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RESUMO

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi avaliar 33 genes que codificam fatores de
viruléncia encontrados em isolados clinicos de Streptococcus pyogenes da cidade de
Porto Alegre, RS, Brasil. Materiais e Métodos: Vinte e seis isolados clinicos de S.
pyogenes tiveram o gene emm sequenciado com a posterior tipagem do mesmo. Para a
avaliagdo da presenca ou auséncia dos 32 genes dos fatores de viruléncia foi utilizada a
técnica de PCR Real-time para 29 isolados clinicos de S. pyogenes. Resultados: No
sequenciamento para tipagem do gene que codifica a proteina M, foram encontrados ao
todo 14 sorotipos diferentes dentre os 26 isolados analisados. O tipo mais encontrado de
emm foi o emml sendo encontrado em 30,77% de todos os isolados. Os sorotipos 12,
27, 57, 60 e 68 estiveram presentes em 7,69%. Outros sorotipos foram encontrados
somente em 3,85%, os quais sdo emm 8, 22, 44, 58, 59, 73, 90 e 92. Analisando os
dados de presenga dos 32 fatores de viruléncia dentre os 29 isolados envolvidos no
estudo, verificou-se que em média estes apresentaram 71% dos genes que codificam
fatores de viruléncia, enquanto os isolados que apresentaram um menor numero de
genes de viruléncia apresentaram 53,13%, e o isolado mais virulento, em numero de
genes, apresentou 90,6%. Analisando os resultados por sitio de isolamento, os isolados
de orofaringe foram os que apresentaram um maior numero de fatores de viruléncia, em
média (84,48%), seguidos por isolados de lesdao de pele (79,02%) e pelos isolados de
hemocultura (74,14%). Avaliando a presenga dos fatores de viruléncia em relacdo ao
nimero de isolados que apresentou cada um dos genes obtiveram-se os seguintes
resultados: quando se verificou os superantigenos (SAgs) com os genes speA alelos 1, 2
e 3 estes estiveram presentes em 41,38% do total de 29 isolados, assim como o alelo 5
que esteve presente em 51,72% e o alelo 4 que ndo foi encontrado em nenhum isolado.
Os SAgs mais frequentes foram, em ordem do mais frequente para o menos frequente,
os seguintes: speG 96,55%, spelL 89,66%, smeZ e speJ em 79,31%, speM em 72,41%,
spel em 68,97%, speH em 55,17% e os trés menos frequentes foram speC em37,93%,
ssa em 31,03% e speK em 27,59%. Outro grupo de fatores de viruléncia avaliado foi o
operon sagABCDEFGHI, responsavel pela codificagdo da SLS sagAd, sagB, sagG
estiveram presentes em 79,31% dos isolados, sagl 75,86%, sagD em 72,41%, sagF em
68,97%, sagC e sagE em 58,62% e o Ultimo e menos frequente sagH presente em

37,93% de todos os 29 isolados. Trés fatores mitogénicos foram avaliados quanto a sua



presenga dentre os isolados de S. pyogenes e sua frequéncia foi a seguinte: mf2 89,66%,
mf3 72,41% e dnaseB (SpeF) encontrada em 62,07% dos isolados. Dois fatores de
opacidade do soro foram avaliados sofC encontrado em 62,07% e sofN 44,83%. Trés
genes foram encontrados em todos os isolados, os quais foram: slo, scpa e spna. Os
genes sdale nga foram encontrados em 89,66% e o gene sic esteve presente em 79,31%

dos 29 isolados.

Palavras-chave: Streptococcus pyogenes, fatores de viruléncia, proteina M, tipagem do

gene emm, Real-time PCR.



ABSTRACT

Objectives: The aim of the present study was to evaluate 33 genes encoding virulence
factors of clinical isolates of Streptococcus pyogenes collected from Porto Alegre, RS,
Brazil. Methods: The emm gene of twenty six S. pyogenes isolates was sequenced
directly in both directions to obtain the most frequent serotypes found in South of
Brazil. Thirty two genes encoding virulence factors of S. pyogenes were evaluated by
Real-Time PCR to verify their presence or absence in 29 isolates of S. pyogenes.
Results: Fourteen different emm types were detected among the twenty six clinical
isolates. The most frequent emm type found was emm1 (30.77%), followed by the emm
types 12, 27, 57, 60 and 68 each one of them presenting 7.69% of the total isolates. The
twenty nine isolates presented in mean, 71% of the virulence factors genes. The isolates
the presented more and less virulence factors had 90.6% and 51.13% of the thirty two
genes. The analysis of the presence of superantigens genes showed that from the 29
isolates evaluated, the amount of each gene found was in percentage as follows: sped
alleles 1, 2 and 3 (41.38%), sped allele 5 (51.72%), speG (96.55%), speL (89.66%),
smeZ and speJ (79.31%), speM (72.41%), spel (68.97%), speH (55.17%), speC
(37.93%), ssa (31.03%) and speK (27.59%). The operon sagABCDEFGHI was present
by gene; sagAd, sagB, sagG in 79.31%, sagl in 75.86%, sagD in 7241%, sagF in
68.97%, sagC and sagE em 58.62% and the last and less frequent sagH in 37.93% of all
isolates. Three mitogenic factors were evaluated in this study, and were present in
89.66% (mf2), 72.41% (mf3) and 62.07% (dnaseB SpeF) of all twenty nine isolates. The
two serum opacity factors analyzed were sofC and sofN found respectively in 62.07%
and 44.83% of the isolates. The sdal and nga genes were found in 89.66% and the sic
gene was found in 79.31% of the S. pyogenes strains. Finally, three genes were present
in all isolates that were: slo, scpa and spna.

