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_Resumo

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport (S. Newport) € um se-
rotipo pouco frequente na Unido Europeia. No entanto, devido a sua asso-
ciac@o com alguns surtos de origem alimentar, a sua importancia néo deve
ser negligenciada. Em Portugal, os dados sobre a infecdo por S. Newport
530 escassos.

Este estudo teve como principais objetivos caracterizar fenotipica e genotipi-
camente isolados clinicos de S. Newport entre 1991 e maio de 2024, e iden-
tificar possiveis clusters genéticos.

Apos serotipagem, 98 isolados foram submetidos a testes de suscetibilida-
de aos antibiéticos e sequenciacao total do genoma.

Apesar da maioria dos isolados estudados (96,9%) terem sido suscetiveis
aos antibioticos testados, em 2024 foi identificado um isolado multirresis-
tente, que, entre outros, continha o gene blayy,.,. A analise core genome
multilocus sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1), consi-
derando um threshold de cinco diferengas alélicas, permitiu identificar oito
clusters distintos, dois dos quais de maiores dimensoes: o Cluster 1, com
32 isolados de 2019, e o Cluster 2, com quatro isolados de 2022 e 18 de
2023.

Embora S. Newport seja um serotipo pouco frequente em Portugal e néo
apresentar, na maioria dos casos, resisténcias aos antibioticos, é essencial
manter uma vigilancia laboratorial continua, que permita de forma atempa-
da implementar medidas de prevencao e controlo eficazes.

_Abstract

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport (S. Newport) is a
relatively uncommon serotype within the European Union. Neverthelgss,
due to the relevance of some related outbreaks, its significance should not
be underestimated. In Portugal, data on S. Newport infection is scarce.
The objectives of this study were to characterise clinical isolates of S.
Newport received between January 1991 and May 2024, and to identify
potential genetic clusters.

Following serotyping, 98 isolates were subjected to antibiotic susceptibility
testing and whole genome sequencing.

Most of the isolates (96.9%) were susceptible to the tested antibiotics.
However, a multidrug-resistant isolate was identified in 2024, which
contained the bla,,,.; gene, among others. The core genome multilocus
sequence typing analysis (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1), with a
threshold of five allelic differences, enabled the identification of eight
clusters, two of them considered as major clusters: Cluster 1, comprising

32 isolates from 2019, and Cluster 2 including four isolates from 2022
and 18 from 2028.

Although S. Newport is an uncommon serotype in Portugal and most of
the isolates do not exhibit antibiotic resistance, it is essential to maintain
a continuous laboratory surveillance programme in order to implement
effective prevention and control measures.

_Introdugéo

Salmonelose é a segunda zoonose mais frequente a nivel
europeu, estando Salmonella spp. associada a numerosos
surtos de origem alimentar (1), De acordo com os dados
mais recentes, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Newport (S. Newport) foi 0 quinto serotipo mais notificado
na Unido Europeia em 2022 (1,1%; 522/47122) (1),

Conforme evidenciado por diversos estudos, os surtos de
infecao por S. Newport tém sido associados ao consumo
de queijo de leite cru, fruta, vegetais e marisco cozinhado
e congelado, entre outros (2-5),

Apesar dos casos de infegdo humana por este serotipo nao
serem frequentes, o aumento do numero de isolados resis-
tentes e multirresistentes aos antibioticos, nomeadamente
aos antibidticos considerados de importancia critica (6),
constituem um problema de saude publica a nivel mundial
(7). Neste contexto, a vigilancia laboratorial adquire um
papel fundamental na identificacdo precoce de surtos e
isolados multirresistentes.

Em Portugal, os dados disponiveis na literatura sobre a
infecdo por S. Newport sdo escassos.
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Objetivo Hg; pefloxacina (PEF), 5 pg; trimetoprim+sulfametoxazol
(SXT), 25 ug; tetraciclina (TET), 30 pg; tigeciclina (TGC), 15
ug; e trimetoprim (TMP), 5 pg. Os isolados foram sujeitos

Este trabalho teve como principais objetivos caracterizar fe-

notipica e genotipicamente isolados clinicos de S. Newport,

. L . A . a sequenciacédo total do genoma (WGS), com recurso a
recebidos no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecoes q ¢ g ( )

logia lllumi Al bmica foi real
Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar- tecnologia lllumina, e a andlise genomica foi realizada nas
do Jorge (INSA) entre janeiro de 1991 e maio de 2024, e iden-

tificar possiveis clusters genéticos.

plataformas Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/)
e Center for Genomic Epidemiology (https://www.genomice-
pidemiology.org/services/).

