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RESUMO

Em Portugal, os estudos epidemioldgicos em Streptococcus pyogenes englobam sobretudo
estirpes responsdveis por infeccdes do aparelho respiratério superior e por infecgdes invasivas.
No entanto, ndo hd registo de estudos focados em estirpes de S. pyogenes recolhidas de
infeccOes de pele e tecidos moles. Este estudo baseou-se na caracterizacdao de 320 estirpes
recolhidas em varios hospitais do pais, durante o periodo de 2003 a 2009, a partir de amostras
de pus de lesdes cutaneas, como feridas e abcessos. A caracterizacdo das estirpes foi
efectuada por diferentes métodos de tipagem, nomeadamente serotipagem T, tipagem emm,
determinacdo dos perfis de toxinas e determinacdo dos perfis de macro-restricdo obtidos por
electroforese em campo pulsado (PFGE). Em todos os métodos utilizados verificou-se uma
elevada diversidade da populacdo (indice de diversidade de Simpson >0.86). As estirpes do
tipo emm89 (n=62) foram as mais frequentes, seguidas por estirpes do tipo emm1 (n=55).
Quando consideradas em conjunto, estas estirpes correspondem a 36,6% da populagdo total e
constituem os dois principais grupos definidos por comparacdo dos perfis de PFGE. Assim
como estes, verificou-se que a maioria dos grupos definidos por PFGE sdo principalmente
constituidos por estirpes do mesmo tipo emm. Relativamente aos perfis de toxinas, observou-
se que estirpes com o mesmo tipo emm, normalmente, apresentam um perfil igual ou
semelhante. Também se determinou a resisténcia a alguns antimicrobianos de interesse clinico
ou epidemioldgico e os respectivos génotipos. No total, observou-se uma resisténcia aos
macrélidos de 10,3%, com uma dominancia de estirpes de fendtipo cMLS; em relagdo ao
féndtipo M. A resisténcia a tetraciclina foi observada em 47 estirpes, das quais 12 eram
também resistentes aos macrélidos. Tendo em conta os diferentes tipos emm detectados e o
numero de estirpes correspondentes, a implementagado da vacina experimental 26-valente em
todas as faixas etdrias poderia prevenir 67,8% das infeccdes de pele e tecidos moles em

Portugal.

Palavras-chave: Streptococcus pyogenes; infeccbes da pele e tecidos moles; métodos de

tipagem; antimicrobianos; vacinas.



ABSTRACT

In Portugal, epidemiological studies of Streptococcus pyogenes concentrate mostly on
isolates recovered from pharyngitis and invasive infections. However, there is no record of
studies focused on S. pyogenes isolates recovered from skin and soft tissue infections. This
work aimed to characterize 320 isolates recovered in several hospitals across the country, from
skin lesions, like wounds and abscesses. The typing methods used were T typing, emm typing,
exotoxin profiling and pulsed field gel electrophoresis (PFGE) profiling. In all of these, a very
diverse population was detected (Simpson’s index of diversity > 0.86). The most prevalent
emm type was emm89 (n=62) followed by emm1 (n=55). Together, isolates of these emm
types accounted 36.6% of the population and composed the two major clusters defined by
comparison of PFGE profiles. Like these clusters, the majority of clusters are composed mostly
of isolates with the same emm type. Toxin profiling revealed that isolates with the same emm
type, usually share the same or a similar toxin profile. We also determined the resistance to a
panel of antibiotics of clinical and epidemiological interest, as well as the associated resistance
genotypes. Erythromycin resistance was observed in 33 isolates (10%), of which 11 presented
the M phenotype, while 22 were constitutively resistant to clindamycin (cMLSz phenotype).
Tetracycline resistance was detected in 47 isolates (14.7%), of which 12 were also resistance to
erythromycin. According to the different emm types detected, the implementation in all age
groups of the experimental 26-valent M protein-based vaccine could prevent 67.8% of skin and

soft tissue infections in Portugal.

Key-words: Streptococcus pyogenes; skin and soft tissue infections; typing methods;
antibiotics; vaccines.
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1. INTRODUCAO

1.1. Descrigdo do agente etioldgico e da doencga

As bactérias da espécie Streptococcus pyogenes também designadas por estreptococos
do grupo A (GAS) sdo agentes patogénicos de caracter Gram positivo que infectam
exclusivamente o ser humano (Cunningham et al., 2000). Sdo os principais agentes bacterianos
responsaveis por faringo-amigdalites de criancas em idade escolar, sendo estimado que
ocorram globalmente mais de 600 milhGes de casos por ano (Carapetis et al., 2005). Sao
também por ano, responsaveis por mais de 111 milhGes de casos de infec¢bes da pele e
tecidos moles como impétigo, pioderma gangrenoso, erisipela e escarlatina (Carapetis et al.,
2005; Cunningham et al., 2000). No entanto, a maior morbilidade e mortalidade resulta das
infeccBes invasivas e das sequelas auto-imunes. Entre as infec¢Ges invasivas estdo a celulite, a
miosite e a fasceite necrozante, estando esta Ultima frequentemente associada a bacteriémia
e sindrome de choque téxico estreptocdcico (STSS) (Cunningham et al., 2000). Estima-se que
ocorram anualmente entre 8950-11500 casos de infeccdo invasiva nos Estados Unidos da
América que resultam em cerca de 1300 mortes (O’Loughlin et al., 2007). Na Europa, a taxa de
infecgBes invasivas por GAS durante o periodo 2003-2004 foi de 3 em cada 100 mil habitantes
(Lamagni et al., 2008).

As sequelas mais comuns sdo a febre reumatica e a glomerulonefrite aguda pds-
estreptocécica (Cunningham et al.,, 2000). A febre reumatica é uma sequela das faringo-
amigdalites por GAS que se desenvolve quando estas ndo sdo devidamente tratadas. Trata-se
de uma doenga auto-imune que resulta do mimetismo molecular entre a proteina M e vdrios
constituintes dos tecidos humanos. Este mecanismo resulta da activacdo ndo especifica das
células T com proliferacdo das células T auto-reactivas e do facto dos anticorpos dirigidos a
proteina M da superficie bacteriana reconhecerem também a miosina, tropomiosina,
queratina e N-acetilglucosamina que constituem as valvulas cardiacas e membranas sinoviais
(Dale et al., 1986). Embora se verifique um decréscimo na incidéncia de febre reumatica nos
paises desenvolvidos, esta é a maior causa de mortalidade associada a doengas
cardiovasculares em paises em desenvolvimento. A Organiza¢do Mundial de Saude estima que
12 milhGes de pessoas sofram desta sequela, das quais 400000 morrem todos os anos (WHO
report, 1992). Relativamente a glomerulonefrite aguda, ndo se sabe exactamente o
mecanismo pelo qual a doenga é despoletada, porém, assim como se verifica para a febre
reumatica, ja foram descritas semelhancas entre os constituintes do rim e da superficie

bacteriana de GAS (Bisno et al., 2003).



1.2. Identificacdo de S.pyogenes e condigbes de cultura.

Em laboratério, o crescimento de S. pyogenes é d6ptimo em meios de gelose
enriquecidos com sangue. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, podem observar-se coldnias
brancas de 1-2mm com grandes halos de B-hemdlise (hemdlise total dos eritrdcitos presentes
no meio). A identificagdo presuntiva faz-se utilizando a classificagdo de Lancefield, que permite
a diferenciacdo entre espécies de estreptococos B-hemoliticos. Este método baseia-se nas
diferengas imunoldgicas dos polissacarideos da parede celular (grupo A, B, C, F e G) ou nos
acidos lipoteicoicos (Grupo D) (Murray, 2005). A maioria dos estreptococos isolados de
infeccGes humanas que aglutinam com o soro A da classificacdo de Lancefield correspondem a
espécie S. pyogenes. Sendo por este motivo que se designam estes cocos como estreptococos
do grupo A. Porém, raramente, algumas estirpes de Streptococcus dysgalactiae supsb.
equisimilis e Streptcoccus anginosus recolhidas de humanos podem também apresentar o
carbohidrato A (Facklam, 2002). Nestes casos, se ndo se recorrer a outros métodos, a estirpe
pode ser incorrectamente identificada.

A determinacdo da susceptibilidade a bacitracina é também frequentemente utilizada
como teste para distinguir estirpes de S. pyogenes de outros estreptococos B-hemoliticos
(Maxted, 1953). A maioria das estirpes de S.pyogenes sdo susceptiveis a este antimicrobiano,
no entanto, ja foram descritas estirpes resistentes (Silva-costa et al., 2006). Por esta razdo,

este método deve também ser complementado com outros.

1.3. Tipagem epidemioldgica

Os surtos de doengas infecciosas, incluindo as provocadas por GAS, resultam
normalmente da exposicdo a uma fonte comum do agente etioldgico. Epidemiologicamente,
os organismos envolvidos num surto sdo relacionados devido a uma origem comum,
partilhando factores de viruléncia, propriedades bioquimicas e caracteristicas gendtipicas.
Porém, quando recolhidos de diferentes produtos, em diferentes periodos e locais podem ser
diferenciados através de vdrios métodos de tipagem.

Os métodos de tipagem regularmente utilizados podem basear-se em caracteristicas
fenotipicas ou moleculares. Os métodos fenotipicos tendem a ser mais simples, mais baratos e
mais rapidos. Embora sejam vantajosos para a rapida identificacdo de estirpes responsaveis
por surtos, ndo sdo os mais apropriados para estudos filogenéticos devido ao seu insuficiente
poder discriminatério. Por exemplo, genes que codificam proteinas da superficie bacteriana
tém tendéncia a evoluir rapidamente devido a uma maior pressao selectiva. Este fendmeno

pode levar a que estirpes com um ancestral comum ndo sejam identificadas como tal ou entdo



que estirpes que ndo possuem um ancestral comum, devido a fendmenos de transferéncia
horizontal, possam ser consideradas proximamente relacionadas (Feil et al., 2004).

Os métodos moleculares ao contrdrio dos fenétipicos fornecem informacdo sobre a
relacdo entre estirpes o que permite determinar os focos de infec¢do, detectar fendmenos de
infeccdo cruzada, compreender a evolucdo das populacdes microbianas, permitir acompanhar
a disseminagao geografica e temporal de clones de estirpes com determinadas caracteristicas
e monitorizar e avaliar programas de vacinagao (Olive et al., 1999).

Neste estudo, o método fenotipico utilizado foi a serotipagem T. A nivel molecular
recorreu-se a tipagem emm, a determinac¢do do perfil de toxinas e ainda a determinac¢do dos

perfis de macro-restricdao pelo método de electroforese em campo pulsado (PFGE).

1.3.1. Serotipagem T

A serotipagem T é uma classificacdo serolédgica desenvolvida por Lancefield hd mais de
50 anos (Lancefield et al., 1946). Esta técnica baseia-se nas diferencas estruturais de uma
proteina presente na superficie bacteriana que por ser resistente a tripsina foi designada de
proteina T. Apesar de ndo existirem soros suficientes para detectar todas as variedades
existentes da proteina T, este método continua a ser frequentemente utilizado.

Recentemente verificou-se que este antigénio é um dos constituintes dos pili em S.
pyogenes (Mora et al., 2005). Pensa-se que os pili em S.pyogenes sejam importantes estruturas
no estabelecimento de infeccdo, nomeadamente no processo de adesdo as células que
revestem o epitélio respiratério da faringe e na capacidade de formacdo de biofilmes (Manetti

et al., 2007).
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molécula localizada no interior da parede e membrana celular é altamente conservada entre
diferentes estirpes de GAS. A porcao N-terminal que se estende para o exterior, acaba em 11
aminoacidos que variam consoante as estirpes. Esta darea, acompanhada do segmento
adjacente da regido A constitui a regido hipervaridvel desta proteina (Bisno et al., 2003). Foi
com base nas diferencas desta regido entre estirpes que Lancefield desenvolveu um sistema
de classificagcdo seroldgica com o objectivo de distinguir estirpes de GAS (Lancefield, 1927).
Contudo, esta técnica, tem algumas desvantagens, tal como a dificil preparagao e manutencao
dos soros e a detec¢do de um numero cada vez maior de estirpes ndo tipaveis. Devido a estas
limitacOes e com o avancgo tecnolégico comegou-se a recorrer a amplificacdo e sequenciagao
da regido hipervariavel por PCR. A sequéncia obtida é comparada com outras da base de dados
do “Centers for Disease Control and Prevention"
(http:/www.cdc.gov/ncidod/bioyech/strep/strepblast.htm). Quando existe um elevado nivel
de semelhanga (295%) com a extremidade 5 de uma sequéncia conhecida, atribui-se a

sequéncia o mesmo tipo emm.

1.3.3. Perfil de toxinas
Entre os factores de viruléncia de S. pyogenes
estdo  também as  exotoxinas pirogénicas

estreptocécicas (proteinas Spe) frequentemente

associadas ao choque toéxico estreptocécico (STSS).
Estas exotoxinas funcionam como superantigénios
(SAg) pois apresentam a capacidade de se ligarem

simultaneamente ao  complexo maior de

histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) e aos g

Superantigénio

receptores das células T (TCR) (Figura 2). A ligacdo

Figura 2. Interacgdo entre o MHC classe Il do

leva a activagdo das células T independentemente da Nospedeiro das células apresentadoras  de
antigénios com os receptores das células T. (A)

presenca de antigénio, o que resulta numa secrecdo Na apresentacio do antigénio apos o
processamento convencional. (B) Na presenca

maciga de citoquinas inflamatdrias como o interferdo- de superantigénios. Adaptado de Sriskandan
et al. (2006).
y, interleucina-1 e factor de necrose tumural a. A
libertagdo descontrolada destes moduladores pode levar a activagdo do complemento, das
cascatas de coagulacgdo e fribrinoliticas, que resulta em hipotensdo e faléncia de vérios 6rgaos,
como se verifica em casos de STSS (Bisno et al., 2003).
No total ja foram descritos em GAS, 11 superantigénios: SpeA, SpeC, SpeG, SpeH, Spel,

Spel, SpeK, Spel, SpeM, superantigénio estreptocdcico A (Ssa) e a exotoxina estreptocdcica

mitogénica Z (SmeZ). As proteinas SpeB e SpeF, apesar de inicialmente descritas como



exotoxinas devido a uma contaminacdao com SmeZ, sdo de facto uma protease e uma
desoxirribonuclease, respectivamente (Gerlach et al., 2001; Kapur et al., 1993).