Keywords: Streptococcus pyogenes, virulence factors, M protein, emm typing, Real-

time PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Género Streptococcus

O género Streptococcus apresenta microorganismos com a morfologia esférica e
positivos para a coloracdo de Gram. Estas bactérias pertencem a classe Bacilli e a ordem
Lactobacillales. O grupo ¢ vasto e compreende muitas espécies clinicamente
importantes, as quais sdo responsaveis por uma grande variedade de infec¢des em
humanos e animais. Espécies como Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae e
Streptococcus pneumoniae sdo importantes, pois causam sérias infeccdes agudas em
homens, porém muitas outras espécies estao envolvidas também em um grande nimero
de doengas, como endocardites infecciosas, abscessos e outras condi¢des patologicas
(DEVI, MANSI e RUP, 2011).

Espécies bacterianas pertencentes ao género Streptococcus nao possuem a enzima
catalase e tendem a crescer em cadeias em meios liquidos. A composi¢do da parede
celular ¢ tipica de Gram-positivos e consiste principalmente de peptidioglicano com
glucosamina e acido murdmico, como amino agucares ¢ galactosamina como
componentes variaveis. Streptococcus sao bactérias anaerobias facultativas. Na presenca
de atmosfera contendo 5% CO, muitas espécies t€ém seu crescimento melhorado. A
temperatura 6tima de crescimento para estreptococos ¢ de 35-37°C. A adi¢ao de sangue
ou soro ao meio de cultura leva a uma melhora no crescimento destes microrganismos.
Glicose e outros carboidratos sdo metabolizados produzindo, como resultante, o acido
latico. Leucina aminopeptidase (LAP) ¢ produzida por todos os estreptococos
(SPELLERBERG e BRANDT, 2007).

Provavelmente a primeira tentativa para diferenciar os estreptococos foi feita em
1903 por Shottmuller, quando este utilizou 4gar sangue para diferenciar isolados que
apresentavam beta hemolise daqueles que nao apresentavam. Antes de 1933 testes de
tolerancia e de fermentagdo eram os unicos utilizados para diferenciagdo dos
estreptococos. Em 1933, Rebeca Lancefield desenvolveu uma técnica que demonstrava
a associacdo de carboidratos especificos, considerados grupos antigénicos, com isolados
beta hemoliticos. Em 1937, Sherman propos um esquema que dividia os estreptococos

em 4 categorias, as quais eram organizadas por reacao hemolitica, grupo antigénico de
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carboidrato e testes fenotipicos (principalmente testes de fermentacao e de tolerancia).
As quatro categorias de Sherman eram as seguintes: piogénica, viridans, latica e
enterococos. A primeira delas incluia isolados beta-hemoliticos com grupos antigénicos
definidos (A, B, C, E, F e G). Esta divisao ndo apresenta diferencas muito significativas
em relacdo a divisao atual (FACKLAM, 2002).

A diferenciagdo classica de estreptococos separa estes microrganismos em dois
principais grupos, de acordo com o padrao de hemolise apresentado em agar sangue, os
beta-hemoliticos e aqueles que nao apresentam beta hemolise. Estreptococos beta-
hemoliticos, também conhecidos como estreptococos piogénicos, incluem espécies
patogénicas para seres humanos, como: S. pyogenes, Streptococcus agalactiae,
treptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, bem como microrganismos responsaveis
por infecgdes veterinarias. A nomenclatura estreptococos piogénicos € mais precisa,
visto que o grupo inclui espécies que ndo apresentam beta hemolise como S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae. Além disso, este termo exclui isolados beta-
hemoliticos como o grupo S. anginosus, os quais pertencem ao grupo de estreptococos
viridans (SPELLERBERG e BRANDT, 2011).

