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RESUMO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética de estafilococos associados a
infecdes de pele e tecidos moles (SSTIs) em humanos ou animais de companhia e
identificar as principais linhagens clonais presentes nas cole¢Ges estudadas. A colecdo
compreende todos os isolados associados a SSTIs identificados como S. aureus (n=55),
S. epidermidis (n=14) ou S. schleiferi (n=27) em dois laboratérios de pesquisa veterinaria
em Lisboa, durante 19 anos (1999-2018); bem como isolados de S. aureus (n=34) de
origem humana associados a SSTIs identificados em um laboratério de diagnostico
clinico em Lisboa, de fevereiro a junho de 2014.

Todos os isolados de estafilococos foram submetidos a tipificacdo molecular por analise
dos perfis de macrorestricdo por Smal, que foram resolvidos por eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE). Os perfis de macrorestricdo foram analisados com o auxilio do
software Bionumerics, utilizando o algoritmo UPGMA. Os isolados de S. aureus
representativos de cada pulsotipo foram selecionados para posterior tipificacdo por
sequenciacdo de multiplos loci (MLST), realizada de acordo com o esquema disponivel
no banco de dados PUbMLST. Para representacdo das possiveis relagdes entre linhagens
clonais, o freeware PHYLOViZ foi usado com o algoritmo goeBurst.

A colecdo de S. epidermidis associados a animais de companhia foi a mais diversa (index
Simpson, SID = 0,93), enquanto a colecdo de S. schleiferi foi a menos diversa (SID =
0,68). Relativamente a S. aureus, a colecdo de origem humana (SID = 0,92) foi mais
diversa que a de origem animal (SID = 0,84). As linhagens clonais de S. aureus
identificadas por MLST corroboram a tipificacdo por Smal-PFGE. Entre os isolados de
origem humana, as linhagens pertencentes a CC5 (ST5, Newl, ST105) foram as mais
frequentes (11/34 isolados), enquanto que o CC22 (ST22) foi o mais frequente entre 0s
isolados animais (25/55 isolados). Algumas linhagens clonais encontradas (ST5, ST105,
ST7, ST72, ST97, ST15, ST22) foram detetadas em S. aureus tanto de origem humana
como animal. De um modo geral, as linhagens clonais encontradas em animais refletem
os clones de S. aureus prevalentes a nivel hospitalar.

Este estudo indica uma elevada diversidade das varias espécies de estafilococos
associados a SSTIs em animais de companhia ou humanos. Os resultados obtidos
apontam ainda para a presenca frequente de linhagens de S. aureus nosocomiais
associadas a comunidade, tanto em humanos quanto em animais.

Palavras-chave: estafilococos, SSTIs, clonalidade, humanos, animais.






ABSTRACT

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the genetic diversity of staphylococci associated
with skin and soft tissue infections (SSTIs) in humans or companion animals and to
identify the main clonal lineages present in the collections studied. The collections
comprise all isolates associated with SSTIs identified as S. aureus (n=55), S. epidermidis
(n=14) or S. schleiferi (n=27) in two veterinary research laboratories in Lisbon, over 19
years (1999-2018); as well as isolates of S. aureus (n=34) associated with human SSTIs
identified in a clinical diagnostic laboratory in Lisbon from February to June 2014.

All staphylococcal isolates were subjected to molecular typing by analysis of Smal
macrorestriction profiles, which were resolved by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE). The macrorestriction profiles were analysed with the aid of the Bionumerics
software, using the UPGMA algorithm. S. aureus isolates representative of each
pulsotype were selected for further characterization by multilocus sequence typing
(MLST), performed according to the scheme available in the PubMLST database.
Possible relationships between clonal lineages were inferred with the PHYLOViZ
freeware together with the goeBurst algorithm.

The S. epidermidis collection associated with SSTIs in pets was the most diverse
(Simpson’s index, SID = 0,93) whereas S. schleiferi was the collection with less genetic
diversisity (SID = 0,68). Regarding S. aureus, the isolates of human origin presented a
higher genetic diversity (SID = 0,92) when compared with S. aureus of animal origin
(SID =0,84). The S. aureus clonal lineages identified by MLST corroborated Smal-PFGE
typing. Amongst the isolates of human origin, the lineages belonging to CC5 (ST5, New1,
ST105) were the most frequent (11/34 isolates) whereas CC22 (ST22) was the most
frequent among animal isolates (25/55 isolates). Some of the clonal lineages found (ST5,
ST105, ST7, ST72, ST97, ST15, ST22) were detected among S. aureus of both human
and animal origins. In the overall, the lineages present in the animal strains reflected the
prevalent clones of hospital origin.

This study indicates the high diversity of various staphylococcal species associated with
SSTIs in companion animals or humans. Of utmost importance, our findings pinpoint the
frequent presence of nosocomial associated S. aureus lineages among strains from human
or animal SSTIs outside the hospital environment.

Key words: staphylococci, SSTIs, clonality, humans, animals.
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1 INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1. Género Staphylococcus
1.1.1. Caracteristicas gerais

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus caracterizam-se por apresentarem
uma coloracdo Gram-positiva e por serem cocos de 0,5a 1,5 um de diametro que ocorrem
isolados, aos pares, em cadeias ou em cachos. Estas bactérias sdo imdveis e nédo
esporogenicas. A maioria das espécies deste género sdo ainda catalase-positivas, oxidase-
negativas e anaerobias facultativas. O contetdo GC dos estafilococos varia de 27 a 41
mol% e o tamanho do genoma apresenta entre 2000 e 3000 kb [1-3].

O género Staphylococcus engloba 54 espécies e 28 subespécies [4] e € comummente
dividido em dois grandes grupos, com base na producdo da enzima coagulase;
estafilococos coagulase-positivos (CoPS, de Coagulase-Positive Staphylococci) e em
estafilococos coagulase-negativos (CoNS, de Coagulase-Negative Staphylococci)
(Figura 1). No grupo dos CoPS encontram-se as espécies mais frequentemente associadas
a doenga em humanos, como € o caso de Staphylococcus aureus subsp. aureus, e em
animais, como Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans [1-3]. As patologias associadas a estas espécies sdo varias; entre as infecdes
mais comuns contam-se infecOes respiratorias, infecdes da pele e tecidos moles, infe¢bes
do trato urinario, endocardites, septicemias e osteomielites [1, 2, 5]. No entanto, a maioria
das espécies pertence ao grupo dos CoNS, algumas das quais tendo ganho, nas Gltimas
décadas, reconhecimento como agentes patogénicos oportunistas associados a uma
variedade de infe¢es nosocomiais em humanos e/ou animais imunocomprometidos [2,
3, 6]. Entre estas espécies ndo produtoras de coagulase encontra-se Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus  saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi [1, 2, 7]. As doen¢as mais frequentemente
associadas a CoNS sdo septicemias, endocardites, osteomielites, peritonites, infecdes do

trato urinario e infegdes associadas a implantacdo de material prostético [1, 2].

Os estafilococos encontram-se dispersos pela natureza [1]. Muitas das espécies sdo
comensais da pele e das mucosas do Homem e de outros animais, fazendo parte da

microflora destes de forma permanente ou transiente [1-3, 7]. As espécies encontradas
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com maior frequéncia na pele de humanos séo S. epidermidis, S. aureus, Staphylococcus
hominis, S. haemolyticus e S. saprophyticus [1, 2]. Estas espécies sdo encontradas
geralmente nas glandulas sudoriparas e nas membranas mucosas que rodeiam as aberturas
corporais, como por exemplo, as fossas nasais [1-3]. Na pele dos animais de companhia
podemos encontrar de forma frequente S. pseudintermedius, S. aureus, S. epidermidis, S.
schleiferi, S. haemolyticus, S. saprophyticus, Staphylococcus felis, entre outras [1, 2].

Género Staphylococcus

Estafilococos

Estafilococos coagulase-negativos (CoNS) coagulase-positivos (CoPS)

Associados . Associados Associados a
o . Associados a humanos o .
a animais a animais humanos

8. schieiferi subsp S. pseudintermedius,

S - S. epidermidis, . .

schleiferi, S. felis E— S. saprophyticus = S. schieiferi subsp.

8. capme: 8. Ierm:s & k(;e:lﬁi_\:;cus, subsp. saprophyticus & i coagulans, oz
e outros S. aureus e outros

Figura 1. Esquema clinico e epidemioldgico das principais espécies de estafilococos, baseado na
coagulase como fator de viruléncia e no impacto na satde humana e animal [7].
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1.1.2. Staphylococcus aureus

S. aureus é a espécie de maior significado clinico em humanos, por ser um agente
patogénico frequente associado a uma elevada taxa de mortalidade e morbilidade [1]. S.
aureus tem a capacidade de colonizar assintomaticamente individuos saudaveis [8],
estimando-se que cerca de um terco da populacdo se encontra colonizada. Este €
considerado um fator importante na transmissdo deste agente patogénico, a qual pode
ocorrer por contacto direto entre humanos, mas também entre humanos e animais [9, 10].
Os fatores de viruléncia associadas a espécie e os fatores debilitantes do hospedeiro
predispdem este a uma infecdo de severidade variada, como infecdes da pele e tecidos
moles, pneumonia, infecdes oculares, osteomielite, artrite séptica, endocardite, infecdes
do sistema nervoso central, e septicemia, assim como a sindrome da pele escaldada e a
sindrome do choque téxico [11-13]. S. aureus também apresenta a capacidade de causar
infecdo em animais, sendo as mais comuns mastites, artrites, furdnculos, dermatite

supurativa e septicemia [1, 14, 15].

1.1.3. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis é o principal colonizador da epiderme humana, mas esta também muitas
vezes associado a infecBes oportunistas, resultantes do crescente nimero de doentes
hospitalares imunocomprometidos, de procedimentos cirlrgicos invasivos e da
implantacdo de material prostético como cateteres e proteses [1, 2, 7, 16, 17]. Esta espécie
esta associada a septicemias, endocardites, osteomielites, peritonites e infecdes do trato
urinrio como cistites, uretrites e pielonefrites [1, 7, 17]. S. epidermidis também esta
associado a mastite em bovinos e a infecdes da pele e tecidos moles, conjuntivites, otites
e infecBes do trato urindrio em animais de companhia [18]. Um dos fatores que confere
caracteristicas cronicas a estas infegdes é a capacidade de S. epidermidis produzir
biofilmes, os quais protegem estas bactérias da acdo toxica de antibitticos utilizados no
seu tratamento [6, 7, 17, 19].
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1.1.4. Staphylococcus schleiferi

A espécie S. schleiferi encontra-se dividida em duas subespécies, S. schleiferi subsp.
schleiferi e S. schleiferi subsp. coagulans, as quais podem ser diferenciadas por varias
caracteristicas incluindo a produgdo de coagulase e de urease [20, 21]. Enquanto S.
schleiferi subsp. schleiferi ndo produz coagulase ou urease, S. schleiferi subsp. coagulans
¢ produtora de ambas as enzimas [22, 23]. S. schleiferi subsp. schleiferi € um agente
patogénico oportunista em humanos, associado a infe¢fes de pele, osteomielites, artrite
séptica, endocardite, empiema cerebral, bacteremia e infe¢des associadas a implantagédo
de material prostético [7, 24]. Em animais, esta subespécie tem sido associada a infecdes
dermatoldgicas e otoldgicas [23]. Por sua vez, S. schleiferi subsp. coagulans é um agente
patogénico oportunista em cdes, associado a infecdes de pele e otites [22, 25]. No entanto,
a sua associacdo a infecBes em humanos é rara, tendo sido apenas reportada
esporadicamente [23, 26-28]. A espécie S. schleiferi € mais frequentemente encontrada
em cdes do que em gatos, e em casos de infecdes de pele superficiais recorrentes, nas
quais o animal tenha sido sujeito a antibioterapia prévia. E ainda considerada a segunda
espécie de estafilococos mais frequentemente associada a este tipo de infegdes [14, 29,
30].
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1.2. Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos em estafilococos

1.2.1. Principais mecanismos de ac¢ao dos antibioticos

Os antibioticos sdo substancias com a capacidade de inibir o crescimento bacteriano ou
provocar a morte das células bacterianas, ajudando o hospedeiro a combater as infecbes
bacterianas [31, 32]. O primeiro antibiotico a ser descrito foi a penicilina, por Alexander
Fleming em 1928 [32-35]. Atualmente, existem varias classes de antibidticos que
apresentam diferentes mecanismos de agdo sobre as células bacterianas. Os principais
mecanismos de acao dos antibidticos sdo a inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo
da sintese de acidos nucleicos, inibicdo da sintese proteica, inibicdo da sintese do acido

félico e disrupcéo da integridade da membrana celular [36, 37] (Figura 2).

No conjunto dos inibidores da sintese da parede celular podemos encontrar os -
lactdmicos como a penicilina, a amoxicilina, a ampicilina, as cefalosporinas, 0s
carbapenemos e os glicopéptidos como a vancomicina [36, 37]. O mecanismo de acéo
dos B-lactdmicos baseia-se na sua ligagdo as enzimas Penicillin Binding Protein (PBP)
envolvidas na sintese da parede celular, inibindo um dos passos da sintese de
peptidoglicano, a transpeptidacédo [8, 38]. O mecanismo de acdo da vancomicina passa
pela sua ligagdo aos precursores D-alanina-D-alanina, impedindo que as PBPs o0s
incorporem na parede celular. Esta acdo leva a interrupgdo da sintese da parede celular e,

consequentemente, a inibi¢do do crescimento bacteriano [39, 40].