A maioria dos genes que codificam superantigénios estdo associados a bacteridéfagos,
com excep¢do dos genes speG, spel e smeZ. Consideram-se estes Ultimos genes como
cromossomais, devido a sua presenca em todas as estirpes analisadas em alguns estudos (Proft
et al., 2000; Proft et al., 2003) e a sequenciacdo do genoma de uma estirpe M1 (SF370), em
qgue ndo se detectou nenhuma associagdo destes genes com elementos moéveis (Ferreti et al.,

2001).

1.3.4. Electroforese em campo pulsado

A técnica de PFGE é um método de tipagem molecular que consiste na digestdo do
DNA total imobilizado em discos de agarose. A digestdo é feita com uma endonuclease que
fragmenta o DNA em locais de ocorréncia pouco frequente. Os fragmentos, quando separados
em geles de agarose por electroforese em campo pulsado, originam perfis especificos que
através de um software adequado podem ser comparados e relacionados com elevada
reprodutibilidade (Silva-Costa et al., 2008). Este método tem sido amplamente utilizado na
tipagem de GAS devido a capacidade de distinguir estirpes com o mesmo tipo emm (Carrico et

al., 2006).

1.4. Susceptibilidade a antimicrobianos e respectivos genétipos de resisténcia

Os antimicrobianos sdo a opgao mais utilizada no tratamento de infec¢Ges bacterianas.
Desde o inicio da sua utilizagcdo que tém sido descritos casos de resisténcia e disseminag¢do dos
varios mecanismos associados. Tendo em conta que a escolha do antibidtico pode ser decisiva
no curso da infecgdo, é essencial existir um controlo regular dos niveis de resisténcia para que
a terapéutica empirica adoptada seja a mais adequada.

No caso de faringo-amigdalites causadas por GAS, o antibidtico mais utilizado na
terapéutica continua a ser a penicilina. Porém, devido a alergias ou a facilidade de
administracdo, os macrdlidos e as lincosamidas sdo importantes escolhas alternativas. Em
casos de infeccGes graves da pele e tecidos moles recorre-se a clindamicina (lincosamida) em
associacdo com os B-lactamicos para inibir a producdo de exotoxinas (Allen et al., 2010).
Quando se detectam estirpes resistentes aos macrélidos e as lincosamidas, as
fluoroquinolonas sdo uma alternativa possivel (Malhotra et al., 2009).

A azitromicina é o macrélido mais utilizado na terapéutica de infec¢des por GAS. Em
laboratério utiliza-se a eritromicina para determinar a susceptibilidade aos macrdlidos. Esta

classe de antimicrobianos inibe a sintese proteica por liga¢do reversivel ao RNA ribossomal 23S



da subunidade 50S dos ribossomas de organismos susceptiveis, o que resulta no bloqueio da
reaccdo de translocacdo durante o alongamento da cadeia polipeptidica (Roberts et al., 1999).

Os mecanismos de resisténcia aos macrélidos mais frequentes sdao a modificacdo do
local alvo e producdo de uma bomba de efluxo (Leclercq et al., 2002). A modificagdo do local
alvo é feita por uma metilase (proteina Erm) codificada pelos genes erm. Esta proteina metila
um residuo de adenina na subunidade 23S do ribossoma e impede a ligacdo dos macrélidos,
lincosamidas e estreptograminas B (fenétipo MLSg). Em S. pyogenes, o fendtipo MLS; pode ser
mediado por dois genes erm: o gene erm(B) e o gene erm(TR), pertencente a classe erm(A). A
expressao destes genes pode ser constitutiva ou indutivel pela presenca de eritromicina,
dando origem aos fendtipos cMLSg ou iMLSg, respectivamente (Leclercq et al., 2002). O
segundo mecanismo que confere resisténcia aos macrélidos em GAS é a presenca de uma
bomba de efluxo associada a membrana. Esta bomba é codificada pelos genes mef [mef(A) ou
mef(E)] e exporta para o exterior as moléculas de antibidtico o que confere resisténcia aos
macrolidos (Roberts et al., 1999; Sutcliffe et al., 1996).

Relativamente as tetraciclinas, embora ndo sejam geralmente utilizadas na
terapéutica, a resisténcia a este antimicrobiano é analisada em laboratério por estar
frequentemente associada com a resisténcia a eritromicina. As tetraciclinas actuam por
inibicdo da sintese proteica ao impedirem a associacdo do tRNA ao ribossoma bacteriano
(Chopra et al., 2001). A resisténcia as tetraciclinas tem vindo a ser descrita por varios estudos
em bactérias comensais e patogénicas maioritariamente devido a aquisicdo dos genes tet.
Estes genes, a semelhancga do que se verifica para os macrdlidos, conferem resisténcia por dois
mecanismos, efluxo do antibidtico e proteccdo ribossomal. Em bactérias de caradcter Gram
positivo os mais frequentes sdo os genes tet(K), tet(L), tet(M) e tet(O) (Chopra et al., 2001). Os
genes tet(K) e tet(L) codificam bombas de efluxo, que se associam a membrana citoplasmatica
e exportam as moléculas de tetraciclina para o exterior das células, o que reduz a sua
concentragao intracelular protegendo os ribossomas da ac¢do dos antimicrobianos (Chopra et
al., 2001). Os genes tet(M) e tet(O) codificam proteinas de protec¢do ribossomal
citoplasmdaticas com homologia aos factores de elongagdo EF-TU e EF-G. A ligacdao destas
proteinas aos ribossomas provoca uma altera¢gdo conformacional que impede a ligagdo das

tetraciclinas (Sanchez-Pescador et al., 1988).

1.5. Vacinas
Devido ao elevado nimero de infecgGes por GAS, foi proposto o desenvolvimento de
uma vacina segura e eficaz que se espera vir a ter um grande impacto na saude de milhdes de

pessoas. As vacinas propostas podem ser classificadas em duas categorias: as que contém



determinantes de viruléncia conservados em diferentes serdtipos (C5a-peptidase, SpeB,
proteinas de ligacdo a fibronectina, regido C-terminal da proteina M) e as que se baseiam na
regido varidvel N-terminal da proteina de superficie M (Bisno et al., 2005). Com base na
extremidade N-terminal da proteina M de estirpes de diferentes tipos foi desenvolvida uma
vacina 26-valente que se estima conferir proteccdo na América do Norte contra 85% das
estirpes responsaveis por faringite, 92.5% das estirpes associadas a febre reumatica e 87.6%
das estirpes invasivas, incluindo 100% das estirpes associadas a fasceite necrozante (McNeil et
al., 2005: Shulman et al., 2009). Esta vacina ja completou a fase | e Il dos ensaios clinicos em
adultos, sendo bem tolerada, imunogénica e ndo despoletando reac¢bes cruzadas.
Actualmente estd a ser considerada para ensaios clinicos em criancgas, que representam um

dos grupos alvo desta vacina (Dale et al., 2008).

1.6. Objectivos

O conhecimento das caracteristicas das estirpes mais prevalentes e o relacionamento
entre estirpes de diferentes infeccoes é essencial para adequar a terapéutica utilizada e
desenvolver novas medidas de prevencdo. Devido a auséncia em Portugal de estudos
epidemioldgicos focados em estirpes recolhidas de infeccGes de pele e tecidos moles, este
estudo pretende:

e Caracterizar estirpes de GAS recolhidas em Portugal entre 2003 e 2009 de amostras de
pus de feridas e abcessos, através de métodos fendtipicos (serotipagem T) e
moleculares (tipagem emm, determinagdo dos perfis por PFGE e determinagdo dos
perfis de toxinas) a fim de avaliar diversidade da populagdo bacteriana.

e Avaliar e comparar as diversas metodologias utilizadas.

e Determinar o niumero de estirpes resistentes aos macrdlidos e analisar a distribuicdo
destas e dos respectivos gendtipos de resisténcia na populagdo. Averiguar também a
associacdo descrita entre estirpes do fendtipo cMLS; e a resisténcia a tetraciclina.

e Comparar as propriedades moleculares das principais linhagens com estudos que

incluam estirpes recolhidas de outros tipos de infeccao.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Informagao das estirpes

Este estudo englobou 320 estirpes de S. pyogenes recolhidas em varios hospitais do
pais, durante o periodo 2003-2009, que foram isoladas a partir de amostras de pus de lesGes
cutaneas, como feridas e abcessos.

A identificacdo das estirpes foi feita nos respectivos hospitais e confirmada no
laboratério da Unidade de Microbiologia e Infec¢do, pela morfologia das coldnias, B-hemdlise
e susceptibilidade a bacitracina. No caso de estirpes resistentes a este antibiodtico verificou-se a
presenca do antigénio caracteristico na parede celular (Streptococcal Grouping Kit, Oxoid,
Basingstoke, UK).

Antes de se iniciar o processo de tipagem, as estirpes foram repicadas a partir de uma
colénia em meio TSA (Tryptic Soy Agar) (Oxoid, Basingstoke, UK). Posteriormente foram
conservadas a -80°C em meio TSB (Tryptic Soy Broth) (Oxoid, Basingstoke, UK) com 15% (V/V)

de glicerol.

2.2. Serotipagem T

Para determinar o serdtipo T das estirpes, inoculou-se cerca de 10uL de meio de
preservacdo onde a estirpes estavam conservadas, em 5mL de Todd-Hewitt (Oxoid,
Basingstoke, UK) e deixou-se a incubar a 30°C durante a noite. No dia seguinte, centrifugou-se
a 3220g durante 15min a temperatura ambiente e desprezou-se o sobrenadante. Adicionaram-
se 4 gotas de Todd-Hewitt (Oxoid, Basingstoke, UK) e recorrendo aos reagentes do kit
(Auxiliary Reagents for Heamolytic Streptococcus Typing, Denka Seiken, Téquio, Japdo),
adicionaram-se 4 gotas de extracto pancredtico suino, 1 gota de vermelho fenol e 2 gotas de
solugdo de ajuste pH. Misturou-se e incubou-se a 37°C durante 1h. Finalmente, centrifugou-se
novamente a 3220g durante 15min a temperatura ambiente e desprezou-se o sobrenadante.
Fez-se uma nova suspensdao em 500uL de PBS 1X a partir da qual se efectuou a aglutinacdo
com os soros especificos. A aglutinagdo foi feita numa lamina com 5 soros polivalentes (T, U,
W, X e Y) e 19 monovalentes (1, 2, 3, 4,5/27/44, 6, 8,9, 11, 12, 13, 14/49, 18, 22, 23, 25, 28,
B3264 e Imp.19) (Haemolytic Streptococcus Group A Typing—sera, Denka Seiken, Toquio,

Japdo).

2.3. Tipagem emm

2.3.1. Amplificacao
A tipagem emm, como ja foi referido, permite a identificacdo da regido hipervariavel

do gene emm que codifica a proteina M. Este método consiste na amplifica¢do, purificacao, e



sequenciacdo da regido N-terminal do gene emm. Todos os passos, incluindo a identificacdo do
tipo emm, foram executados de acordo com os protocolos e recomendagdes do CDC
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocols.htm).

A amplificacdo foi feita por reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) num volume total
de 50pL, utilizando 1,5 pL de sobrenadante de lisado bacteriano como fonte de DNA molde.
Para preparar o lisado bacteriano recolheu-se, com uma ansa, algumas coldnias a partir de
placa e suspenderam-se em 300pL de solucdo de cloreto de sédio (NaCl 0,85%). Seguidamente,
colocou-se o tubo a 70°C durante 15min. Centrifugou-se a amostra a 18000g durante 2min e
desprezou-se o sobrenadante. Fez-se uma nova suspensdo do sedimento em 50uL de TE 1X
(Tris 10mM; EDTA 1mM, pH8), 6uL de mutanolisina (5 U/uL, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e 2uL de hialuronidase (12,3mg/mL, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha). Apds
30min a 37°C, ferveu-se a 100°C durante 10min. Os lisados foram conservados a -20°C até se
efectuar o PCR. Os restantes componentes do PCR foram adicionados de modo a obter uma
concentracdo final de tampao de PCR “green GoTagq flexi”’a 1X (Promega, Madison, WI, USA),
0.02 U/pL de DNA polimerase GoTaq (Promega, Madison, WI, USA), 0,2 mM de cada
nucleotideo (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 1,5mM de MgCl, (Promega, Madison, WI, USA). Os
primers utilizados foram o0 emm1 e emm2, (Quadro 1, em anexo) ambos a uma concentragdo
final de 1,4pmol/uL. O ciclo de PCR consiste numa temperatura inicial de 94°C durante 1min,
seguido de 10 ciclos de 15s a 94°C, 30s a 46.5°C e 1min e 15s a 72°C, 20 ciclos de 15s a 94°C,
30s a 46.5°C, e 1min e 15s a 72°C com um incremento de 10s para cada ciclo subsequente. No
final deixa-se 10min a 72°C.

Os produtos de PCR foram purificados com o Kit “High Pure PCR product purification
Kit” (Roche, Manheim, Alemanha) de acordo com as instru¢cbes do fabricante e depois
enviados para sequenciar (Macrogen, Coreia do Sul e Holanda) com o primer emmseq2
(Quadro 1, em anexo). Utilizam-se as primeiras 240 bases da sequéncia para interrogar
utilizando o BLAST disponivel da base de dados do CDC
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/strepblast.htm).  Quando existe uma elevada
semelhanca (295%) com a extremidade 5’ de uma sequéncia conhecida, atribui-se 0 mesmo

tipo emm.

2.3.2. Digestao do produto de PCR.

A digestdo e separacdo dos produtos da reac¢do de PCR para amplificar a regido do
gene emm que é utilizada na tipagem, permite comparar de uma forma mais econémica os
tipos emm de diferentes estirpes. Considerando que perfis iguais correspondem ao mesmo

tipo emm, é possivel através da analise e comparacdo destes prever o tipo emm. A digestdo



dos produtos de PCR foi feita simultaneamente com as endonucleases Hincll (Fermentas,
Vilnius, Litudnia) e Haelll (Fermentas, Vilnius, Litudnia) [2,5U de cada para 5uL de produto de
PCR num volume total de 6,1uL que se perfez com buffer Tango 10X (Fermentas, Vilnius,
Lituania)]. Os produtos desta digestdo foram separados num gel de 3% (m/v) [2% de agarose
NuSieve (Lonza, Rockland, USA) e 1% agarose normal (Bio-Rad, Munique, Alemanha)]. Das

estirpes com perfis iguais, enviou-se uma para sequenciar.