Embora a classificagdo de Lancefield para os estreptococos beta-hemoliticos
possa ser confiavel para identificacdo de S. agalactiae (streptococcus do grupo B) e,
com algumas exceg¢des, para S. pyogenes (streptococcus do grupo A), os antigenos dos
grupos C, F e G podem ser expressos por diferentes microrganismos com diferentes
potencias patogénicos e caracteristicas ecologicas. Os antigenos C e G de Lancefield
sdo comumente expressos por isolados de Streptococcus dysgalactiae e por
Streptococcus equi e Streptococcus canis, sendo que todos pertencem ao grupo
piogénico, porém também pertencentes a estes grupos estdo muitas espécies do grupo
anginosus. Atualmente, em conjunto com caracteristicas da colonia e atividade
hemolitica, os antigenos de Lancefield sdo os marcadores mais comuns para
identificacdo de streptococcus beta-hemoliticos no laboratério clinico (JENSEN e
KILIAN, 2011).

O grupo de estreptococos ndo piogé€nicos inclui em sua maioria isolados que
apresentam alfa-hemolise ou ndo apresentam hemolise em dgar sangue além de espécies
que apresentam beta-hemolise e sdo classificadas como do grupo viridans. Em um
estudo sobre o género Streptococcus baseado em comparacgdes na sequéncia de genes da
subunidade 16S do RNA ribossomal, cinco grupos de espécies pertencentes ao grupo

viridans foram encontrados além do grupo piogénico (beta-hemolitico, apresentando
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colonias de tamanho considerado grande). Estes grupos nao piogé€nicos foram
designados da seguinte maneira: grupo S. mitis, grupo S. anginosus, grupo S. mutans,
grupo S. salivarus e grupo S. bovis. Muitas espécies de estreptococos ndo foram
encaixadas em nenhum destes grupos e permanecem sem grupo. Dentre os
estreptococos alfa-hemoliticos, o S. pneumoniae pode ser separado de outros
estreptococos do grupo viridans através dos testes de bile solubilidade e suscetibilidade
a optoquina. Contudo, a caracterizagdo fenotipica e as consideragdes taxonOmicas
enquadram este microrganismo no grupo S. mitis. A relacdo entre S. pneumoniae e
outras espécies do grupo S. mitis € tdo estreita que andlise do gene da subunidade 16S
do RNA ribossomal de Streptococcus pneumoniae revela uma identidade entre as
sequéncias nucleotidicas maior do que 99% quando comparadas com S. mitis e S. oralis,
tornando um desafio a separagdo das espécies neste grupo. S. pseudopneumoniae, uma
nova espécie recentemente identificada, apresenta microrganismos que eram
antigamente identificados como S. pneumoniae. Para esta identificacdo estudos de
hibridizacdo de DNA-DNA e caracterizagao fenotipica foram conduzidos, identificando
algumas caracteristicas como as seguintes: isolados nao encapsulados, insoluveis em
bile e suscetiveis a optoquina somente quando incubados em ambiente com a presenca
de ar, sendo estes isolados associados com doenga cronica pulmonar obstrutiva
(SPELLERBERG e BRANDT, 2011).

Atualmente, o género Streptococcus compreende 99 espécies reconhecidas,
muitas delas associadas a doengas em humanos e animais (THOMPSON et al., 2013).

De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente 1,2 milhdes de criangas com idade abaixo de cinco anos morrem a
cada ano devido a pneumonia, sendo a principal causa desta doenga infecgdes por S.
pneumoniae. Outra causa importante de doencas e mortalidade relacionadas ao género
Streptococcus sdo as infecgdes invasivas causadas por S. pyogenes. Esta espécie ¢
responsavel por aproximadamente 700 milhdes de infecgdes por ano, resultando em

aproximadamente 500.000 mortes (KRZYSCIAK et al., 2013).
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1.2. Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes frequentemente citado como estreptococo do grupo A
(GAS) ¢ um patogeno Gram-positivo que infecta estritamente humanos e ¢ o agente
causador de doencas mais leves como faringites e impetigo, bem como de doencas mais
severas como fascite necrotizante. Infecgdes causadas por GAS ocorrem em centenas de
milhdes de pessoas, resultando em mais de 500.000 mortes e contribuindo para
problemas de satde publica em todo o mundo. Este microrganismo ¢ capaz de se
adaptar em diversos nichos do corpo humano para que consiga obter os nutrientes
necessarios, aderir a tecidos, evadir do sistema imune e se replicar. Tem se tornado mais
evidente que esta adaptacdo ao hospedeiro ocorre devido a grandes alteragdes no
transcriptoma destes microrganismos em resposta aos diversos ambientes encontrados
in vivo durante uma infeccdo (HAUSE ¢ MCLVER, 2013).

