM) em azul. A localizagdo dos motivos conservados SxxK, SxN e KTG[T/S] é mostrada com linhas pretas, estando as mutagdes encontradas nas estirpes resisten-
tes marcadas por linhas vermelhas. Os alinhamentos abaixo das duas PBPs mostram a posig¢ao (em laranja) e natureza das substituicdes de aminoacidos nas estirpes
RTO17 resistentes ao imipenemo e em PBPs selecionadas dos organismos indicados. Nimeros de acesso (www.ncbi.gov): Staphylococcus aureus (AAA74375.1);
Streptococcus pneumoniae (WP_001829432.1), Escherichia coli (AAB40835.1), Enterococcus faecalis (AAS77615.1), e Enterococcus faecacium (AIG13039.1).
Os aminoacidos estdo indicados pelo cédigo de uma letra.
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_Conclusao

Os resultados deste estudo sugerem que a resisténcia ao
imipenemo em estirpes de C. difficile RT017 envolveu a aqui-
sicdo de mutacOes nos genes pbp! e pbp3, que resultam na
alteracao de aminoacidos perto do motivo TPase das respeti-
vas enzimas. Estas substituicoes podem levar a diminuigao
da afinidade das PBP1 e PBP3 para o imipenemo, permitindo
a sintese do peptidoglicano mesmo na presenca do antibioti-
co. Como a presenca de uma PBP5 adicional é uma caracte-
ristica deste ribotipo, este estudo sugere que a PBP5 possa
facilitar a expressao da resisténcia ao imipenemo através da
aquisicédo de mutacdes nos genes pbpT e pbp3. Em estirpes
de outros ribotipos que ndo possuem a PBP5, tais como as
duas estirpes dos RT014 e RT477 descritas neste estudo,
a mutagao na pbp? podera originar apenas um nivel de resis-
téncia intermédio. Assim, é provavel que a disseminacao do
gene pbpb possa contribuir para a disseminagao de alto nivel
de resisténcia ao imipenemo.

Portugal tem das mais elevadas taxas de infegdes associa-
das aos cuidados de salde e consumo de carbapenemos
na Europa (1), Embora néo seja possivel associar diretamen-
te 0 padrédo de consumo de carbapenemos ao padrao de
resisténcia em C. difficile, alerta-se que o aparecimento
de resisténcia e/ou suscetibilidade reduzida a estes antibio-
ticos pode recapitular o cenario observado com o clone
de C. difficile RT027 resistente a fluoroquinolonas, quando
estas foram o antibidtico mais prescrito nos Estados Unidos
da América (14). Este estudo reforga também a necessidade
de uma utilizagdo adequada dos antibiéticos em Portugal,
face a emergéncia de resisténcias aos carbapenemos em
clones de C. difficile, ja de si multirresistentes, o que pode
contribuir para a sua disseminacao. Finalmente, este estudo
evidencia a utilidade de WGS para identificagdo de novos
determinantes de resisténcia aos antibioéticos.
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_Nova era na vigilancia da tuberculose multirresistente em Portugal: sequenciacao do

genoma completo

New era on the surveillance of multidrug resistant tuberculosis in Portugal: whole genome sequencing
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Nova de Lisboa, Lisboa, Portugal.

_Resumo

A tuberculose multirresistente continua a ser um dos principais desafios
no controlo da Tuberculose em Portugal. Os métodos de diagndstico e
vigilancia classicos séo trabalhosos, muito demorados e nem sempre fa-
ceis de interpretar. A introduc@o de metodologias moleculares permitiu
ultrapassar alguns destes obstaculos, mas, sendo limitada no numero de
alvos genéticos que analisa, ndo permite uma analise completa das carac-
teristicas das estirpes de M. tuberculosis isoladas. Para ultrapassar esta
questao, tivemos como objectivo a implementagdo de uma metodologia
baseada na sequenciagao total do genoma que, para além de permitir um
screening de todas as mutagdes conhecidas associadas a resisténcia,
permite fazer uma vigilancia molecular das estirpes com uma sensibilida-
de muito elevada, possibilitando a intervengao das Autoridades de Saude
de forma atempada e otimizada. O Laboratério Nacional de Referéncia de
Micobactérias/Tuberculose do Instituto Nacional de Doutor Ricardo Jorge
esta, neste momento, capacitado para responder eficazmente a estas
necessidades garantindo um digndstico e vigilancia em “tempo real” de
todas as estirpes de M. tuberculosis multirresistentes.

_Abstract

Multidrug-resistant tuberculosis continues to be one of the main chal-
lenges for Tuberculosis” control in Portugal. Classical diagnostic and
surveillance methods are laborious, time-consuming and not always easy
to interpret and perform. The introduction of molecular methodologies
overcame some of these obstacles, but, as they are limited in the number
of genetic targets analyzed, they do not allow a complete analysis of the
characteristics of the isolated M. tuberculosis strains. As such, we aimed
to implement a methodology based on whole genome sequencing that, in
addition to enable the screening of all known mutations associated with
resistance, it makes it possible to carry out molecular surveillance of the
strains with a very high sensitivity, allowing a timely and optimized inter-
vention of the Health Authorities. The National Reference Laboratory of
Mycobacteria / Tuberculosis is now capable of responding effectively to
these needs, ensuring a "real time" diagnosis and surveillance of all mul-
tidrug resistant M. tuberculosis strains.

1) Laboratdrio Nacional de Referéncia para as Micobactérias. Departamento de Doencas Infecciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.
2) Ndcleo de Bioinformatica. Departamento de Doencas Infeciosas, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.
3) Unidade de Tecnologia e Inovagdo, Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

4) Centro de Toxicogendémica e Satide Humana (ToxOmics), Genética, Oncologia e Toxicologia Humana da NOVA Medical School|Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade

_Introdugéo

A Tuberculose (TB) continua a ser uma das principais causas
de morte por doenca infeciosa em todo o Mundo (1:2). Em
2017, 10.4 milhdes de pessoas adoeceram, 1.7 milhoes mor-
reram da doenca e, embora a incidéncia de TB tenha vindo
a decrescer cerca de 2% por ano, o problema da resisténcia
aos antibacilares e, em particular, da multirresisténcia, desa-
fia 0 cumprimento das metas de erradicag@o previstas pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para 2030 (). Com
460 mil casos (~5% do total de casos diagnosticados) em
2017 causados por estirpes de TB multirresistente (TB-MR,
ou seja, resistentes a rifampicina e isoniazida), das quais,
8,5% sao também extensivamente resistentes (TB-XDR; isto
¢, TB-MR com resisténcia adicional a qualquer fluoroguinolo-
na e amicacina/canamicina ou capreomicina) e considerando
que a transmisséo pessoa-a-pessoa é a principal via de con-
tagio, a monitorizacao e controlo destes casos é fundamental
para um programa de controlo de TB ter sucesso (). Em Por-
tugal, a incidéncia de TB tem também vindo a diminuir nos
Ultimos anos, com uma média de decréscimo de cerca de
5% ao ano (%), De 2013 a 2017, cerca de 10.000 novos casos
de TB foram notificados a Direcao-Geral da Saude (DGS) e a
proporcao de doentes com TB-MR permaneceu estavel, cor-
respondendo a 1% do total de casos diagnosticados (3:4).

Tendo em consideraca@o que a maioria das mortes por TB pode
ser minimizada através do diagnostico precoce e tratamen-
to adequado, a OMS propds, em 2015, a expanséo do diag-
nostico laboratorial rapido como uma das cinco prioridades
para combater a crise global de casos de TB resistente aos
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antibacilares (). Os testes fenotipicos, usando métodos con-
vencionais, podem levar até oito semanas para o isolamento
e identificac@o das estirpes do complexo Mycobacterium tu-
berculosis (MTC) e duas a quatro semanas adicionais até que
o perfil de resisténcia aos antibacilares seja conclusivo (5.
Obviamente, a introdugcao de ferramentas de diagnéstico mo-
lecular para a detecgao de resisténcia permite acelerar o diag-
nostico da TB-M/XDR, evitando a disseminacao da doenca e
permitindo op¢des terapéuticas dirigidas. Actualmente, exis-
tem ja inUmeros testes moleculares que permitem a detecgao
réapida de mutagcdes, mas 0 numero de alvos genéticos pesqui-
sados ¢ muito limitado. Por outro lado, as intervencdes dire-
cionadas para interromper cadeias de transmissao exigem um
conhecimento epidemiolégico exaustivo e fundamentado que
s6 pode ser conseguido aliando a informagéo genética a in-
formacao resultante da investigagao epidemioldgica. Por estes
motivos, tém sido indmeros os desenvolvimentos laborato-
riais na area da vigilancia molecular da TB e, atualmente, a se-
quenciacao do genoma completo (whole genome sequencing
- WGS) tem o potencial para se tornar a ferramenta de eleigao
para a genotipagem das estirpes do complexo MTC (6-9), for-
necendo informagdes genéticas abrangentes, incluindo todos
0s possiveis alvos genéticos que podem dar informacdes ra-
pidas sobre a resisténcia aos antibacilares e viruléncia das
estirpes MTC (6:10-12) Para além disso, estdo a ser desenvolvi-
dos esforgos no sentido de permitir aplicar métodos baseados
em WGS diretamente a partir da amostra clinica, passando-
se assim das 8 semanas necessarias ao crescimento das es-
tirpes de MTC, para um conhecimento genémico completo da
mesma em menos de uma semana apos colheita do produto
biologico (1),

Desde 2014 que, em Portugal, existem centros especificos
para o diagndéstico, consultoria, acompanhamento e tratamen-
to dos casos de TB-M/XDR. Estes centros permitem agilizar
a ligacao entre a investigagao epidemioldgica realizada pelas
Autoridades de Saude Publica e os dados laboratoriais que
s&o obtidos de forma sistematica pelo Laboratdrio Nacional
de Referéncia de Tuberculose (LNR-TB) do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Dado que o LNR-TB
recebe as estirpes isoladas de todos os doentes com TB-MR
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diagnosticada em Portugal (obrigatério desde 2007) (14), & de
extrema importancia definir um sistema de genotipagem mo-
lecular centralizado e robusto que mais rapidamente estabele-
ca a associacao entre os dados genéticos e epidemioldgicos,
tendo em vista a detecdo e monitorizagdo em “tempo real” dos
perfis de resisténcia e possiveis cadeias de transmissao.

_Objetivo

O presente estudo descreve aimplementagao de uma abor-
dagem baseada em WGS, para a vigilancia da TB e detecédo
de mutagdes associadas a resisténcia aos antibacilares,
através da avaliagao retrospetiva de todas as estirpes de
TB-M/XDR isoladas nos ultimos 5 anos em Portugal.