2.3.3. Extrac¢do de DNA

Por vezes, devido a uma qualidade insuficiente ou a uma rdpida degradacdo do DNA, o
lisado bacteriano preparado de acordo com as recomenda¢des do CDC ndo permitiu a
amplificacdo do gene emm. Nestes casos, recorreu-se a extraccao de DNA por outro método.
Adicionou-se 10uL de stock de congelacdo a 5mL de Todd-Hewitt e incubou-se a 37°C. No dia
seguinte, centrifugou-se a cultura a 3220g durante 15min a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante
e fez-se uma nova suspensdo em 468,2uL de TE1X (Tris 10 mM pH7,5; EDTA 1mM pHS8,0). Apds
se transferir para um tubo de 2mL, adicionou-se 30uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) (10%,
Bio-Rad, Munique Alemanha), 3uL de proteinase K (20mg/mL; Roche, Manheim, Alemanha),
60uL de mutanolisina (5U/uL; Sigma-Adrich, Steinheim, Alemanha), 20uL de hialuronidase
(12,3mg/mL; Sigma-Adrich, Steinheim, Alemanha) e 18,8uL de lisozima (20mg/mL; Sigma-
Adrich, Steinheim, Alemanha). Agitou-se no vortex e incubou-se durante 1h a 37°C.
Seguidamente, adicionou-se 15uL de ribonuclease (20mg/mL; Sigma-Adrich, Steinheim,
Alemanha) e incubou-se a 37°C durante 30min. Finalmente adicionou-se 100uL de NaCl 5M e
80uL NaCl CTAB [10% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) em NaCl 0,7M]. Levou-se
ao vortex e apods incubacgdo durante 10min a 65°C, adicionaram-se 800uL cloroférmio/éalcool
isoamilico (24:1). Centrifugou-se durante 5min a 18000g e transferiu-se a fase aquosa para
outro tubo de 2mL. Adicionaram-se 600uL fenol/cloroférmio/élcool isoamilico (25:24:1), levou-
se ao vortex e voltou-se a centrifugar a 18000g durante mais 5min. Novamente, transferiu-se a
fase aquosa para outro tubo, desta vez de 1,5mL, e neste caso adicionaram-se 600uL de
isopropanol. Ao agitar é por vezes possivel observar as fibras de DNA. Centrifugou-se, mais
uma vez, durante 5min a 18000g e desprezou-se o sobrenadante. Em seguida, adicionaram-se
500uL de etanol 70% a -20°C. Repetiu-se este Ultimo passo e deixou-se secar ao ar. Por fim,
fez-se a suspensdao do DNA em 50uL de TE 1X. Com este método obteve-se concentracées de
DNA muito superiores ao necessario para realizar o PCR, por isso foi necessario quantificar o

DNA e diluir para 200ng/uL. Utilizando-se consoante as reac¢des entre 200 e 300ng (1-1,5uL).
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2.4. Determinagao do perfil de toxinas.

A presenca dos genes speF, ssa, smeZ, speH, spekK, spel, speG, speC, spekK, spel, spel,
speB, speA foi detectada através de 2 PCRs multiplex. Foram utilizados pares de primers
especificos para cada gene com capacidade de amplificar todas as variantes alélicas descritas
de acordo com as 13 sequéncias gendmicas publicadas (GenBank AE004092, AE009949,
AE014074, AM295007, BA000034, CP000003, CP000017, CP000056, CP000259-CP000262,
CP000829) e também com as sequéncias das variantes alélicas do speA, speC e smeZ
disponiveis no GenBank.

A amplificagcdo dos genes speF, ssa, smeZ, speH, spek, spel e speG foi efectuada num
volume total de 25 uL, com tampao de PCR 1X “green GoTagq flexi”(Promega, Madison, WI,
USA), MgCl, a 5mM, nucleotideos a 0,2 mM, cada, 0.08U de DNA polimerase GoTaq
(Promega) e 1uL de DNA (lisado bacteriano preparado como descrito para a determinacdo do
emm). Os pares de primers utilizados foram speFl/speF2, ssal/ssa2, smeZ-F/smeZ-R2,
speH1/speH3, speK-f/speK-r2, spelg-f2/spelg-r e speG-f/spe-r com uma concentracio final de
0,8pmol/uL, 0,2pmol/uL, 1,8pmol/uL, 0,32pmol/uL, 0,4 pmol/uL, 0,12pmol/uL e 0,24pmol/uL,
respectivamente (Quadro 1, em anexo).

A amplificacdo dos genes speC, speM, spel, spel, speB, speA foi também efectuada
num volume total de 25 pL, com tampdo de PCR “green GoTagq flexi” a 1X (Promega), MgCl, a
5mM (Promega), nucleotideos a 0,2 mM cada (Fermentas), 0.06U de DNA Polimerase GoTaq
(Promega) e 1uL de DNA (lisado bacteriano preparado como descrito para a determinagdo do
emm). Os pares de primers utilizados foram speC-f2/speC-r2, speK-f/speM-r, spel-f/spelL-r,
spell/spel3, speBl/speB2, speA-f2/spe-r2 a uma concentracdo final de 0,2pmol/uL,
0,24pmol/uL, 0,24pmol/uL, 0,2pmol/uL, 0,1pmol/uL, 0,16pmol/uL, respectivamente (Quadro
1, em anexo).

O programa de PCR para o primeiro multiplex descrito consistiu numa temperatura
inicial de desnaturacdo de 95°C durante 2min, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 1min, 54°C,
durante 30s e 72°C durante 1min e 30s. No segundo multiplex descrito, o programa utilizado
foi o mesmo, com excepgao da temperatura de “annealing”, que é de 62°C em vez de 54°C. Os
produtos de PCR do primeiro e do segundo multiplex foram separados em géis de agarose de
1% e 2%, respectivamente. Como controlo positivo para cada reac¢do misturou-se o DNA de
uma estirpe M1 (SF370) com o DNA de outras estirpes com os restantes genes que se estavam
a testar. A estirpe M1 foi obtida da “Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo” (Valencia, Espanha,

CECT 5109) e contém os genes speB, speF, speG, smeZ, speC, speH, spel e spel.
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2.5. Efectroforese em campo pulsado

2.5.1. Extraccdo e imobilizagao do DNA bacteriano

Inoculou-se 15uL do “stock” congelado em 5mL de Todd-Hewitt (Oxoid, Basigstoke,
UK) e colocou-se, durante a noite na estufa a 37°C. Centrifugou-se a 3320g durante 15min a
4°C, desprezou-se o sobrenadante e fez-se uma nova suspensdo em 5mL de TEN (Tris 100mM,;
EDTA 100mM; NaCl 150mM, pH7,5). Voltou-se a centrifugar nas mesmas condi¢bes e fez-se
uma nova suspensao em 1mL de TEN. Seguidamente, transferiu-se para um tubo de 1,5mL e
centrifugou-se novamente durante 15min a 3320g. Desprezou-se o sobrenadante e fez-se uma
nova suspensao em 200puL de TEN.

Para adequar a concentracdo de DNA, leu-se a densidade dptica a 620nm e calculou-se
o volume de TEN a adicionar a cada amostra (V,3q=0Dx40x240-240).

Para fazer os discos, misturou-se 150uL de “low melting agarose” 1,5% (m/V) (Bio-rad,
Munique, Alemanha) diluida em PIV (Tris 10mM pH8; NaCl 1M) a 150uL de suspensdo
bacteriana com a concentracdo adequada e equilibrada a 41°C. Apds levar ao vortex,
colocaram-se sucessivamente gotas de 20 pL numa superficie lisa forrada com parafilme, que
solidificaram apds 5 min a -20°C. Para a lise das células adicionou-se aos discos uma solugao
constituida por 0,67mg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), 16,67mg/mL de
ribonuclease A (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e 16,67U/mL de mutanolizina (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha) e EC (Tris 6mM pH7,5; EDTA 100mM pH7,5; NaCl 1M,
desoxicolato de sédio 5mM; N-lauril sarcosine de sédio 17mM; Brij 58 0,5% m/v; MgCl, 1mM).
Incubou-se a 37°C durante pelo menos durante 5h.

Seguidamente, colocaram-se os discos em tampao ES (EDTA 0,5mM pH7,5; N-Lauril
sarcosina de sédio 34mM) com 0,5 mg/mL de proteinase K (Roche, Menheim, Alemanha)
durante 24h a 50°C. Procedeu-se a lavagens com tampao TE (1X) (10mM Tris pH7,5; 1mM

EDTA pH8). Até se fazer a digestdo, os discos ficaram armazenados nesta solugdo a 4°C.

2.5.2. Digestao

Para a digestdo, os discos foram colocados durante a noite ou com 7,5 U de Smal
(Fermentas, Vilnius, Lituania) a 30°C num volume final de 45uL, ou com 3,75U de Crf9l
(Fermentas, Vilnius, Lituania) a 37°C num volume total de 20uL. Os tampdes utilizados na
digestdo foram tango 10X (Fermentas, Vilnius, Lituania) no caso da Smal e tampao Crf9l
(Fermentas, Vilnius, Lituania) para a enzima Crf9l, respectivamente. Antes se de efectuar a
digestdo com as endonucleases fez-se um equilibrio de uma hora a temperatura de digestdo
em 500uL (Smal) ou 100uL (Crf9l) de tampdo de restricdo, tango 10X ou tampao Crf9l,

respectivamente. A utilizacdo da enzima Crf9l, restringiu-se a estirpes de fendtipo M. A
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expressdo deste fenodtipo, resulta frequentemente da presenca do gene mef(A) que se localiza
no mesmo elemento genético de uma metiltransferase (Figueiredo et al., 2006). A Smal ao ser

sensivel a metilacdo, ndo digere o DNA metilado.

2.5.3. Separagao

Apds digestdo, adicionou-se “loading buffer” aos discos e colocaram-se num gel de
agarose 1% (p/V) (BioRad, Munique, Alemanha) assim como o marcador de peso molecular
“Lambda ladder PFGE marker” (New England BiolLabs, UK). A corrida ocorreu durante 23h em
tampado TBE 0.5X (Tris-borate-EDTA) (BioRad, Munique, Alemanha), num aparelho CHEF-DR llI
(BioRad, Munique, Alemanha), a 6,0 V/cm?® com um tempo inicial de 5s e um tempo final de
35s.

2.5.4. Andlise dos perfis genémicos

Os perfis de macro-restricao obtidos para cada estirpe foram analisados e comparados
com recurso ao programa informatico BioNumerics (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem,
Bélgica). Desta forma construiram-se dendrogramas utilizando o coeficiente de Dice (com as
definicGes de optimizagdo e tolerdncia de 1,0 e 1,5%, respectivamente) e o método de
agrupamento hierdrquico UPGMA (“unweighted pair group method with arithmetic means”).
Consideraram-se como grupos de PFGE, grupos de 5 ou mais estirpes com semelhanca igual ou

superior a 80%.

2.6. Hibridagao “Southern blot”

Através desta técnica pretendeu-se confirmar a presenga ou auséncia dos genes speM,
spel, speB e spefF. Comegou-se por preparar o DNA gendmico em discos de agarose, digeriu-se
com Smal e separou-se por electroforese em campo pulsado nas condi¢des descritas no ponto
2.5. Seguidamente, transferiu-se o DNA para uma membrana de nylon (Hybond-N*, Amersham
Biociences, Bucks, UK) por sobreposicdo do gel de PFGE num sistema de vacuo (Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Suécia). Ligou-se o aparelho a 40mmHg e cobriu-se o gel com solugdo de
despurinagdo (HCL 0,25M) durante 10min. Seguidamente, removeu-se o restante da solugdo
de depurinagdo e adicionou-se solu¢do de desnaturagdo (NaOH 0,4M; NaCl 1,5M). Deixou-se
nestas condi¢des durante 2h e 30min com o cuidado de nao deixar a superficie do gel secar.
Apds retirar a solugcdo de desnaturagdo com uma pipeta retirou-se o gel de agarose e desligou-
se o vacuo. Lavou-se a membrana com SSC 6X (Citrato de Sddio 90mM; NaCl 0,9M; pH7) e
deixou-se ao ar entre 5 a 15 minutos. De modo a fixar o DNA, expbs-se a membrana a
radiagGes UV durante 20s no “UV crosslinker” (Alfagene, Cambridge, UK).

As sondas utilizadas correspondem aos produtos de PCR resultantes da amplificagdo

de um fragmento interno de cada gene apds purificagao. Para a amplificagdo em separado dos
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genes speM, spel e speF, utilizaram-se as mesmas condi¢des. Os primers utilizados foram os
mesmos que os utilizados nos multiplex para a detec¢do das exotoxinas (Quadro 1, em anexo).
A concentracgdo final dos componentes foi, tampao 1X “green Gotaq flexi” (Promega), DNA
polimerase GoTag a 0,02U (Promega), nucledtidos a 0,2mM (Fermentas), MgCl, a 1,5mM
(Promega) e primers a 0,4 pmol/uL, num volume total de 50uL com 3uL de DNA (lisado
bacteriano preparado como descrito para a determinacdo do tipo emm). O programa foi
semelhante ao utilizado para amplificacdo das toxinas no multiplex. No caso dos gene speM e
spel, utilizou-se uma temperatura de hibridacdo de 62°C e no caso do gene speF de 54°C. As
condigcbes para a amplificacdo do speB diferem das anteriores. Num volume total de 50uL com
3 uL de DNA (lisado bacteriano extraido como descrito na determinag¢do do tipo de emm),
utilizou-se uma concentragio final de tamp&o “green GoTaq flexi” 1X (Promega), 0,02U/uL de
DNA polimerase GoTaq (Promega), 0,2mM de nucledtidos (Fermentas) e 0,4 pmol/uL de
primer. O programa comec¢ou a uma temperatura de 94°C durante 5 min, seguida de 35 ciclos
de 1min a 94°C, 2min a 58°C e 1min a 72°C.