Materiais e métodos

Resultados

Foram considerados todos os isolados de Salmonella spp.

recebidos no INSA entre janeiro de 1991 & maio de 2024 No periodo em estudo, foram identificados no INSA 128 isola-

. dos de S. Newport, tendo sido analisados para este trabalho
e serotipados como S. Newport, com base no esguema

de Kauffman-White-Le Minor 8). A determinagéo do perfi 98 isolados. Destes, 92 pertenciam ao periodo entre 2019 e

- A L . . maio de 2024 e seis ao periodo entre 1991 e 2018 (apenas
fenotipico de resisténcia aos antibidticos foi realizada pelo

foram recuperados 6 isolados de um total de 36 recebidos
neste periodo) (1991, n=1; 1996, n=1; 1997, n=2; 2005, n=1;

2018, n=1). A distribuicao temporal dos casos de salmonelose

método de difusdo em disco, de acordo com as recomenda-
¢coes do European Committee on Antimicrobial Susceptibili-

ty Testing (EUCAST) (°), para um painel de 18 antibiéticos:

4cido nalidixico (NAL), 30 pg: amicacina (AKN), 30 pg: amo- por S. Newport entre 2019-2024 (n=92), encontra-se represen-

xicilina+acido clavulanico (AMC), 30 pg; ampicilina (AMP), tada no grafico 1. Como & possivel constatar, a distribuicéo

nao foi uniforme, tendo havido um maior nimero de isolados
em 2019 (7,9%, 38/478) e 2023 (3,9%, 26/668).

10 ug; azitromicina (AZM), 15 pg; cefepime (FEP), 30 ug;
cefotaxima (COX), 5 ug; cefoxitina (FOX), 30 pg; ceftazidima
(CAZ), 10 pg), ceftriaxona (CRO), 30 ug; cloranfenicol (CHL),
30 ug; gentamicina (GMN), 10 pg;, meropenemo (MEM), 10

Grafico 1: [ Distribui¢do temporal dos 92 isolados clinicos de S. Newport, recebidos entre janeiro de 2019 e maio de 2024,

2024 5 (1,8%)

2023 26 (3,9%)

2022 16 (2,9%)

2021 6 (1,4%)

2020 1(0,4%)

2019 38 (7,9%)
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

Numero de isolados (%)

A percentagem foi calculada em func@o do numero total de isolados de Salmonella recebidos no INSA em cada ano.
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Relativamente aos testes de suscetibilidade aos antibioticos
(TSA) realizados, 96,9% (95/98) dos isolados de S. Newport
foram totalmente suscetiveis. No grafico 2 estdo represen-
tados os perfis de resisténcia identificados (3,1%; 3/98). A
resisténcia a ampicilina foi observada num isolado de 1991
e a resisténcia a tetraciclina num isolado de 2023, enquanto
o perfil de multirresisténcia (AMP, AMC, TET, FOX, CZD,
COX, FEP, SXT) foi identificado num isolado de 2024. Os
genes preditivos da resisténcia fenotipica estdo descritos
no grafico 2B.

Com o objetivo de avaliar a proximidade genética dos 98 iso-
lados em estudo, recorreu-se a uma analise de core genome
multilocus sequence typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC
V1), considerando um threshold de cinco diferencas alélicas
(HC5). Foram identificados oito clusters distintos, dois dos
quais de maiores dimensdes (Cluster 1 e Cluster 2), como se
observa na figura 1. O Cluster 1 integra 32 isolados de 2019
(32,7%; 32/98), enquanto o Cluster 2 inclui 22 isolados de dois
anos diferentes, 2022 (n=4) e 2023 (n=18). Todos os isolados
pertencem a sequéncia tipo (ST) 118.

Considerando-se o HC5 associado ao Cluster 1 (198011) e
ao Cluster 2 (338382), procedeu-se a uma nova analise de
cgMLST, incluindo apenas os isolados destes HC5 disponiveis
na plataforma Enterobase, de forma a verificar se os clusters
integravam isolados internacionais. Relativamente ao Cluster
1, identificou-se um isolado proveniente de Franca e um
isolado proveniente do Reino Unido (figura 2). O circulo de
maiores dimensdes engloba 11 dos 32 isolados de Portugal
e um isolado de Franca, geneticamente iguais. Os restantes
isolados apresentam 1-5 diferengas alélicas entre si.

No que se refere ao Cluster 2, foram integrados trés isolados
internacionais: um de Frangca, um do Reino Unido e o
terceiro dos Estados Unidos (figura 3). O circulo de maiores
dimensdes engloba 14 dos 22 isolados de Portugal, o isolado
de Franca e o do Reino Unido, com 0 diferencas alélicas,
enquanto os restantes isolados apresentam 1-5 diferencas
alélicas entre si.

_Discussao

Apesar de S. Newport ser considerado um serotipo menos
frequente na Europa (1), comparativamente a S. Enteritidis,
S. Typhimurium e S. Typhimurium monofasica, tem sido
documentada a sua associacdo a uma diversidade de surtos
ligados ao consumo de alimentos contaminados (2:4:5:10),
Em Portugal, o numero de isolados de S. Newport recebidos
no INSA entre janeiro de 1991 a maio de 2024, foi também
reduzido (1,1%; 134/12461). No entanto, foi observado um
aumento significativo (p<0,05) do numero de isolados de S.
Newport em 2019, o que indiciou a possibilidade de existirem
clusters genéticos.