_Materiais e métodos

Do total das cerca de 10.000 estirpes de MTC isoladas em
Portugal entre 2013 e 2017, 96 eram casos de TB-M/XDR.
Destas, 83 (86,5%) estavam disponiveis para anélise sendo
que os restantes casos foram diagnosticados apenas por
biologia molecular ndo tendo havido isolamento da estirpe.
Os testes de sensibilidade aos antibacilares (1% e 22 linha:
Isoniazida, Rifampicina, Estreptomicina, Etambutol, Pirazina-
mida, Etionamida, Fluoroquinolonas, Canamicina, Amicacina,
Linezolide, Cicloserina e PAS) e a genotipagem pelo método
tradicional, Mycobacterium Interspersed Repetitive Units
(MIRU-VNTR) foram efetuados de acordo com as indicacdes
do fabricante. A metodologia de WGS foi realizada como des-
crito num estudo nosso recentemente publicado (12). Para
a extragao in silico dos perfis genéticos de resisténcia foi
utilizado o software bioinformatico TB profiler v0.3.0 (12,15),
A analise bioinformatica usada para a vigilancia com base
em WGS assenta numa abordagem gene-a-gene (multilocus
sequence typing) que tira partido de um conjunto de 3656
genes de MTC (7.8) ¢ utiliza os softwares de utilizagéo livre
chewBBACA (16) ¢ PHYLOViZ disponiveis online (17).

Dado que o estabelecimento de valores de cutoff para
proximidade genética é ainda um assunto em investigagéao,
optamos por uma abordagem de cutoff relativa, a qual tem
em conta o numero de diferencas genéticas para um deter-
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minado denominador (i.e., nimero de genes em anélise).
Por outro lado, este € um processo dindmico pois o proprio
conhecimento de links epidemiolégicos contribui para a
definicdo de se determinada distancia genética é préxima

ou distante.

_Resultados e discussdo

O presente estudo descreve a implementagao de uma meto-
dologia de vigilancia laboratorial baseada em WGS, tendo
em conta a exigéncia supranacional, a curto prazo, da subs-
tituicdo dos métodos tradicionais de genotipagem por MIRU-
-VNTR por uma abordagem assente na sequenciagdo do
genoma completo. Para além de permitir analisar a totalidade
do genoma para determinar potenciais cadeias de transmis-
sdo, esta metodologia permite, simultaneamente, a detegao
dos véarios marcadores genéticos de resisténcia (figura 1).

Figura 1:
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Para este efeito, 83 estirpes de TB-M/XDR isoladas entre 2013
e 2017, foram caracterizadas por MIRU-VNTR e por WGS em
simultaneo. Este é o primeiro estudo a ser realizado em Portu-
gal com estes objetivos especificos e envolve todas as estirpes
M/XDR isoladas nos ultimos 5 anos.

Todas as estirpes foram analisadas relativamente a presen-
ca/auséncia de mutagdes associadas a resisténcia aos anti-
bacilares de 1% e 2% linha através da utilizac@o de plataformas
gratuitas e online que permitem usar diretamente os dados
de sequenciacdo de nova geracdo. Para a validagao destes
dados foi efetuado um estudo piloto (12) que definiu a estraté-
gia adotada pelo LNR-TB e a plataforma com maior congruén-
cia (TB Profiler) com os resultados fenotipicos. Observou-se
uma correlacdo superior a 90% entre os resultados genotipi-
cos e 0s resultados obtidos com os testes de suscetibilidade
convencionais. Desta forma, através da sequenciacao total do

Fluxograma do diagndstico laboratorial baseado em metodologias convencionais

e em sequenciagdo do genoma completo (whole genome sequencing - WGS).
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genoma de uma estirpe MTC é possivel prever fenotipos de re-
sisténcia em cerca de uma semana, acelerando o diagnostico
de um possivel caso de TB-M/XDR em cerca de 10 semanas.

Neste estudo, e relativamente a definicao de possiveis cadeias
de transmissao verificou-se, numa primeira abordagem e tal
como seria previsto, que estirpes com o0 mesmo perfil MIRU-
VNTR revelaram maior proximidade genética, muito embora
também se tenha observado a existéncia de ligagdes gené-
ticas muito préximas entre estirpes com perfis distintos de
MIRU-VNTR. Para validar a definicdo dos clusters encon-
trados e usando esta nova abordagem baseada em WGS,
correlacionou-se os dados moleculares obtidos com a infor-
macao epidemioldgica disponivel acerca dos doentes. Como
esperado, observou-se existir uma boa correlagé@o entre a
proximidade genética das estirpes e a for¢a do vinculo epi-
demioldgico dos doentes. De facto, todas as estirpes isola-
das de doentes com ligagdes fortes (familiares, amigos e
colegas de trabalho) apresentaram uma elevada proximida-
de genética, isto €, com um cutoff abaixo de 0,4% de diferen-
cas alélicas entre as estirpes (figura 2). Quanto aos doentes
sem ligacao epidemioldgica conhecida as diferengas gené-
ticas foram superiores a o cutoff estabelecido e aos limites
previamente descritos noutros estudos envolvendo fenéme-
nos de transmissao recentes (7:8,18-20) No entanto, é impor-
tante referir que encontramos estirpes muito préximas para
as quais nao havia dados epidemioldgicos disponiveis, le-
vantando a hipo6tese de que algumas ligagdes entre doentes
nao terdo sido detetadas. Esta observacgao ilustra a necessi-
dade de melhorar a detegao e investigacdo epidemioldgica
precoces (por exemplo, melhorando as investigacoes “de
campo” e fortalecendo a comunicagéo entre as autoridades
de saude e 0 LNR-TB) para aliar os beneficios de uma vigilan-
cia laboratorial focada na detegao/confirmagao de relagoes
entre doentes, mais rapida e baseada em WGS, facilitando
assim o rastreio de contatos. Finalmente, considerando que
esta metodologia se baseia totalmente em ferramentas bio-
informaticas gratuitas e disponiveis online, acredita-se que
a abordagem do presente estudo pode ser muito Util para
todos os laboratérios com acesso a estas tecnologias, espe-
cialmente para agueles com menos recursos.
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Arvore filogenética simplificada de todas as estirpes
analisadas, ilustrando a proximidade genética das
estirpes de MTC baseada na aplicagdo de WGS.

Figura 2:

!

Cada circulo representa um perfil genético; os circulos a cores repre-
sentam grupos moleculares de estirpes com ligacdo epidemiolégica
confirmada; a cinzento - sé@o grupos moleculares sem informacao epide-
mioldgica disponivel. As estirpes com proximidade genética (i.e., abaixo
do cut-off definido no estudo) estao ligadas com linhas continuas.

_Conclusao

O LNR-TB do INSA est§, neste momento, em condi¢des de ga-
rantir uma vigilancia laboratorial baseada em WGS que, por ser
mais robusta e atempada, permite a detecéo répida de novos
casos de doenca, a monitorizagao de cadeias de transmissao
existentes e a determinacao célere de novas cadeias. A arti-
culacéo entre as diferentes unidades do INSA (figura 1) tém
garantido o sucesso da execucdo répida deste workflow de
diagnostico, diminuindo os tempos de resposta e aumentando
0 poder de discriminagao e confianga dos resultados obtidos.
A centralizagao deste diagndstico e a genotipagem molecular
por WGS, associadas a melhoria da articulacdo com as entida-
des clinicas e de saude publica, constitui a forga motriz para
uma vigilancia mais rapida e efetiva dos casos de TB-M/XDR,
favorecendo assim a previsdo da resisténcia aos antibacilares
e a detegao precoce de cadeias de transmissao.
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_Resumo

A tecnologia de sequenciacgao de nova geracéo (NGS) permite uma anélise
genética do virus da gripe muito mais profunda, quando comparada com
a sequenciagdo pelo método de Sanger, pois permite a analise do genoma
viral completo (e ndo apenas do gene da hemaglutinina). O presente estudo
teve como objectivo realizar a analise filogenética e mutacional do virus
da gripe A(H3) de forma a pesquisar possiveis marcadores genéticos e pa-
droes de recombinagao que estejam relacionados com a efectividade vaci-
nal. Foram obtidas sequéncias do genoma completo para 179 virus A(H3),
detectados em casos de sindroma gripal no ambito do projecto EuroEVA/I-

MOVE+ durante duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Dos virus
sequenciados, 28 pertenciam a virus de casos vacinados (15,6%). Destes,
apenas 16 apresentaram mutagdes ndo encontradas em casos nao vacina-
dos, no entanto, todas elas emergiram de forma esporédica. Foi revelada
a existéncia de recombinagdo gendmica intrasubtipica, e identificados 4
perfis distintos de recombinacéo. O grupo em que todos 0s segmentos ge-
némicos sdo semelhantes a A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 foi o que
registou uma maior percentagem de falhas da vacina (20,3%).

_Abstract

Next-generation sequencing technology allow a much deeper genetic
analysis of influenza virus comparing to Sanger sequencing, since allows
a whole genome analysis instead of a HA-based one. The present study
aimed to perform phylogenetic and mutational analysis of influenza A(H3)
viruses in order to search for putative genetic markers, as well as re-
assortment patterns related with vaccine effectiveness. Were obtained
whole genome sequences for 179 influenza A(H3) viruses, detected in ILI
cases in the scope of EuroEVA/I-MOVE+ project during 2 winter seasons:
2016/2017 and 2017/2018. From sequenced viruses, 28 were from vacci-
nated cases (15.6%). From these, 16 presented mutations, not found in
viruses from non-vaccinated cases, however, these mutations have emer-
ged sporadically. Were identified four different patterns of intrasubtype
reassortment. The group with an A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016-like
profile included a higher percentage of vaccine failures (20.3%).

_Introdugéo

As técnicas de sequenciagao de nova geracao (NGS, na sigla
em inglés) s@o usadas ainda de uma forma incipiente na vigi-
lancia epidemioldgica da gripe. Quebrando barreiras de ordem
técnica e econdémica inerentes a sequenciacdo pelo método
de Sanger, a NGS facilita a sequenciacdo do genoma viral
completo. Além da caracterizagao genética, esta abordagem
permite também a deteccao de eventos de recombinacéo ge-
noémica, de marcadores de resisténcia, de viruléncia, variantes
minoritarias, variabilidade intra-hospedeiro, entre outros.