No grupo dos inibidores da sintese dos 4&cidos nucleicos encontram-se as
fluoroquinolonas e as rifamicinas [37]. As fluoroquinolonas inibem a topoisomerase 1V
e a DNA girase, que participam na sintese de DNA [31]. Por sua vez, as rifamicinas
formam um complexo estavel com a RNA polimerase, impedindo o inicio do processo de
transcrigdo do DNA [31].

Vérias classes de antibidticos causam a inibicdo da sintese proteica, como o0s
aminoglicosideos, as tetraciclinas, as oxazolidinonas e os macrélidos [37]. Os
aminoglicosideos ligam-se a proteinas especificas da subunidade ribossomal 30S,
provocando leituras incorretas do mRNA [31]. As tetraciclinas também se ligam a

subunidade ribossomal 30S, bloqueando a ligagdo do complexo tRNA-aminoécido ao
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ribossoma [31]. A linezolida liga-se a subunidade ribossomal 50S impedindo a formacéo
do complexo ribossomal [31]. Os macrolidos também se ligam a subunidade ribossomal

50S impedindo a translocacédo do ribossoma ao longo do mRNA [31].

As sulfonamidas, analogos estruturais do &cido paraaminobenzoico (PAB), e o
trimetoprim, inibem a sintese do &cido folico por inibicdo das enzimas dihidropteroato
sintetase e dehidrofolato reductase, respetivamente [31]. O antibidtico lipopeptidico
daptomicina liga-se a membrana celular, provocando a sua destabilizacdo e posterior

disrupgdo, levando a saida de ides intracelulares essenciais e a morte celular [31].

1.2.2. Principais mecanismos de resisténcia aos antibioticos

As principais estratégias utilizadas pelas bactérias para sobreviverem a acdo dos
antibidticos sdo a inativacdo enzimatica do antibiotico, a modificacdo do alvo celular, a
protecdo do alvo bacteriano, o efluxo do antibiodtico e a reducdo da permeabilidade da
celula a entrada do antibidtico [37] (Figura 2).

A inativacdo enzimatica consiste na modificacdo da estrutura molecular do antibidtico
por enzimas [37]. Entre os antibidticos afetados por esta estratégia contam-se os [-
lactamicos, através da hidrolise do anel B-lactamico por B-lactamases, impedindo a sua
ligacdo as PBPs [8, 36, 41]. Outra classe de antibidticos afetada por esta estratégia sdo 0s
aminoglicosideos, que sdo modificados enzimaticamente nos grupos amino ou hidroxilo
[34, 42].

Os mecanismos de resisténcia provocados pela modificacdo do alvo celular interferem
com a a¢do da vancomicina, das fluoroquinolonas, rifamicinas e dos macrélidos [37]. A
aquisicdo do operdo van através do transposao (Tn1546) com origem em Enterococcus
spp. promove resisténcia a vancomicina. Isto porque o gene vanA codifica um residuo
diferente, D-Alanina-D-Lactato, um dipéptido ao qual o antibidtico ndo se consegue ligar
[40-42]. A resisténcia as fluoroquinolonas pode surgir por modificagdes pontuais nos
genes grlA/B e/ou gyrA/B, que codificam para a topoisomerase IV e DNA girase [43],
enquanto a resisténcia a rifampicina ocorre por mutaces no gene rpoB, que codifica para
a subunidade beta da RNA polimerase [42].
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A protecdo do alvo e bypass interfere com a atividade da meticilina, vancomicina,
sulfonamidas, trimetropim e tetraciclinas [37]. Um dos mecanismos de resisténcia aos -
lactdmicos ocorre por aquisicdo de uma PBP adicional (PBP2a), que é codificada pelo
gene mecA, o qual se encontra numa cassete de origem exogena, SCCmec, integrada no
cromossoma. A PBP2a apresenta baixa afinidade aos antibidticos B-lactamicos,
garantindo a continuacdo da sintese da parede celular na presenca do antibidtico [8, 36,
41]. Uma estirpe de S. aureus que possua o gene mecA é classificada como S. aureus
resistente a meticilina (MRSA, de Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus). As
estirpes MRSA apresentam resisténcia a todos os 3-lactdmicos, exceto as cefalosporinas
de 52 geracdo, como €é o caso da ceftarolina [8, 36, 41, 44].

Em estafilococos, a reducdo da permeabilidade da célula foi descrita para estirpes S.
aureus com resisténcia intermédia a vancomicina (VISA, de Vancomycin Intermediate-
resistant Staphylococcus aureus) por aumento da producdo dos residuos D-Alanina-D-
Alanina, resultando no espessamento da parede celular e limitando a ligacdo do
antibidtico ao seu alvo [40, 41, 45].

O efluxo previne a interacdo antibidtico-alvo, através da reducdo da concentragdo de
antibidtico no interior da célula [42]. Esta estratégia de resisténcia afeta as

fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrolidos, entre outros [37].

Alvos dos Antibioticos  Resisténcia a Antibidticos
arede Ffluxo
Parede Celular

B-lactamicos \ o Fluoroguinolonas
Glicopéptideos —

Tetraciclings
Macrilidos

Sintese de DNA/RNA

Fluoroguinolonas

Rifamicina

Protegio do Alvo
Glicopéptideos
Sullenamidas
Trimeloprim
Tetraciclinas

Sintese de Folato Madificagdo do Alvo
Sullonamidas Glicopéptideos
Trimeloprim

Fluoroquinolonas

. Rilamicina
Membrana Celular Sintese Proteica Inativagdo Enzimatica Maerolidos
Daploniicina Aminoglicosideos fi-lactamicos
Polimixinas T:‘truci:;]inu:.' Rilamicina
Oxazolidinonas Aminoglicosideos
Macrolidos Macrolidos

Figura 2. Principais mecanismos de a¢do de antibidticos e mecanismos de resisténcia aos antibidticos
em estafilococos [37].
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1.2.3. Evolugéo da resisténcia aos antibidticos em estafilococos
A descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming teve um grande impacto na
terapéutica das infe¢Oes bacterianas, incluindo as causadas por estafilococos [31-35, 46].
A penicilina foi introduzida na pratica clinica no inicio da década de 1940 [46], mas nos
anos seguintes surgiram os primeiros casos de resisténcia a este antibiotico [31-35, 46],
relacionados com a producdo de B-lactamases codificadas pelo gene blaZ [8, 36, 41]. Nas
décadas seguintes, foram descobertos e introduzidos na pratica clinica antibidticos
pertencentes a classes diferentes os aminoglicosideos, mais concretamente, a
estreptomicina [32, 35, 46]; as cefalosporinas [32]; as tetraciclinas [32, 35, 46] e 0s
macrélidos, como a eritromicina [32]. No entanto, a emergéncia de resisténcia a estes
antibioticos foi surgindo logo apds a introducgdo destes antibidticos na antibioterapia [32,
35, 42, 46]. Nos anos 60, foi desenvolvida a meticilina, um B-lactamico semissintético
ndo inativado por B-lactamases [33]. Todavia, os primeiros relatos de resisténcia a este
antibiodtico surgiram um ano mais tarde [32, 33, 35, 46]. Desde a emergéncia das estirpes
MRSA nos anos 1960 surgiram os antibiéticos das classes das fluoroquinolonas e a
oxazolidinonas [32]. Uma vez mais, foram necessarios poucos anos para surgirem os
primeiros casos de resisténcia [32]. O aumento de infecdes por MRSA com resisténcia a
multiplos antibidticos levou a um maior uso de vancomicina [11, 47]. As estirpes de S.
aureus com resisténcia intermédia a vancomicina (VISA) estdo associadas a
antibioterapias prolongadas [8, 47]. No final dos anos 1990, foram documentados os
primeiros casos de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA, de Vancomycin-Resistant
Staphylococcus aureus) [32, 46]. A primeira estirpe VRSA descrita na Europa foi isolada
em Portugal, no ano de 2013 numa estirpe MRSA da linhagem clonal ST105 [48]. Entre
os fatores que tém contribuido para a emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos
antibidticos em S. aureus e outras bactérias encontram-se a pressao seletiva exercida pela
utilizacdo inadequada e em larga escala de antibidticos, especialmente em ambientes
hospitalares e como promotores do crescimento animal [35, 41, 49-51]. S. aureus é
notavel na sua capacidade de adquirir resisténcia a antibiéticos. Durante décadas, MRSA
foi sobretudo nosocomial podendo atingir e até ultrapassar os 50% dos S. aureus de
infecBes graves (EUA, Europa, entre outros) [52]. No entanto, durante a década de 1990,
houve um aumento no ndmero de estirpes em individuos sem exposi¢do prévia a este

ambiente, sendo essas estirpes denominadas de CA-MRSA (MRSA associado a
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comunidade, de Community-Acquired/Associated MRSA). As estirpes CA-MRSA eram,
ao principio, distinguiveis das estirpes HA-MRSA (MRSA associado ao ambiente
hospitalar, de Hospital-Acquired/Associated MRSA) pela sua menor resisténcia a
antibioticos, mas sobretudo pela sua maior viruléncia [8]. Nas ultimas duas décadas, as
taxas de infegdes por CA-MRSA aumentaram rapidamente entre a populagdo em geral.
Este aumento foi acompanhado por um desvanecer nas distingdes entre estirpes HA-
MRSA e CA-MRSA [53]. Portugal € um pais com alta prevaléncia de MRSA nosocomial.
Todavia, nos ultimos anos as estirpes de MRSA associadas a ambiente hospitalar tém
rapidamente dispersado para a comunidade [34]. Para além dos humanos, os animais
também podem estar colonizados e infetados por MRSA [34, 46], podendo atuar como
reservatorios de estirpes resistentes [54]. Em 2005, estirpes MRSA associadas a animais
de producdo (LA-MRSA, de Livestock-Associated MRSA), pertencentes a linhagem
clonal ST398, emergiram em suinos e foram posteriormente descritas em vitelos, cavalos,
cdes e gatos [54]. Foi igualmente documentada a capacidade destas estirpes de causar
infecdo em humanos [54]. No nosso pais a linhagem clonal ST398 associada a LA-MRSA
pode ser encontrada em estirpes MSSA (Staphylococcus aureus sensivel a meticilina, de

Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus) e CA-MRSA em humanos [55, 56].
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1.3. Tipificagdo molecular

A diferenciacdo de estirpes bacterianas baseou-se, inicialmente, em caracteristicas
fenotipicas [57, 58]. Contudo, 0 progresso gque se tem observado nas Gltimas décadas na
area da biologia molecular permitiu o desenvolvimento de diversas técnicas de tipificagdo
baseadas na amplificacdo de &cidos nucleicos. O recurso a tipificagdo molecular tem
possibilitado um avanco notavel no conhecimento que temos acerca da epidemiologia
molecular de diversos agentes patogénicos, em particular sobre a sua evolucao,
transmissdo e emergéncia de determinadas caracteristicas como a resisténcia aos
antimicrobianos [57-59]. A aplicacdo destas técnicas tem tido enorme repercusséo no
controlo e prevencédo de doengas infeciosas em ambiente hospitalar e na comunidade [59,
60].

Vérios métodos de tipificacdo molecular tém sido desenvolvidos e otimizados para o
estudo de estafilococos, em particular para S. aureus. Estes métodos apresentam
diferencas no seu poder discriminatdrio, reprodutibilidade, custos e trabalho envolvido.
Os métodos mais utilizados sdo a analise de perfis de macrorestri¢do por eletroforese em
campo pulsado (PFGE, de Pulsed-Field Gel Electrophoresis) e a sequenciacdo de
maultiplos loci (MLST, de Multilocus Sequence Typing) [8, 19, 60-64].

1.3.1. Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) consiste na digestdo do DNA
gendmico de determinado microrganismo com enzimas de restricao cujos locais de corte
ocorrem raramente nesse genoma. Os fragmentos de alto peso molecular obtidos na
digestdo sdo separados em gel de agarose através de um campo elétrico pulsado. A
alteracdo constante do campo elétrico permite uma mudanca na dire¢cdo do movimento
do DNA, possibilitando a separacdo de fragmentos de grande dimensé&o de acordo com

seu peso molecular [8, 64] (Figura 3).

As principais limitagdes desta técnica sdo o facto de ser demorada e exigente do ponto de
vista de protocolos laboratoriais, 0 custo elevado e a necessidade de equipamento

especifico. Para além destes fatores, a padronizacdo do método é dificil limitando a
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comparacdo interlaboratorial e a sua aplicagdo como ferramenta na vigilancia
epidemioldgica [63, 65]. No entanto, alguns programas bioinformaticos, como o sistema
Bionumerics, permitem a normalizacdo dos perfis obtidos e comparagcdo intra- e
interlaboratorial [62]. A técnica de PFGE continua a ser uma técnica til para a
caracterizacdo de surtos epidémicos [8, 19, 58]. E uma técnica ainda considerada gold
standard, uma vez que todas as estirpes sdo tipaveis e por ter uma boa reprodutibilidade

e elevado poder discriminatorio [3, 60, 66, 67].
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Figura 3. Esquema ilustrativo da resolugédo de perfis de macrorestricéo pela técnica de eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE) [Adaptado de https://uvmgg.fandom.com/].