A marcacao e hibridagao foram efectuadas com o marcador de acidos nucleicos ECL e
os reagentes do sistema de detecgdo (GE Health care, Buckinghamshire, UK) de acordo com as
instrucdes de fabricante. Comecou-se por lavar a membrana com SSC 5X (Citrato de sédio
75mM; NaCl 0,75M; pH7) e coloca-la na garrafa de hibridagdo com cerca de 20mL do SSC 5X
utilizado na lavagem. Incubou-se a 42°C com rotacdo durante 15min. Desprezou-se o SSC 5X e
adicionou-se a solugdo de hibridacdo (tampdo de Hibridagdo; 5% m/v de agente bloqueante;
NaCl 0,5M). Incubou-se a 42°C com rotagdo durante 1 hora. Entretanto, diluiu-se a sonda para
10ng/uL em 15uL com agua fornecida com o kit e adicionou-se 4 puL marcador “DNA controlo”
(Kit). Ferveu-se durante 5min e colocou-se em gelo. De seguida, adicionou-se 19ulL de
“Labelling reagent” (Kit) e 19uL de glutaraldeido (Kit). Apds incubac¢do a 372C durante 20min,
adicionou-se 1mL de solugdo de hibridacdo, misturou-se e colocou-se na garrafa de hibridacdo
com a membrana. Incubou-se durante a noite a 429C com rotag¢do. No dia seguinte, removeu-
se a soluc¢do de hibrida¢do e lavou-se a membrana 2 vezes com rota¢do durante 20min a 42°C
com solugdo de lavagem primaria (Ureia 6M; SDS 0,4%; SSC 0,5X). Retirou-se a membrana da
garrafa de hibridagdo e lavou-se com SSC 2X (Citrato de Sédio 30mM; NaCl 0,3M; pH7) durante
5min a temperatura ambiente. Para a fase da detec¢ao, misturou-se num tubo, 7,5mL de
solugdo de detecgdo 1 com 7,5mL de solugdo de detecgdo 2 (Kit) e adicionou-se de imediato a
mistura @ membrana. Apds 1 minuto a agitar a membrana de modo a cobri-la amplamente
com a solugdo, guardou-se a solugdo num tubo e colocou-se a membrana numa mica de
plastico com o DNA para cima, tendo o cuidado de eliminar as bolhas de ar. Sucessivamente

colocou-se a mica numa cassete.
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Numa camera escura colocou-se uma chapa de autoradiografia dentro da cassete por
cima da mica de modo a cobrir toda a membrana. O tempo de exposi¢ao variou de 30min a 5h.
No final do procedimento, a membrana ficou armazenada a 4°C numa mica com a solucdo de

deteccdo para uma eventual reutilizacado.

2.7. Determinagao da susceptibilidade a antimicrobianos

Para determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos utilizou-se a metodologia de
Kirby-bauer de acordo com as recomenda¢bes do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2006). Este método consiste na difusdo de antibidticos presentes em discos de papel
que sao colocados na superficie de uma placa com meio Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke,
UK), suplementada com 5% (V/V) de sangue de carneiro desfibrinado (ProBioldgica, Belas,
Portugal) e semeada com uma determinada estirpe. Para se semear a estirpe na placa onde se
colocam os discos, ajustou-se visualmente a turbidez do inéculo numa suspensao de NaCl
0,85% a uma suspensdo 0,5 da escala de Macfarland. Apds aplicar os discos, colocou-se a placa
na estufa durante a noite a 37°C com atmosfera de 5% CO,. A leitura efectuou-se de acordo

com os critérios de interpreta¢do do “Clinical and Laboratory Standard Institute” (Quadro 1).

Quadrol. Critérios de interpretacdo dos antibidticos utilizados segundo as normas do CLSI®

Conteddo  Susceptivel Intermédio Resistente
disco (ug) (mm) (mm) (mm)
Penicilina 10 >24 - -
Eritromicina 15 221 16-20 <15
Clindamicina 2 >19 16-18 <15
Tetraciclina 30 223 19-22 <18
Cloranfenicol 30 >21 18-20 <17
Levofloxacina 5 >17 14-16 <13
Linezolide 30 >21 - -
Vancomicina 30 217 - -

? Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for antimicrobial susceptibility
testing, sixteenth informational supplement. CLSI document M100-S16. Wayne, PA: CLSI, 2006.

Para os resultados intermédios efectuou-se a determinacdo da concentracgdo inibitéria
minima (CIM) com E-teste de acordo com as instrugdes do fabricante (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, Franga). O E-teste é uma tira com um gradiente de concentrag¢do de um determinado
antibiético. A semelhanca do que se fez para os discos, utilizaram-se placas de meio Muller-
Hinton com 5% de sangue, semeadas com um indculo ajustado ao valor 0,5 da escala de
McFarland.

O fendtipo de resisténcia aos macrélidos foi determinado através do método de duplo
disco, em que se colocam os discos de eritromicina e clindamicina a 20mm de distancia (Figura
3). Estdo descritos dois fendtipos distintos, M e MLSg. O fendtipo MLSg pode, por sua vez ser

constitutivo (cMLSg) ou indutivel (iMLSg) (Figura 3).
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MLS, MLS; iy
constitutivo indutivel

Figura 3. Fendtipos de resisténcia aos macrélidos em Streptococcus pyogenes. (E), eritromicina, (DA),
clindamicina.

2.8. Detecgdo dos genes de resisténcia aos macrélidos

A deteccdo dos genes de resisténcia aos macrélidos, mef, erm(B) e erm(TR) foi feita por
PCR multiplex num volume total de 10uL utilizando como molde o lisado bacteriano preparado
por incubacdo com mutanolisina e hialuronidase de acordo com os protocolos e
recomendacdes do CDC como descrito para a determinacio do tipo emm
(http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocols.htm). Os componentes utilizados e as
suas concentragdes finais foram respectivamente: tampdo de PCR “Super Tth” (Enzime
Technologies, UK) a 1X, DNA polimerase Super Tth a 0,0625U (Enzime Technologies, UK) e
nucledtidos a 2mM cada (Fermentas, Vilnius, Lituania). Os pares de primers utilizados foram
mefA/E1l/mefA/E2, ermBl/ermB2, ermTR1/ermTR2, com concentracdo de 0,05pmol/uL,
0,25pmol/uL e 0,4pmol/uL, respectivamente (Quadro 1, em anexo). O ciclo de PCR iniciou-se
com um periodo de 5min a 94°C, ao qual se segue 40 ciclos, de 30s a 94°C, 30s a 51°C e 1min a
72°C.

Em todas as estirpes em que se detectou o gene mef fez-se um PCR adicional para
distinguir o mef(A) do mef(E). Com 1uL dos mesmos moldes de DNA preparou-se uma reacgao
com um volume total de 20uL composta por tampdo “green GoTaq flexi” a 1X (Promega,
Madison, USA), 0.004U/uL de DNA polimerase GoTaq (Promega, Madison, USA), 0.125 mM de
cada nucleotideo (Fermentas, Vilnius, Lituania) e 3mM de MgCl, (Promega, Madison, USA). Os
primers utilizados foram o mefR a 1,7pmol/uL em conjunto com mefl e mef2, ambos a uma
concentracdo final de 1pmol/uL. (Quadro 1, em anexo). O ciclo de PCR iniciou-se com um
periodo de 4min a 94°C, ao qual se segue 30 ciclos, de 1mim a 94°C, 1mim a 56°C e 1min a

72°C. Para finalizar, 10min a 72°C.

2.9. Detecgdo dos genes de resisténcia a tetraciclina

Para a detec¢do dos genes que conferem resisténcia a tetraciclina [tet(L), tet(M), tet(K)
e tet(O)] foi necessario realizar dois PCRs distintos.

A presenca dos genes tet(L), tet(M) e tet(K) foi testada num PCR multiplex com um

volume total de 50uL em que se adiciona 2ulL de lisado bacteriano preparado por incubac¢do
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com mutanolisina e hialuronidase de acordo com os protocolos e recomenda¢des do CDC,
como descrito para a determinacdao do tipo emm. A concentracdo final dos componentes
utilizados foi tampao “green GoTat Flexi” 1X (Promega, Madison, Wi, USA), 0,2mM de cada
nucleotideo (Fermentas, Vilnius, Lituania), 2mM de MgCl, (Promega) e 0,05U de DNA
polimerase GoTaqg (Promega). Os 3 pares de primers utilizados foram tetL-up/tetL-rev, tetM-
up/tetM-rev e tetK-up/tetK-rev, todos a uma concentracdo final de 0,2pmol/uL (Quadro 1, em
anexo). O programa utilizado consiste em 35 ciclos de 1min a 95°C, 1 min a 50°C e 1min e 30s a
72°C. Por fim 5min a 72°C. A presenca de tet(O) foi analisada a parte com os primers tetO-
up/tetO-rev (Quadro 1, em anexo) em que a concentragdo final dos componentes no PCR e a
quantidade de DNA molde foram iguais as utilizados no multiplex. O programa apenas diferiu

na temperatura de hibridacdo, que é de 55°C em vez de 50°C.

2.10. Analise estatistica

Para determinar a significancia estatistica entre resultados recorreu-se sempre que
possivel ao teste de Fisher, bilateral (http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm).

Utilizou-se o teste de Cochran-Armitage (Altman, 1999) de forma a avaliar se existia
alguma tendéncia significativa para os valores de resisténcia aos macrélidos e as tetraciclinas
ao longo dos anos.

Os resultados dos métodos de tipagem foram comparados através do célculo do indice
de diversidade de Simpson e do coeficiente de Wallace, assim como os respectivos intervalos
de confianga a 95% (1C95%) (www.COMPARINGPARTITIONS.INFO). O indice de diversidade de
Simpson (SID) indica a diversidade de uma populagcdo. Este indice é definido como a
probabilidade de duas estirpes escolhidas aleatoriamente de uma amostra apresentarem
classificagOes diferentes num determinado método de tipagem (Grudmann et al., 2001). Por
exemplo, quanto maior o SID relativamente ao tipo emm, menor é a probabilidade de duas
estirpes escolhidas ao acaso apresentarem igual tipo emm. O coeficiente de Wallace indica a
probabilidade de duas estirpes consideradas relacionadas por um determinado método de
tipagem ficarem também relacionadas quando se recorre a outro método de tipagem (Wallace

etal., 1983).
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3. RESULTADOS

3.1. Idade e sexo dos individuos de onde foram recolhidas as estirpes

Das 320 estirpes de S.pyogenes estudadas, 154 (48,1%) foram recolhidas a partir de
infec¢des em individuos do sexo feminino e 166 de infecgdes em individuos do sexo masculino
(51,9%). As idades variaram dos 7 dias aos 97 anos. Através da analise por décadas de idades
verificou-se que a maioria dos casos ocorreu em criangas entre os 0 e 9 anos de idade (21,3%)

(informagdo ndo apresentada). Para analisar a relacdo entre idade e o sexo dos individuos dos

quais foram recolhidos as estirpes, separaram- 160 -
se as estirpes em trés classes: criancas (<18), " 133
adultos (18-64) e idosos (>64) (Figura 4). Até g' 100
aos 64 anos de idade, embora ndo seja § 28
a
estatisticamente significativo, individuos do = ;g
sexo masculino foram os mais afectados (Teste 0

(<18)  [18-64]  (>64)
Classe de idade

das estirpes foram recolhidas de individuos do Figura 4. Relagdo do numero de estirpes por classes de
idades e sexo dos individuos infectados.

de Fisher: p=0.32). Nos idosos (>64) a maioria

sexo feminino.

3.2. Tipagem emm

Figura 5. Tipos emm mais prevalentes na populagdo. As barras a preto correspondem aos tipos emm incluidos na
futura vacina 26-valente. O rétulo por cima das barras corresponde ao numero de estirpes observadas do
respectivo tipo emm.

Neste estudo foram identificadas estirpes de 51 tipos emm (SID= 0,916 [IC 95% 0,899-
0,933]). Duas estirpes apresentaram sequéncias novas que foram submetidas a base de dados:
um novo tipo do gene emm (st1325) e um novo subtipo do gene emm87 (emm87.6). As
estirpes dos tipos emm89 (n=62 estirpes) e emm1 (n=55 estirpes) foram as mais frequentes,
constituindo em conjunto, 36,6% da populagdo. Em seguida, as estirpes mais frequentes foram
as dos tipos emm6 (n=20), emm44 (n=18), emm4 (n=17) e emm?28 (n=17) que em conjunto

com as dos tipos emm89 e emm1 correspondem a 59.1% do numero total de estirpes (Figura
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5). Dos 26 tipos emm incluidos na futura vacina que estd de momento em ensaios clinicos, 15
foram identificados neste estudo e correspondem a 67.8% do numero total de estirpes (Figura

5).

3.2.1. Prevaléncia de estirpes dos tipos emm1 e emm89

Como apresentado na figura 6, entre 2003 e 2004, existiram grandes alteracOes na
proporcdo de estirpes dos tipos emml e emm89. Isto ocorre provavelmente devido ao
reduzido nimero de estirpes recolhidas durante estes anos. Em 2005 o numero de estirpes do
tipo emm1 foi ligeiramente superior ao numero de estirpes do tipo emm89. Nos restantes
anos, estirpes do tipo emm89 foram sempre as mais prevalentes. De 2006 para 2007 verifica-
se um aumento de estirpes com ambos os tipos, seguido em 2008 de uma estabilizacdo no
numero de estirpes do tipo emm1 e um continuo aumento no numero de estirpes do tipo
emm89. Em 2009, embora nao seja significativo, estirpes de ambos os tipos emm diminuiram

na populacdo (teste de Fisher: emm1 [p=0,10]; emm89 [p=0,24]).
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Figura 6. Relagdo entre a distribuicdo das estirpes dos dois tipos emm mais prevalentes e o indice de diversidade de
Simpson para todos os tipos emm da populagdo.