Varios fatores (relacionados, por exemplo, com o virus influen-
za e/ou com 0 hospedeiro, ou com a toma da vacina antigripal
e a sua constituicdo) podem contribuir para baixas/moderadas
estimativas da efectividade da vacina antigripal em épocas
onde o virus A(H3) é predominante (). No que respeita as
caracteristicas do virus da gripe, uma das questdes que nor-
malmente se coloca é se existe(m) e qual(quais) a(s) causa(s)
genética(s) e/ou antigénica(s) que justifique(m) a falha da
vacina antigripal.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo a anélise do genoma completo
do virus da gripe de forma a pesquisar a associacao entre carac-
teristicas genéticas do virus (mutagdes pontuais, padrdes de re-
combinacgao) e as falhas da vacina antigripal, ou seja, individuos
vacinados e que foram infetados pelo virus da gripe A(H3).
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_Material e métodos

Exsudados da nasofaringe foram colhidos em casos de sin-
droma gripal aguando de consulta em cuidados de saude
priméarios no ambito do projecto EuroEVA/I-MOVE+, durante
duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Além dos
dados clinicos e epidemioldgicos, foi recolhida a informacao
sobre a toma da vacina. Apos extracgao de RNA e amplifica-
¢do do genoma viral por PCR (2), foi sequenciado por NGS o
genoma completo de 179 virus da gripe do subtipo A(H3): 163
da época 2016/2017 e 16 de 2017/2018. A sequenciagao por
NGS foi realizada na plataforma MiSeq (lllumina) e a analise
bioinformatica das leituras obtidas na plataforma online INSa-
-FLU @) (https:/insaflu.insa.pt/) com uma cobertura média de
1075x. As sequéncias consensus foram adicionalmente anali-
sadas com o programa MEGA 7 (4). Para testar a associacao
entre os perfis de recombinacao e a falha vacinal foi usado o
teste exato de Fisher (o nivel de significancia foi estabelecido
em 5%).

_Resultados
Caracterizacdo genética do virus da gripe pré-NGS

Antes de o Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus
da Gripe e Outros Virus Respiratérios do Departamento de
Doencgas Infeciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ri-
cardo Jorge ter implementado a NGS na vigilancia laboratorial
da gripe, a caracterizacé@o dos virus da gripe era realizada es-
sencialmente através da sequenciagao da subunidade HA1 do
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gene da hemaglutinina (este procedimento ainda hoje ¢ utiliza-
do quando é necessaria uma caracterizagao genética urgente
de poucas amostras virais).

Os virus da gripe A(H3) estudados agruparam-se em 5 dife-
rentes subgrupos genéticos, segundo classificacdo baseada
no gene da hemaglutinina (®) (tabela 1 e figura 1).

A maioria (44,1%) pertenceu ao subgrupo genético 3C.2al,
que circulou em 2016/2017 e que é representado pela estir-
pe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (6),
e apresentou as substituigdes N171K, situada em local anti-
génico (la), 1406V e G484E. A maior parte dos virus 3C.2at
apresentou também a substituicdo R142G (la). No subgrupo
3C.2a1 registaram-se 15,2% de casos de falha da vacina an-
tigripal.

Dentro do subgrupo 3C.2al insere-se o subgrupo 3C.2al1b
(representado por A/England/74560298/2017) que inclui
23,5% (42/179) dos virus A(H3) analisados. Além das substi-
tuicOes atras mencionadas para os virus 3C.2al, estes virus
incorporaram as substituigdes K92R, N121K e H311Q (todas
em locais antigenicos). As falhas da vacina constituiram 19%
(8/42) dos virus neste subgrupo (tabela 1).

Um subgrupo que também atingiu uma grande expresséo
foi 0 3C.2a3, ao qual pertenciam 25,7% (46/179) dos virus
A(H3). Os virus deste subgrupo detetado em 2016/2017 e re-
presentado pela estirpe A/Norway/4849/2016, apresentaram
as substituicdes N121K (la) e S144K (la). Neste subgrupo os

Subgrupos genéticos do virus A(H3) em 179 doentes com

sindroma gripal, 2016/2017 e 2017/2018.

Tabela 1:
Sgue%%rtLiJCpooss 2016/2017 ~ 2017/2018
3C.2a 3 _
3C.2af 79 _
3C.2alb 34 8
3C.2a2 1 8
3C.2a3 46 _
Total A(H3) 163 16

D) éTgt)aclas % Vacinados %
3 1,7 1 33,3
79 441 12 15,2
42 23,5 8 19,0
9 5,0 0 0,0
46 25,7 7 15,2

179 100,0 28 15,6
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Figura 1:

Filogenia dos virus da gripe A(H3) em estudo casos vacinados totalizaram 15,2% (12/79). Foram ainda ca-

(n=179), baseada no gene da hemaglutinina.

{j < 3C.2atb

16 17 EVAOO4
r ASingaporefnfimh-16-00192016 | HA
[ 16 1T EVAD17

racterizados 3 virus (1,7%; 3/179) como pertencentes ao sub-
grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018
A/Hong Kong/4801/2014 (7). Estes virus apresentavam as

Arvore filogenética obtida pelo

método Neighbour-Joining se- .

substituigoes T131K (la) e R142K (la). Uma vez que um dos

gundo o modelo K-2 parameter

virus era proveniente de um caso vacinado, a proporgao de

16 17 EVA261
1617 EVAZT2
1000 réplicas de bootstrap. Para . L e tvasar
1617 EVA1I84
16 17 EVAZ09
ar 16 17 EVAZ1

de distancias evolutivas com

falhas da vacina neste subgrupo foi de 33,3% (1/3).

uma visualizagdo mais cémoda, =

foram comprimidos os subgru-
pos 3C.2alb, 3C.2a2 e 3C.2a3.

o

|— 1817 EVA105

| g2 16 17 Evazan
B 16 17 EVA245

|| 18 17 Evates

|]18 17 Evatos

| g 16 17 EVADT3

U 116 17 Evaces
16 17 EVADBZ

16 17 EVAD43

— 1617 EVAZ34

16 17 EVADSS
16 17 EVAZ06

F‘ 1617 EVAZ13

16 17 EVA102

16 17 EVA178

16 17 EVA180

— 16 17 EVA103

1617 EVAT11

1 16 17 EVAD3S

16 17 EVAD2E

16 17 EVADG4

18 17 EVAZ21
16 17 EVADST
16 17 EVADES

81| 18 17 EVAZIE
16 17 EVAZ3T
16 17 EVADO3
— 1617 EVA17S
16 17 EVAZAT
16 17 EVA363

f2 16 1T EVAQOT
H— 1617 EVADE3
16 17 EVA146
l— 16 17 Evanar

«

Além das 2 substituicOes anteriores, o0s virus do subgrupo
3C.2a2 apresentaram adicionalmente a substituicdo R261Q
(la). No conjunto das 2 épocas, os virus 3C.2a2 constituiram
apenas 5% (9/179) dos virus analisados, no entanto, estes
foram os predominantes em circulagao na época 2017/2018.

t— 16 17 EVA181
16 17 EVA1BE
~ 1617 EVAIO0 Nao foram registadas falhas da vacina no grupo dos virus
18 17 EVADB1
Tetrmnee: 3C.2a2 sequenciados.
— 16 17 EVA200
17 | »,l ilé 17 EVA16T
oy e Na totalidade dos virus A(H3) sequenciados, 15,6% (28/179)
18 17 EVADD1
L 1617 Evager correspondiam a casos vacinados. Ao analisar a hemaglutini-

na destes virus verificamos a existéncia de 8 substituicoes em
7 virus que nao foram encontradas em virus dos casos néao
vacinados: G5R, S46F, S1241, N126D, F193S, 1230L, D408N e
L531S. No entanto qualquer uma destas substituicoes foi es-
poradica, ou seja, foram observadas apenas num virus.

Caracterizagao genética do virus da gripe p6s-NGS

A implementacao da NGS na vigilancia da gripe veio alargar e

"l 17 evaoes aprofundar a caracterizagao genética do virus da gripe pois per-
16 17 EVADS9
‘ESLE e mite a sequenciagdo do genoma viral completo, para um maior
= 1617 EVA148 . L. L,
8 . numero de virus e de uma forma mais rapida e econémica.
16 17 EVAOY
16 17 EVAD31
bt Os genomas completos dos 179 virus A(H3) em anélise foram
16 17 EVADS2
1017 Evaed monitorizados quanto a existéncia de possiveis marcadores

moleculares associados aos casos de falha vacinal. A tabela 2
mostra-nos as substituicdes encontradas em todos 0s seg-
mentos genomicos de virus detetados em casos vacinados.
Podemos verificar que as substituicdes ndo sdo comuns aos

— 18 17 EVAlGE , z . s
= o eunsrs virus estudados. Além disso, no nosso estudo, 12 dos virus
16 17 EVA256
S Ik detetados em casos vacinados foram geneticamente idénti-

b A/Bolzana/TI2016 | HA

cos, a escala do genoma, a outros virus detetados em casos

54 | 16 17 EVADSO
4 li617evazse | 3C.2a
- 1617 EVAI04 - .
e —— 3C.202 néo vacinados.

3C.2a3

)

AHong Kong/4B01/2014 | HA

v
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Tabela 2: ['7 Substitui¢des de aminodcidos em relagéo a estirpe vacinal 2017/2018 (A/Hong Kong/4801/2014), presentes em
virus detetados nos 28 casos vacinados.

Total
o8 Ep;rfsede PB2 PBI PBI-F2 N4O PA  PAX HA NP ONA MI M2 NSt nsz  SUPStuioes/
EVA079 | 2016/2017 | R251G V116A 2
EVA080 G5R V240l 2
EVA08S 0
EVA089 L531S 1
EVA091 P212H LSS5I 2
EVA094 L469M S124] T49A 3
EVA102 0
EVA107 1230L 1307L 2
EVA119 Q63K 1
EVA124 0
EVA126 0
EVA133 0
EVA157 0
EVA162 F193S  M165L 2
EVA163 0
EVA164 V165! 1
EVA169 N350K S46F, N126D E344K V15| 5
EVA182 N359T K452R 2
EVA186 N236K 1
EVA200 0
EVA209 0
EVA221 1407M S332P 2
EVA239 V731M 1
EVA250 0
EVA263 0
EVA268 V1926 120T 2
EVA311 D408N V138 2
EVA089 | 2017/2018 0
Zggar'nzﬁtbosmwgée“ 2 0 0 0 4 1 8 2 7 3 0 3 1 31

A plataforma INSaFLU permite aferir da maior semelhanca ge- A/Hong Kong/4801/2014, e o subgrupo 3C.2a1, representa-

nética entre segmentos genémicos dos virus analisados e de do pela estirpe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-
estirpes de referéncia de diferentes subgrupos disponiveis. 0019/2016), foi possivel revelar quatro diferentes perfis de
Comparando cada segmento viral com o genoma de estirpes recombinacgao intrasubtipica existente nos virus A(H3) em es-
representativas de dois grandes subgrupos genéticos (o sub- tudo (tabela 3).

grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018
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Tabela 3: [2 Perfis de recombinagéo intrasubtipica encontrados nos virus
A(H3) em 2016/2017 e 2017/2018.