No entanto, S. pyogenes pode ser encontrado como colonizador do trato
respiratorio superior de seres humanos sem manifestar doenca. Em criangas na faixa
etaria de 5-15 anos as taxas de colonizagdo por este microrganismo podem exceder 30%
(WILLEMS et al., 2011).

Rebecca Lancefield foi a cientista que mais contribuiu para o conhecimento deste
microrganismo, dos anos 1920 até 1970 com as descobertas do grupo polissacaridico
estreptococico e da proteina M, uma proteina ancorada na parede celular. Estas
moléculas antigénicas sdo a base ndo somente para a caracterizacdo patogénica do
organismo como também para esquemas fenotipicos utilizados ao redor do mundo para
tipagem destes microrganismos. Durante os anos 30, Fred Griffith, o fundador do
Laboratdrio de Referéncia em Streptococcus do Reino Unido, trabalhou extensivamente
em outra proteina da parede celular, conhecida como proteina T. Mesmo estando
fisicamente muito distantes Griffith e Lancefield trabalharam muito perto no
desenvolvimento de esquemas cldssicos para sorotipagem de Streptococcus do grupo A
(EFSTRATIOU, 2000).

Streptococcus pyogenes sdo microrganismos que apresentam coldonias beta-
hemoliticas, geralmente sensiveis a bacitracina (apresentando qualquer halo de inibi¢ao
no teste de disco-difusdo com o disco em uma concentracao de 0,04U de bacitracina),
mesmo que se tenham estudos descrevendo que alguns isolados podem ser resistentes a

este composto (halo de Omm ou uma concentrac¢do inibitéria minima > 0,4ug/ml). Os
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microrganismos desta espécie aglutinam com antigeno do grupo A de Lancefield e
possuem a enzima pirrolidonil arilamidase (MONTES e ARENZANA, 2007).

A analise da sequéncia completa do genoma de trés tipos de S. pyogenes (M1, M3
e M18) permitiu demonstrar que o genoma destes microrganismos varia em tamanho de
1,85-1,9Mb. Dentre os trés genomas analisados verificou-se que 1,7Mb da sequéncia
completa de DNA ¢ conservada e que o contetido de G+C permanece constante em
38,5-38,6%. Foram encontrados 6 operons de RNA ribossomal e entre 1752 e 1895
fases de leitura aberta (ORFs). A maioria das ORFs (aproximadamente 1500) ¢
conservada entre os trés sorotipos analisados, porém cada um possui um pequeno
conjunto de ORFs (aproximadamente 100-200) que sdo proprias. Os cromossomos dos
trés isolados examinados continham genes que codificavam a cisteina proteinase SpeB,
as estreptolisinas S e O, o operon codificador da capsula de &cido hialuronico e a porgao
hipervariavel da proteina M. A andlise das sequéncias gendmicas dos trés isolados
permitiu também observar e confirmar que fagos sdo extremamente importantes para a
variabilidade genética e que a introducdo de genes codificando toxinas e outras
proteinas associadas a viruléncia frequentemente ocorrem por transdugdo mediada por
estes fagos (BISNO et al., 2003).

Muitos estudos de vigilancia epidemioldgica tém sido realizados devido a
severidade das infecgdes causadas por S. pyogenes, os quais sdo baseados na tipagem
dos isolados bacterianos coletados. Para tanto, diversos métodos foram desenvolvidos,
sendo o mais extensivamente utilizado o da tipagem baseada na proteina M. Esta ¢ uma
proteina de superficie celular que ¢ considerada o principal determinante de viruléncia
de S. pyogenes. A tipagem sorolodgica cléssica baseada em métodos de aglutinagao foi
amplamente substituida pela tipagem baseada na sequéncia da extremidade 5° do gene
que codifica a proteina M (emm) no final da década de 1990. Com isso, atualmente,
muitos estudos epidemioldgicos sobre faringites e doengas invasivas relacionadas a S.
pyogenes tem sido realizados utilizando o sequenciamento do gene emm, principalmente
nos Estados Unidos da América, Canad4 e Europa, porém muitos outros paises tem
também desenvolvido estudos nesta area (STEER et al., 2009a).