A andlise fenotipica dos isolados, revelou que 96,9% eram
suscetiveis aos antibidticos testados. Este resultado era
expectavel, uma vez que S. Newport estd maioritariamente
associada a baixas percentagens de resisténcia aos antibioti-
cos (). Dos trés isolados resistentes (3,1%; 3/98), dois
evidenciaram apenas a uma classe de antibidticos, um as
penicilinas (ampicilina) e outra a tetraciclina, suportado pela
presenca dos genes blaoxa1 € blarew+s, € tet(A), respetivamen-
te. O outro isolado apresentou um perfil de multirresisténcia
a ampicilina, amoxicilina, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima,
tetraciclina, pefloxacina e trimetoprim+sulfametoxazol, confe-
rido pela presenca dos genes blapya+, tet(A), gnrB4, sull, sul?
e dfrA12, respetivamente. Apesar de ter sido identificado num
Unico isolado, de 2024, importa destacar a importancia deste
Ultimo perfil, uma vez que a ocorréncia simultanea de genes
de resisténcia aos antibidticos da classe das (fluoro)quinolonas
e do gene blapyas, que codifica uma B-lactamase de espetro
alargado (ESBL), é preocupante, dado que as cefalosporinas
de 32 geracao e as (fluoro)quinolonas séo recomendadas para
o tratamento de infecoes graves (1.6:11),
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Gréfico 2: [ Distribuigdo dos perfis fenotipicos observados nos 98 isolados de S. Newport em andlise (A) e dos genes de
resisténcia identificados por WGS em quatro isolados (B), no periodo em estudo.

a) Perfil fenotipico de isolados de S. Newport (n=98)

95,9

___ Sem resisténcias (n=95)

[ AMP (n=1)

Bl TET (n=1)

[ AMP,AMC,TET,FOX,CZD,COX,PEF,SXT (n=1)

b) Genes de resisténcia de isolados de S. Newport (n=98)

FRET

96,9

Sem genes (n=95)
blagyas, blagye, sull (n=1)
tet(A) (n=1)
aph(6)-1d, aadA2, aph(3')-la, aph(3")-Ib, blaDHA-1,

%

qnrB4, sull, sul2, tet(A), dfrA12 (n=1)

Figura 1: [ Anélise filogenética (minimum spanning tree) de S. Newport, baseada no cgMLST dos 98 isolados e utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci, disponivel na plataforma Enterobase.

srsssssssas tmssannanan

Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas alélicas

Data de colheita

(I BN NN RN

1991 [1]
1996 [1]
1997 [2]
2005 [1]
2018 [1]
2019 [38]
2020 [1]
2021 [6]
2022 [16]
2023 [26]
2024 [5)

entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia
entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido

efetuada uma reducéo para distancias superiores a 1000.
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Figura 2: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 198011
disponiveis na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci.

/ [0 Portugal [32]
2/ [ Franca [1]

[ Reino Unido [1]

Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados
neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado s&o indicativas de auséncia de
proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido efetuada uma redugéo para distancias superiores a 3.

Figura 3: ] Analise filogenética (minimum spanning tree) baseada no cgMLST de todos os isolados do HC5 338382
disponiveis na plataforma Enterobase, utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 oci.

; [0 Portugal [32]
h [ Franga [1]
[ Reino Unido [1]

@8 Estados Unidos [1]

Os nimeros apresentados nos ramos representam as diferencas alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados
neles integrados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas sdo proporcionais a distancia entre

os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia entre os isolados, tendo sido efetuada uma reducédo
para distancias superiores a 3.
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Através da analise de cgMLST foi possivel identificar varios
clusters genéticos, nomeadamente dois grandes clusters,
que também integravam isolados internacionais.

Nos Ultimos anos, a sequenciagdo genémica tem desempe-
nhado um papel fundamental na vigilancia laboratorial,
permitindo identificar precocemente clusters genéticos e
servindo de base a investigacdo epidemioldgica (12).

_Conclusao

Apesar de a maioria dos isolados de S. Newport identificados
em Portugal ndo serem resistentes aos antibioticos, a
importancia deste serotipo para a saude publica ndo deve ser
negligenciada, devido a sua potencial ligagdo a surtos, quer
nacionais quer internacionais, de acordo com o evidenciado
pela andlise gendmica realizada no presente estudo.

Destaca-se ainda a existéncia de estirpes de S. Newport
produtoras de B-lactamase de espetro alargado em Portugal,
0 que reforca a necessidade de uma vigilancia laboratorial
continua, que permita a monitorizacao destes isolados e a
detecgéo precoce de surtos.
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