Perfis de recombinagao

el [ L oo T [
DZDD - GO0 .

EEREmE -
IR ~ [ -

N

Total

n % Vacinados %

69 38,56 14 20,3

4.5 0 0,0

52 29,1 6 11,5

S 50 279 8 16,0
179 100,0 28 15,6

3C.2a (A/Hong Kong/4801/2014)

3C.2a1 (A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016)

O perfil de recombinagé@o mais frequente (69/179; 38,5%) foi
aquele em que todos os segmentos gendémicos mostraram
ser mais préximos geneticamente do subgrupo 3C.2a1. Este
foi também o perfil que incluiu mais casos de falhas da vaci-
na (14/69; 20,3%).

O segundo perfil, onde a proteina da matriz ¢ “3C.2a-like” e
os restantes genes sao “3C.2a1-like” atinge a representativi-
dade de 29,1% (52/179). Neste grupo, 11,5% (6/52) dos virus
foi detetado em casos vacinados.

Um terceiro perfil constituiu 27,9% (50/179) dos virus A(H3)
analisados. Os virus deste grupo contém uma hemaglutinina
e uma proteina da matriz 3C.2a-like com o0s restantes genes
revelando ser “3C.2a1-like”. Os virus provenientes de casos
vacinados constituiram 16% (8/50) dos virus com este perfil
de recombinagéo.

Um quarto perfil, com uma hemaglutinina “3C.2a-like” e res-
tantes genes “3C.2al-like”, representou apenas 4,5% (8/179)
dos virus analisados. Nenhum dos virus com este perfil foi
detetado em casos vacinados.

Apesar das diferencas observadas quanto a proporgao de
casos de falha da vacina, ndo se verificou associagao estatis-
ticamente significativa entre as falhas da vacina e determina-
do perfil de recombinacéo (p=0,424).

A andlise de variantes minoritarias intra-hospedeiro (iISNVs -
intra-host single nucleotide variants) é outra mais-valia para
a vigilancia laboratorial da gripe, possibilitada pela NGS.

Nos virus A(H3) detetados nos 28 casos vacinados, das
iISNVs identificadas, apenas uma era redundante: a varian-
te G315T (M105l) do gene da nucleoproteina nos casos
EVA133 (2016/17) e EVA209 (2016/17), com frequéncias de
3,21% e 11,33%, respectivamente. No entanto, esta mesma
iSNV foi encontrada num caso nédo vacinado: EVA211 (2016/17)
com uma frequéncia de 15,74% (figura 2). De referir que estes
3 casos, apesar de a data de inicio da doenca se ter registado
num intervalo de 2 semanas, nao timham proximidade geogra-
fica, e também pertenciam a diferentes subgrupos genéticos.

Todas as outras iSNVs identificadas em casos vacinados sur-
giram apenas isoladamente num anico virus.
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Figura 2: Frequéncia e distribui¢do das variantes minoritdrias intra-hospedeiro (<50%) ao longo do
gene da nucleoproteina para todos os virus da gripe A(H3) em estudo (n=179).
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_Discussao e conclusdes

Os 179 virus A(H3) analisados neste estudo agruparam-se
em 5 subgrupos genéticos: 3C.2a. 3C.2al, 3C.2alb, 3C.2a2
e 3C.2a3, sendo o subgrupo 3C.2al1 o mais representado du-
rante as 2 épocas de gripe. Os virus detectados em falhas da
vacina constituiram 15,6% dos casos.

O conhecimento do genoma viral completo permite também
analisar uma importante caracteristica dos virus da gripe - a
recombinacao entre segmentos gendmicos que pode ocorrer
quando uma célula é infectada por dois ou mais virus da gripe.
Foram identificados 4 perfis de recombinacéo intra-subtipica,
cada um deles com uma proporcéo diversa de casos vacina-
dos. No entanto, as diferengas encontradas entre os diferen-
tes perfis ndo tém significancia estatistica.

Habitualmente, a populagao viral inerente a uma infeccéo pelo
virus da gripe é representada por uma sequéncia consensus
que representa o nucle6tido mais frequente para cada posigao
do genoma. Mas o que ocorre na realidade é que cada infe-

¢do gera uma populaca@o geneticamente diversa de variantes
virais, quer através de novas mutagdes pontuais, quer através
da transmissao destas variantes minoritarias de hospedeiro
para hospedeiro (8). A analise das iSNVs pode contribuir para
a nossa compreensao da evolucao e epidemiologia do virus da
gripe, como a transmissao entre hospedeiros, a seleccdo an-
tigénica ou a terapéutica antiviral. Nos casos de falha da vaci-
na apenas foi encontrada uma iSNV redundante no segmento
que codifica a nucleoproteina, a mutagao pontual G315T que
implica a substituicao de aminoacido M105I. Esta substituicéo
ocorrida na nucleoproteina dos virus A(H3) nao foi anterior-
mente descrita por outros autores ou previamente associada a
carateristicas virais.

E possivel que a baixa efetividade da vacina (EV=18,9%) (°)
registada em 2016/2017, onde os virus A(H3) constituiram
a maioria dos virus detetados, esteja de alguma forma rela-
cionada com a grande diversificacdo genética destes virus
registada ao nivel filogenético e da recombinagao gendémica.
A efectividade da vacina registada em 2017/2018 foi mais
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elevada (EV=63,7%) (19), mas nesta Ultima época o virus
predominante em circulacdo pertencia ao tipo B (linhagem
Yamagata), sendo que a efectividade vacinal especifica do
subtipo A(H3) nao foi possivel estimar devido ao reduzido
numero de virus deste subtipo detetados.

Em concluséo, neste estudo, ndo foi encontrada uma associa-
¢ao entre um grupo genético, sequéncia nucleotidica especifi-
ca, variante minoritaria ou perfil de recombinacédo e 0s casos
de falhas vacinais. Para além do estudo de fatores (genéticos
ou imunoldgicos) relacionados com o hospedeiro, sera ainda
essencial enriguecer o conhecimento atual sobre o impacto da
imunidade induzida pela vacina na diversidade da populacéo
viral intra- e inter-hospedeiro, nomeadamente através de estu-
dos especificos sobre dinamica populacional do virus da gripe
durante o processo infecioso.
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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
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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

52

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

TN

Novel UK

Hayjj

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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_Sequenciacao de nova geracao: o paradigma dos parasitas

New generation sequencing: the parasite paradigm
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_Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoério intracelular obrigatério responsavel
pela Toxoplasmose, infetando diferentes espécies incluindo o Homem. Na
Europa e no Norte da América, T. gondii tem uma populagéo clonal cons-
tituida por tipo I, II, lll. No entanto, estudos recentes tém descrito uma
maior diversidade genética, com a identificagcdo de estirpes recombinan-
tes e atipicas mais virulentas. Em Portugal, o conhecimento dos genétipos
circulantes de T. gondii é limitado. Neste sentido, estudou-se a diversida-
de genética de 68 estirpes, incluindo 51 estirpes de T. gondii isoladas em
Portugal, a estirpe de referéncia RH e 16 outras estirpes de referéncia.
Neste estudo realizou-se a genotipagem classica (Sag2), PCR multiplex de
5 microssatélites e uma combinagdo de sequenciagdes por Sanger e NGS
de oito loci responsaveis pela viruléncia. A genotipagem classica (tipo I, Il
I11) foi obtida em 100% das estirpes e mostrou que a maioria das estirpes
isoladas em Portugal eram do tipo Il (70,6%; 36/51) e as restantes 15 do
tipo I. A andlise de microssatélites por PCR multiplex aumentou o poder
discriminatério em apenas mais um tipo identificado. Contudo, quando se
adicionaram as metodologias de sequenciagao por Sanger e NGS o poder
discriminatério aumentou para 36 tipos diferentes. A combinagao destas
metodologias (Sanger/NGS) permitiram a identificagdo de uma estrutura
mosaico nos isolados de T. gondii em Portugal, ndo conseguida anterior-
mente por qualquer uma das outras tecnologias utilizadas.

_Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite, which
is responsible for toxoplasmosis in different species, including humans.
T. gondii have a distinct clonal population structure composed of type |,
II'and Ill lineages in North America and Europe. However, recent studies
demonstrated a higher diversity given by recombinant and atypic strains,
which are believed to be more virulent. The scenario of the distribution
of T. gondii genotypes is lacking in Portugal. In order to achieve this kno-
wledge we studied the genetic diversity of 68 T. gondii strains, included
51 isolated in Portugal, a reference strain RH and 16 others reference
strains). We performed classical genotyping (Sag2), 5 microsatellites
multiplex PCR and a combination of Sanger sequencing and Next Ge-
neration Sequencing (NGS) of eight loci likely responsible for virulence.
The classical genotyping was achieved in 100% of strains. The majori-
ty of strains (70.6%, 36/51) isolated in Portugal were type Il whereas the
others 15 were type |. However, when Sanger and NGS sequencing me-
thodologies were added, discriminatory power increased to 36 different

types. The combination of these methodologies (Sanger/NGS) allowed
the identification of a mosaicism in the isolates of T. gondii in Portugal,
previously not achieved by any of the other technologies used.

_Introdugéo

Toxoplasma gondii é o parasita responsavel pela Toxoplasmo-
se infetando diferentes hospedeiros incluindo os humanos (1:2).
A infecao por T. gondii é na sua maioria assintomatica no indi-
viduo imunocompetente, sendo extremamente agressiva no re-
cém-nascido, causando cegueira e/ou doenca com sequelas
do sistema nervoso central. Nos individuos imunodeprimidos a
doenga pode levar & morte ().

Nos Ultimos anos diferentes investigadores tém adotado Next
Generation Sequencing (NGS) em detrimento da sequencia-
cdo classica (Sanger sequencing) (4,5), Apesar da sequen-
ciagao por Sanger permitir a identificagcéo de alelos com uma
frequéncia superior a 50%, quando existe mistura de geno-
tipos, recombinacao ou espécies com alelos de frequéncia
inferior, estes sdo “mascarados”, perdendo-se assim a sua
identificacao (6.7).