1.3.2. Sequenciacgdo de multiplos loci (MLST)

O método de tipificacdo por MLST consiste na amplificacdo por PCR e sequenciacao de
fragmentos internos (com tamanho aproximado de 450 pb) de sete genes essenciais para
o funcionamento celular dos organismos (housekeeping genes) [11, 61]. As sequéncias
nucleotidicas obtidas sdo analisadas e comparadas com bases de dados, sendo atribuido
um cddigo alélico Unico a cada sequéncia. A combinacdo do cddigo alélico dos sete genes
(perfil alélico) corresponde a uma sequéncia tipo (ST, de Sequence Type) (Figura 4). As
estirpes cujas sequéncias tipo diferem por polimorfismos de nucle6tido Unico em menos
de 3 loci sdo consideradas intimamente relacionadas e agrupadas em complexos clonais
(CC), usando programas bioinforméaticos como o PHYLOViZ, que usa o algoritmo

goeBurst para estabelecer relagdes entre estirpes [8, 66-68].

O MLST apresenta algumas limita¢fes, como o tempo e custos associados, a necessidade
de ter acesso a sequenciacao para a sua execucao, fatos que condicionam a sua utilizagéo

na rotina. Por outro lado, proporciona grande facilidade na comparagéo interlaboratorial

11


https://uvmgg.fandom.com/

1 INTRODUCAO

dos resultados, pela definicdo simples e inequivoca de tipos facilmente comparaveis e
pela disponibilidade de bancos de dados centralizados e de acesso livre, com informagao
global acerca da estrutura populacional de uma determinada bactéria, que permitem a sua
utilizacdo como ferramenta epidemiolégica global [63, 65, 66]. O MLST permite assim
indexar variagdes que se acumulam lentamente ao longo do tempo, podendo ser utilizado
para medir longos periodos de evolucdo entre linhagens e é altamente reprodutivel [8,
67].

ST239

()

Produtos Perfil Sequéncia

DNA de PCR Sequenciacio Alelico Tipo (ST)

Figura 4. Esquema ilustrativo da técnica de tipificacio por sequenciacdo de multiplos loci (MLST)
[Adaptado de http://beta.mlst.net/Instructions/default.html].

1.3.3. Outros métodos moleculares de tipificacéo

Existem varios outros métodos moleculares para a tipificacdo de estafilococos. O método
de spa typing consiste na amplificacdo e sequenciacdo da regido polimorfica X do gene
que codifica a proteina A, spa, de S. aureus. Esta regido pode ter um nimero variavel de
repeticdes em tandem (geralmente de 24 pb), podendo ainda conter mutagdes pontuais
numa dada repeticdo [8]. O spa typing é uma analise relativamente barata, com alto poder
discriminatorio, que permite adquirir dados robustos para determinar relacdes
epidemioldgicas e filogenéticas para S. aureus, tendo ainda um alto nivel de concordancia
com métodos como o PFGE e o MLST [8, 60]. Outro método usado na tipificacdo de
CoPS consiste na amplificacdo do gene coa, que codifica para a coagulase, e posterior
anélise de polimorfismo de fragmento de restricdo (RFLP) utilizando enzimas de
restricdo. A diferenca dos fragmentos de restricdo obtidos € analisada permitindo
estabelecer relagdes entre estirpes [69]. A tipificacdo molecular por dru typing consiste

na identificacdo de diferengas numa zona de 40 pares de bases localizada na cassete
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SCCmec, aplicavel somente a estirpes MRS (de Methicillin-Resistant Staphylococci)
[70]. A tipificacdo por whole genome sequencing consiste na sequenciagdo de todo o
genoma de uma estirpe com a reducdo dos erros associados a sequenciacao.
Provavelmente serd a técnica mais utilizada no futuro, devido a reducdo de tempo para
obtencéo de resultados globais, substituindo muitas das outras ja existentes [60, 67, 71,
72]. Atualmente a tipificagdo por whole genome sequencing apresenta ainda alguns
problemas quanto a validacdo e implementacdo de algoritmos bioinformaticos de
consenso internacional [73]. Em alguns casos, tém sido desenvolvidas abordagens
moleculares para identificar especificamente linhagens clonais de interesse. Um exemplo
é o desenvolvimento de uma estratégia baseada em PCR para detecdo da linhagem clonal
ST398 [74].

13
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1.4. Diversidade e dispersao clonal do género Staphylococcus

A tipificagdo molecular tornou-se uma ferramenta essencial na caracterizagio
epidemioldgica de estafilococos, permitindo avaliar a distribuicdo geogréafica e temporal
de determinadas linhagens clonais, originando dados que permitem implementar e
melhorar medidas para o controlo e prevencao de infeces [8, 75]. A tipificagdo molecular
é ainda importante para a percecdo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos
isolados que circulam num dado espacgo geografico, como viruléncia ou resisténcia, e 0

seu potencial impacto na satide humana ou animal [60].

1.4.1. S. aureus de origem humana

Como referido anteriormente, S. aureus é um importante agente clinico, sendo essencial
a sua caraterizacdo ou tipificacdo molecular para a percecdo das carateristicas do agente
envolvido em episodios de colonizacdo ou infecdo [8]. A espécie S. aureus é altamente
clonal [76, 77]. Nos humanos podemos dividir a diversidade de S. aureus em trés grandes
grupos, MSSA, HA-MRSA e CA-MRSA, tendo sido identificado um grupo restrito de

linhagens clonais com disperséo global nestas [75, 78-81].

Em relacdo as estirpes MSSA, encontram-se principalmente quatro linhagens clonais
distribuidas mundialmente, correspondentes a ST5, ST30, ST34 e ST45, que
posteriormente deram origem a linhagens clonais de MRSA [78]. Na Australia Ocidental
o perfil encontrado é um pouco diferente do resto do mundo, tendo como linhagens
clonais MSSA mais comuns a ST15, ST45, ST73 e ST93 [82] (Figura 5). Em Portugal, a
linhagem clonal MSSA com maior impacto é a ST30, havendo linhagens com um menor
impacto, como a ST1, ST5, ST7, ST8, ST15, ST34, ST72 e ST398 [56]. Em geral, as
estirpes MSSA apresentam maior diversidade do que estirpes MRSA [55].

A nivel hospitalar, os complexos clonais MRSA com dispersdo global por ordem de
prevaléncia sdo CC5, CC22, CC8 (ST8 e ST239), CC30 (ST36) e CC45 [8, 75, 79, 80]
(Figura 5). O complexo clonal CC5, é encontrado sobretudo em isolados da Asia,
América (EUA) e Europa (Alemanha, Espanha, Dinamarca, Republica Checa e Suica)
[75, 80, 81, 83, 84]. Ja o CC22 inclui a linhagem clonal ST22, que teve a sua origem no
Reino Unido, mas divergiu separadamente para a Alemanha e para Portugal [81]. O CC22
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1 INTRODUCAO

(ST22) e 0 CC8 (ST239) sdo também identificados frequentemente em isolados da
Australia. O complexo clonal CC8 encontra-se na América, na Asia e na Europa. O CC8
(ST239) e 0 CC88 (ST88) séo ainda predominantes na Africa [81, 84]. Em Portugal, as
linhagens clonais HA-MRSA estdo relacionadas com os clones pandémicos
mundialmente CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45 [55].

Apesar da distingdo entre as estirpes de HA-MRSA e CA-MRSA se estar a desvanecer
[53], as CA-MRSA, na sua maioria, estdo integradas nos complexos clonais CC8 (ST8),
CC30 (ST30 e ST34), CC59 (ST59), CC80 (ST80) e CCI93 (ST93) [81]. Ao contrario de
HA-MRSA, as CA-MRSA distribuem-se essencialmente por complexos clonais
especificos para cada continente, nomeadamente CC8 (ST8) no continente americano,
CC30 (ST30) e CC59 (ST59) na Asia, CC80 (ST80) na Europa e CC93 (ST93)
juntamente com o CC30 na Oceania (Australia) [81]. A linhagem clonal ST80 é comum
na Europa, pensando-se que tenha tido a sua origem no médio oriente ou no norte de
Africa [84, 85] (Figura 5). Alguns dos complexos clonais encontrados na comunidade
tém origem hospitalar, por exemplo em Portugal, onde a maioria dos CA-MRSA tem
origem hospitalar [55], nomeadamente CC22, que é 0 HA-MRSA predominante no pais
[81, 86, 87].
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CC30

CC93

HA-MRSA

CC22
CC30
CC45

CA-MRSA
cC22
CC30
CCs9

CC93

Figura 5. Diversidade e dispersdo clonal de S. aureus de origem humana nos diferentes continentes e
em Portugal.
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Tabela 1. Dispersao e diversidade clonal de S. aureus de origem humana.

1 INTRODUGAO

Tipo de S. aureus

Complexo Clonal (CC)

Sequéncia Tipo (ST)

Localiza¢do Geogréafica

Referéncias Bibliograficas

MSSA CC5 ST5, ST73 Mundial [56, 78, 82]
CC15 ST15 Australia Ocidental [56, 82]
CC30 ST30, ST34 Mundial [56, 78]
CC45 ST45 Mundial [78, 82]
CC93 ST93 Australia Ocidental [82]
HA-MRSA ccl ST1 Europa [83]
CC5h ST5 América, Asia e Europa [55, 81, 84, 86, 89, 90]
ST125, ST228 Europa [81, 84]
ST170, ST225 Ameérica e Europa [81, 84]
Cccs8 ST8 América Latina [55, 81, 84, 86, 91]
ST239 Mundial [81, 84, 86, 89, 90, 92]
ST247 Europa [78]
CC9 ST9 Europa [88]
CC12 ST12 Europa [88]
CC15 ST15 Europa [88]
CC22 ST22 Austréalia e Europa [55, 81, 84, 86, 87, 90]
CC30 ST36 - [55, 81, 84, 90]
CC45 ST45 - [55, 81, 84]
CC49 ST49 Europa [88]
Cccs8 ST88 Africa [81, 72, 89]
CCco7 ST97 Europa [88]
CC130 ST130 Europa [7,88]
CC133 ST133 Europa [88]
- ST425 Europa [88]
CA-MRSA Ccs ST8 América [81, 90]
CC22 ST22 Australia e Europa [81, 86, 87]
CC30 ST30, ST34 Australia e Asia [81, 90]
CC59 ST59 Asia [81, 92]
CC80 ST80 Europa e Africa [81, 84, 85]
CC93 ST93 Austrélia [81, 90]
- ST152 Europa e Africa [84]
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1 INTRODUCAO

1.4.2. S. aureus de origem animal

As linhagens clonais encontradas em animais de companhia refletem os clones
epidémicos humanos locais [81]. Por exemplo na Austrélia, foram encontrados cées
infetados com um dos principais HA-MRSA em humanos (ST239), no Reino Unido e em
Portugal os isolados MRSA de animais pertenciam a estirpe local associada localmente
aos cuidados de saude (ST22), enquanto nos EUA 50% dos cdes encontravam-se
infetados por estirpes MRSA encontradas nos humanos (ST5). Estes estudos indicam uma
correlacdo entre o contacto proximo com os seres humanos e o aumento do risco da

colonizacdo de animais de estimacao por S. aureus [81].

Para animais de companhia, em Portugal, os complexos clonais de estipes MRSA com
maior relevancia sdo o CC22 e o CC5, enquanto para animais de producdo é o CC398
[52, 93]. Os complexos clonais encontrados em animais de companhia, mas também em
humanos e ja referidos anteriormente sdo 0 CC22 [94] e 0 CC5 [95, 96]. ST22 esta ainda
associado a equinos na Europa, mas existem também registos no Canada e na Europa de
cavalos colonizados por MRSA ST398 [81] (Figura 6). O CC398 (ST398) foi
inicialmente descrito na Holanda em 2006, em suinos, mas posteriormente espalhou-se
podendo ser encontrado em varios animais de companhia, incluindo cées e gatos, e
mesmo em humanos [88, 95-97]. No entanto, enquanto a colonizagdo em animais por
ST398 é frequente, a infecdo é rara, sendo encontrado sobretudo na Europa e na América
do Norte [81].

O género Staphylococcus tem também grande relevancia devido a sua capacidade
zoonotica, ou seja, a capacidade de transmissdo entre animais e seres humanos [97, 98].
Assim, as principais linhagens clonais de estafilococos em animais e humanos deve ser
monitorizada, tendo em conta 0s possiveis perigos de transmissdo entre espécies
hospedeiras, assim como, a emergéncia de clones adaptados ao hospedeiro, especialmente

aos humanos [99].
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ccC1

cc22
CC30

Figura 6. Diversidade e disperséo clonal de S. aureus de origem animal nos diferentes continentes e
em Portugal.
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Tabela 2. Dispersao e diversidade clonal de S. aureus de origem animal.