3.2.2. Tipo emm vs idade dos individuos de onde foram recolhidas as estirpes.

De modo a avaliar se existia alguma relagao entre o tipo emm das estirpes e a idade dos
individuos de onde estas foram recolhidas, analisaram-se estas duas caracteristicas em
conjunto para as estirpes dos tipos emm mais prevalentes (=5 estirpes). De facto, as estirpes
da maioria dos tipos emm apresentados no grafico da figura 7 causam infec¢Ges nas 3 classes
de idades. Para as estirpes dos tipos emm28, emm22 e emm48 embora se tenham recolhido
poucas ou nenhumas de criancgas, estas diferencas ndo sdo significativas (teste de Fisher:

emm?28 [p=0,08]; emm22 e emmA48 [p=0,20]).
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Figura 7. Relagdo entre as estirpes dos tipos emm mais prevalentes e as idades dos individuos infectados.

3.3. Serotipagem T

Relativamente a serotipagem T identificaram-se 19 serotipos ou conjugacdes de serotipos
diferentes (SID=0,864 [IC 95% 0,846-0,882]) (Figura 8). No total, 23,4% das estirpes (n=75)
foram consideradas ndo tipaveis. Em seguida, 19% (n=61) aglutinaram com o soro TB3264
sendo maioritariamente estirpes do tipo emm 89, e 17% aglutinaram com o soro T1, sendo

estas maioritariamente do tipo emm1 (Quadro 2, em anexo).
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Figura 8. Prevaléncia das estirpes com os diferentes serétipos T.

3.4. Perfis de toxinas estreptocdcicas

Para as 320 estirpes deste estudo foram identificados 50 perfis de toxinas distintos
(SID=0,934 [IC 95% 0,922-0,946]) (Quadro 3, em anexo). Em todas, a excep¢do de uma,
detectou-se a presenga dos genes speB e speF. A auséncia destes genes nessa estirpe foi
confirmada através de hibridacdo por “Southern blot”. Os genes smeZ, speG, spel,
frequentemente considerados cromossomais, foram detectados em 95,9% (n=307), 94,1%
(n=301), e 40,3% (n=129) do total de estirpes, respectivamente (Quadro 4, em anexo). Dos
genes codificados em fagos, o mais prevalente foi o speC (57,8%, n=185), seguido do speA
(32,8%, n=105), ssa (20,6%, n=66), speH (16,3%, n=52) e speK (16,3%, n=52), spel (14,1%,
n=45), speM (6,9%, n=22) e spel (5,9%, n=19) (Quadro 4, em anexo).
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Ao comparar os perfis de toxinas das estirpes dos tipos emm mais prevalentes,
verificou-se uma consistente presenca ou auséncia de determinados genes de toxinas em
estirpes com o mesmo tipo emm (Quadro 3 e 4, em anexo).

Tendo em conta os resultados apresentados no quadro 4, em anexo, a presenca do gene
speA foi detectada apenas em estirpes de 4 tipos emm distintos, sendo esta presenca,
significativa em estirpes dos tipos emml, emm6 e emm3. Em contraste com o gene speA, o
gene speC esta disperso por estirpes de vdrios tipos emm. No entanto, em nenhuma das
estirpes do tipo emm3, foi detectada a presenca deste gene. Os genes speG e smeZ,
considerados cromossomais, foram amplamente detectados nas estirpes do estudo.
Curiosamente, nenhuma estirpe do tipo emm4 apresenta o gene speG e nenhuma estirpe do
tipo emm?2 apresenta o gene smeZ. Relativamente ao gene speJ, com excepgao das estirpes do
tipo emm89, encontra-se presente em todas as estirpes dos outros tipos emm em que foi
identificado. O gene speK parece ser caracteristico das estirpes do tipo emm®6, pois foi o Unico
tipo emm em que este gene foi detectado em todas as estirpes. A presenca do gene ssa foi
detectada em todas as estirpes dos tipos emm4 e emm3.

Os genes speH e spel foram ambos detectados em 45 estirpes (14,1%) e considerados
significativamente associados a estirpes dos tipos emma44, emm12, emm48 e emm11, embora
tenham sido também detectados em estirpes de outros tipos. O gene spel nunca foi detectado
na auséncia do gene speH. A presenca conjunta dos genes spel e speM foi detectada em 19
estirpes (5,9%) e estatisticamente associada a estirpes dos tipos emm2 e emm75. Em 3
estirpes, todas do tipo emm58, apenas se detectou o gene speM. A auséncia do gene spel e a
presenca do gene speM foi confirmada por hibridacdo “Southern blot”. Pelo contrario, o gene

spel nunca foi detectado na auséncia do gene spelVi.

3.5. Resisténcia a antimicrobianos e respectivos génotipos associados.

Todas as estirpes do estudo eram susceptiveis a penicilina, ao linezolide e a
vancomicina. Relativamente ao cloranfenicol encontrou-se uma estirpe resistente. A
levofloxacina detectaram-se duas estirpes nao susceptiveis, cujos resultados foram
confirmados através de E-teste (CIM=6 e 3 mg/mL).

A resisténcia aos macrélidos foi detectada em 10.3% do total de estirpes analisadas
(n=33). Durante os anos incluidos no estudo verificou-se uma diminui¢do na proporc¢do de
estirpes resistentes (Figura 9), porém sem significincia estatistica (teste de Cocharan-
Armitage, p=0.18). No primeiro ano (2003) foi quando se verificou o valor mais elevado de
resisténcia (29,4%). Em 2004 ocorreu uma grande diminui¢do (12,5%), seguida de um aumento

para 19,6% em 2005. De 2005 para 2007 os valores decresceram (19,6% em 2005, 16,7% em
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2006, 5,1% em 2007), sendo esta diminui¢do mais acentuada de 2006 para 2007. Entre 2007 e
2008 houve uma estagnacdo (5,1% em 2007, 5,2% em 2008) e em 2009 voltou-se a verificar
uma descida na resisténcia (3,3%) (Figura 9). Embora a diminuicdo dos valores ao longo dos
anos nao tenha sido significativa pelo teste de Cocharan-Armitage, se utilizarmos o teste de
Fisher para comparar os periodos de 2003 a 2006 e 2007 a 2009, verifica-se que a diminuicao
foi significativa (teste de Fisher: p<0.0001). Esta discordancia é provavelmente devida ao
reduzido nimero de estirpes nos primeiros anos de estudo, nomeadamente em 2003 e 2004,
que se traduz num elevado erro associado. Este factor pode também ser a explicacdo para o
valor irregularmente baixo de resisténcia em 2004, relativamente a 2003 e 2005 (Figura 9). De
facto, a diminuicdo dos valores de 2003 para 2004 e o subsequente aumento de 2004 para

2005 nao foram significativos (teste de Fisher: p=0,62; p=1,00, respectivamente).
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Figura 9. Resisténcia a eritromicina e respectivos fendtipos associados.

Das 33 estirpes resistentes aos macrolidos, 22 apresentaram o fenétipo cMLSg (66,7%)
e 11 apresentaram o fenétipo M (33.7%). O fendtipo cMLSg, com excepgdo nos anos 2003 e
2007, foi o mais comum (Figura 9). Entre 2003 e 2006 as alterag¢des registadas para os valores
de resisténcia aos macrdlidos foram sobretudo devido as alteragdes no numero de estirpes de
fénotipo M. A partir de 2006, o nimero de estirpes de fendtipo cMLSg foi o principal
determinante na variagdo da resisténcia total (Figura 9). Em todas as estirpes de fenétipo
cMLS; foi detectada a presenca do gene erm(B). Na populagdo bacteriana em estudo, estas
estirpes sao maioritariamente dos tipos emm11 ou emm?28. Das 11 estirpes que apresentavam
fendtipo M, detectou-se em 10, a presenca do gene mef(A). Noutra foi detectada a presenca
de mef(E), que curiosamente corresponde também a Unica estirpe resistente ao cloranfenicol.
A resisténcia aos macrdlidos por mefA (fendtipo M) parece ndo ser caracteristica de nenhum
tipo emm especifico, estando distribuida por estirpes do tipo emm1, emm4, emm9, emm12,

emm18 e emm89 (Quadro 2, em anexo).
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Figura 10. Resisténcia a tetraciclina.

A resisténcia a tetraciclina foi observada em 47 estirpes (14,7%). No total dos anos nao se
verificou nenhuma tendéncia significativa na evolugdo dos valores (teste de Cochran-Armitage,
p=0,48) (Figura 10). A diminuicdo dos valores de 2006 para 2007 (teste de Fisher: p=0,08),
assim como o aumento em 2008 (teste de Fisher: p=0,12) ndo foram estatisticamente
significativos. Na maioria destas estirpes, a resisténcia a tetraciclina foi devida a presenca
exclusiva do gene tet(M) (89,4%). Em 3 estirpes para além da presenga do gene tet(M) foi
também detectada a presenca do gene tet(L) e em duas estirpes detectou-se apenas a
presenca do gene tet(O) (Quadro 2, em anexo).

Das 47 estirpes resistentes a tetraciclina, 12 apresentaram também resisténcia aos
macrélidos: 10 de fendtipo cMLS; e 2 de fénotipo M. Os gene erm(B) (fendtipo cMLSg) e o gene
tet(M) foram detectados em conjunto em todas as estirpes dos tipo emm11 e emm76. Embora
se tenha detectado o gene erm(B) em 70,6% das estirpes de emm?28, apenas uma foi também
resistente a tetraciclina.

Relativamente a bacitracina, detectaram-se 12 estirpes resistentes, todas do tipo emm28 e

com fendtipo cMLSg.

3.6. Electroforese em campo pulsado

O dendrograma obtido com base nos perfis de macro-restricdo das 320 estirpes por
PFGE é constituido por 17 grupos (n>5 estirpes; coeficiente de Dice=80%) (SID=0,916 [IC95%
0,899-0,933]) que incluem 85% do total das estirpes (n=272) (Figura 11). As 48 estirpes
restantes (15%), ou apresentaram perfis Unicos ou estavam incluidas em grupos com menos de
5 estirpes. Os dois maiores grupos definidos por PFGE, A e B, em concordancia com a tipagem
emm, s3o principalmente constituidos por estirpes TB3264/emm89 e Tl/emmi,
respectivamente (Quadro 2). Apenas 5 dos 17 grupos de PFGE principais foram homogéneos
no tipo emm (B, C, F, G e N) (Quadro 2). Todos os outros incluiram estirpes com pelo menos

dois tipos emm distintos ainda que um fosse sempre predominante.
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Quadro 2. Grupos obtidos por comparagdo dos perfis de
PFGE, e informagao das estirpes que os incluem.

Grupos de emm-T geno’tipo Perfil de SAg b
$ g el% g § PFGE? (ne de estirpes) Macrélidos | (n2 de estirpes)
' ' ‘ ‘ A(62) 89-B3264(57) mef(A)(1) 19(3), 20(14),
I ——— 89-NT (3) 22(35), 34(10)
_‘—iﬁ Hiu 75-25(1)
— B(55) 1-1(54) mef(A)(2) 2(11), 7(42),
I R 1-NT(1) erm(B)(1) |  43(1),51(1)
Q Chao) c(20) 6-6(15) 1(17), 6(1), 37(2)
|—| 6-NT(5)
] D(17) 4-4 (13) 9(2),17(12),
L L(s) 44-5/27/44 (2) 20(1), 30(1)
E Ps) 77-13(1)
e 90-13(1)
——
" Sl g
_% Mg 4-4(1) 46(3)
— N 75-NT (1)
D F(13) 28-28 (12) erm(B)(11) 15(1), 24(5),
— | a7 28-NT (1) erm(B)(1) 20(7)
"] E G(13) 3-NT (13) 5(11), 53(2)
—| 13 H(12) 12-12 (6) 12(6), 25(5),
F____l_ K[B) 12-NT (3) 26(1)
— 76-12 (2) erm(B)(2)
—— 94-B3264(1)
1(12) 64-NT (2) 2(1), 20(1),
| 64-3 (1) 26(1), 27(1),
] 71-9 (2) 34(5), 42(2),
A 58-NT (1) 49(1)
(62) 68-NT (1)
74-NT (1)
75-NT (1)
87-28 (1)
L] L———0 st1325-NT (1)
{0 StDA432-NT (1)
L ——] ] J(11) 48-NT(6) 3(1), 12(4),
Ex____ (12) 48-28(1) 20(2), 22(3),
| Fous 28-NT (1) 31(1)
I e 89-B3264(1)
- st6735-1/3(1)
—=1Q StD633-NT(1)
_q G K(8) 2-2(7) 21(1), 23(5),
| (13 81-12(1) 36(1), 48(1)
L L(6) 11-NT(3) erm(B)(3) | 4(1), 12(4), 34(1)
— 11-11(2) erm(B)(2)
% 80-11(1)
—— M(6) 18-18(3) 3(3), 7(1), 25(1),
A 71-NT(1) 29(1)
/ 73-13(1)
9-9(1) mef(A)(1)
B N(6) 87-28(5) 2(1), 13(1),
(53) 87-NT(1) 15(3), 27(1)
o(6) 28-12(3) 8(1), 10(1),
\ 22-2(2) 16(1), 18(3)
43-NT(1)
P(5) 22-12(3) erm(B)(2) 14(2), 16(1),
2-2(1) 23(1), 40(1)
87-28(1)
Figura 11. Dendrograma obtido no software Q(5) 118-13(2) 22(1), 32(2),
Bionumerics (coeficiente de Dice com 118-1(1) 34(1), 41(1)
optimizacdo de 1% e tolerancia 1,5%), através 118-NT(1)
do método UPGMA. Os grupos sdo definidos 4411(1)
como conjuntos 25 estirpes com semelhanca ® As designacdes dos grupos corresponde a letras atribuidas
nos perfis 280%. arbitrariamente e ao nimero de estirpes em subscrito.

b
ver quadro 3, em anexo.
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Relativamente aos perfis de toxinas, ndo existem grupos de PFGE homogéneos.
Embora existisse frequentemente um perfil predominante, todos os grupos sdo constituidos
por estirpes com varios perfis distintos.

Das 33 estirpes resistentes aos macrolidos, apenas 26 se encontram em grupos
definidos por comparacdo dos perfis de PFGE: 22 de fendtipo cMLS; e 4 de féndtipo M. As
restantes, ou apresentam perfis Unicos ou estdo em grupos com menos de 5 estirpes. As
estirpes de fendtipo cMLSg [erm(B)] foram principalmente agrupadas nos grupos F e L, que por
sua vez eram maioritariamente constituidos por estirpes T28/emm28 e T11/emmil,
respectivamente. Em contraste, ndo existe nenhum grupo de PFGE constituido
maioritariamente por estirpes de fendtipo M [mef(A)], estando estas 4 estirpes dispersas em 3

grupos, nomeadamente o A, o Be o M (Quadro 2).