Existem trés tipos de NGS para sequenciacao de DNA: 1) a se-
quenciagao do genoma completo (WGS, na sigla em inglés),
2) a sequenciacao de todos os exdes (WES) e 3) a sequencia-
¢ao de zonas alvo do genoma. WGS avalia todo o contetdo do
genoma de um individuo em estudo, enquanto que WES sequ-
éncia apenas zonas do genoma codificantes de proteinas. Em
contrapartida a sequenciagao de zonas alvo do genoma, utili-
za regides especificas do genoma (intrbes ou/e exdes), que tém
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como base alguns locus especificos ligados a mecanismos de
patogenicidade ou resisténcia conhecidos (8).

No caso dos parasitas, como Toxoplasma gondii que tem um
genoma com 14 cromossomas e cerca de 65 Mb, WGS requer
tecnologias com equipamentos dispendiosos, levando a maio-
ria dos laboratérios a utilizarem apenas zonas especificas do
genoma do protozodrio (9-12).

Alguns estudos de filogenia e resisténcia a farmacos antipara-
sitarios tém sido publicados utilizando a tecnologia NGS (9:13),
contudo nao hé qualquer estudo deste género aplicado a estir-
pes de Toxoplasma gondii isoladas em Portugal.

_Objetivo

Este estudo tem como objetivo demonstrar a mais-valia das
novas metodologias para a caracterizagcao genética de es-
tirpes de T. gondii de origem humana isoladas no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) entre 1994
e 2013.

_Material e métodos

Amostra

As amostras utilizadas neste estudo pertencem a colegdo de
estirpes de Toxoplasma gondii do INSA, tendo sido isoladas
em humanos entre 1994 e 2013.

Entre 1994 e 2013, foram isoladas 51 estirpes de T. gondii, 50
associados a toxoplasmose congénita (CT) e uma proveniente
de uma biopsia cerebral (BC) pertencente a um doente com
SIDA. Foram ainda estudadas 17 estirpes internacionais de
controlo.

PCR, Sanger sequencing and NGS

Foram efetuadas PCR das duas sequéncias terminais 5’ ¢ 3’
do gene Sag?2 (genotipagem classica em I, I, Il com base
na RFLF), PCR multiplex de 5 microssatélites e PCR em oito
zonas alvo (Sag1, Sag2- sequencias terminais 5’ e 3’, Saga3,
CB21-4, M102, L363, PK1, Gra6) para proceder a sequencia-
cao (Sanger e NGS) em todos os isolados. Para aplicagéo da
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metodologia de NGS os produtos de PCR de cada isolado
foram purificados antes de se proceder a preparagdo da
biblioteca gendmica e subsequentemente sequenciados no
equipamento MiSeq (lllumina).

_Resultados

A genotipagem classica pelo gene Sag2 (I,I,11) foi conseguida
em 100% das amostras, sendo a maioria dos isolados de
Toxoplasma gondii pertencentes ao tipo Il (70,6%; n=36) e 0s
restantes do tipo | (29,4%, n=15) nos isolados de humanos em
Portugal. Nestes mesmos isolados ndo se identificou qualquer
estirpe do tipo ll.

Através da andlise conjunta dos isolados de Portugal e das
estirpes de referéncia foi possivel verificar que a introducao
da PCR multiplex dos 5 microssatélites nao aumentou o poder
discriminatério por locus (maximo de 4 tipos).

Apds ainclusao dos loci para 0s quais se determinou a sequ-
éncia nucleotidica (por Sanger e/ou NGS) o poder discrimina-
torio aumentou consideravelmente. De facto, 6 dos 8 loci
permitiram discriminar mais de 10 tipos, sendo que Sag?
permitiu identificar 23 tipos entre as 68 estirpes analisadas.
E, ainda, de destacar, que em 40 estirpes foi possivel obter
dados para todos os loci, com a excecdo do L363 e Sag1
em que se obteve baixo sucesso de sequenciagdo. A combi-
nacdo dos perfis obtidos permitiu diferenciar 36 tipos das 40
estirpes estudadas (grafico 1).

Para além deste elevado poder discriminatério, esta nova
abordagem desvendou perfis recombinantes reveladores
de estruturas genéticas mosaico em T. gondii (estudo em
progresso).
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Grafico 1: [1 Comparacéo de perfis para os diferentes loci das estirpes de Toxoplasma gondii analisadas.
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_Discusséo e conclusido

Atualmente a metodologia NGS esta presente e € indispensa-
vel na investigacao gendmica. A utilizacao dos dados obtidos
por NGS permite a identificacdo de marcadores em larga
escala do genoma completo, bem como a identificacdo de
eventos de recombinacdo (14). O presente estudo, que consti-
tui a primeira abordagem em Portugal utilizando a técnica
NGS aplicada a T. gondii, permitiu obter um elevado poder
discriminatdrio relativamente as outras metodologias anterior-
mente utilizadas, principalmente no que se refere aos fendéme-
nos de recombinagéo neste parasita (grafico 1). A semelhanca
dos avancos da epidemiologia molecular de outras doencas
infeciosas estas metodologias permitem uma melhor compre-
ensdo do perfil genético das estirpes circulantes em Portugal,
com ganho para a vigilancia da infecdo congénita, para a

possivel detecdo de surtos (embora raros) e subsequente
implementacdo de medidas de controlo.

Apesar de atualmente a terapéutica utilizada ser indepen-
dente do geno6tipo identificado pelo método classico, ndo
é de descartar que com a revelagao de novas relagbes de
fenotipo/gendtipo identificadas por esta nova tecnologia,
este facto poderéa contribuir no futuro para uma melhor ade-
quacéo da terapéutica quer na infecdo congénita, quer nas
infecdes adquiridas pelos imunodeprimidos.
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_Resumo

A vigilancia laboratorial da gripe entrou numa nova era marcada pela
andlise e caracterizagédo do virus da gripe a escala do seu genoma com-
pleto. Este artigo resume o contexto inerente ao desenvolvimento e a apli-
cagao da plataforma bioinformatica online INSaFLU (“INSide the FLU”)
(https://insaflu.insa.pt/), a qual consiste na primeira ferramenta bioinforma-
tica online gratuita especificamente criada para permitir que qualquer labo-
ratério do mundo possa integrar faciimente a analise genoma do virus na
vigilancia e investigacao da gripe. Este avanco cientifico constitui um impor-
tante alicerce para a operacionalizagdo de uma vigilancia a escala global
harmonizada pelo uso da sequéncia do genoma total do virus da gripe.

_Abstract

A new era of laboratory flu surveillance has already started based on the
genome-scale analysis and characterization of the causative agent, the in-
fluenza virus. This article summarizes the context behind the development
and application of “INSaFLU” (“INSide the FLU”) (https://insaflu.insa.pt/),
which is the first influenza-oriented bioinformatics platform that allows any
laboratory in the world to analyze the genome of the influenza virus in a
user-friendly manner towards the generation core “genetic requests” for
an effective and timely flu laboratory surveillance. INSaFLU supplies public
health laboratories and influenza researchers with an open “one size fits
all” framework, potentiating the operationalization of a harmonized multi-

country WGS-based surveillance for influenza virus.

Comentério resumido do artigo original publicado: Borges V, Pinheiro M, Pechirra
P, Guiomar R, Gomes JP. INSaFLU: an automated open web-based bioinformatics
suite "from-reads" for influenza whole-genome-sequencing-based surveillance.
Genome Med. 2018 Jun 29;10(1):46. doi: 10.1186/s13073-018-0555-0. (6)

_Introdugéo

A gripe representa uma grande preocupacdo em termos de
saude publica em todo o mundo, causando epidemias sa-
zonais e ocasionalmente pandemias, sendo responsavel por
elevadas taxas de morbilidade e mortalidade (+ 2).

Iniciou-se recentemente uma nova era na vigilancia labora-
torial da gripe, a qual assenta na caracterizacdo genética do
virus infuenza a escala do seu genoma completo (3-5) 0 que
sera crucial para 0 aumento do conhecimento e inovacao em
diversas areas, tais como: i) desenvolvimento de vacinas mais
efetivas; i) identificacdo de marcadores genéticos associados
a resisténcia a farmacos antivirais; iii) identificagao de carac-
teristicas genéticas associadas a uma maior viruléncia e/ou
capacidade de transmissao do virus.

Embora esta transicao tecnoldgica esteja a ser fortemente
impulsionada pelas autoridades nacionais e internacionais
de saude, a falta de recursos humanos especializados e/ou
de infraestruturas para a analise bioinformatica necesséria
para lidar com a complexidade dos dados primarios gerados
pela tecnologia de sequenciac@o de nova geracéo (NGS, na
sigla em inglés) tem adiado esta transigéo (3).

_Objetivo

Desenvolvimento de uma plataforma online de livre acesso
e de facil utilizac@o para a integracdo da anélise do genoma
completo do virus na vigilancia da gripe, obedecendo as reco-
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mendacdes das autoridades de salide mundiais, no sentido de

levar a cabo esta revolugéo tecnoldgica para o estudo da gripe.

_Resultados

Neste projeto inovador, desenvolvemos e implementdmos a pla-
taforma INSaFLU ("INSide the FLU") (https:/insaflu.insa.pt/) (6),
a qual consiste na primeira ferramenta bioinformética online
gratuita especificamente criada para processar de um modo
automatico dados primarios (“reads") de NGS, convertendo-
-0S nos outputs que sao atualmente 0s principais requisitos
genéticos para uma eficaz e atempada vigilancia laboratorial
da gripe (por exemplo, determinagao do tipo e subtipo do virus
influenza, descodificagéo da sequéncia do genoma viral, identi-
ficacdo de fendbmenos de recombinacao, anotacoes das varian-
tes genéticas e construgao de arvores filogenéticas) (figura 1).

A plataforma INSaFLU, apesar da complexidade inerente a sua
construcédo e implementacéo, permite que qualquer laboraté-
rio a nivel mundial realize, de uma forma rapida e simples, ana-
lises computacionais complexas, sem necessidade de estudos
avancados em bioinformatica. Os dados s&o processados de
uma forma confidencial e podem ser integrados de uma forma
cumulativa e escalével, o que vem ao encontro da necessida-
de de uma vigilancia epidemioldgica continua durante as epi-

Figura 1:
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demias e pandemias de gripe. Os varios outputs sao gerados
de forma padronizada e compativel com outros software para
analises adicionais, facilitando a analise integrada dos perfis
genéticos do virus com os dados epidemioldgicos e clinicos
associados aos casos de gripe.