No entanto, mesmo com o maior entendimento das infec¢des causadas por S.
pyogenes devido ao sequenciamento de certos tipos de emm, muito ainda precisa ser
elucidado. Foram verificadas mudancas moleculares em isolados de S. pyogenes que
permitem a evolu¢do de clones mais virulentos classificados como um determinado tipo

de emm. Andlise comparativa de mais de 300 isolados classificados como emm3
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provenientes de trés epidemias causadas por S. pyogenes em Ontario trouxe novas
informagdes sobre genética populacional bacteriana. Estes dados demonstraram que as
populagdes de S. pyogenmes ndo sdo estaticas, mas sdo formadas por muitas
subpopulagdes dentro de um mesmo tipo de emm. Cada epidemia foi causada por uma
mudancga na dindmica populacional destes microrganismos, resultando na emergéncia de
uma subpopulacao de emm3 dentro da comunidade previamente imune. Este fato pode
explicar o ciclo tradicional de 4-7 anos de epidemias causadas por S. pyogenes.
Contudo, o tipo emm 1 conhecido causador de epidemias, nao obedece a este ciclo e tem
persistido por 25 anos como causador de infecgdes em humanos (LYNSKEY et al.,
2011).

A andlise molecular de isolados de S. pyogenes circulantes demonstra que
infeccdes invasivas sdo principalmente atribuiveis a uma populacdao clonal
hipervirulenta do tipo emm (LUCA-HARARI et al., 2009).

O clone emm1 possui uma caracteristica importante para sua sobrevivéncia que ¢
a habilidade de alterar rapidamente seu fendtipo para um fenotipo hipervirulento
durante as infecg¢des, o que foi demonstrado por andlises transcripcionais € protedmicas
(HASEGAWA et al., 2010).

Diante da importancia de se controlar infec¢des causadas por S. pyogenes, o
desenvolvimento de vacinas que impe¢am estes microrganismos de estabelecerem
infecgdes tem sido discutido a algum tempo. O desenvolvimento de vacinas contra S.
pyvogenes voltou-se para a regido N-terminal da proteina M, porém atualmente, a
atencao tem-se voltado para epitopos conservados destes microrganismos. Contudo, a
realidade demonstra que somente uma vacina, a multivalente N-terminal, foi aprovada
para ensaios clinicos nos ultimos 30 anos. Devido a diferengas significativas na
epidemiologia dos S. pyogenes ao redor do mundo, esta vacina pode obter resultados
pouco efetivos em algumas localidades mundiais. J& vacinas baseadas em epitopos
conservados possuem a capacidade de oferecer protegdo contra todos os tipos de S.
pyvogenes, podendo assim ser consideradas verdadeiras vacinas globais. No entanto,
somente um destes candidatos a vacinas, a vacina J8, entrara em fase I de ensaio clinico

em um futuro proximo (STEER et al., 2009b).
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1.3. Infeccoes causadas por Streptococcus pyogenes

No século XIX as infecgdes causadas por S. pyogenes eram associadas com
severos e frequentes episodios de epidemias por doencas invasivas e frequentemente
fatais, incluindo a pandemia de febre escarlatina nos Estados Unidos da América e Gra-
Bretanha. Infec¢des invasivas causadas por S. pyogemes apresentando severas
manifestagdes, continuaram através da década de 1920. Até o inicio da década de 1980
a severidade destas doencas teve um declinio consideravel, quando, em diferentes partes
do mundo industrializado, um aumento estatisticamente significativo ocorreu (AZIZ e
KOTB, 2008).

Dentre as doencas causadas por Streptococcus pyogenes estio incluidas faringites
e pioderma, relatadas como mais brandas, bem como sindrome do choque toxico, fascite
necrotizante, glomerulonefrite e doenca reumatica cardiaca, representando as mais
severas. Os maiores reservatorios destes microrganismos sdo as criancgas. Paises em
desenvolvimento apresentam a maior prevaléncia de infec¢des por GAS, bem como
suas complicagdes (TARTOF et. al., 2010).

De acordo com a organizagdo mundial da satude, S. pyogenes é responsavel por
15-20% dos casos de faringite bacteriana que afeta principalmente individuos na faixa
etaria de 5-18 anos. A incidéncia da faringite bacteriana varia entre paises e muitas
vezes at¢ mesmo dentro do mesmo pais, existem variacdes em diferentes regides de
acordo com fatores como idade, classe socioecondmica e fatores ambientais além de
qualidade de servigos em saude (AMICIS et al., 2013).

Febre reumatica ¢ também uma doenga causada por S. pyogenes e ocorre apds
uma infeccdo de garganta ndo tratada em individuos susceptiveis, principalmente
criangas e adolescentes (3 a 19 anos). No entanto, outros fatores estdo envolvidos neste
tipo de doenga, como baixo padrao de vida e a falta de acesso a cuidados médicos. A
incidéncia de febre reumatica aguda em paises em desenvolvimento excede a taxa de 50
por 100.000 criancas (GUILHERME e KALIL, 2010).