3.7. Comparacgdo dos métodos de tipagem.

A determinacdo dos coeficientes de Wallace permitiu a analise e comparacdao dos
métodos utilizados. O método com maior capacidade de prever o tipo emm é o PFGE
(Wprgesemm=0,922 [0,892-0,953]). O inverso, também se verifica para a previsdo do grupo de
PFGE (Wemm-pree=0,921 [0,890-0,953]). O tipo emm, n3o é um bom indicador do perfil de
toxinas (Wemm-sag=0,5 [0,433-0,566]) como também ndo o é o grupo de PFGE (Wpgresne=0,484
[0,417-0,551]). O tipo T é consideravelmente pior que qualquer dos dois métodos anteriores
para estimar o perfil de toxinas (Wrssg=0,288 [0,247-0,329]). A capacidade do perfil de toxinas
em prever o tipo emm (Wsags5emm=0,662 [0,593-0,731]) é semelhante a capacidade de prever o
grupo de PGFE (Wsagprce=0,640 [0,570-0,710]). Do mesmo modo, os melhores métodos para
preverem o serotipo T sdo a tipagem emm (We,m-7=0.883 [0,830-0,935]), e a determinagdo
dos grupos de PFGE (Wprse7=0,845 [0,788-0,903]). A determinagdo do perfil de toxinas é

consideravelmente pior que qualquer dos métodos anteriores (Wsag51=0,616 [0,548-0,685]).
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4. DISCUSSAO

Com este trabalho caracterizou-se a populacdo de S. pyogenes responsavel por
infeccOes da pele e tecidos moles. O estudo englobou 320 estirpes recolhidas em varios
hospitais do pais, durante o periodo de 2003 a 2009, a partir de pus de lesdes cutaneas como
feridas e abcessos. Para todas as estirpes foram determinados os tipos emm, serdtipos T,
perfis de toxinas e perfis de macro-restricdo obtidos por PFGE. Também se determinaram os
niveis de susceptibilidade a varios antimicrobianos, assim como os respectivos gendtipos de
resisténcia associados.

Os individuos de que foram recolhidas as 320 estirpes estudadas correspondem a uma
populagdo em que 48.1% (n=154) sdo individuos do sexo feminino e 51.9% (n=166) sdo do sexo
masculino. Este resultado é consistente com um estudo europeu com estirpes invasivas, em
que 53% dos individuos também eram do sexo masculino (Lamagni et al., 2008). No nosso
estudo, embora ndo tenha sido significativo, enquanto em criangas e adultos as estirpes foram
recolhidas maioritariamente de individuos do sexo masculino, em idosos as estirpes foram
recolhidas sobretudo de individuos do sexo feminino. Este facto pode ter sido devido a
populacdo idosa em Portugal ser constituida maioritariamente por mulheres. De acordo com
os dados do Instituto Nacional de Estatistica (www.ine.pt), em Portugal, entre 2003 e 2009, a
proporcdo homens/mulheres em individuos com menos de 65 anos é de 0,99 e em idosos é de
0,72.

Relativamente a caracterizagdo do tipo emm, estirpes dos tipos emm89 e emm1 foram as
mais prevalentes. Para avaliar o impacto destas na diversidade total da populagdo comparou-
se para cada ano a prevaléncia destas estirpes com o indice de diversidade de Simpson de
todos os tipos emm (Figura 6, ponto 3.2.1). Verificou-se que entre 2006 e 2008 a diminuicdo
do indice de diversidade de Simpson, ainda que ligeira, é concomitante com o aumento de
estirpes destes tipos emm. Nestes anos, as estirpes dos tipos emm89 e emm1 podem ter
beneficiado de alguma vantagem adaptativa ou aumentaram em prevaléncia apenas devido as
flutuagdes naturais nas composicdes das populagdes microbianas. Em 2009, verificou-se uma
diminuicdo ndo significativa no numero destas estirpes o que justifica o aumento de
diversidade dos tipos emm na populagdo. Normalmente, o aumento do indice de diversidade
de Simpson numa amostra é devido ao aparecimento de estirpes de diferentes tipos emm.
Porém, se ndo se verificar alteragdo do numero de estirpes ou do nimero de tipos emm
identificados, o aumento deste indice numa amostra pode resultar do aumento no numero de
estirpes dos tipos emm menos prevalentes e subsequente diminuicdo do nimero de estirpes

dos tipos emm mais prevalentes. As flutuagdes observadas neste estudo parecem estar
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relacionadas com a segunda explicacdo. Em 2009 o numero de estirpes é semelhante ao
verificado em 2008 e n3do ha alteracdo no nimero de tipos emm (23 em 2008 e 23 em 2009). O
aumento da diversidade resulta principalmente da diminuicdo das estirpes dos tipos emm89,
emml e emm6 com consequente aumento de estirpes dos tipos emm12, emm4 e emm58
(informagdo ndo apresentada). Uma hipdtese explicativa para este fendmeno, a semelhanca
do discutido acima para os tipos emm1 e emm89, é que estirpes dos tipos emm12, emm4 e
emm58 tenham adquirido alguma vantagem que |hes permitiu competir com as estirpes dos
tipos emm mais prevalentes. Frequentemente, estirpes dos tipos emm12 e emm4 estdo
associadas com a resisténcia aos macrélidos (Silva-Costa et al., 2008), mas neste caso isso ndo
se verifica.

De igual modo ao que se verificou em Portugal no periodo estudado, em Itdlia, para
estirpes invasivas recolhidas entre 1994 a 2002, estirpes do tipo emm89 seguidas de estirpes
do tipo emm1 foram as mais prevalentes (Creti et al., 2007). Na Suécia, no periodo entre 2002
e 2004, também em estirpes invasivas, estirpes do tipo emm89 foram também as mais
prevalentes (Darenberg et al., 2007). Em Portugal, durante o periodo de 2000 a 2005 para
estirpes invasivas, as estirpes do tipo emm89 foram apenas as 6% mais prevalentes entre as
estirpes estudadas (6.3%), enquanto as estirpes do tipo emml foram as mais frequentes
(20.6%) (Frides et al., 2007).

A vacina 26-valente ja desenvolvida e que estda em fase de ensaios clinicos foi
construida com base nos tipos emm mais prevalentes na América do Norte. Teoricamente,
esta vacina iria prevenir 84,5% das faringites, 92,5% das infeccbes associadas a febre
reumatica e 87,6% das infec¢des invasivas, incluindo 100% das fasceites necrozantes (McNeil
et al., 2005; Shulman et al., 2009). Com base no estudo realizado, a implementacdo desta
vacina em Portugal para todas as faixas etdrias, poderia apenas prevenir 67,8% das infecgbes
da pele e tecidos moles por GAS. Esta diferenca de valores entre a América do Norte e Portugal
pode ser explicada pela diferente distribuicdo de estirpes de diferentes tipos emm, que como
se sabe, tende a sofrer modificagdes consoante a regido e o periodo estudado (Steer et al.,
2009).

Também se analisou a relagdo entre estirpes dos tipos emm mais prevalentes e as
idades dos individuos de onde estas foram recolhidas. Embora parega existir algumas
diferengas, como no caso de estirpes do tipo emm28 que praticamente nao foram detectadas
em criangas, estas nao sao significativas. De facto, na maioria dos artigos publicados que
analisam esta relagdo, também ndo se consegue definir associacGes significativas (Ekelund et

al., 2005). Porém, um estudo europeu, que inclui estirpes de pele e tecidos moles, descreveu
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uma maior prevaléncia de estirpes do tipo emm28 em doentes dos 30 aos 39 anos e dos 70
aos 79 (Luca-Harari et al., 2009) o que ndo foi confirmado neste estudo.

Relativamente aos serdtipos T, hd muito tempo que estd descrita uma associacdo com
os diferentes tipos emm (Johnson et al., 1993). De facto, segundo o nosso estudo, a
determinacdo do tipo emm é o melhor método para prever o serétipo T, seguido da
determinacdo dos perfis de PFGE. O nimero de estirpes ndo tipaveis (23,45%) foi superior aos
14% identificados em estirpes invasivas durante 2000-2005 em Portugal (Frides et al., 2007). A
semelhanca do que aconteceu quando se utilizava o método de aglutinacdo para a
determinagdo da proteina M, este factor tem sido alvo de diversificagdo, tornando impossivel
a caracterizacdo de todas as estirpes apenas com os soros existentes. Devido a este problema
tem-se explorado novos métodos que permitam avaliar a variabilidade da proteina T,
nomeadamente o desenvolvimento de um PCR que permita distinguir diferentes tipos T, ou a
sequenciacdo da regido genética onde esta proteina estd codificada, designada “fibronectin
collagen T antigen” (FCT). A regido FCT difere entre estirpes com diferentes proteinas T e
conseguentemente em estirpes com diferentes proteinas M (Kéller et al., 2010). Nesta regido
estdo também codificadas outras proteinas com capacidade de ligacdo a fibronectica e cuja
funcdo pode ser decisiva no estabelecimento da infeccdo (Podbielski et al., 2007). Embora ja
existam estudos que utilizam a regido FCT como marcador epidemiolégico (Koller et al., 2010),
€ necessario elucidar qual a relacdo efectiva com os tipo T definidos serologicamente, assim
como a capacidade deste factor para discriminar estirpes consideradas relacionadas por outros
métodos de tipagem.

Relativamente a terapéutica, a penicilina continua a ser o principal antibidtico utilizado
em infec¢Ges por S. pyogenes. In vitro, nunca foram detectadas estirpes de S.pyogenes,
resistentes a penicilina o que também se verificou neste estudo. Em doentes alérgicos aos B-
lactamicos, os macrdlidos e as lincosamidas sdo as alternativas mais frequentes para o
tratamento das infeccbes por GAS. Segundo o nosso estudo, apesar de ndo ser
estatisticamente significativo, houve uma diminuicdo nos valores de estirpes resistentes aos
macrélidos. Com uma média total de 10,3% de resisténcia, os valores variaram entre 29,4 % e
3,3% em 2003 e 2009, respectivamente. O valor médio foi semelhante ao que se verificou em
estirpes faringeas recolhidas em Portugal entre 2004 e 2006 (13.2%) (Silva-Costa et al., 2008).
Neste periodo ja se verificava uma diminui¢do descrita desde 1998, quando se detectou 34,6 %
de resisténcia a eritromicina (Silva-Costa et al., 2005). A diminui¢do na resisténcia também tem
sido descrita noutros paises. Em Espanha, nomeadamente Barcelona, a resisténcia passou de

34,2% em 2001-2004 para 7,4% em 2007-2008 (Ardanuy et al., 2010).
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Por outro lado, em contraste ao verificado em Portugal e Espanha, na Grécia houve um
aumento na resisténcia aos macrélidos entre 2003 e 2006. Este aumento foi explicado pelo
elevado consumo de macrdlidos durante esses anos (Michos et al., 2009). Como este, muitos
estudos relacionam os niveis de consumo de macrélidos com a curva de resisténcia a
eritromicina (Garcia-Rey et al., 2002; Gagliotti et al., 2006; Bergman et al., 2004). Em Portugal
esta relacdo nao se verificou. Entre 2003 e 2009, embora se tenha verificado a diminuicao da
resisténcia em estirpes responsaveis por infeccdes da pele e tecido moles, o consumo de
macrolidos, segundo os dados disponiveis do infarmed
(http://www.infarmed.pt/portal/page/portal/INFARMED/PUBLICACOES/TEMATICQOS/), manteve-se
estavel (Figura 12). Uma explicacdo para a diminuicdo da resisténcia pode ser o
desenvolvimento de imunidade pela populacdo humana contra um nudmero limitado de

antigénios T e proteinas M associadas as estirpes resistentes (Silva-Costa et al., 2005).
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Figura 12. Consumo de macroélidos em Portugal. Valores de acordo com relatérios do Infarmed.

Um grupo no Japao propos que o decréscimo dos valores de resisténcia aos macrolidos
também pode ser devido ao aumento do uso de fluoroquinolonas. Ao induzirem a resisténcia a
levofloxacina, os mutantes perderam os genes mef(A) ou erm(TR) (Billal et al., 2009). Poderia
igualmente ser verdade em Portugal se houvesse um claro aumento na resisténcia as
fluoroquinolonas, porém, sé foram identificadas duas estirpes ndo susceptiveis, ambas
TB3264/emm89 e isoladas em 2009. Ao contrario do que se verificou no nosso estudo a
resisténcia as fluoroquinolonas (levofloxacina) tem sido associada a estirpes do tipo emm®6
(Malhotra-Kumar et al., 2009; Montes et al., 2010; Pires et al., 2010). No entanto, experiéncias
in vitro demonstraram que todos os tipos emm estdo igualmente propensos a inducdo da
resisténcia as fluoroquinolonas (Billal et al., 2007).

Em casos de infec¢cGes graves da pele e tecidos moles, de modo a inibir a producédo de
toxinas, a clindamicina é utilizada em conjunto com B-lactdmicos (Allen et al., 2010).
Consequentemente, embora o fenétipo M seja importante, estirpes de fendtipo cMLS;, ao

apresentarem resisténcia a 3 classes de antibidticos, limitam mais as possibilidades
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terapéuticas. No estudo realizado, 66,7% das estirpes resistentes aos macrélidos sdo de
fendtipo cMLSs. A semelhanca do que se verificou em Portugal e Espanha para estirpes
recolhidas de faringites, as estirpes de fénotipo cMLSg sdo principalmente dos tipos emm28 e
emm11 (Silva-Costa et al., 2008; Perez-trallero et al., 2007).

Relativamente as estirpes do tipo emm?28, todas as que apresentavam fénotipo MLSg,
eram também resistentes a bacitracina. Estas estirpes sdo as responsdveis pela limitacdao do
teste susceptibilidade a este antibiético como método para diferenciacdo de S. pyogenes de
outros estreptococos B-hemdliticos. Isto ja foi descrito anteriormente em Espanha (Perez-
Trallero et al., 2004), Portugal (Silva-Costa et al., 2006), Franca (Malhotra et al., 2003) e Bélgica
(Mihaila-Amrouche et al., 2004).