Para além dos tradicionais requisitos genéticos acima cita-
dos, esta plataforma possibilita também a identificacédo de
potenciais infe¢cdes mistas, bem como a detecao de varian-
tes genéticas do virus dentro do mesmo paciente. Esta dupla
abordagem tem o potencial de fortalecer a capacidade dos la-
boratérios ndo so6 para detetar a emergéncia de variantes an-
tigénicas ou associadas a resisténcia a farmacos antivirais,
como também para descodificar as complexas vias de adap-
tagdo do virus e cadeias de transmissdo. E ainda expetavel
que, num cendrio de futura pandemia de gripe, esta ferramen-
ta para anélise do genoma completo do virus desempenhe um
papel importante para a identificacdo dos fendmenos gené-
ticos subjacentes a origem de uma nova variante do virus in-
fluenza.

A plataforma INSaFLU foi apresentada publicamente a
comunidade cientifica internacional, nomeadamente em
encontros cientificos promovidos pelo projecto iIMOVE+
(Integrated Monitoring of Vaccines in Europe), e pelo Centro

Esquema simplificado do enquadramento da plataforma INSaFLU no workflow da vigilancia laboratorial do virus

da gripe na era da sequenciagéo e andlise do seu genoma completo.

_insaFLU

Amostras
positivas para o
virus influenza

Sequenciacdo de nova geragdo de
produtos de PCR capturando o
genoma completo do virus influenza

Andlise bioinformatica na
plataforma INSaFLU
https://insaflu.insa.pt

Outputs genéticos necessarios para a vigilancia laboratorial da
gripe com base na andlise do genoma completo do virus influenza
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Europeu de Prevencao e Controlo das Doencas (ECDC, na
sigla em inglés) e Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(http://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_file/0008/38580
2/who-euro-ecdc-influenza-meeting-rep-eng.pdf?ua=1).
Cerca de um ano apdés a sua disponibilizagéo, a plataforma
INSaFLU conta ja com utilizadores de instituicoes académi-
cas e Institutos de Saude Publica de diversos paises, cons-
tituindo também a principal ferramenta bioinforméatica usada
pelo Laboratério Nacional de Referéncia para o Virus da Gripe
e outros Virus Respiratérios do Instituto Nacional de Salde
Doutor Ricardo Jorge (INSA) para caracterizagdo das varian-
tes genéticas do virus da gripe circulante em Portugal.

Importa acrescentar que, face a sua versatilidade para anali-
se de dados de NGS obtidos a partir de quaisquer produtos
de PCR (“amplicdes”), o INSA esté ja a testar e/ou aplicar esta
plataforma bioinformatica para investigagao e/ou vigilancia de
outros agentes patogénicos.

_Concluséo

A plataforma INSaFLU encontra-se disponivel para todos 0s
laboratérios a escala mundial, constituindo um importante
alicerce para a operacionalizagdo de uma vigilancia harmo-
nizada pelo uso da sequéncia do genoma completo do virus
da gripe.

O artigo cientifico associado a plataforma INSaFLU foi pu-
blicado na revista Genome Medicine () e pode ser lido em:
https://doi.org/10.1186/s13073-018-0555-0.
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_Resumo

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram-positivo esporulado anaerébio,
produtor de neurotoxinas botulinicas (BoNT) que sao causa de botulismo,
uma doenga neurolégica que afeta humanos e animais. Com o objetivo de
investigar a relacdo genética entre estirpes isoladas no decurso da inves-
tigacé@o de casos de botulismo que ocorreram em Portugal, o gene codifi-
cador da toxina de 8 estirpes de Clostridium botulinum neurotoxigénico
isoladas no ambito de 4 casos/surtos foi sequenciado pelo método de
Sanger. Os resultados obtidos indicam que todas as estirpes pertencem
ao grupo Il (ndo proteolitico) e sdo produtoras de neurotoxina botulinica
(BoNT) B4. A sequéncia molecular de 7 estirpes ¢ idéntica, sendo de real-
car que em todas as estirpes ha uma base que diferencia as sequéncias
obtidas da sequéncia padréo.

_Abstract

Clostridium botulinum is an anaerobic Gram-positive bacillus, produ-
cer of botulinum neurotoxins (BoNT) that causes botulism, a neurologi-
cal disease that affects humans and animals. In order to investigate
the genetic relationship between strains isolated during the investiga-
tion of botulism cases that occurred in Portugal, the toxin gene from 8
neurotoxigenic Clostridium botulinum strains isolated in the frame of 4
cases/outbreaks was sequenced by the Sanger method. The results in-
dicate that all the strains belong to group Il (non-proteolytic) and pro-
duce botulinum neurotoxin (BoNT) B4. The sequence of 7 strains is the
same, it being noted that in all there is a base which differentiates the
sequences obtained from the standard sequence.

_Introdugéo

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram-positivo esporu-
lado anaerdbio, produtor de neurotoxinas botulinicas (BoNT)
qgue sdo causa de botulismo, uma doenca neuroldgica que
afeta humanos e animais (1:2). Historicamente, a produgéo
de neurotoxina botulinica constituia o Unico critério para a
nomenclatura das estirpes, sendo todos os clostridios pro-
dutores de neurotoxina botulinica considerados Clostridium

botulinum (2:3). Hoje em dia, pelo menos seis bactérias fisio-
l6gica e geneticamente distintas sdo conhecidas por forma-
rem neurotoxinas botulinicas.

As estirpes de C. botulinum do Grupo | produzem BoNT/A,
BoNT/B e/ou BoNT/F (3), sendo variavel o nimero de genes
codificadores de neurotoxinas localizados nos genomas do
Grupo | e 0 nimero de neurotoxinas produzidas (1-5). Exis-
tem estirpes que possuem até trés genes codificadores de
neurotoxina e produzem uma ou, mais raramente, duas ou
trés neurotoxinas distintas (1). Estas estirpes sdo proteo-
liticas, mesofilas (temperatura minima de crescimento de
10-12 °C) e 0s esporos sdao muito resistentes a temperaturas
elevadas (121 °C/3 minutos) (24-6). As estirpes de C. botuli-
num do Grupo Il (C. botulinum nao proteolitico) sdo psicrotro-
ficas (temperatura minima de crescimento de 3 °C) e formam
esporos com resisténcia moderada ao calor (14-6). A segu-
ranga alimentar associada a alimentos minimamente proces-
sados refrigerados, prontos a consumir, com extensos prazos
de validade é uma preocupagao, uma vez que surtos de bo-
tulismo tém estado associados ao abuso nas temperaturas a
que sdo conservados estes produtos (4-6). Estas bactérias for-
madoras de esporos sao ubiquitarias pelo que, para prevenir
o0 botulismo alimentar é necessario identificar e aplicar medi-
das de controlo para a destruigdo dos esporos, ou prevenir a
sua germinacdo, multiplicagdo celular ou a formacéo da neu-
rotoxina (1:5.6). A existéncia de falhas na aplicagdo de medi-
das adequadas para destruicdao dos esporos de C. botulinum,
ou que impecam o seu desenvolvimento, durante a produgao
e/ou durante a conservacao de alimentos comercializados ou
mesmo na preparacao doméstica, pode originar surtos de bo-
tulismo (1,4-6),
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As estirpes de C. botulinum do Grupo Il produzem BoNT/B4,
BoNT/E ou BoNT/F6. Estas estirpes sédo conhecidas por
nao produzirem multiplas toxinas. No entanto, a sequencia-
cao dos genomas das estirpes BoNT/F6 do Grupo Il revelou
que contém genes de neurotoxina do tipo E (3-5), Estao des-
critos casos de estirpes de C. botulinum do Grupo | e Il ndo
toxicas (3-5). Os genes codificadores de neurotoxinas de C.
botulinum Grupos | e Il estdo localizados no cromossoma ou
num plasmideo (2-5).

As estirpes de C. botulinum do Grupo lll sdo mesofilas e
causam botulismo em varias espécies animais. Estas estir-
pes produzem BoNT/C ou BoNT/D, embora mais frequente-
mente sejam produzidas as neurotoxinas de BoNT/CD ou
BoNT/DC (3.

O C. botulinum do Grupo IV (também conhecido como C. ar-
gentinense) produz BoNT/G, que n&o foi associada a botulismo
humano ou animal (3). Algumas estirpes de C. baratii formam
neurotoxina do tipo F7 e algumas estirpes de C. butyricum
formam neurotoxinas do tipo E4 ou E5, estando ambas asso-
ciadas ao botulismo humano ).

A vigilancia epidemioldgica de casos de doenca é fulcral para
prevenir surtos e a transmissé@o cruzada de microrganismos.
O Despacho n.° 15385-A/2016 (7) atualiza a lista de doencas
de notificacao obrigatéria publicada no Despacho n.° 5681-

A/2014 () e determina que essas doencas estdo sujeitas a
notificacdo clinica e laboratorial obrigatéria. Nesse enqua-

Quadro 1:
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dramento, estabelece o botulismo como doenga de notifi-
cacdo obrigatoria, definindo como critérios epidemiol6gi-
cos “Pelo menos uma das duas ligagdes epidemiolégicas
seguintes: a) Exposicao a mesma fonte de infegao de um ou
mais casos confirmados (...); b) Exposi¢ao a alimentos/agua
confirmadamente contaminados” (7). A investigacdo epide-
miologica e laboratorial é indispenséavel para a identificagao
de “Caso provavel Pessoa que preenche os critérios clinicos
e epidemioldgicos.” e de “Caso confirmado Pessoa que pre-
enche os critérios clinicos e laboratoriais”. Por este facto, a
comunicacao precoce de casos provaveis a autoridade de
saude facilitara a identificagao de casos.

_Objetivos

Investigar a relagao genética entre estirpes isoladas no decur-
so da investigacao de 4 casos/surtos de botulismo que ocorre-
ram em Portugal e sequenciar 0 gene da toxina de 8 estirpes
de Clostridium botulinum neurotoxigénico tipo B, pelo método
de Sanger.

_Material e métodos

Em casos de suspeita de botulismo, o Departamento de Ali-
mentacdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem capacidade laboratorial
para analisar amostras alimentares e amostras biolégicas.
Os tipos de amostras e as condi¢cdes de conservagao estao
indicados no quadro 1.

Tipos de amostras e condigbes de conservagéo.