As principais caracteristicas clinicas dessa doenga sdo poliartrite, cardite, coreia,
eritema marginal e nédulos subcutineos. A caracteristica que primeiro aparece em casos
de febre reumatica €, na maioria dos casos, a artrite que estd presente em 60% a 80%
dos pacientes. Cardite, a complicagdo mais séria ocorre em poucas semanas apos a

infeccdo em 30% a 45% dos pacientes. Endocardite frequentemente leva a doenca
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reumatica cardiaca crdnica, que ¢ caracterizada por lesdes valvulares progressivas e
permanentes (GUILHERME e KALIL, 2010).

Outra doenca importante relacionada a infecgdes causadas por S. pyogenes ¢é a
glomerulonefrite aguda pds-estreptococica, a qual € considerada uma sequela nado
supurativa de ocorréncia posterior a uma infec¢do por S. pyogenes. Criangas e adultos
jovens sdo os mais comumente afetados, sendo que o dobro da incidéncia ¢ verificado
em homens em relacdo a mulheres. Por volta dos anos de 1940, foram encontradas
evidéncias de que infecgdes de pele causadas por estreptococos eram associadas com
glomerulonefrite aguda e que estas infecgdes usualmente nao causavam febre reumatica,
sugerindo que alguns isolados eram reumatogénicos e outros eram nefritogénicos.
Posteriormente, divergéncias de padrdes de pico sazonais foram verificadas, separando
os isolados de S. pyogenes nefritogénicos e reumatogénicos. Os casos de
glomerulonefrite aguda pos-estreptococica possuiam seu pico no final do verdo,
simultaneamente com infec¢des de pele, enquanto infeccdes reumatogénicas e de
garganta, possuiam seus picos em outubro. Com isso, evidéncias clinicas sugerem a
existéncia de uma subpopulacao de S. pyogenes que estava adaptada para a colonizagao
e para a infec¢ao de pele, a qual possuia um painel de fatores de viruléncia que levaram
a uma glomerulonefrite aguda posterior a esta infeccdo (McSHAN et al., 2008).

O choque séptico ¢ uma sindrome iniciada por uma infeccdo que resulta na
produgdo e liberagcdo de mediadores endogenos de monocitos, macréfagos, neutrdfilos e
endotélio. Estes mediadores induzem a um estado de vasodilatagdo, depressao
miocardica, extravasamento de capilares, imunossupressao e faléncia de 6rgaos. Tanto
bactérias Gram positivas quanto Gram negativas produzem caracteristicas clinicas
semelhantes, no entanto os produtos bacterianos que iniciam a sindrome sao diferentes.
Ao ser iniciada por S. pyogenes, essa sindrome ¢ nomeada sindrome do choque téxico
estreptococico, a qual se acredita seja mediada pela liberagao de superantigenos, os
quais estimulam a liberagdo de células T em excesso, bem como a produgdo de
citocinas, resultando na sindrome do choque toxico estreptococico (BAXTER e
MCCHESNEY, 2000).

O ressurgimento mais recente de infec¢des causadas por S. pyogenes foi a
epidemia de febre escarlatina ocorrida em 2011 na cidade de Hong Kong. Esta doenca
esteve muito presente antes do século XX, causando frequentes epidemias ou surtos
localizados, apresentando altas taxas de mortalidade. No século XIX, as epidemias

ocorriam na Inglaterra e no Pais de Gales com regularidade a cada 5-6 anos, parecendo
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estar relacionadas com anos em que a pluviosidade era baixa. Em paises de clima
temperado a doenga ¢ mais prevalente durante as esta¢cdes do outono e inverno, sendo
mais comumente vista em criangas (especialmente com idade abaixo dos 10 anos),
contudo adultos também apresentam suscetibilidade a febre escarlatina. Os surtos de
febre escarlatina sdo particularmente problematicos em escolas com taxas de incidéncia
acima dos 20%-30%, principalmente devido a grande proximidade entre os individuos
suscetiveis em ambientes fechados. Os surtos escolares podem durar por semanas e na
era pré-antimicrobiano persistiam até por 10 meses (WONG e YUEN, 2012).

Em uma escala global, pode-se dizer que S. pyogenes ¢ uma importante causa de
morbidade e mortalidade, principalmente em paises menos desenvolvidos. Uma
estimativa minima de mais de 500.000 mortes por ano coloca este microrganismo entre
0s maiores patdogenos humanos, sendo superado apenas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum e Streptococcus
pneumoniae. Porém provavelmente comparados a patdogenos como rotavirus,
Haemophilus influenza tipo b e o virus da Hepatite B. Streptococcus pyogenes leva a
uma maior morbidade a longo prazo do que estes patogenos, sendo importante salientar

que sua importancia global ¢ subestimada (CARAPETIS et al., 2005)
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1.4. Fatores de viruléncia

1.4.1. Proteina M

Para a patogénese de infecgdes por Streptococcus pyogenes a aderéncia e a
internalizagdo em células do hospedeiro sdo fatores que contribuem de maneira
significativa. A proteina M, codificada pelo gene emm, geralmente media estas
infecgdes e tem sido considerada alvo para tipagem de S. pyogenes. Além disso, a
tipagem da sequéncia do gene emm vem se tornando o método padrdo e mais de 150
tipos de emm ja foram descritos (BLANDINO et al., 2011).