No dendrograma obtido pela analise dos perfis de PFGE, as estirpes de fenotipo cMLSg
estdo principalmente agrupadas em dois grupos (F e L), maioritariamente constituidos por
estirpes dos tipos emm28 e emm11, respectivamente. No entanto, as estirpes de fendtipo M
estdo dispersas por varios grupos e apresentam varios tipos emm (Figura 11 e Quadro 2, ponto
3.5). Tendo em conta que 91% das estirpes com fénotipo M apresentavam o gene mef(A), a
observacdo anterior esta de acordo com um estudo que alerta para a grande mobilidade do
elemento genético que contem o gene mefA (Kataja et al., 1999). A Unica estirpe com este
fendtipo que apresenta o gene mef(E) corresponde a Unica que é resistente ao cloranfenicol.
Embora ndo se tenha encontrado nenhum estudo relacionado, esta observacdo sugere uma
possivel associagcdo entre o gene mef(E) e os genes que conferem resisténcia ao cloranfenicol.

E importante referir que em nenhuma das estirpes resistentes aos macrélidos se
detectou mais de que um determinante de resisténcia a este antimicrobiano [erm ou mef].
Porém, ja foi descrita a presenca de ambos os mecanismos, metilacdo e bomba de efluxo, na
mesma estirpe (Silva-Costa et al., 2006).

Contrariamente ao que se verifica para os macrdlidos, os niveis de resisténcia a
tetraciclina permaneceram uniformes ao longo dos anos. A resisténcia a tetraciclina é
considerada um importante cofactor na selec¢do da resisténcia a eritromicina (Nielson et al.,
2004). O paralelismo observado, entre resisténcia a tetraciclina e o nimero de estirpes de
fendtipo MLSg (Figura 10, ponto 3.4) pode ser explicado pela disseminagdo de elementos
genéticos que resultam da inser¢do do gene erm(B) em transposdes conjugativos da familia
Tn916 que contém o gene tet(M) (Brenciani et al., 2007). Esta associacdo ja foi observada em
Portugal para estirpes faringeas recolhidas no periodo entre 1998 e 2003 (Silva-Costa et al.,
2005). No entanto, a partir de 2006 os valores de resisténcia detectados para a tetraciclina
foram superiores aos verificados para os macrélidos. Como a diminugdo da resisténcia aos

macrélidos foi devido a diminuicdo de ambos os fendtipos e ndo sé do fenotipo M, este facto
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pode ser explicado pelo aumento de estirpes resistentes a tetraciclina que sdo susceptiveis aos
macrolidos, ou que se tornaram susceptiveis, por perda do gene erm(B).

Também esta descrita uma relacdo entre a presenca de tet(O) e os genes mef(A) ou
erm(A) (Giovanetti et al., 2003), porém, ambas as estirpes onde se detectou este gene de
resisténcia a tetraciclina (T12/emm50; T13/emm50) sdo susceptiveis aos macrdlidos.

A resisténcia ao cloranfenicol detectada numa estirpe é concordante com os 0.6%
detectados num estudo na Grécia (Michos et al., 2009). Como a estirpe em questdo foi
recolhida em 2005 e nos anos seguintes ndo houve mais nenhuma estirpe resistente, significa
gue provavelmente as estirpes com estas caracteristicas ndo se estdo a expandir.

Como ja foi descrito, a técnica de PFGE consiste na utilizagcdo de enzimas de corte raro
para obter perfis que, apds comparados, permitem estabelecer relagées entre estirpes.
Segundo os resultados do quadro 2 (ponto 3.5), a maioria dos grupos obtidos por PFGE sdo
constituidos principalmente por estirpes de um determinado tipo emm. Isto justifica que a
comparacdo dos perfis de PFGE seja o melhor método para prever o tipo emm e vice-versa.
Recorreu-se a esta técnica pois foi sugerido que a tipagem emm por si s6 ndo é suficiente para
discriminar diferentes estirpes de GAS (Carrico et al., 2006). De facto, é possivel a observacdo
de estirpes do mesmo tipo emm em diferentes grupos de PFGE, como por exemplo estirpes do
tipo emm87 nos grupos |, N e P ou estirpes do tipo emm75 nos grupos A, Eel.

Os superantigénios em GAS sdo frequentemente associados as patologias mais severas
destes microrganismos. A ideia de que a severidade de infec¢do estd relacionada com a
presenca destes genes, tem sido alvo de vérios estudos. Actualmente sdo conhecidos 11 genes
codificantes de SAgs, dos quais 9 sdo associados a bacteriofdgos. Estes elementos sdo
frequentemente detectados nos genomas de estirpes de GAS sequenciadas, sendo muitas
polilisogénicas (Beres et al., 2002). Atribui-se a transferéncia horizontal destes fagos e dos
factores de viruléncia associados, o aparecimento e disseminagdo de clones potencialmente
virulentos (Vlaminckx et al., 2007). A deteccdo destes genes como método de tipagem
epidemioldgica tem-se revelado extremamente discriminatério em relagdo a outros métodos,
nomeadamente tipagem emm (Lintges et al., 2010; Maripuu et al., 2008; Meisal et al., 2010),
como se péde comprovar neste estudo.

Como ja foi referido, as proteinas codificadas pelos genes speB e spefF, embora tenham
sido consideradas toxinas, ndo o sdo. O gene speB codifica uma protease e o gene SpeF uma
DNase. Neste estudo, estes genes estdo ausentes apenas numa estirpe do tipo emm1. A sua
auséncia foi confirmada por hibridagdo “Southern blot”. Estas delec¢des ja foram

anteriormente encontradas em estirpes caracterizadas no Instituto de Microbiologia e o facto
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de terem sido recolhidas de infecg¢bes, significa que estas mutagdes provavelmente nao
comprometem a capacidade infecciosa.

Sem se considerar os genes speB e speF, os genes codificantes de SAg mais prevalentes
correspondem ao gene smeZ e ao gene speG. Em concordancia com os resultados obtidos por
Meisal et al. (2010) e tendo em conta apenas as estirpes dos tipos emm mais prevalentes, o
gene speG esta ausente apenas em estirpes do tipo emm4, enquanto o gene smeZ estd
ausente em todas as estirpes do tipo emm2 e em algumas do tipo emm44 (Quadro 4, em
anexo) (Meisal et al., 2010). Estes resultados defendem a hipdtese de que estes dois genes sdo
cromossomais. Estudos anteriores detectaram estes genes em 100% das estirpes (Proft et al.,
2000; Proft et al., 2003). A auséncia do gene speG em estirpes do tipo emm4 e a auséncia do
gene smeZ em estirpes dos tipos emm2 e emm44 poderia ser explicada devido a polimorfismos
ainda nao descritos nos locais de ligacdo dos primers (Proft et al., 2000). Porém, Ferreti et al.
(2001) através de um estudo de sequenciacdo gendmica, mostrou ndo haver associa¢do entre
estes genes e elementos moveis. Estes genes podem ter pertencido inicialmente a
bacteriéfagos e devido a existéncia de uma barreira a sua disseminagao, como por exemplo a
proteina M de estirpes dos tipos emm2 e emm44, nao ter sido possivel a entrada destes
elementos.

Também neste estudo o gene speJ foi detectado em 40,3% das estirpes, sobretudo em
estirpes dos tipos emm1, emm44, emm?28 e emm87, o que é consistente com outros trabalhos
(Commons et al., 2008; Meisal et al., 2010; Rivera et al., 2006). Porém, estes resultados
contrastam com os resultados obtidos por Proft et al. (2003), que detectou o gene spel em
100% das estirpes estudadas, sugerindo que este superantigénio é também cromossomal. Esta
discrepancia ndo foi devida a uso de diferentes primers, pois os resultados obtidos por
Commons et al. (2008) mantiveram-se quando se repetiu os PCRs com os primers utilizados
por Proft et al. (2003). Provavelmente as estirpes analisadas por Proft et al. (2003) ndo
correspondiam a uma amostra representativa da populagao.

Relativamente aos genes associados a bacteridfagos, o gene speC foi o mais
pravalente, seguido do gene speA. As duas toxinas codificadas por estes genes sdo das mais
estudadas devido a frequente associagdo ao sindrome de choque tdxico estreptocdcico
(Hauser et al., 1991). O gene speC foi maioritariamente detectado em estirpes dos tipos
emm89, emm6, emm4, emm?28 e emm48, consistente com os resultados obtidos por Rivera et
al., (2006). O gene speA, como noutros estudos, esta presente sobretudo em estirpes dos tipos
emm1, emm6 e emm3 (Commons et al., 2008; Rivera et al., 2006; Meisal et al., 2010). A seguir
ao gene speA, o gene codificante de SAg mais prevalente foi o gene ssa, que foi detectado em

estirpes do tipo emm44, emm4, emm3 e emm87. A presenca do gene speK foi associada a
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estirpes dos tipos emm6, emm28 e emm3 consistentemente com estudos anteriores
(Commons et al., 2007; Meisal et al., 2010).

A maioria das estirpes em que se detectou o gene speH, também se detectou o gene
spel. Estes genes, tal como verificado neste estudo, sdo frequentemente descritos em
conjunto em estirpes de emm44, emm12, emm48 e emm11 (Meisal et al., 2010). Esta
associacdo é explicada por estes genes apresentarem posicdes adjacentes no mesmo
bacteriéfago ($370.2) (Ferreti et al., 2001). Porém, a auséncia do gene spel em 7 estirpes com
0 gene speH, sugere que ocorre perda do gene spel durante a integragdo no genoma ou que
existe outro fago que possui apenas o gene speH.

Os genes spel e speM, excepto em 3 estirpes, foram sempre detectados em conjunto.
A semelhanca do que se verifica para os genes spel e speH, os genes spel e speM apresentam
posicBes adjacentes no mesmo bacteridfago (pspel/speM) (Smoot et al., 2002). Nas 3 estirpes
em que nao se verificou esta associacdo, apenas se detectou o gene speM. Curiosamente as 3
estirpes apresentam o tipo emm58. No, entanto, esta caracteristica ndo é comum a todas
estirpes do tipo emm58 porque também foi detectada outra estirpe do tipo emm58 que nem
sequer apresenta nenhuma destas toxinas. As possiveis explicacdes para este fendmeno sdo a
perda do gene spel durante a integracdo no genoma ou a existéncia de um fago apenas com o
gene speM. Esta situacdo, de presenca do gene speM e auséncia do gene spel esta descrita em
3 estudos (Maripuu et al., 2008; Meisal et al., 2010; Rivera et al., 2006). Em dois destes, os
primers utilizados para o gene speM podem ter hibridado com o gene speK pelo que o suposto
gene speM pode ser, de facto, o gene speK (Maripuu et al., 2008; Rivera et al., 2006).

Como ja foi referido, estirpes com o mesmo tipo emm, normalmente apresentam um
perfil de toxinas igual ou semelhante (Quadro 4, em anexo). Esta associa¢do pode ser explicada
pela influéncia directa ou indirecta da proteina M na entrada dos bacteridfagos,
nomeadamente os que codificam superantigénios (Mylvaganam et al., 2000). Mesmo assim, o
perfil de toxinas apresenta uma capacidade significativamente melhor de prever o tipo emm
do que o contrario. Ou seja, é mais provavel duas estirpes com igual perfil de toxinas terem o
mesmo tipo emm, que duas estirpes do mesmo tipo emm apresentarem igual perfil de toxinas.

A semelhanca do que se verifica para o perfil de toxinas em relagdo ao tipo emm, o
mesmo se verifica em relagdo ao grupo de PFGE, ou seja o perfil de toxinas é um melhor
indicador do grupo de PFGE que o inverso. Isto é explicado pela existéncia, no mesmo grupo
de PFGE, de estirpes com pelo menos dois perfis de toxinas distintos, embora normalmente

exista um predominante.
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A andlise dos perfis de toxinas associados as estirpes dos tipos emm89 e emm1, ndo
permite explicar a maior prevaléncia destas estirpes. Ndo sdo as que apresentam maior
numero de genes de toxinas e também nao apresentam nenhum padrao caracteristico comum
a ambas que permita a sua distingdo de estirpes de outros tipos emm menos prevalentes.

A auséncia de um perfil de toxinas caracteristico que permita explicar a razao porque
algumas estirpes sdao mais prevalentes, também se verifica na maioria dos estudos que
analisam o perfil de SAgs entre estirpes invasivas e ndo invasivas com o objectivo de esclarecer
a razdo da existéncia de infec¢Ges tdo diversas (Rivera et al., 2006). Quando se detectam
diferencas, os autores defendem que estas sdo principalmente devido a associagdo das toxinas
com os diferentes tipos emm que por vezes, diferem entre estirpes invasivas e ndo invasivas
(Ekelund et al., 2005). De facto, ao comparar os perfis das estirpes de pele e tecidos moles com
outras estirpes caracterizadas no Instituto de Microbiologia, parece que estirpes com o mesmo
tipo emm apresentam um perfil semelhante, independentemente da sua origem (informacdo
nao apresentada).

Ja foram avancadas hipdteses para explicar a diversidade e severidade das infec¢oes
independentemente da presenca ou expressao de determinados genes que codificam factores
de viruléncia de GAS. Chatellier et al. (2000) demonstraram que estirpes M1T1 geneticamente
semelhantes e com igual perfil de toxinas sdo responsaveis por infeccdes desde faringite a
infec¢Oes invasivas. Este resultado alerta para a importancia das caracteristicas do hospedeiro
no desenvolvimento da infecgdo por GAS. Kotb et al. (2002) verificaram que alguns
superantigénios sdo preferencialmente apresentados por determinados alelos do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC) classe Il. Este fendmeno significa que a variacdo alélica
do MHC no hospedeiro pode influenciar a ligacdo dos superantigénios e consecutivamente as
diferentes susceptibilidades dos individuos a infeccdo por estreptococos do grupo A. Isto
ocorre devido a diferente magnitude da resposta inflamatéria aos mesmos SAg quando estes
sdo apresentados por diferentes alelos de MHC classe Il (Chatellier et al., 2000). Neste estudo

nao foram avaliadas estas caracteristicas dos individuos que apresentaram infeccoes.
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6. CONCLUSAO

A caracterizacdao de estirpes de S. pyogenes responsdveis por infeccdes da pele e
tecidos moles revelou a existéncia de uma populacdo bacteriana com uma elevada
diversidade. A maior prevaléncia de estirpes dos tipos emm89 e emm1 em infeccdes de pele e
tecidos moles, indica que em Portugal durante os anos 2003 a 2009, estas estirpes sao as que
apresentam uma maior capacidade para se disseminar e estabelecer infec¢do.