Complexo Clonal (CC)

Sequéncia Tipo (ST)

Espécie Hospedeira

Localizagdo Geografica

Referéncias Bibliograficas

CC1
CC5
CC6
CC7
CC8

CC9
CC12
CC15
CC22
CC25
CC30
CC45
CC49
CC59
CCs88
CCo7
CC121
CC130
CC133
CC398

CC425

ST1
ST5
ST6
ST7
ST8
ST239
ST254
ST9
ST12
ST15
ST22
ST25
ST30
ST45
ST49
ST59
ST88
ST97
ST121
ST130
ST133
ST398

ST425

Animais selvagens, cavalos e suinos

Animais de companhia, animais selvagens e aves
Animais de companhia e animais selvagens
Animais selvagens

Animais de companhia, animais selvagens e cavalos
Caes

Cavalos

Animais de companhia, animais selvagens e suinos
Animais selvagens

Animais de companhia e animais selvagens
Animais de companhia e animais selvagens
Animais selvagens

Animais selvagens

Animais de companhia

Animais selvagens

Animais de companhia e animais selvagens
Animais selvagens

Gado e veados

Animais de companhia

Animais de companhia, animais selvagens e bovinos
Animais de companhia e animais selvagens
Animais de companhia, animais selvagens, aves,
bovinos, cavalos e suinos

Animais de companhia, animais selvagens e bovinos

Africa e Europa
América e Europa
Europa

Europa

América e Europa
Austrélia
América e Europa
Asia e Europa
Europa

Africa e Europa
Europa

Europa

América e Europa
Europa

Europa

Europa

Africa e Europa
Europa

Europa

Europa

Europa

Africa, Canadé e Europa

Europa

[81, 88, 100, 101]

[52, 81, 88, 93, 95, 96]

[88]

[88]

[81, 88, 95]
[81]

[81]

[81, 88, 95, 102]
[88]

[88, 101]

[52, 81, 88, 93, 94, 96]

[88]

[88, 103]
[95]

[88, 104]
[88, 104]
[88, 101]
[81, 88]
[95]
[81, 88, 104]
[88]

[52, 81, 88, 93, 95-97, 101, 104]

[81, 88, 104]
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1.4.3. S. epidermidis de origem animal

A distribuicdo de S. epidermidis em animais de companhia é ainda pouco compreendida.
Argudin et al. (2015) [105] realizaram um estudo em que compararam amostras de S.
epidermidis recolhidas em rebanhos, criadores de gado e isolados humanos de ambiente

hospitalar por tipificagcdo molecular através de PFGE e MLST.

Este estudo revelou linhagens comuns a todos os grupos estudados (ST2), comuns a
animais e humanos (ST6, ST7, ST16 e ST22) e linhagens de ocorréncia exclusiva em
animais (ST91) ou em humanos (ST5, ST19, ST21, ST23, ST85 e ST88) [105-109].
Alguns destes tipos de sequéncia também se podem encontrar em animais de companhia
(ST2, ST5 e ST22) ou em casos de mastite bovina (ST5 e ST7) [18, 110].

Os STs encontrados no estudo de Argudin et al. (2015) [105] relacionados com o0s
complexos clonais CC2, CC5 e CC22, correspondem aos STs de S. epidermidis mais
prevalentes a nivel hospitalar, podendo ser também encontrados na comunidade a nivel
mundial como estirpes S. epidermidis sensiveis ou resistentes a meticilina (MRSE, de
Methicillin-Resistant Staphylococcus epidermidis) [18, 52, 63, 106, 108, 111-114]
(Figura 7). A maioria das estirpes MRSE em Portugal pertence ao complexo clonal CC5
[52].

>

Figura 7. Diversidade e dispersdo clonal de S. epidermidis de origem animal nos diferentes continentes
e em Portugal.
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Tabela 3. Dispersao e diversidade clonal de S. epidermidis de origem animal.

Complexo Clonal (CC)

Sequéncia Tipo (ST)

Espécie Hospedeira

Referéncias Bibliograficas

CC2
CC5

ST2
ST5
ST6
ST7
ST16
ST17
ST19, ST21
ST22
ST23
ST35
ST59

ST73
ST85
ST87
ST88
ST89
sT91
ST100
ST130
ST179
ST194
ST284
ST357
ST447

Animais de companhia, criadores de gado, isolados hospitalares e rebanho
Animais de companhia, criadores de gado, isolados hospitalares e gado bovino
Criadores de gado e rebanho

Criadores de gado, gado bovino e rebanho

Isolados hospitalares e rebanho

Criadores de gado e isolados hospitalares

Criadores de gado

Animais de companhia, criadores de gado e rebanhos

Isolados hospitalares

Aves de rapina, criadores de gado e isolados hospitalares

Animais de companhia, criadores de gado, isolados hospitalares, gado bovino e
rebanho

Criadores de gado e isolados hospitalares

Isolados hospitalares

Criadores de gado e isolados hospitalares

Criadores de gado e isolados hospitalares

Criadores de gado e rebanho

Gado bovino e rebanho

Gado bovino e rebanho

Criadores de gado

Criadores de gado

Criadores de gado e rebanho

Criadores de gado e isolados hospitalares

Criadores de gado, isolados hospitalares e rebanho

Animais de companhia e isolados hospitalares

[18, 63, 110]
[18, 52, 63, 110, 113, 114]

[18, 110]

[115]
[18, 110]

Referéncias Gerais:

[105-109]
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1.4.4. S. schleiferi de origem animal

Devido a baixa frequéncia de infe¢Ges causadas por S. schleiferi em animais e humanos,
ndo existe ainda um esquema de MLST estabelecido para esta espécie. O numero de
estudos com caracterizacao por PFGE de S. schleiferi é bastante restrito. No entanto, os
poucos dados disponiveis, indicam que esta espécie apresenta uma heterogeneidade
moderada, podendo ser agrupados, demonstrando alguma clonalidade [22, 24, 116].
Nestes grupos encontram-se amostras de todas as regides geogréaficas e com diversos tipos
de resisténcia, sobretudo com origem em cées [117]. Alguns estudos demonstraram que
ambas as subespeécies, S. schleiferi subsp. schleiferi e S. schleiferi subsp. coagulans,

podem apresentar perfis de macrorestricao idénticos [116, 118].

23



1 INTRODUCAO

1.5. Objetivos da Dissertacéo

O objetivo principal desta Dissertacdo foi a caracterizagdo por técnicas de tipificacdo
molecular de diferentes espécies de estafilococos associadas a SSTIs em humanos e
animais de companhia para identificacdo das principais linhagens clonais. Conhecer a
diversidade clonal destes estafilococos é importante do ponto de vista epidemioldgico,
pois permite saber quais as linhagens clonais em circulacdo, as suas principais
carateristicas e monitorizar a sua evolucdo. As técnicas de tipificacdo utilizadas, mais
concretamente, a resolucdo de perfis de macrorestricdo por eletroforese em campo
pulsado (PFGE) e a sequenciagdo de multiplos loci (MLST), deverdo apoiar outros
estudos realizados no &mbito do Projeto BIOSAFE, no qual se procura caracterizar perfis
de suscetibilidade a antimicrobianos de estafilococos associados a SSTIs em humanos e
animais de companhia, nomeadamente através da defini¢cdo das relacdes filogenéticas

entre os isolados caracterizados.

24



2 MATERIAL E METODOS

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material
2.1.1. Estirpes bacterianas

Neste trabalho estudaram-se duas colecGes de estafilococos associados a infegdes da pele
e tecidos moles (SSTls, de Skin and Soft Tissue Infection) em humanos e animais. A
primeira colecdo incluia 34 isolados de S. aureus de origem humana, enquanto a segunda
colecdo era composta por isolados de origem animal de S. aureus (n=55), S. epidermidis
(n=14) e S. schleiferi (n=27, dos quais 26 S. schleiferi subsp. coagulans e um S. schleiferi
subsp. schleiferi). Estas cole¢fes foram cedidas pela Professora Doutora Constanca
Pomba, do Laboratério de Resisténcia aos Antibidticos e Biocidas da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. Os isolados de S. aureus de origem
humana foram recolhidos num laboratério de diagndstico clinico em Lisboa, de fevereiro
a junho de 2014. Os isolados de origem animal correspondem a todos os isolados de S.
aureus, S. epidermidis e S. schleiferi, associados a SSTIs, recolhidos num laboratério de
investigacdo veterinaria em Lisboa entre 1999 e 2018 e num laboratorio de diagnéstico
veterinario em Lisboa em 2017 (apenas S. aureus) e 2018. A origem e a data de recolha
de cada isolado encontram-se discriminadas nas Tabela 4 a 7.

Tabela 4. Origem e data de isolamento dos 34 isolados de S. aureus de origem humana estudados
neste trabalho.

Isolado Data de isolamento | Isolado Data de isolamento
BIOS-H1 marco de 2014 BIOS-H10 junho de 2014
BIOS-H2A margo de 2014 BIOS-H11P fevereiro de 2014
BIOS-H3” marco de 2014 BIOS-H12 maio de 2014
BIOS-H48 abril de 2014 BIOS-H13 fevereiro de 2014
BIOS-H5¢ fevereiro de 2014 BIOS-H14 junho de 2014
BIOS-H6° fevereiro de 2014 BIOS-H16 marc¢o de 2014
BIOS-H7 maio de 2014 BIOS-H17E junho de 2014
BIOS-H8 maio de 2014 BIOS-H18E junho de 2014
BIOS-H9 abril de 2014 BIOS-H19 marco de 2014

Nota: A, B, C, D, E, F - isolados recolhidos do mesmo individuo.
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Tabela 4. Continuacao.

Isolado Data de isolamento | Isolado Data de isolamento
BIOS-H20 junho de 2014 BIOS-H28 marco de 2014
BIOS-H21 junho de 2014 BIOS-H29 maio de 2014
BIOS-H22 abril de 2014 BIOS-H30 junho de 2014
BIOS-H23 marco de 2014 BIOS-H31 maio de 2014
BIOS-H248 abril de 2014 BIOS-H32 maio de 2014
BIOS-H25 abril de 2014 B1OS-H33P fevereiro de 2014
BI1OS-H26F abril de 2014 BIOS-H34 abril de 2014
BIOS-H27F abril de 2014 BIOS-H35 abril de 2014

Nota: A, B, C, D, E, F - isolados recolhidos do mesmo individuo.

Tabela 5. Origem e data de isolamento dos 55 isolados de S. aureus de origem animal recolhidos num
laboratorio de investigagdo veterinaria (*, n=21, 1999 a 2018) ou laborat6rio de diagnostico

veterinario (**, n=34, 2017-2018).

Espécie Data de Espécie Data de
Isolado ) . Isolado . .

Animal isolamento Animal isolamento
BIOS-V4* Cao 2013 BIOS-V76* Gato 2012
BIOS-V5* Cao 2014 B10S-V85A* Cao 2003
BIOS-V6* Cao 2014 BIOS-V118* Cao 2007
BIOS-V19* Gato 2012 BIOS-Vv128* Gato 2018
BIOS-V20* Gato 2012 BIOS-V129* Coelho 2003
BIOS-V21* Gato 2014 BIOS-V147** Coelho 2017
BIOS-Vv22* Gato 2012 BIOS-V150** Cao 2017
BIOS-V30* Céo 2014 BIOS-V151** Gato 2017
BIOS-V31* Céo 2018 BIOS-V153** Céo 2018
BIOS-V60* Cavalo 2001 BI1OS-V154** Gato 2018
BIOS-V61* Céo 2003 BIOS-V1558**  Gato 2018
BIOS-V62* Gato 2005 BIOS-V156** Cao 2018
BIOS-V63* Céo 2008 BIOS-V157** Céo 2018
BIOS-V70* Céo 2015 BIOS-V158** Gato 2017
BIOS-V74A* Céo 2003 BIOS-V159** Gato 2018
BIOS-V75* Céo 2005 BIOS-V160** Gato 2018

Nota: A, B, C, D - isolados recolhidos do mesmo animal; E - origem desconhecida.
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Tabela 5. Continuacao.

2 MATERIAL E METODOS

Espécie Data de Espécie Data de
Isolado . . Isolado . .

Animal isolamento Animal isolamento
BIOS-V161** Coelho 2018 BIOS-V203** Cao 2018
BIOS-V168** Gato 2018 B10S-V204P**  Coelho 2017
BIOS-V172** Céo 2018 BIOS-V245** Céo 2018
BIOS-V178** Gato 2018 BIOS-V250** Céo 2018
BIOS-V183** Cao 2017 BIOS-V255** Cao 2018
BIOS-V184B**  Gato 2018 BIOS-V257** Gato 2017
BIOS-V185** Cao 2018 B10S-Vv258P**  Coelho 2017
BIOS-V186** Céo 2018 BIOS-V279** Gato 2018
BIOS-V187** Céo 2018 BIOS-V295** -E 2018
BIOS-V200¢**  Cio 2018 BIOS-V296** Cao 2018
BIOS-V201¢**  Cio 2018 BI1OS-V300** Cao 2018
BIOS-V202** Gato 2018

Nota: A, B, C, D - isolados recolhidos do mesmo animal; E - origem desconhecida.

Tabela 6. Origem e data de isolamento dos 14 isolados de S. epidermidis de origem animal recolhidos
num laboratério de investigacdo veterinaria (*, n=9, 1999 a 2018) ou laboratdrio de diagnostico
veterinario (**, n=5, 2018).

Espécie Data de Espécie Data de
Isolado . . Isolado . .
Animal isolamento Animal isolamento
FMV 5* Gato 2003 BIOS-V24* Cao 2018
FMV 6* Cao 2006 BIOS-V100* Cao 2014
FMV 8* Cao 2007 BIOS-V216** Céo 2018
FMV 13* Cao 2012 BIOS-V220** Céao 2018
FMV 15* Cao 2012 BIOS-V266**  Gato 2018
FMV 16* Gato 2012 BIOS-V278** Gato 2018
FMV 20* Gato 2015 BIOS-V282** Céo 2018
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Tabela 7. Origem e data de isolamento dos 27 isolados de S. schleiferi de origem animal recolhidos
num laboratdrio de investigacdo veterinaria (*, n=21, 1999 a 2018) ou laboratério de diagnostico
veterinario (**, n=6, 2018).

Espécie Data de Espécie Data de
Isolado . . Isolado . .