A proteina M ¢ um importante fator de viruléncia de S. pyogenes, dificultando a
fagocitose deste microrganismo pelo sistema imune do hospedeiro. Esta estd ancorada
na parede celular e estende-se para a superficie celular. A estrutura central basica desta
proteina consiste em regides conservadas, varidveis e hipervaridveis que possuem uma
periodicidade de sete residuos e a por¢do N-terminal (Amino-terminal) encerra-se num
segmento opsogénico hipervaridvel. Proteinas M de estreptococos do grupo A podem
ser divididas em moléculas de classe I e classe II baseado em variagdes na estrutura de
segmentos repetidos na regido conservada C-terminal. Esta proteina ¢ multifuncional e
os dominios varidvel e conservado apresentam importidncia na patogénese da doenca
causada por estreptococos (Fig 1.) (KITTANG et. al, 2011).

Esta proteina ¢ codificada pelo gene emm. Funcionalmente, na auséncia de
anticorpos de opsonizacao, a proteina M ¢ antifagocitica, inibe a deposi¢ao de
complementos, interage com um nuamero grande de proteinas do hospedeiro, possui
atividade pro-inflamatoria e contribui para adesdo a mucosas. O mimetismo molecular
da proteina M ¢ implicado na patogénese de doengas como glomerulonefrite pos-
estreptococica e febre reumadtica aguda. Anticorpos contra a proteina M conferem
imunidade tipo-especifica em humanos, porém existe pouca imunidade heteréloga com
outros tipos de Proteina M e a atividade protetiva de opsonizagdo dos anticorpos parece
ser restrita a isolados que apresentem uma relagdo muito estreita ou apresentem o
mesmo tipo de proteina M. A persisténcia dos anticorpos tipo especificos apds uma
infec¢do natural ¢ variavel; em alguns casos com o passar do tempo hd uma diminui¢ao
da concentracdo destes e em outros casos pode ocorrer uma persisténcia desta
concentragdo por até 32 anos. A tipagem da proteina M tem sido utilizada por mais de

60 anos e tem provado ser muito util na diferenciagdo de isolados com certo tropismo
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tecidual. Com um aumento no numero de tipos de proteina M descritos, um novo
sistema, baseado na andlise da sequéncia do gene emm, codificador desta proteina, foi
adotado. Atualmente existem mais de 150 tipos de emm (com 941 subtipos) e 326
sequéncias ainda ndo tipadas. Esta tipagem correlaciona-se de maneira bastante forte
com o tropismo tecidual de isolados individuais de S. pyogemnes. A presenca de
multiplos tipos de proteina M e da possivel imunidade protetiva restrita a um isolado,
significa que re-infecgdes devidas a S. pyogenes sdo inevitaveis. Além disso, este tipo
de imunidade também afeta diretamente o desenvolvimento de vacinas baseadas na
proteina M (WONG e YUEN, 2012).

Outro método mais recente de tipagem de proteina M ¢ chamado de padriao de
tipagem emm e distingue arquiteturas cromossomais (padrdes A-C, D e E) baseado na
presenca e arranjo dos genes emm ¢ emm-like presentes no genoma de S. pyogenes. O
padrao emm também se correlaciona de maneira eficaz com o tropismo tecidual, embora
muitas excec¢des tenham sido relatadas. Os isolados que apresentam padrdes A-C estdo
normalmente associados com infecgdes de garganta, isolados com o padrao D sdo
principalmente recuperados de lesdes superficiais de pele (impetigo) enquanto que o
padrdo E representa um grupo “generalista” associado com ambos os sitios de
isolamento. Mesmo representando uma pequena propor¢ao de tipos emm, os isolados
que apresentam o padrao A-C tem sido os mais estudados. Muito do conhecimento atual
sobre estrutura e fun¢do da proteina M ¢ baseado em trabalhos anteriores com a proteina
M tipo 6 (M6), o qual ¢ associada a um padrdo emm tipo A-C. O protédtipo M6 contém
muitas sequéncias repetidas nomeadas repeti¢des “A”, “B”, “C” e “D”. Porém muito
menos ¢ conhecido sobre a estrutura de muitas outras proteinas M, principalmente

aquelas que pertencem aos padrdes emm D e E (McMILLAN et al., 2013).
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1.4.2. Superantigenos