Fezes para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina (minimo: 20 g)

Aspirado de ferida para cultura, pesquisa de genes de BoNT e pesquisa de toxina

Biopsia de abcesso para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina

Vomito, lavado gastrico, aspirado gastrico ou conteudo intestinal, para cultura, pesquisa de genes de BoNT

e para pesquisa de toxina (minimo: 20 g)

Alimentos suspeitos para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina

Todas as amostras devem ser mantidas refrigeradas apds colheita, mas ndo devem ser congeladas
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De 2015 a 2017, em 4 casos/surtos confirmados de botulismo
tipo B, o Laboratério de Microbiologia do DAN isolou 8 estir-
pes de Clostridium botulinum, que caracterizou geneticamente
(tabela 1).

Tabela 1: £ Amostras onde se isolaram estirpes de Clostridium
botulinum por surto/caso confirmado.
Amostras
Surto/caso Ano
confirmado Alimentares Biologicas
1 2015 Chourigo ---
2 2015 Presunto Fezes
3 2016 Presunto, alheira, chourico ---
4 2017 Presunto Fezes

Apos detecao por Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR),
dos genes codificadores de BoNT no meio de enriquecimen-
to Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast e/ou Cooked Meat
Medium (CM0081, Oxoid), isolou-se a estirpe em Colum-
bia Agar Sangue (bioMérieux). As estirpes foram isoladas de
fezes e de alimentos suspeitos de serem a causa da doenca,
colhidos ap6s inquérito epidemiolégico.

Apos isolamento das estirpes, efetuou-se a extracéo de DNA
utilizando o QlAamp® DNA Mini Kit (Quiagen) e a detecéo
dos genes codificadores de BoNT A, B, E, e F por PCR, de
acordo com a Metodologia 1 da ISO/TS 17919 (9), Posterior-
mente, o produto de PCR obtido com os primers para o gene
codificador da BoNT/B foi purificado utilizando ExoProStar
™ 1-Step (GE Healthcare Life-Sciences). Os produtos purifi-
cados foram sujeitos a um PCR assimétrico e purificou-se o
produto do PCR assimétrico com o kit DyeEx 96 (Quiagen),
para obter DNA em condigdes de ser sequenciado. O produ-
to de PCR purificado foi enviado para a Unidade de Tecnolo-
gia e Inovacao (UTI) do Departamento de Genética Humana
do INSA, onde foi submetido a sequenciacdo para o gene
codificador da toxina, pelo método de Sanger.

Procedeu-se a pesquisa de homologias através da ferramen-
ta informatica “Nucleotide BLAST” do U.S. National Center for
Biotechnology Information (NCBI).
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_Resultados

Os resultados obtidos indicam que todas as amostras cor-
respondem a Clostridium botulinum tipo B, tendo todos o0s
produtos de PCR sequenciados a mesma sequéncia, com
excecao da amostra de presunto do surto 3. Esta sequén-
cia tem homologia maxima (99%) com as estirpes de C. bo-
tulinum tipo B: C. botulinum strain Templin (Sequence ID:
MG545727.1); C. botulinum strain IFR_05/025 (Sequence ID:
KJ776581.1); C. botulinum strain CDC5900 (Sequence ID:
KJ776580.1); C. botulinum strain CDC3875 (Sequence ID:
KJ776578.1).

A estirpe isolada na amostra de presunto do surto 3 apresen-
tou homologia maxima (99%) com a sequéncia ID: X71343.1
de C. botulinum tipo B.

_Conclusdes e recomendagdes

Todas as estipes pertencem ao grupo Il (ndo proteolitico)
BoNT/B4.

A seguranca alimentar exige que a toxina botulinica nao
seja produzida em géneros alimenticios, pelo que se devem
adotar procedimentos e estabelecer medidas de controlo
que previnam o desenvolvimento de todos os tipos de Clos-
tridium botulinum.

O tratamento pelo calor é o método mais utilizado para inibir
esporos de bactérias, mas a sua inativacao vai depender do
binémio tempo/temperatura, do pH, da a,, (atividade da agua)
e do contetido em gordura do alimento (:6). Tém sido usados
aditivos alimentares, como o nitrito de sddio, para impedir o
desenvolvimento do C. botulinum (1:6). No entanto, uma lenta
descida do pH ou da a,, na producéo de produtos fermenta-
dos, tais como queijos maturados, iogurtes ou carnes fermen-
tadas, pode permitir a ocorréncia de condigdes favoraveis a
producdo de BoNT (6).

A extensao do tempo de conservagado de produtos em re-
frigeragdo pode aumentar o risco do desenvolvimento de
estirpes nao proteoliticas, recomendando-se que as condi-
¢cOes que previnem o desenvolvimento de Clostridium botu-
linum do Grupo Il sejam tidas em atencao (quadro 2) (1.6),
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Quadro 2: £ Condigdes que previnem o desenvolvimento de Clostridium botulinium do Grupo Il.

Condigoes

Conservagao a temperaturas <3,3 °C
Conservacao a temperaturas <5 °C

Conservacao a temperaturas ente 5-10 °C

Aquecimento a 90 °C, durante 10 minutos e conservagéo a

temperatura <10 °C

Crescimento

Nao se desenvolve
Nao se desenvolve nos primeiros 10 dias
Nao se desenvolve nos primeiros 5 dias

N&o se desenvolve

pH do género alimenticio <5,0 e conservacao a temperatura <10 °C Nao se desenvolve

NaCl >3,5%
e conservacao a temperatura <10 °C

ay 0,97
e conservagao a temperatura <10 °C

Nao se desenvolve

N&o se desenvolve

Adaptado do Advisory Commitee Microbiological Safety of Food (ACMF, 1992) (1.

Torna-se de primordial importancia que a populacao tenha
conhecimento que as temperaturas de refrigerag@o habitu-
almente utilizadas em frigorificos domésticos (5-10 °C) ndo
inibem o desenvolvimento do Clostridium botulinum (1.6),
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_Resumo

As micobactérias ndo tuberculosas (MNTs) sédo agentes infeciosos emer-
gentes responsaveis por infegdes diversas, nomeadamente infegdes asso-
ciadas aos cuidados de saude. Neste trabalho foi avaliada a capacidade
de formagao de biofilmes por duas MNTs (M. smegmatis e M. chelonae).
Os biofilmes foram caracterizados utilizando microscopia eletrénica e a
eficacia de diversos desinfetantes foi avaliada contra MNTs recuperadas
de biofilmes. Os resultados obtidos demonstram que as MNTs s&o capa-
zes de formar biofilmes em materiais presentes em ambiente hospitalar e
de resistir a agdo de diversos desinfetantes.

_Abstract

Non-tuberculous mycobacteria (NTMs) are emerging infectious agents
responsible for various infections, namely, health-care-associated infec-
tions. In this work, biofilms assembly by two NTMs (M. smegmatis and
M. chelonae) was assessed. Biofilms were characterized using electron
microscopy and the efficacy of several disinfectants was determined
against NTMs recovered from biofilms. The results obtained demonstrate
that NTMs are able to assemble biofilms on materials present in a hospi-
tal environment and to resist the action of various disinfectants.

_Introdugéo

As micobactérias nao tuberculosas (MNTs) sao um grupo hetero-
géneo constituido atualmente por 197 espécies de microrganis-
mos ambientais (http://www.bacterio.net/mycobacterium.html).
A sua natureza ubiqua fez com que o seu isolamento de amos-
tras clinicas fosse visto como uma contaminagao e/ou coloni-
zagdo nao sendo valorizada. A emergéncia da infecao pelo
virus da imunodeficiéncia humana trouxe uma MNT para a ri-
balta - M. avium. Esta MNT era um dos agentes etiol6gicos de
infegbes disseminadas nesta populagéo. Atualmente, as MNTs
sao reconhecidas como agentes etioldgicos de infecdes diver-
sas incluindo as infecdes associadas aos cuidados de saude
(HAls), que constituem um importante problema de saude pu-

blica (1:2). Estas bactérias s&o frequentemente responsaveis
pela colonizacdo/infecéo do trato respiratorio, infecoes rela-
cionadas com procedimentos médicos e infe¢des dissemina-
das em pacientes imunocomprometidos. Embora M. avium
continue a ser a MNT mais conhecida, outras MNTs de cresci-
mento rapido, nomeadamente M. fortuitum, M. chelonae e M.
abscessos, tém vindo a ganhar relevancia (3-5),

A transmisséo das infecoes por MNTs entre humanos carece
de demonstracdo estando estabelecida a transmissao entre
uma fonte ambiental e 0 Homem (6.7). Neste contexto, a pre-
senca de MNTs sob a forma de biofilmes em ambiente hos-
pitalar pode constituir um reservatério de infecdo para uma
populacdo particularmente fragilizada (8:9). A maioria dos
microrganismos nao vive numa forma isolada (planténica)
mas em comunidades bem organizadas e estruturadas cha-
madas biofilmes. O biofilme é definido como uma associa-
cao de microrganismos aderente a uma superficie bidtica
ou abidtica, envolvidos por matriz extracelular segregada
pelos mesmos constituindo uma estratégia de sobrevivén-
cia bem-sucedida (19). Os microrganismos organizados em
biofilmes sao dificeis de erradicar através dos processos de
descontaminacgao tradicionais, sdo relativamente resistentes
aos desinfetantes, resistentes a antibidticos e sdo capazes
de modular o sistema imunitario do hospedeiro (1), Como
tal, as infecOes associadas a biofilmes sdo particularmente
dificeis de tratar.

_Objectivo

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar a capacidade de
duas MNTs de crescimento rapido (M. chelonae e M. smeg-
matis) para formar biofilme. O potencial zeta e mobilidade
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por deslizamento foram determinadas, bem como a eficacia de
varios desinfetantes contra MNTs recuperadas de biofilmes.

_Materiais e métodos

Micobactérias ndo tuberculosas

Neste estudo foram utilizadas duas estirpes de referéncia de
MNTs, M. smegmatis mc?155 e M. chelonae ATCC 35752. As
MNTs foram cultivadas em caldo Mueller Hinton (MH) ou em
placas de MH agar a 37°C.

Formagéo de biofilmes
O ensaio de formacéo de biofilme foi efetuado em placas de 96
pocos como descrito anteriormente por Sousa e colegas (12).

Determinagao do potencial zeta

Uma aliquota duma cultura em fase exponencial de cada
MNT em caldo MH foi centrifugada a 2000rmp por 10 minu-
tos (Megafuge 1.0 Heraeus Instruments). O sobrenadante foi
descartado e os sedimentos bacterianos foram fixados com
para-formaldeido (PFA) a 4% durante 15 minutos a tempe-
ratura ambiente. As bactérias foram lavadas com PBS, cen-
trifugadas e dispersas em agua (pH=6,3) de forma a obter
densidades oticas a 600nm iguais a 0,4. O potencial zeta foi
determinado num Malvern Zetasizer (Zetasizer Nano ZS ZEN

3600, MALVERN).