Animal isolamento Animal isolamento
BIOS-V1A* Cao 2015 BIOS-V93* Cao 2007
BIOS-V2* Cao 2012 BIOS-V94* Cao 2007
BIOS-V3* Cao 2014 BIOS-V95* Cao 2013
BIOS-V9* Céo 2018 BIOS-Vv98* Céo 2015
BIOS-V35* Céo 2018 BIOS-V107* Céo 2015
BIOS-Vv41* Cao 2018 BIOS-V1264* Céo 2016
BIOS-Vv42* Cao 2001 B10S-V139*# Céo 2016
BIOS-V43* Céo 2004 BIOS-V191** Céo 2018
BIOS-V44* Céo 2005 BIOS-V205** Céo 2018
BIOS-V45* Céo 2008 BIOS-V232** Céo 2018
BIOS-V46* Cao 1999 BIOS-V243** Céo 2018
BIOS-Vv47* Cao 2003 BIOS-V265** Céo 2018
BIOS-V51* Céo 2007 BIOS-V289** Céo 2018
BIOS-V91* Céo 2004

Nota: A - isolados recolhidos do mesmo animal; # - nico isolado identificado como S. schleiferi subsp.
schleiferi.

A estirpe S. aureus subsp. aureus NCTC® 8325™ [119] foi utilizada como referéncia na
tipificagdo molecular por PFGE. Para a identifica¢do da linhagem clonal ST398 por uma
abordagem por PCR [74] foram utilizadas as estirpes S. aureus 25.1 [93] e S. aureus
ATCC® 25923™. Esta Gltima estirpe foi ainda utilizada como controlo na amplificacio de
fragmentos internos de genes housekeeping incluidos no esquema de tipificacdo por
MLST para S. aureus [61, 120].
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2 MATERIAL E METODOS

Ao longo deste trabalho foram utilizados varios primers nas técnicas de tipificacéo

aplicadas, os quais estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados neste estudo e tamanho (em pares de bases)
esperado de cada amplicao.

Primers Sequéncia (5° 2 3°) Alvo Referéncia
Para identificacdo do clone ST398

up GATCCCAGAATACTTAAATA
A07

dn TGACCGTAATCTTGTAAATA Regi6es conservadas 4]

up CATTCATCACACGTATATTC especificas da linhagem ST398
co1

dn GGTGATTATTCATGGTTAAG
Para MLST de S. aureus
arcCup CCTTTATTTGATTCACCAGCG [120]

Carbamate Cinase
arcCdn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroEup ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
Chiquimato desidrogenase
aroEdn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpFup CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
Glicerol Cinase
glpF dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmkup  ATCGTTTTATCGGGACCATC
Guanilato Cinase
gmkdn  TCATTAACTACAACGTAATCGTA [61]
pta up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
Fosfato N-acetiltransferase
pta dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
Triose-fosfato isomerase
tpi dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
ygiLup CAGCATACAGGACACCTATTGGC
Acetil-CoA C-acetiltransferase

ygiLdn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Na tipificagdo molecular por PFGE foi usado o marcador de pesos molecular PFG ladder

(New England BiolLabs, Massachusetts, EUA). Para analise dos produtos de PCR por

eletroforese em gel de agarose foi usado o marcador de peso molecular GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).
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2.1.3. Meios de cultura, enzimas e solucées

Os meios de cultura e as solugdes usadas neste trabalho foram preparados com agua

destilada autoclavada e, quando necessario, autoclavados a 121°C, durante 15 minutos.

Os meios de cultura utilizados encontram-se descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Composicédo dos meios de cultura usados neste trabalho.

Meio de cultura @

Composic¢ao (por litro)

Tryptone Soya Agar (TSA)

15 g de caseina de pancreas digerida; 5 g de enzima de
feijao de soja digerida; 5 g de cloreto de sdédio; 15 g de
agar

pH 7,3+0,2 @ 25°C

Tryptone Soya Broth (TSB)

17 g de caseina de pancreas digerida; 3 de g enzima de
feijdo de soja digerida; 5 g de cloreto de sodio; 2,5 g
de fosfato dipotassico de hidrogénio; 2,5 g de glucose
pH7,3+£0,2 @ 25°C

(1) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra.

Ao longo deste trabalho também foram utilizadas diferentes enzimas, que se encontram

descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Enzimas utilizadas ao longo deste trabalho.

Enzima

Composicao

RNase @

10 mg/ml em &gua bidestilada estéril
Mantida em aliquotas a -20°C

Lisostafina @

15 mg/ml em &gua bidestilada estéril
Mantida em aliquotas a -20°C

Lisozima @

10 mg/ml em &gua bidestilada estéril
Mantida em aliquotas a -20°C

Proteinase K @

20 mg/ml em &gua bidestilada estéril
Mantida em aliquotas a -20°C

NZY Taq Il DNA Polimerase @

Solugdo ‘stock’ a 5 U/uL.
Mantida a -20°C

(1) Sigma-Aldrich, Missouri, EUA; (2) NZY Tech, Lisboa, Portugal.
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A composicdo e preparacdo das solugbes tampdo utilizadas ao longo do trabalho

experimental encontram-se descritas na Tabela 11.

Tabela 11. Composi¢do e preparacgdo das soluces utilizadas neste trabalho.

Solucéo Composicéo
Tris 1M Tris @
pH 8,0 ajustado com &cido cloridrico @ a 37% (v/v)
EDTA 0,5MEDTA ™
pH 8,0 ajustado com hidroxido de sodio @
PIV 10 mM de Tris; 1,0 M NaCl @
pH 8,0 ajustado com hidréxido de sodio
Solugdo EC 6 mM Tris; 1M NaCl; 100 mM EDTA; 0,2% (p/v)

deoxicolato de sodio ; 0,5% (p/v) sarcosil ©)
pH 8,0 ajustado com hidrdxido de sodio

Solucéo de lise EC

Solucéo EC suplementada com 0,05 mg/mL RNase A;
0,1 mg/mL lisozima; 0,05 mg/mL lisostafina

Solucéo ES 0,25 M EDTA,; 1% (p/v) sarcosil

pH 9,0 ajustado com hidréxido de sodio
Solucéo ESP Soluc¢do ES suplementada com 1 mg/mL Proteinase K
TE 1X 10 mM Tris base; 1 mM EDTA

pH 8,0

Tampdao de amostra

10 mM Tris base; 0,03% (p/v) azul de bromofenol @;
0,03% (p/v) xileno cianol FF ®; 60% (v/v) glicerol; 60
mM EDTA

Tampao de corrida TBE 10X *5

1M Tris base; 20mM EDTA
pH 8,3 ajustado com &cido bérico

Tampao de corrida TAE 50X

2M Tris base; 50mM EDTA
pH 8,0 ajustado com &cido acético

Brometo de Etideo (EtBr)®

10 mg/ml em agua bidestilada estéril, necessario
aquecimento para dissolugdo completa
Mantida a 4°C

(1) Sigma-Aldrich; (2) Merck KGaA, Darmstadt, Alemenha; (3) USB Corporation, Cleveland, EUA; (4)

NZYTech; (5) Bio-Rad, Califérnia, EUA.

31



2 MATERIAL E METODOS

2.2. Métodos
2.2.1. Manutengéo e crescimento dos isolados

Todas os isolados bacterianos estudados encontram-se armazenados a -80°C em meio
TSB suplementado com glicerol a 10% (v/v). A partir de cada stock, foram preparadas
placas de isolamento em meio de TSA por incubacgédo a 37°C durante a noite (cerca de
17/18 horas).

2.2.2. Tipificagcdo molecular por resolucdo de perfis de macrorestricdo por
eletroforese em campo pulsado (PFGE)
Todos os isolados em estudo foram tipificados por macrorestricdo do DNA gendmico
com Smal e resolucdo dos padrdes obtidos por eletroforese em campo pulsado. A
preparacdo dos discos de DNA foi feita de acordo com o procedimento descrito por
Chung et al., 2000 [121]. Para cada isolado em estudo, a partir de uma cultura fresca em
TSA, transferiu-se uma coldnia isolada para 5 mL de meio TSB, incubando a 37°C
durante a noite sob agitacdo a 180 rpm. No dia seguinte, as células bacterianas foram
recolhidas a partir de 0,5 mL de cultura por centrifugacio (Heraeus® Biofuge Pico™) a
13.000 rpm durante 5 minutos. Removeu-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se 0
sedimento bacteriano em 0,5 mL de PIV e, de seguida, centrifugou-se a 13.000 rpm
durante 5 minutos. Removeu-se de novo o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento
bacteriano em 0,2 mL de PIV. A densidade 6tica a 620 nm (DOs20) de cada suspensao
celular, diluida 1:200 (5 uL da suspensao celular e 0,995 mL de PIV), foi medida num
espectrofotometro Bio-Rad® SmartSpec™ 3000, devendo encontrar-se entre 0,025 e 0,15.

A cada suspenséo celular foi adicionado PIV de modo a obter uma DOs2o ajustada a 0,5.

Para preparar os discos de agarose com DNA, transferiram-se 0,15 mL de cada suspensao
celular ajustada para um novo tubo, o qual foi colocado a 42°C num bloco de aguecimento
(Grant® Water Bath JB2™), durante pelo menos 10 minutos. A cada tubo, adicionaram-
se 0,15 mL de agarose low melting 1,5% (p/v) (Sigma-Aldrich), preparada previamente
em PIV e equilibrada a 42°C. Depositaram-se gotas de 0,02 mL numa placa de vidro
revestida com parafilme e cobriram-se essas mesmas gotas com uma lamina. Os discos

de agarose-DNA foram deixados solidificar a -20°C durante 5 minutos e, posteriormente,
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a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds solidificados, transferiram-se os discos,
cuidadosamente, para um tubo de 15 mL contendo 1 mL de solugéo de lise EC. A lise
celular foi efetuada a 37°C durante 3 a 5 horas, sendo alargada (1 a 2 horas) sempre que
necessario. Apos lise celular completa, decantou-se cuidadosamente a solucdo de lise EC,
os discos foram lavados com 1 mL de solugéo ES e incubados em 1 mL de solugdo ESP
a 50°C durante a noite (cerca de 18h). Posteriormente, a solugdo ESP foi decantada e os
discos lavados com 1 mL de tampédo TE 1X. Procedeu-se de seguida a cinco ciclos de
lavagem dos discos de 30 minutos em 12 mL de tampdo TE 1X sob agitacdo suave a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds as lavagens, os discos foram mantidos em 1
mL de tampédo TE 1X a 4°C. Para a restricdo dos discos de DNA com Smal (Thermo
Fisher Scientific), foi selecionado um disco de DNA intacto, sendo este equilibrado em
0,1 mL de tampdo de restricdo 1X num banho de agua (Grant® Water Bath JB2™) a 25-
28°C durante 1 hora. Posteriormente, removeu-se 0 tampéo de restri¢do e adicionaram-se
0,05 mL de tampao de restricdo 1X e 2 uL de Smal (10U), sendo a mistura incubada a
25-28°C durante a noite (cerca de 18h). No dia seguinte, adicionou-se 3 uL de tampé&o de

amostra para parar a reagao de restrigao e permitir a visualizagéo dos discos.

O gel de agarose (SeaKem LE Lonza, Rockland, EUA) a 1% (p/v) foi preparado em
tampdo TBE 0,5X, tendo os marcadores e discos de DNA sido colocados nos pocos do
gel e selados com agarose. Em cada gel, foram colocados o marcador PFG DNA Ladder
(New England Biolabs) e discos da estirpe de referéncia S. aureus NCTC 8325 entre cada
5 isolados em estudo. A eletroforese foi efetuada num aparelno CHEF-DR® 1™ System
(Bio-Rad) em 2 L de tampdo TBE 0,5X, a 14°C. As condicdes de corrida variaram de

acordo com a espécie a estudar (Tabela 12).

Ap0s a corrida, corou-se o0 gel de agarose por imersdo em solucdo de brometo de etideo
a 0,5 mg/L a temperatura ambiente durante 30 minutos. O gel foi depois descorado em
agua destilada durante 30 minutos. Os padrGes de macrorestri¢cdo foram depois registados,
sob luz UV, num aparelho Gel-Doc XR (Bio-Rad).
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Tabela 12. Condic8es usadas na analise de perfis de macrorestricao por PFGE.

S. aureus, S. epidermidis [121] S. schleiferi [122]

tiniciat: 5 segundos tiniciat: 5 segundos

trinal: 35 Segundos trinal: 40 segundos

tiotal: 23 horas tiotar: 21 horas

Voltagem: 200 V (6 V/cm) Voltagem: 200 V (6 V/cm)
Temperatura: 14°C Temperatura: 14°C
Angulo: 120° Angulo: 120°

Os perfis de macrorestricao foram analisados segundo os critérios de Tenover et al., 1995
[119]; considerando que os isolados com perfil de macrorestricao igual s&o pertencentes
ao mesmo pulsotipo ou a sub-pulsotipos diferentes se apresentarem até sete diferencas,
enguanto os isolados com mais de sete diferencas de banda sdo considerados de pulsotipos
diferentes. Para simplificar a escrita, daqui em diante pulsotipo e sub-pulsotipo seréo
referidos como tipo e sub-tipo, respetivamente. Posteriormente, a analise dos perfis de
macrorestricdo foi efetuada com ajuda do software Bionumerics (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica), usando o coeficiente de similaridade de Dice. A construcao de
dendrogramas foi feita com base no método de UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean), com uma optimizacédo de 0,5% (S. aureus e S. schleiferi)
ou 0,8% (S. epidermidis) e uma tolerancia de posicdo de banda de 1%. Para S. aureus e
S. schleiferi, isolados com padrdo de macrorestricdo com um grau de semelhanca de 81%
e de 97% foram considerados como pertencentes a0 mesmo tipo ou do mesmo sub-tipo,
respetivamente [123]. Para S. epidermidis, a classificacdo em tipo e sub-tipo foi feita com

base num grau de semelhanca de 79% e 95%, respetivamente [106].
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2.2.3. ldentificacdo por PCR da linhagem clonal ST398 de S. aureus

Os isolados de S. aureus pertencentes a linhagem clonal ST398 foram identificados por
uma abordagem por PCR descrita por Wamel et al., 2010 [74], a qual se baseia na
amplificacdo de duas sequéncias conservadas apenas na linhagem ST398.