A prevencdo de cerca de 68% das infeccGes de pele e tecidos moles pela vacina 26-
valente pode nao justificar a sua implementac¢do. O mais adequado, poderia ser em conjunto
com resultados de estirpes de outras origens, proceder a uma alteracdo dos tipos de proteina
M incluidos na vacina.

Dos métodos de tipagem utilizados, os que mais se relacionam sdo a tipagem emm e a
determinacdo dos perfis de PFGE. Para inferir as relagbes filogenéticas entre as estirpes do
estudo, a determinacdo dos perfis de PFGE e a construcdo do respectivo dendrograma é o
método que nos fornece mais informacdo. Porém, se o objectivo for comparar com estirpes de
outros estudos caracterizadas noutros laboratérios, o melhor método é a tipagem emm, uma
vez que é a mais difundida.

A diminuicdo da resisténcia aos macrodlidos ao longo dos anos é uma observagao
vantajosa para a terapéutica destas infeccbes. Porém hd que ter o cuidado de manter a
vigilancia para estes antibidticos, assim como esclarecer a razdo desta diminuicdo.

Relativamente as toxinas, embora se deva ter em conta as caracteristicas do
hospedeiro, ainda ndo existe informacdo suficiente para excluir completamente a hipdtese de
que estas sdo também importantes na determinacdo da severidade das infeccGes por GAS. Os
mecanismos de regulacdo destes genes ndo sdo totalmente conhecidos e a maioria dos
estudos apenas detectam a sua presenca por PCR. E também essencial avaliar os niveis de
expressao em diferentes condi¢Ges. Provavelmente estes mecanismos estdo relacionados e
até eventualmente condicionados pela interacgdo das proteinas codificadas na regidao FCT
(proteina T) com as diferentes células do hospedeiro (Podbielski et al., 2007).

Ainda sobre as estirpes com os tipos emm mais prevalentes, estas sao frequentemente
descritas como responsaveis por infecgbes invasivas, o que sugere que as estirpes
responsaveis por infecgdes mais graves podem ter origem em estirpes que colonizam a pele e
que serdo o reservatério natural das que causam infec¢Ges da pele e tecidos moles. Esta
hipdtese é apoiada por estudos com estirpes invasivas, que apontam as lesGes da pele como o
principal factor de predisposicdo para o desenvolvimento de infecgdo invasiva (Ekelund et al.,

2005; Hello et al., 2010). Para provar esta hipdtese é essencial prosseguir com os estudos
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epidemioldgicos em estirpes de GAS recolhidas de varios produtos bioldgicos e implementar
outros métodos de tipagem, como por exemplo, o “Multi Locus Sequence Typing” de modo a

melhor avaliar a relagdo genética entre as estirpes.
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Quadro 1. Nomes e respectivas sequéncias dos primers utilizados

ANEXOS

Tamanho
Gene Primers (5’'->3’) do produto Referéncia
de PCR (pb)
erm(B) ermB1.2 - GAAAARGTACTCAACCAAATA 639 Figueira-Coelho et al., 2004
ermB2.3 - AGTAAYGGTACTTAAATTGTTTAC
§ erm(TR) ermTR1- CTTGTGGAAATGAGTCAACGG 552
g ermTR2 - TTGTTCATTGGATAATTTATC
5 mef mefA/E1 - GGCAAGCAGTATCATTAATCAC 394
<§t mefA/E2 - GACTGCAAAGACTGACTATAG
mef(A) mefR - CCAATGATTTACACCGATT 1080 Pedrosa et al., 2008
mefl - AATACAACAATTGGAAACTT
mef(E) mefR - CCAATGATTTACACCGATT 480
mef2 - AAGGAGTTGTGGTTCTGA
Tet(K) tetK-up - TATTTTGGCTTTGTATTCTTTCAT 1159
tetK-rev- GCTATACCTGTTCCCTCTGATAA
<
§ Tet(L) tetL-up - ATAAATTGTTTCGGGTCGGTAAT 1077 Trzcinski et al., 2000
] tetL-rev - AACCAGCCAACTAATGACAATGAT
(w]
§ Tet(M) tetM-up- AGTTTTAGCTCATGTTGATG 1862
E tetM-rev- TCCGACTATTTAGACGACGG
Tet(0) tetO-up - AGCGTCAAAGGGGAATCACTATCC 1723
tetO-rev- CGGCGGGGTTGGCAAATA
emm emm1-TATT(C/G)GCTTAGAAAATTAA http://www.cdc.gov/ncidod
£ emm2- GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT [biotech/strep/protocol_emm-
c type.htm
© emmseq2-TATTCGCTTAGAAAATTAAAAACAGG Beall et al., 1998
speA speA-f2 — AAGAACC(A/T/G)AGAGATG(T/G)CAAC 202 Jasir et al., 2001 adaptado
speA-r2 — ATAG(G/A)CTTTGGATACCATC(G/A)
speB speBl — TTCTAGGATACTCTACCAGC 300 Jasir et al., 2001
speB2 — ATTTGAGCAGTTGCAGTAGC
speC speC-f2 - CAGTCATACTGATTTCTACTATTTCACC 660 Frides et al., ndo publicado
speC-r2 - CAAGATAAATATCGAAATGACTAAAGTTC
speF speFl — CGAAATTAGAAAAGAGGAC 1193 Chatellier et al., 2000
speF2 — GGCTGAGCAAAAGTGTGTG
speG speG-f — GTATCTTTAGGCATTACTGATC 340 Frides et al., ndo publicado
speG-r — GTTTACTATCTTTAGTAGCAAG
speH speH1 — TTCAAGCAAATTCTTATAATACAACC 545 Frides et al., ndo publicado
Q speH3 — AAAGTCTCCATTGCCAAAATAATAC
2
< spel spell — TATGAGATGAGTAGTGTGGGAGTTATTAA 411/412 Frides et al., ndo publicado
g spel3 — GTTCCTGAATCGTAACCTCTTTCTTATC
= spel spelg-f2 — CGAGAGCTATATTACAACAAAG 386 Jasir et al., 2001
spelg-r — CACTCCTTGTACTAGATGAGG
spekK speK-f — TATCGCTTGCTCTATACACTACTGAGAGT 478/479 Lintges et al., 2007
speK-r2 — CTTATCTTTAGCTGTTAATGTTCGTAATTC Frides et al., ndo publicado
spel spel-f - GGACGCAAGTTATTATGGATGCTCA 460 Lintges et al., 2007
spelL-r — TTAAATAAGTCAGCACCTTCCTCTTTCTC
speM speK-f — TATCGCTTGCTCTATACACTACTGAGAGT 587 Lintges et al., 2007
speM-r — ATGAGTGAATAAATCGGTAAACTTTGTTG Frides et al., ndo publicado
ssa ssal — GTGTAGAATTGAGGTAATTG 706 Schmitz., et al 2003
ssa2 — TAATATAGCCTGTCTCGTAC
smeZ smeZ-F — TAGAAGTAGATAATAATTCC 628/629/ Rivera et al., 2006
smeZ-R2 — TTAGGAGT(C/T)AATTTCTATAT 616 adaptado
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Quadro 2. Tipos de emm, numero de estirpes correspondentes e gendtipos de resisténcia aos macrdlidos e tetraciclinas.

Tipo T Genotipo Genotipo Tipo T Genotipo Genoétipo
n°de (n°de macrolidos tetraciclina emm n°de (n°de macrolidos (n° tetraciclina
emm estirpes estirpes) (n° de estirpes) (n° de estirpes) estirpes estirpes) de estirpes) (n° de estirpes)
1 55 1 (54) mefA (2) 71 3 9(2) tetM (2)
ermB (1) NT(1)
NT(1) 73 1 13
2 8 2(8) 74 1 NT
3 13 NT (13) 75 5 25(3)
4 17 4 (13) mefA (3) NT(2) tetM (1)
2(1) 76 2 12 ermB (2) tetM (2)
NT(1) 77 2 13 (1) tetO (1)
5 4 NT (4) tetM(2) 13/9 (1)
6 20 6 (15) 78 4 11
NT (5) 80 2 11 (1)
9 3 9(3) mefA (1) NT(1) tetM (1)
11 5 11 (2) ermB (2) tetM (2) 81 1 12
NT (3) ermB (3) tetM (3) 82 1 5/27/44 tetM (1)
12 11 11 (8) 83 1 NT
NT (4) mefA (1) 87 9 28 (8) tetM (3)
18 4 18 (3) mefA (1) NT(1)
5/27/44(1) mefA (1) tetM (1) 89 62 B3264(59) mefA (1)
22 7 12 (5) ermB (2) tetM (3) NT(3)
NT(2) 90 1 13
28 17 28 (15) ermB (11) tetM(1) 93 1 NT tetM (1)
NT(2) ermB (1) 94 1 B3264
33 1 NT 102 1 1/-3
43 1 NT 103 1 14/49
44 18 5/27/44(15) 109 1 6 tetM+tetL (1)
11(3) tetM(3) 118 4 13(2) tetM+tetL (1)
NT(1) 1(2) tetM (1)
48 7 28(1) NT (1) tetM (1)
NT (6) 122 1 NT tetM (1)
50 1 12 tetO (1) 510223 1 14/49
53 3 NT tetM (3) st587 1 NT mefE (1) tetM+tetL (1)
58 4 NT st1325 1 NT tetM (1)
64 3 3(1) tetM (1) 511389 1 B3264
NT(2) tetM (2) st6735 2 9(1) tetM (1)
65 1 NT tetM(1) 1/-13 (1) tetM (1)
68 1 NT stD432 2 NT (2) tetM(2)
70 2 NT tetM(1) stD633 1 NT
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Quadro 3. Perfil de Toxinas, numero de estirpes onde foram detectados e respectivos tipos emm associados. Neste quadro nao foram considerados os genes speB e

speF.
Perfil de N° de speA speC speG speH spel spelJ speK speL speM ssa smeZ Tipos de emm (n° de estirpes)
SAg estirpes
1 18 ; ; N - - - + - - - + 6(17), 74(1)
2 12 + + + - - + - - - - + 1(11), 87(1)
3 4 + + + - - - - + + - + 18 (3), stD633 (1)
4 5 . . + ; - ; - ; - - + 122(1), 18(1), 5(2), 80(1)
5 11 + - + - - - + - - + + 3(11)
6 1 + - + - - - + - - - + 6(1)
7 44 + - + - - + - - - - + 1(43), 71(1)
8 2 . ) + ; - 3 ; - - + 43(1), 82(1)
9 2 - + + + + + - - - + + 44(2)
10 1 - + + + + - - - - + + 22(1)
11 1 - + + + - + + - - - + 28(1)
12 14 - + + + + - - - - - + 11(4), 12(6), 48(4)
13 1 - + + - - + + - - + + 87(2)
14 2 - + + - - + - - + + 22(2)
15 4 - + + - - + - - - + + 87(4)
16 2 - + + - - - - - - + + 22(2)
17 16 - + - - - - - - - + + 4(16)
18 8 - + + - - + + - - - + 28(8)
19 3 - + + - - - + - - + 89(3)
20 27 - + + - - + . - - - + 28(8), 68(1), 70(2), 89(15), 90(1)
21 1 - + + - - - + + - + 75(2)
22 49 3 . " ; - i - ; - - * 118(1), 48(3), 5(2), 50(1), 77(1),
78(4), 89(35), st0223(1), 11(1)
23 7 - + + - - - - + + - - 2(7)
24 12 - - + + + + - - - + + 44(12)
25 8 - - + + + - - - - - + 12(5), 73(1), 76(2)
26 2 - - + + - - - - - - + 75(1), 94(1)
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Quadro 3. Continuagao
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44(1), 87(1), stD432(1)
53(1), 75(2)
22(1), 9(3)

4(1)

65(1), st6735(1)
102(1), 103(1), 118(2), stD432(1)
80(1)

118(1), 53(2), 58(1), 64(3), 75(1),
89(9), st1325(1), st1389(1),
st587(1)

109(1), 77(1)

2(1)

6(2)

22(1)

3(2)

87(1)

44(3)

71(2)

1(1)

93(1)

58(3)

33(1)

St6735(1)

81(1)

87(1)

83(1)
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Quadro 4. Relagdo entre as estirpes dos tipos emm mais prevalentes (25 estirpes) e os superantigénios. Neste quadro ndo foram considerados os genes speB e speF.
A sublinhado estdo a associa¢des estatisticamente significativas calculadas com o teste bilateral de Fisher.

N2 de speA(%) speC(%) speG(%) speH(%) spel(%) spel(%) speK(%) spel(%) speM(%) ssa(%) smeZ(%)
estirpes
emma89 62 - 53 62 - - 15 3 - - - 62
emm1l 55 55 11 55 - - 55 - - - 55
emm6 20 20 19 20 2 2 - 20 - - - 20
emma4 18 - 2 18 17 14 18 - - - 15 15
emm4 17 - 16 - - - - - - 17 17
emm28 17 17 17 1 1 17 9 - - 17
emm3 13 13 13 - - - 11 - - 13 13
emm12 11 - 5 11 11 11 - - - - - 11
emm87 9 1 7 9 1 1 9 2 - - 6 9
emm2 8 - 7 8 - - 8 8 - -
emmAas8 7 - 7 7 4 4 - - - - - 7
emmll 5 - 5 5 4 4 - - - - - 5
emm75 5 - 1 5 1 - - - 3 3 2 5
Outros 73 16 35 71 11 8 15 6 8 11 13 65
TOTAL 320 105(32.8) 185(57.8) 301(94.1) 52(16.3) 45(14.1) 129(40.3) 52(16.3) 19(5.9) 22(6.9) 66(20.6) 307(95.9)
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