Ensaio de mobilidade de MNTs

O ensaio foi efetuado usando meio M63 suplementado com
cloreto de magnésio (ImM), glucose (0,2%), casamino acids
(0,5%), cloreto ferroso (10uM) solidificado com 0,17% de agar.
As coldnias de MNTs foram inoculadas no centro da caixa
de Petri utilizando um palito estéril. As placas foram seladas
com parafilm e incubadas a 37°C até ser visivel crescimento
(3 dias).

Preparagdo de amostras para microscopia eletronica de
varrimento (scanning electron microscopy- SEM, em inglés)

Em placas de seis pocos foram colocados discos de silicone
tendo o biofilme sido preparado como descrito acima. De-
corridos trés dias, o biofilme formado na superficie do meio
de cultura foi transferido para outra caixa. Ambos os biofil-
mes (sobre o silicone e formado na superficie do MH) foram
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lavados com agua destilada varias vezes de forma a remo-
ver 0s microrganismos néo aderentes. A fixacdo foi efetuada
com uma mistura de PFA e glutaraldeido (GTA), pds-fixacao
com tetréxido de ésmio seguida de desidratacdo com uma
série alcodlica constituida por solugdes de etanol em con-
centragdes crescentes (30% de etanol (v/v) a etanol absolu-
to). As amostras foram transferidas para um porta-amostras
onde foi previamente colocada uma fita de carbono de face
dupla, colocadas num exsicador até ficarem completamente
secas. A amostra foi entdo revestida com um filme de carbo-
no e observada num SEM usando o detetor de eletroes se-
cundarios.

Elaboracdo de tomograma de biofilme usando microscopia
eletrédnica de varrimento de feixe duplo (focus ion beam
scanning electron microscopy- FIB/SEM, em inglés)
Proceder como descrito anteriormente para SEM (eletrdes
secundarios) até ao final da desidratacao (etanol absoluto).
Proceder a substituicdo do etanol por resina (p.e. Epon 812).
Incubar a resina a 65°C até que esta polimerize. Colocar a
amostra num suporte de SEM e cobrir com uma camada de
ouro de 100nm. Introduzir a amostra no FIB/SEM (Helios 64
UX dual beam, FEl) e remover fatias da mesma com 30nm
de espessura usando uma voltagem de 30 KV e uma inten-
sidade de corrente de 2,4 nA. Adquirir uma micrografia de
cada fatia da amostra utilizando uma voltagem de 5 KV, in-
tensidade de 0,1 nA e o detetor de eletrdes retrodifundidos.
As imagens foram processadas de forma a obter o tomogra-
ma utilizando Matlab, Digital Monograph e Avizo.

Determinacdo da eficacia da atividade dos desinfetantes
segundo uma adaptacdo da norma NF EN 1040:2006
Neste ensaio foram utilizadas MNTs recuperadas por sonica-
¢ao de biofilmes com trés dias de idade formados em caixas
de cultura de seis pog¢os. A determinagao da eficacia dos de-
sinfetantes foi realizada como preconizado na norma NF EN
1040:2006 (19),
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_Resultados e discussao

A capacidade de M. smegmatis e M. chelonae formarem bio-
filmes foi avaliada. Como se pode observar na tabela 1, o M.
smegmatis apresenta valores de absorvancia superiores aos
do M. chelonae ao fim de trés dias, indicando que é melhor
formador de biofilmes. Uma vez que esta descrito que 0 po-
tencial zeta e a mobilidade em meio sélido por deslizamen-
to est@o associadas a formacdo de biofiime, procedemos
4 sua avaliagdo (1415), Quanto menor for o valor de poten-
cial zeta da membrana micobacteriana menor sera a capaci-
dade dessa MNT formar biofilme (16). O valor mais elevado
de potencial zeta foi observado para M. smegmatis (-39,7
+ 1,01 mV- tabela 1). Este resultado esta de acordo com o
descrito na literatura. O mesmo foi observado para a mobili-
dade por deslizamento uma vez que a MNT que exibiu maior
mobilidade (M. smegmatis) € a melhor formadora de biofilme
e vice-versa (tabela 1). O deslizamento (slidding, em inglés)
¢ definido como 0 mecanismo através do qual uma bactéria
é capaz de se espalhar sobre uma superficie sem agao de
flagelos (15). No caso das micobactérias existe uma relagéo
diretamente proporcional entre o deslizamento sobre uma
superficie e a formacao de biofilmes (17). O movimento resul-
ta duma diminuicao do atrito devida a interacao entre forgas
geradas no seio da comunidade bacteriana e a superficie
sélida sobre a qual se encontram (17).

A presenca de biofilmes de microrganismos, potencialmente
patogénicos para 0 Homem, em unidades hospitalares podem

Tabela 1: [ Micobactérias ndo tuberculosas (MNTs): biofilmes
e propriedades associadas.
Biofilme Potencial zeta "
MNT Mobil
OD 570nm (mV) obilidade
M. smegmatis 1,195 -39,7 + 1,01
M. chelonae 0.415 -55,7+ 1,568

funcionar como reservatorios representando um aumento
do risco de infecdo. Por esta razdo avaliamos a capacidade
das MNT formarem biofilme sobre silicone, um material am-
plamente utilizado como revestimento de utensilios médicos
de uso multiplo nao suscetiveis de serem esterilizados por
acéo do calor himido. A semelhanca do que observamos an-
teriormente para K. pneumoniae (18), também as MNTs foram
capazes de formar biofilmes sobre silicone. Na figura 1A é
apresentada uma micrografia representativa dos biofilmes
observados para M. chelonae. Contudo, as MNTs apresenta-
ram a particularidade de formarem um biofilme na interface
ar/liquido, ou seja, na superficie do meio de cultura. Como
se pode observar na figura 1B para M. chelonae, o biofilme
formado na superficie do meio de cultura é bastante mais
compacto do que o biofilme formado sobre o silicone, sendo
particularmente rico em matriz extracelular (evidenciada na
figura pelas setas azuis). Esta capacidade evidenciada pelas
MNTs representa um fator de risco adicional e pode contri-
buir para a sua propagacéo através dos sistemas de distri-
buicdo de agua (19),

O biofilme de M. smegmatis formado na interface ar/liquido
¢ muito semelhante a uma pelicula tendo sido descrito que a
mobilidade por deslizamento esta envolvida na formagao do
mesmo (20). Na figura 2 é apresentado um biofilme represen-
tativo desta MNT com trés dias. Para além duma micrografia
obtida por SEM em modo de eletrdes secundarios (2A) sao
também apresentadas micrografias obtidas por FIB/SEM em
modo de eletrbes retrodifundidos (2B) que uma vez integra-
das originam um tomograma (2C). Esta abordagem permite-
-nos ter uma estrutura tridimensional do biofilme. Tal permite
observar, por exemplo, a existéncia de canais no interior do
biofilme que podem facilitar a circulacao de nutrientes ou
outras substancias. A utilizagdo do FIB-SEM permite uma
analise mais detalhada e precisa do que a anteriormente uti-
lizada por nds permitindo aumentar o conhecimento sobre a
estrutura interna do biofilme (12),

Uma forma de diminuir a possibilidade de infecdes seré erradi-
car os biofilmes através da desinfecé@o das superficies. Assim,
0 Ultimo passo deste trabalho consistiu na avaliagao da efica-
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Figura 1: [ Biofilme de M. chelonae.

Micrografia de um biofilme de M. chelonae, formado ao fim de trés dias, sobre silicone (A) e na interface liquido/ar (B)

onde é notério o aumento da matriz extracelular (setas azuis). Barras de escala 1um.

Figura 2: [] Biofilme de M. smegmatis.

Micrografia de um biofilmes de M. smegmatis, formado ao fim de trés dias, na interface liquido/ar obtido por SEM utilizando um detetor de eletroes
secundarios (A), ou eletrées retrodifundidos (B) e a reconstituicdo em 3D (C). Barras de escala na figura A e B sdo de 1um e 5pm, respetivamente.

cia de varios desinfetantes (peroxido de hidrogénio-H,0,,
hipoclorito de s6dio- NaClO, desinfetante a base de glutaral-

defdo- GTA e desinfetante a base de sais quaternarios de
amonio- SQA) em MNTs recuperadas de biofilmes (tabela 2).
O desinfetante com SQA é eficaz para ambas as espécies in-
dependentemente das condicoes do ensaio, pelo contrario
0 peroxido de hidrogénio é ineficaz independentemente das
condigdes testadas. Para o NaClO e GTA a eficacia do de-
sinfetante depende do tempo de contacto e/ou concentra-

cdo sendo, duma forma geral, o M. chelonae mais facil de
erradicar do que o M. smegmatis. Estes resultados nao séo
tranquilizadores por diversas razdes: (i) 0s ensaios foram re-
alizados em condicdes “limpas” que favorecem a atividade
do desinfetante, (ii) as MNTs foram recuperadas do biofilme,
ou seja, estavam mais acessiveis a agao do desinfetante e
(iii) tanto M. smegmatis como M. chelonae possuem porinas
na sua membrana o que facilita a acdo do biofilme. Daqui se
depreende que nao é facil eliminar biofilmes de MNT.
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Tabela 2: [ Avaliagdo da eficdcia de desinfetantes contra

micobactéria ndo tuberculosa (MNT).

Desinfetante* Te(r:]?n(;** M. smegmatis M. chelonae

H,0, 3% 5 NE NE
156 NE NE

H,0, 9% 5 NE NE
15 NE NE

NaClO 0,1% 5 NE NE
156 NE NE

NaCIO 5% 5 NE E
15 NE E

GTA 0,4% 5 NE E
15 E E

GTA 7% B E E
15 E E

SQA 0,2% 5) E E
15 E E

SQA 3,9% 5) E E
15 E E

* Principio ativo do desinfetante: glutaraldeido (GTA) e sais quaternarios de amonio (SQA).

** Tempo de contacto com o desinfetante; NE=nao eficaz; E=eficaz

_Conclusao

As MNTs tém capacidade de formar biofilmes em diversas su-
perficies funcionando como potenciais reservatérios de agen-
tes infeciosos, ou seja, focos de infegao.

O resultado da eficacia de desinfetantes sugere que a melhor
estratégia para combater as infe¢cdes associadas a biofilmes
de MNT & prevenir a formacao dos mesmos.
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