Cada reacéo foi preparada num volume final de 25 uL contendo 2,5 uL (1X) de tampé&o
de reacdo 10X NZY Tech, 1,75 uL (1,75 mM) de MgCly, 2 uL (0,2 mM) de dNTPS, 0,5
uL (0,4 mM) de cada primer, 15,1 uL de H2O MQ e 0,15 pL (0,03U/uL) de NZY Taq Il
DNA Polimerase (NZY Tech) e 2,5 uL de DNA total diluido (1:10). Para cada PCR,
preparou-se um controlo negativo, em que o volume de DNA foi substituido por agua
bidestilada estéril, um controlo positivo, S. aureus 25.1 e um controlo negativo, S. aureus
ATCC® 25923™. As reacdes de PCR foram realizadas num aparelho Biometra® Uno 11™
Thermoblock Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), usando

0 programa de amplificacdo descrito na Tabela 13.

Tabela 13. Programa de amplificacéo para identificacdo da linhagem clonal ST398 de S. aureus [74].

Temperatura Tempo NUmero de ciclos
94°C 3 minutos 1 ciclo

94°C 30 segundos

51°C 30 segundos 30 ciclos

72°C 30 segundos

72°C 5 minutos 1 ciclo

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a
1% (p/v) em TAE 1X durante 1 hora a 80 volts, utilizando o marcador GeneRuler 100 bp
Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific). Apds a corrida, o gel foi corado numa
solucdo de EtBr 0,5 mg/L e os resultados foram visualizados e registados num aparelho
Gel-Doc XR (Bio-Rad).
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2.2.4. Tipificacdo por sequenciacdo de multiplos loci (MLST)

Apobs a classificacdo dos isolados de S. aureus em tipos e sub-tipos com base nos perfis
de macrorestri¢do, foram selecionados isolados representativos (um isolado por tipo e/ou
sub-tipo) para caracterizagao por sequenciac¢do de multiplos loci (MLST). O esquema de
MLST para S. aureus baseia-se na amplificagdo de fragmentos internos de sete genes
housekeeping, nomeadamente carbamate cinase, chiquimato desidrogenase, glicerol
cinase, guanilato cinase, fosfato N-acetiltransferase, triose-fosfato isomerase e acetil-
CoA C-acetiltransferase [61, 120].

Cada reacao de PCR foi preparada num volume final de 50 uL contendo 5 uL (1X) de
Buffer 10X NZY Tech, 3 pL (1,5 mM) de MgClz, 4 uL (0,2 mM) de dNTPS, 1 pL (0,4
mM) de cada primer, 30,2 uL de H.O MQ e 0,2 uL (0,02 U/uL) de NZY Taq Il DNA
Polimerase (NZY Tech) e 5 uL de DNA total diluido (1:10). Para cada PCR, preparou-se
um controlo negativo, em que o volume de DNA foi substituido por &gua bidestilada
estéril e um controlo positivo, S. aureus ATCC® 25923™. As reacdes de PCR foram
realizadas num aparelho Biometra® Uno II™ Thermoblock Thermal Cycler, usando o

programa de amplificagcéo descrito na Tabela 14.

Tabela 14. Programa de amplificagdo do MLST [61, 120].

Temperatura Tempo NuUmero de ciclos
94°C 4 minutos 1 ciclo

94°C 1 minuto

55°C 1 minuto 35 ciclos

72°C 1 minuto

72°C 5 minutos 1 ciclo

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a
1% (p/v) em TAE 1X durante 1 hora a 80 volts, utilizando o marcador GeneRuler 100 bp
Plus DNA ladder. Apds a corrida, o gel foi corado numa solucéo de EtBr 0,5 mg/L e os

resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-Doc XR.

A purificagdo dos produtos de PCR foi feita através da utilizacdo do kit NZYGelpure
(NZYTech) segundo o protocolo para purificacdo de produtos de PCR fornecido pelo

fabricante.
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Os produtos purificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZY Tech)
a 1% (p/v) em TAE 1X durante 1 hora a 80 volts, utilizando o marcador GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder. Apos a corrida, o gel foi corado numa solucdo de EtBr 0,5 mg/L e

os resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-Doc XR.

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de Sanger pela empresa
Macrogen (Madrid, Espanha) em placa de 96 pocos (Life Technologies™). Em cada poco,
foi adicionado 5 uL de produto de PCR purificado e 5 puL do primer apropriado a 10uM.
As sequéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas com o programa SnapGene®
Viewer 4.3.8 (GSL Biotech LLC) e alinhadas com Clustal Omega (disponivel em:
https://www.ebi.ac.uk/). Cada sequéncia curada foi submetida na plataforma PubMLST
(disponivel em: https://pubmist.org/) para obtencdo do nimero alélico para cada um dos
sete genes em andlise. Apos obtencdo do numero alélico dos sete genes, o perfil alélico
foi submetido para identificacdo da sequéncia tipo (ST) associada a cada isolado. Para
representar as possiveis relagdes entre isolados, utilizou-se o freeware PHYLOViZ
(disponivel em: http://www.phyloviz.net/), com o algoritmo goeBurst [77]. As sequéncias
tipo podem estar relacionadas e ser agrupadas em complexos clonais, dependendo das
diferencas alélicas encontradas entre si [76, 77]. Nesta dissertacao recorreu-se a definicdo
de complexo clonal (CC) utilizada pela plataforma PubMLST, na qual um ST €é agrupado
num complexo quando apresente até trés diferencas alélicas (TLV, de Triple Locus
Variant) de um genotipo central, a excecdo dos casos em que esse ST se apresente mais
préximo de outro gendtipo central. Os STs que apresentam mais de trés diferencas alélicas
consideram-se como pertencendo a complexos clonais diferentes. Assim, nesta

Dissertacdo foram considerados os complexos descritos na base de dados PubMLST.
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2.2.5. Calculo de diversidade genética

O grau de diversidade genética de cada colecdo em estudo foi determinado pelo calculo
do index de diversidade de Simpson (SID, de Simpson’s index of diversity), usando um
intervalo de confianga (CI, de confidence interval) de 95% [55, 124]. Este calculo teve

como base os tipos de PFGE determinados por Bionumerics para cada espécie em estudo.

index de Diversidade de Simpson

Yoo nj(n;— 1)
N(N—1)

SID=1-

Intervalo de Confianca a 95%

DRI

Cl = [SID —24/02,SID + 2\/§]

Em que,

N = numero total de isolados

S = namero de tipos definidos por PFGE

nj = ndmero de estirpes pertencentes ao tipo j

7ij = frequéncia nj/N
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3. RESULTADOS

3.1. Tipificacdo molecular por analise de perfis de macrorestri¢éo

Os perfis de macrorestricdo obtidos para cada isolado foram analisados, por espécie, com
base nos critérios de Tenover et al. (1995) [119]. Esta analise foi posteriormente
complementada por analise computacional, usando o software Bionumerics 7.6, com 0s
parametros previamente estabelecidos para cada espécie em estudo (ver ponto 2.2.2). A
andlise dos perfis de macrorestricdo dos 34 isolados de S. aureus de origem humana
utilizando os critérios de Tenover e Bionumerics identificou 16 e 15 tipos (A a O),

divididos em 26 e 27 sub-tipos, respetivamente (Figura 8).

1% % Isolado Bionumerics  Tenover , Dade
isolamento

lm ) B~ BIOS-H2* A A mar/14

’ l Wi @A BIOS-H3* A A mar/14
| *0 | 11t | e BIOS-H32 B B mai/14
" (N W C  BIOS-H21 C C jun/14
o D BIOS-H28 D D8 mar/14

(] B: BIOS-H5* El E1 fev/14

[l B: BIOS-H6* E1 E1 fev/14

Cwo P: BIOS-H13 E2 El fev/14

I P: BIOS-H14 E3 E2 jun/14

“ F BIOS-H9 F1 F abr/14
NN R F BIOS-H33* F2 D5 fev/14
RN F BIOS-H35 F2 D9 abr/14

i ¢u WG BIOS-H11* Gl D4 fev/14

1 B BIOS-H22 G2 D7 abr/14

" Blc BIOS-H8 G3 D2 mai/14

" B BIOS-H23 G3 D2 mar/14

" Blc BIOS-HI10 G4 D3 jun/14

L B¢ BIOS-H7 G5 D1 mai/14

" Bc BIOS-H19 G6 D6 mar/14

mow H  BIOS-H17* H G jun/14

TRl H BIOS-H18* H G jun/14

In B BIOS-H1 | H mar/14

"o J BIOS-H30 J I jun/14

W i+ HEx BIOS-H20 K1 J jun/14

" B« BIOS-H29 K2 K mai/14
LY L BIOS-H4 L1 L abr/14
W L BIOS-H24 L2 M abr/14
"Hon B BIOS-H25 M N abr/14
e IR Y N BIOS-H16 N1 o1 mar/14
e RN A N BIOS-H26* N1 o1 abr/14
B RN N BIOS-H27* N1 o1 abr/14
e RN N BIOS-H31 N2 01 mai/14
f N BIOS-H34 N3 02 abr/14

d N1y Eo BIOS-HI2 0 P mai/14

Figura 8. Anélise do perfil de macrorestricdo por PFGE dos 34 isolados de S. aureus de origem
humana. *isolados com origem no mesmo individuo; as cores identificam os diferentes tipos identificados
por Bionumerics.
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Os tipos mais frequentes, G, N e E, englobam cada um 7, 5 e 4 isolados, respetivamente.
No seu efeito, correspondendo a 47% do total de isolados de origem humana. No entanto,
cada um destes tipos apresenta varios sub-tipos, demonstrando assim uma grande
diversidade entre os isolados de um mesmo tipo. Os restantes tipos séo representados por
apenas um ou dois isolados (Figura 8). Alguns tipos encontram-se relativamente
préximos com coeficientes de semelhanca entre 75 a 81%, como acontece com 0s tipos
CeD,FeG,Hel, NeO (Figura 8). Encontramos alguns tipos com menor diversidade.

Relativamente aos pares de isolados com origem no mesmo individuo (BIOS-H2/H3;
BIOS-H5/H6; BIOS-H33/H11; BIOS-H17/H18; BIOS-H4/H24; BIOS-H26/H27), quatro
dos seis pares (BIOS-H2/H3; H5/6; BIOS-H17/H18; BIOS-H26/H27) apresentam o
mesmo perfil de macrorestricdo, sugerindo que se trata da mesma estirpe. O par de
isolados BIOS-H4/H24 apresenta perfis muito semelhantes sendo classificados como
diferentes sub-tipos do mesmo tipo de PFGE e o ultimo par (BIOS-H33/11) apresenta
perfis de macrorestri¢do distintos entre si correspondendo a duas estirpes distintas (Figura
8).

A andlise da colecdo de S. aureus de origem animal pelos critérios de Tenover e por
Bionumerics definiu 11 tipos e 29 sub-tipos e 15 tipos com 31 sub-tipos, respetivamente
(Figura 9). Para seis dos 55 isolados ndo foi possivel obter perfis de macrorestri¢do por
auséncia da digestdo do DNA gendmico pela enzima Smal. Esta caracteristica é tipica da
linhagem clonal ST398, pelo que foi aplicada uma abordagem por PCR para identificacdo

especifica desta linhagem (ver ponto 3.2.).

O tipo A € o mais frequente, correspondendo a cerca de um terco dos isolados (18/55) e
contendo 6 sub-tipos com coeficientes de semelhanca entre 84 e 96%. Seguindo-se 0s
tipos N e B que apresentam 8 e 7 isolados, respetivamente, divididos em varios sub-tipos
(Figura 9). Como referido anteriormente, os tipos A e B definidos pelo Bionumerics (e
considerados 0 mesmo de acordo com os critérios de Tenover), sd&o proximos com
coeficiente de semelhanga de 79%. Os restantes tipos definidos englobam apenas um a

dois isolados.

40



3 RESULTADOS

81%91% o g8 38 B3 838 8g Isolado Bionumerics Tenover _Data de
Ee pp e bE AR BEY U isolamento
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I B | NI B~ BIOS-V186 Al Al 2018
v B e W~ BIOS-V200* Al Al 2018
I | T WA BIOS-V201* Al Al 2018
4 g TR WA BIOS-V300 A2 Al 2018
I T I IE R WA BIOS-V204* A3 A2 2017
ﬁ ) I A BIOS-V296 A3 A2 2018
wtl Ly BIIE B A BIOS-V258* Ad A2 2017
! T I IRR L A BIOS-V19 A5 A2 2012
! EIIR A BIOS-V76 A5 A2 2012
: 4 1 ae w A BIOS-V30 A5 A2 2014
: ‘ BRI A BIOS-V6 A5 A2 2014
| 'BELE JiA BIOS-V154 A5 A2 2018
: NIIEE Bl A BIOS-V155 A5 A2 2018
: i R L A BIOS-V161 A5 A2 2018
| I A BIOS-V184 A5 A2 2018

Il A BIOS-V185 A5 A2 2018

&l
0 mw A BIOS-V187 A6 A2 2018
1R il A W& BIOS-V63 B1 A3 2008
" fMNnI n W& BIOS-V20 B1 A3 2012
" TN He BIOS-V22 B1 A3 2012
) 'RI1EIR) W& BIOS-V5 B1 A3 2014
I W& BIOS-V150 B2 A3 2017
" 400 e e BIOS-V159 B3 Ad 2018
h NEE We BIOS-V202 B4 A4 2018
N [ Rl c BIOS-V3l1 c B 2018
' TR LLIEL o BIOS-V156 D c 2018
| ‘ " TR E BIOS-V245 El D1 2018
" " E BIOS-V250 E2 D2 2018
Hu ‘ BF BIOS-V279 F1 El 2018
(R 11 BF BIOS-V295 F2 E2 2018
1 rmo BWc BIOS-Vi68 G E3 2018
e e B BIOS-VT5 G E3 2005
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Figura 9. Andlise do perfil de macrorestricdo por PFGE dos 55 isolados de S. aureus de origem

animal. *isolados com origem no mesmo animal; ndo contém os seis isolados sem perfil de macrorestricao.

Relativamente aos pares de isolados com origem no mesmo animal (BI0OS-V200/V201;
BIOS-V204/V258; BI0S-V155/V184; BIOS-V74/V85), dois dos quatro pares (BIOS-
V200/V201; BIOS-V155/V184) apresentam o0 mesmo perfil de macrorestri¢do, sugerindo
que se trata da mesma estirpe, enquanto os outros dois pares de isolados (BIOS-
V204/V258; BIOS-V74/\V85) apresentam um perfil muito semelhante, correspondendo a

sub-tipos diferentes dentro do mesmo tipo (Figura 9).
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A andlise da colecdo de 14 S. epidermidis de origem animal revelou grande diversidade

genética entre os isolados. Pela aplicacdo dos critérios de Tenover foram definidos 10

tipos e 13 sub-tipos, enquanto a analise por Bionumerics identificou 11 tipos e 13 sub-

tipos, como descrito na Figura 10.

Apesar desta ser a colegdo mais pequena, mostrou ser a mais diversa, apresentando 11

tipos (A a K) para 14 isolados. Para além disto, o tipo mais frequente (D) engloba quatro

isolados divididos em 3 sub-tipos, com baixos coeficientes de semelhanca (Figura 10).
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Figura 10. Anélise do perfil de macrorestricdo por PFGE dos 14 isolados de S. epidermidis de origem

animal.
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3 RESULTADOS

Quanto a colecdo de S. schleiferi de origem animal, foram identificados 6 tipos e 14 sub-
tipos para os 27 isolados de origem animal pelos critérios de Tenover. Enquanto a analise
por Bionumerics identificou 9 tipos com 19 sub-tipos (Figura 11). E de salientar que,
devido a inexisténcia de critérios estabelecidos para esta espécie, foram usados os valores
de corte definidos para S. aureus, nomeadamente 81% e 97% para defini¢do de tipos e

sub-tipos, respetivamente.

O tipo mais frequente A inclui 15 isolados. Embora divididos em 8 sub-tipos estes
isolados sdo bastante proximos, apresentando coeficientes de semelhanca entre 87 e 96%
(Figura 11). Relativamente ao par de isolados com origem no mesmo animal (BIOS-
V1/126), este apresenta um perfil semelhante sugerindo que sdo do mesmo tipo, mas de

sub-tipos diferentes, embora tenham sido recolhidos em anos diferentes (Figura 11).
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Figura 11. Analise do perfil de macrorestri¢cdo por PFGE dos 27 isolados de S. schleiferi de origem
animal. *isolados com origem no mesmo animal; # - Unico isolado identificado como S. schleiferi subsp.
schleiferi.

43



3 RESULTADOS

3.2. Identificagdo da linhagem clonal S. aureus ST398

A identificacdo da linhagem clonal ST398 foi realizada para os isolados de S. aureus que
ndo foram cortados pela enzima Smal (ver ponto 3.1) pela amplificacdo de duas
sequéncias conservadas apenas na linhagem ST398 (Figuras 12 e 13).

b)
bp

197 bp 200
100

200 140 bp
100

Figura 12. Anélise dos produtos de PCR para identificacdo da linhagem clonal ST398 em S. aureus
de origem animal por amplificacdo de sequéncias A07 (a) e CO1 (b) em gel de agarose a 1%. A -
Controlo positivo (S. aureus 25.1); B - Controlo negativo (S. aureus ATCC 25923); C - Controlo negativo
(H20); D - BIOS-V4; E - BIOS-V60; F - DNA ladder 100 bp plus.

O PCR para identificacdo da linhagem ST398 foi validado, uma vez que todos os
controlos apresentaram os resultados esperados, embora os produtos obtidos no PCR

baseado na sequéncia A07 sejam mais fracos.

A BCDEFGHI JKLMNOPOQRS TUVXY WZALABACAD

Figura 13. Anélise dos produtos de PCR (C01) para identificagdo da linhagem clonal ST398 em S.
aureus de origem animal em gel de agarose a 1%. A - DNA ladder 100 bp plus.; B - Controlo positivo
(S. aureus 25.1); C - Controlo negativo (S. aureus ATCC 25923); D - Controlo negativo (H20); E - V147;
F-V150; G - V151; H - V153; | - V154; J - V155; K - V156; L - V157; M - V158; N - V159; O - V160; P
-V161; Q - V168; R - V172; S - V178; T - V183; U - V184; V - V185; X - V186; Y - V187; W - V200; Z
-V201; AA - V202; AB - V203; AC - V204; AD - V245,

Esta abordagem permitiu identificar cinco isolados (BIOS-V4, BIOS-V147, BIOS-V151,
BIOS-V178 e BIOS-V203) pertencentes a linhagem ST398. Um dos isolados testados
(BIOS-V60) que ndo apresenta restricdo por Smal também ndo foi identificado como

ST398.
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3.3. Tipificacdo por sequenciacdo de multiplos loci (MLST)

A andlise dos tipos identificados por Bionumerics serviu de base para a selecdo de
isolados representativos para tipificagdo por MLST, a qual permite identificar diferentes
linhagens clonais. Foram selecionados 16 isolados da cole¢do de S. aureus de origem
humana e 17 da colecdo de S. aureus de origem animal. As Tabelas 15 e 16 sumarizam

os perfis alélicos e respetivas sequéncias tipo encontradas nas duas colecdes.

Tabela 15. Perfis alélicos e respetivas sequéncias tipo dos isolados de S. aureus representativos da
colecdo de origem humana.

Isolado Pulsotipo | arcC aroE glpF gmk pta tpi yqil ST CcC
BIOS-H2 A 46 75 49 44 13 68 60 152 152
BIOS-H32 B 2 2 2 2 6 3 2 30 30
BIOS-H21 C 3 3 1 1 4 4 3 8 8
BIOS-H28 D 1 4 1 4 12 1 10 5 5
BIOS-H5 El 3 3 1 1 4 4 3 8 8
BIOS-H9 F1 10 4 1 4 12 1 10 Newl 5
BIOS-H35 F2 1 4 1 4 12 1 10 5 5
BIOS-H7 G5 1 4 1 4 12 1 28 105 5
BIOS-H17 H 5 4 1 4 4 6 3 7 7
BIOS-H1 | 1 4 1 8 4 3 72 8
BIOS-H30 J 3 1 1 1 1 5 3 97 97
BIOS-H20 K1 13 13 1 1 12 11 13 15 15
BIOS-H4 L1 4 1 4 1 5 5 4 25 25
BIOS-H25 M 452 594 6 23 479 440 new6 | New2 -
BIOS-H16 N 7 6 1 5 8 8 6 22 22
BIOS-H12 @] 1 14 8 6 10 3 2 278 45

Admitindo que os isolados do mesmo pulsotipo partilham a mesma sequéncia tipo, a
colecdo de S. aureus de origem humana contém 14 linhagens clonais em 34 isolados. Os
complexos clonais com maior relevancia nesta cole¢do correspondem ao CC5, que
engloba as linhagens clonais ST5, Newl e ST105 (11/34 isolados) e ao CC8, com as
linhagens ST8 e ST72 (6/34 isolados) (Tabela 15). Alguns STs sdo referidos como New
porque apresentam um perfil alélico ainda ndo descrito na base de dados. O ST Newl e
ST105 sdo SLVs (variagdo num Unico loci, de Single Locus Variant) da linhagem ST5.
Os ST97 e ST72 sdo TLVs de ST8, enquanto ST7 € TLV de ST72.

Em relacdo aos pares do mesmo individuo, podemos referir que cinco (BIOS-H2/H3,
BIOS-H5/H6, BIOS-H17/H18, BIOS-H4/H24, BIOS-H26/H27) s&o do mesmo tipo de
PFGE e também da mesma linhagem clonal, enquanto o sexto par (BIOS-H33/H11)

pertence a tipos e linhagens distintas.
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Em relagdo a colecdo de S. aureus de origem animal, foram identificadas 15 linhagens
clonais em 55 isolados, incluindo trés possiveis novos STs (Tabela 16). Em relacdo aos
novos STs identificados, New3 e Newb, eles correspondem a SLVs de ST188 e ST5,
respetivamente, enquanto New4 é TLV de ST72. Ja o ST816 corresponde ao isolado

B10S-V60, que ndo foi digerido por Smal e que néo pertencia ao ST398.

Tabela 16. Perfis alélicos e respetivas sequéncias tipo dos isolados de S. aureus representativos da

colecdo de origem animal.

Isolado Pulsotipo glpF pta tpi ST
BIOS-V19 A 6 1 5 8 8 22
BIOS-V63 B 6 1 5 8 8 22
BIOS-V31 C 1 1 8 1 1 188
BIOS-V156 D 1 1 8 1 1 New3
BIOS-V245 El 1 1 1 1 1 1
BIOS-V279 F1 4 1 8 4 4 72
BIOS-V75 G 4 1 8 4 4 72
BIOS-V21 H 1 1 1 1 5 97
BIOS-V157 | 3 1 1 4 4 New4
BIOS-V158 J 4 1 4 4 6 7
BIOS-V62 K1 13 1 1 12 11 15
BIOS-V255 L 4 1 4 12 1 105
BIOS-V153 M 4 1 4 12 1 105
BIOS-V74 N1 4 1 4 12 1 5
BIOS-V61 N2 4 1 4 12 1 5
BIOS-V70 N5 4 1 4 12 1 5
BIOS-V118 N6 4 1 4 12 1 New5
BI0S-V129 @] 5 6 2 7 14 121
BIOS-V60 - 45 2 14 816

Nota: Os isolados pertencentes aos pulsotipos A e B haviam sido previamente caracterizados por MLST

[52].

Os complexos clonais com maior peso nesta colecdo sdo o CC22 e o CC5,

correspondendo a 25 e 10 isolados, respetivamente (63,3%) (Tabela 16).

Tendo em conta os pares com origem no mesmo animal, podemos referir que todos
(BIOS-V200/Vv201; BIOS-V204/V258; BIOS-V155/V184; BIOS-V74/V85) sdo do
mesmo tipo de PFGE e da mesma linhagem clonal.

46




3 RESULTADOS

3.4. Diversidade genética das cole¢Bes em estudo

O grau de diversidade genética foi determinado através do index de Simpson (SID), tendo
sido calculado para cada colecdo com base nos tipos de PFGE definidos por Bionumerics.
O index de Simpson e intervalo de confianca para cada colecdo encontram-se descritos
na Tabela 17.

Tabela 17. Grau de diversidade genética das colecdes em estudo.

Colecao SID Cl

S. aureus humana 0,92 0,87-0,98
S. aureus animal 0,84 0,77-0,92
S. epidermidis animal 0,93 0,83-1,03
S. schleiferi animal 0,68 0,50-0,87

Pelo célculo do index de Simpson, podemos observar que a colecdo com maior
diversidade genética corresponde a S. epidermidis de origem animal, e a menos diversa a
colecdo de S. schleiferi de origem animal. Quanto as duas colecGes de S. aureus, verifica-

se uma maior diversidade genética na cole¢do de origem humana.
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4, DISCUSSAO E CONCLUSOES
4.1. Problematicas
4.1.1. Técnicas de tipificacéo

A tipificacdo molecular por resolucdo de perfis de macrorestricdo por PFGE é ainda
considerada uma das técnicas padrdo para tipificacdo molecular de agentes patogénicos,
em particular na auséncia de esquemas de MLST ja estabelecidos. Mesmo quando
existem esquemas de MLST, o PFGE apresenta, a partida, maior poder discriminatério,
permitindo diferenciar estirpes dentro de uma mesma linhagem. No entanto, tem também
varias desvantagens, incluindo um protocolo demoroso e exigente do ponto de vista
experimental. Apresenta também dificuldades na analise de resultados, com alguma
variabilidade associados aos perfis de restricdo obtidos ou sua resolu¢do, nomeadamente
nas bandas de menor peso molecular. A colecdo mais afetada por este problema é a
colecdo de S. schleiferi, pois esta técnica € das poucas metodologias de tipificacdo
utilizadas nesta espécie, uma vez que ndo tem um esquema de MLST definido, sendo por
isso importante obter padrdes de boa qualidade que permitam correlacionar os diferentes
isolados. Para a tipificacdo por PFGE de S. schleiferi utilizaram-se as condicGes
aconselhadas por McDougal et al., 2003 [122]. Embora se tenham testado outras
condig@es de corrida, nomeadamente as definidas por Chung et al., 2000 [121] para S.
aureus, nao foi possivel melhorar a resolucao dos fragmentos de menor dimensdo. Ainda
assim, a tipificacdo por PFGE apresenta um poder discriminatdrio bastante aceitavel para
S. schleiferi, pelo que a analise de futuras colecBes podera justificar uma otimizacdo das

condicdes de corrida especificamente para esta espécie.

4.1.2. Sistemas de classificacédo dos perfis de macrorestricdo (Computacional

vs Critérios de Tenover)

Neste trabalho utilizaram-se duas abordagens para classificacdo dos perfis de
macrorestrigdo. A primeira baseia-se na analise visual dos fragmentos de restricdo e
aplicagdo dos chamados de critérios de Tenover. Estes critérios, definidos por Tenover e

colegas em 1995 [119] baseiam-se na predicéo das alterages que podem ocorrer no perfil
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de macrorestri¢do por ocorréncia de um numero discreto de eventos genéticos (um, dois
ou mais eventos), sistematizando esta informacdo em termos de numero de diferentes
bandas obtidas em cada caso. Estes critérios foram estabelecidos no contexto de surto
epidémico, no qual temos uma estirpe que deu origem ao surto (estirpe index, contra a
qual se comparam os perfis obtidos) e geralmente ocorre num periodo limitado [8, 19,
58]. A sua aplicagdo fora do contexto de surto, embora apelativa, porque é aparentemente
simples e ldgica, do ponto de vista biologico, geralmente revela-se problematica em
colecdes com elevado nimero de isolados e/ou em periodos de tempo alargados, desde
logo pela auséncia de uma estirpe index. Por outro lado, a anélise computacional destes
perfis, utilizando o sistema Bionumerics ou outro equivalente baseia-se na construcao de
dendrogramas baseados no método de UPGMA, com a definicdo de valores limite para a
diferenciacdo dos diferentes perfis obtidos em tipos e sub-tipos. Tem como principais

vantagens a analise dos perfis, facilitando ainda a comparacéo intra- e interlaboratorial.

Assim, embora se tenham utilizado os dois sistemas para classificar os perfis de
macrorestricdo obtidos, seguiu-se a classificacdo obtida pela analise computacional
(Bionumerics). Para as espécies S. aureus e S. epidermidis, varios estudos reportaram ja
a robustez da tipificacdo molecular por Smal-PFGE aliada a analise computacional, tendo
sido estabelecidos critérios para a analise de padrdes de macrorestricdo e para definicdo
de tipo e sub-tipo distintos para cada uma das espécies. Neste ponto, uma vez mais, a
auséncia de estudos similares e, por conseguinte, falta de critérios de analise e de
tipificacdo para a espécie S. schleiferi, limitam a aplicacdo desta metodologia para esta

espécie.

4.2. Clonalidade da colecéo de S. aureus de origem humana

A analise dos pulsotipos estabelecidos por Bionumerics serviu de base para a selecédo de
isolados para caracterizacdo por MLST, a qual permitiu identificar as diferentes linhagens

clonais presentes nesta cole¢éo de S. aureus de SSTIs em humanos.

Os complexos clonais CC5 (ST5, ST105 e Newl), CC8 (ST8 e ST72) e CC22 (ST22) séo
0s que aparecem com maior frequéncia nesta colegdo, correspondendo a 22 dos 34

isolados (65%). Estes correspondem tambem aos CCs associados a HA-MRSA mais
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prevalentes em Portugal [55] e no resto do mundo [75, 79-81, 84, 88]. Em linha com estes
dados e analisando a distribuigéo de estirpes MRSA e MSSA [125], podemos observar
que a linhagem ST22 é composta exclusivamente por estirpes MRSA, enquanto ST5,
ST105 e ST8 compreendem tanto estirpes MRSA como MSSA (Figura 15).

Encontraram-se também linhagens clonais ja associadas a HA-MSSA (ST15, ST278) e a
MRSA (ST15, ST97, ST278). As linhagens ST7, ST15 e ST30 sdo trés das linhagens
MSSA com grande impacto em Portugal [56, 126]. A linhagem clonal ST97, geralmente
associada a animais, € raramente descrita em humanos [88]. De acordo com estes dados,
todas as estirpes desta colecdo pertencentes a estes STs sdo MSSA (Figura 15). Quanto
ao ST25, pode encontrar-se tanto em ambiente hospitalar como na comunidade [126, 127]

e 0 ST152 encontra-se associado a MRSA na comunidade [84].

Os S. aureus englobados neste estudo foram isolados de infecGes de pele e tecidos moles,
em particular, de feridas nos membros inferiores e superiores, assim como de outras
lesbes de pele, em ambulatério. Em termos de SSTIs, as linhagens ST5, ST7, ST8, ST15,
ST22, ST25, ST30, ST72, ST97 e ST105 foram até ao momento relacionadas com este
tipo de infecdes [128-133].

Dos isolados com origem no mesmo individuo, apenas um par (BIOS-H33/H11) pertence
a linhagens diferentes do mesmo CC, uma estirpe MRSA pertencente ao ST5 e uma
estirpe MSSA pertencente ao ST105, 0 que podera ter implicagcdes na terapéutica da
infecdo [125].

Foi ainda detetada uma nova linhagem clonal, provisoriamente designada New2, que
aparenta ndo ser relacionada com as restantes identificadas (Figuras 15). A pesquisa na
base de dados PubMLST indica que a linhagem mais proxima de New?2 serd ST3901,
com o qual partilha seis alelos. Este ultimo ST foi identificado, até ao momento, num

unico isolado de colonizacdo nasal de um individuo na Alemanha, no ano de 2005.
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4.3. Clonalidade da colecéo de S. aureus de origem animal

Os complexos clonais mais frequentes na colecdo de S. aureus de origem animal séo o
CC22 (ST22), 0 CC5 (ST5, ST105, New5), 0 CC8 (ST72 e New4) e 0 CC398 (ST398),
com 45 em 55 isolados (82%).

Em Portugal, os isolados MRSA de animais de companhia estdo frequentemente
associados aos complexos clonais encontrados nos cuidados de saude, nomeadamente
CC22, CC5 e CC8 [52, 81, 88, 93-95, 134, 135]. Destaca-se a linhagem ST22 com 25
isolados MRSA. Ja o complexo CC5 inclui tanto estirpes MRSA como MSSA [136]. A
nova linhagem New4 do CC8 é representada por uma estirpe MRSA (Figura 15).

Em Portugal, como no resto da Europa, a linhagem clonal ST398 (CC398) € a que tem
maior relevancia em animais de producdo [81, 93, 104], mas também esta presente em
animais de companhia [95, 97]. Neste estudo, apenas uma das estirpes ST398 ¢ MRSA
[136].

Nesta colecdo encontramos também as linhagens clonais ST7 e ST15, anteriormente
descritas em estirpes MSSA de origem humana em Portugal [56]. Os nossos resultados
estdo em linha com a literatura, uma vez que estas linhagens sdo compostas por estirpes
MSSA [136]. Em animais, a linhagem ST97 esta associada a colonizacéo de porcos, mas
também a gado bovino e veados na Europa [81, 88]. O ST121 € mais uma das linhagens
clonais descrito quer em humanos quer em animais de companhia na Europa [93]. Quanto

ao ST816, o Unico isolado de um cavalo e que foi ja descrito em feridas de cavalo [137].

Em termos de linhagens clonais, a colecdo de S. aureus de origem humana apresenta uma
maior diversidade do que S. aureus de origem animal. Considerando os pulsotipos obtidos
por PFGE, também se confirma a maior diversidade da colecéo de isolados humanos com
index de Simpson de 0.92 vs. 0.84 para a colecdo de origem animal.

Analisando em conjunto, as linhagens clonais identificadas nas duas colec¢des de S. aureus
indicam a partilha de algumas linhagens, como é o caso de ST5, ST7, ST15, ST22, ST72,
ST97 e ST105 (Figura 14).
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Figura 14. Diversidade das linhagens clonais presentes nas colecfes de S. aureus associados a SSTIs
em humanos e animais de companhia. Na parte inferior da figura destacam-se as linhagens identificadas
nas duas coleces.

As linhagens ST7 e ST105 sdo mais abundantes em S. aureus de origem humana,
enquanto ST5, ST22 e ST72 sdo mais observadas em S. aureus de origem animal e as

linhagens ST15 e ST97 sdo igualmente dispersas em ambas as cole¢Ges (Figura 14).

Os ST5, ST7, ST15, ST22, ST72 e ST105 foram encontrados na colecdo de S. aureus de
origem animal, embora na bibliografia estejam essencialmente associados a isolados de
origem humana [75, 79, 80, 82, 93, 126, 127, 135].

No seu conjunto as linhagens clonais ST22, ST5 e ST105 correspondem a mais de metade
dos isolados das duas colecbes (49/89 isolados) (Figura 14). Em termos globais, as
linhagens encontradas nas duas cole¢des encontram-se agrupadas em 2 complexos clonais
(Figura 15). E relevante observar que a maioria dos STs engloba tanto isolados de

humanos como de animais.
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Figura 15. Analise comparativa das linhagens clonais identificadas nas duas cole¢des de S. aureus e distribuicao de estirpes MSSA/MRSA. As estirpes MSSA e
MRSA estdo identificadas no painel inferior a azul claro e escuro, respetivamente. No painel inferior, apenas se destacam os hospedeiros com isolados MRSA.
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A colecdo de S. aureus de origem animal abarca todos os isolados recolhidos ao longo de
dezanove anos (1999 a 2018) num laboratorio e ao longo de dois anos (2017-2018) num
segundo laboratorio. A anélise temporal da distribuicdo das diferentes linhagens clonais
identificadas neste trabalho ao longo deste periodo e hospedeiros associados (Figura 16)
permite detetar o aparecimento da linhagem ST22 no ano de 2008 em cdes e a sua
evolucdo até ao ano de 2018, distribuido por diferentes hospedeiros (Figura 18).
Analisando o ano de 2014, o Unico para o qual se tem dados de estirpes humanas, verifica-
se que 0 CC22 é o mais prevalente nas duas cole¢des, observando-se também a presenca
de ST97 em ambas.
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Figura 16. Linhagens clonais de S. aureus associados a SSTIs de origem animal ao longo do tempo.
A titulo comparativo, indicam-se no grafico interno as linhagens dos isolados de origem humana para o ano
de 2014; os anos 2017 e 2018 incluem os isolados dos dois laboratorios.

Podemos referir que quase todas as linhagens clonais, dependendo do ano de isolamento,
dizem respeito a Unico animal, com a excecdo da linhagem ST22 (2017 e 2018), mas
também das linhagens ST398 (2017 e 2018) e ST5 (2018). Embora o nimero de isolados
seja relativamente pequeno, é de realcar que correspondem a todos os isolados de SSTIs
recolhidos nos dois laboratorios no periodo de tempo estudado, pelo que deverdo ser

representativos da distribuicdo de S. aureus para este tipo de infecdes nestes animais.
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4.4. S. epidermidis de origem animal

Apesar do reduzido nimero de isolados analisados, a cole¢do de S. epidermidis mostrou
ser a mais diversa (SID = 0,93). Embora, apenas se conheca a linhagem clonais de uma
fracdo desta colecdo, foram identificadas as linhagens ST5 e ST190, geralmente
encontradas em humanos [18, 110]. Em particular, a linhagem ST5 pertence ao complexo
clonal CC5, descrito como 0 mais prevalente nas infecdes nosocomiais de S. epidermidis
em Portugal [52, 106, 108], o que aparece apontar para uma partilha de clones entre
animais de companhia e 0s seus respetivos donos, situacdo descrita recentemente por
GoOmez-Sanz et al., 2019 [114].

4.5. S. schleiferi de origem animal

A colecdo de S. schleiferi de origem animal mostrou ser a menos diversa do nosso estudo
(SID =0,68), com os diversos isolados agrupados em 19 perfis de restricao, o que sugere
alguma clonalidade para esta espécie, como j& proposto por outros autores [22, 24, 116].
Os dois isolados resistentes a meticilina (MRSS) pertencem a tipos diferentes, dos quais
sd0 0s Unicos representantes [138]. O Unico isolado S. schleiferi subsp. schleiferi esta
incluido no pulsotipo A, que também engloba isolados de S. schleiferi subsp coagulans,

com perfis indistinguiveis entre si [116].

4.6. Consideracoes finais

Nesta Dissertacao caracterizaram-se as linhagens clonais de trés espécies de estafilococos
associados a SSTIs em animais e humanos. Os dados obtidos séo de relevancia para um
melhor conhecimento das estirpes associadas a este tipo de infecdo em humanos e animais
de companhia. No caso deste trabalho, permitiram ainda documentar a diversidade das
colecBes estudadas de cada espécie e assim assegurar a sua representatividade em

trabalhos adicionais que venham a ser realizados com estas colecdes.

As linhagens clonais identificadas pelas abordagens moleculares utilizadas demonstram
uma partilha significativa de clones de S. aureus entre humanos e animais, com particular

destaque para as linhagens de MRSA CC22 e CC5, associadas a estirpes hospitalares.

56



4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Estes dados enfatizam a importéancia de se conhecer a clonalidade das estirpes associadas
a SSTIs em animais de companhia, que pela sua proximidade com o homem, podem
representar um risco de transmissdo, cuja direccionalidade podera ser compreendida

usando estas mesmas abordagens.

Por ultimo, a partilha de linhagens clonais destes importantes agentes patogénicos entre
humanos e animais, documentada nesta Dissertacdo, reforca a necessidade de uma
abordagem OneHealth no seu estudo e disponibiliza dados epidemiologicos relevantes

para uma melhor monitorizagéo da sua evolucao.
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