Superantigenos (SAgs) sdao uma familia de toxinas que sdo capazes de ativar
uma grande quantidade cé€lulas T humanas, resultando em uma massiva produgdo de
citocinas pro-inflamatérias. Antigenos convencionais sdo processados em pequenos
fragmentos por células apresentadoras de antigenos antes da transloca¢cdo do dominio de
ligacdo a antigeno da molécula MHC de classe II. Em contraste, SAgs sao capazes de se
ligarem de maneira cruzada e nao especifica a moléculas de MHC classe II com o
dominio N-terminal do receptor da célula T (REGLINSKI e SRISKANDAN, 2014).

A andlise de treze genomas inteiros de isolados de S. pyogenes demonstrou que
cada um contém de dois a sete genes que codificam os superantigenos € que estes genes
sao localizados em regides de profagos presentes no genoma. Em contraste, genes que
codificam os SAgs speG e smez em isolados de S. pyogenes nao estdo localizadas nestes
elementos genéticos moveis. Assim, speG e smez em S. pyogenes podem ter sido

herdados por transferéncia genética horizontal (OKUMURA et al., 2012).
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1.4.3. Estreptolisinas

Streptococcus pyogenes ¢ conhecido por sua habilidade de hemolisar eritrocitos,
nomeada beta hemolise. Existem duas toxinas distintas que sdo responsaveis por esta
caracteristica, as quais sdo estreptolisina S (SLS) que ¢ sensivel na presenca do oxigénio
e a estreptolisina sensivel a oxigénio O (SLO). A SLS ¢ citolitica somente quando
associada com a superficie celular bacteriana ou na presenca de certas moléculas
carreadoras. O espectro citolitico da toxina ¢ amplo e inclui eritrocitos, leucocitos,
plaquetas e organelas subcelulares, porém exclui bactérias com paredes celulares

intactas (MOLLOY et al., 2011).

1.4.4. DNases

Alguns fatores de viruléncia possuem atividade de DNase, a qual induz a
producao de anticorpos anti-DNase apos faringite e infeccdo de pele. Os mais
conhecidos fatores de viruléncia com atividade de DNase s3o os trés fatores

mitogénicos mf2, mf3 e dnase (speF) (HASEGAWA et al., 2002).

1.4.5. Fator de Opacidade do Soro

Esta ¢ uma substancia que ¢ secretada por S. pyogemes responsavel por
transformar o soro que ¢ transparente em soro turvo. Essa substancia induz a
opacificacdo do soro por ligag¢do a lipoproteinas de alta densidade (HDLs), deslocando
apolipoproteina A-I, destruindo a molécula de HDL, resultando na formagdo de grandes
particulas de lipidios, transformando o soro em opaco. Esta ¢ uma proteina inica que
exibe multiplas fun¢des que incluem ndo somente o fato de tornar o soro opaco, mas
também possui a habilidade de se ligar a uma variedade de proteinas do hospedeiro
como fibronectina e fibrinogénio, as quais estdo envolvidas na adesdo bacteriana

(COURTNEY e POWNALL, 2010).
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1.4.6. CSa-peptidase

A enzima protelitica C5a-peptidase uma endopeptidase encontrada na superficie
de estreptococos do grupo A e também ¢ conhecida como um fator de viruléncia. Esta
peptidase cliva a quimiotaxina derivada do complemento C5a, no sitio de ligacao de
neutrdfilos polimorfo nucleares. Este evento impede a fagocitose , por inibir o

recrutamento de células fagociticas no local da infeccao (KAGAWA et al., 2009).

1.4.7. NAD-glicohidrolase

Alguns fatores de viruléncia sdo conectados e possuem suas acdes ligadas para
auxiliar a bactéria na sobrevivéncia no hospedeiro. A SLO ¢ também uma proteina
formadora de poros que funciona como conduite para injetar a toxina NAD-
glicohidrolase no interior da célula do hospedeiro. Uma vez no interior da célula do
hospedeiro, esta toxina altera func¢des celulares e induz uma resposta citotoxica, levando

a morte celular (TATSUNO et al., 2007).

1.4.8. Nuclease A e Streptodornase 1

Nuclease A ¢ uma DNase recém descoberta em S.pyogenes que possui uma
regido estrutural conservada da proteina de parede celular e portanto, ¢ localizado na
superficie da célula. Estudos com modelos animais demonstram que essa nuclease
permite a bactéria evadir do sistema imune do hospedeiro, degradando as redes
formadas por neutréfilos. Sabe-se que a DNase Sdal também possui a mesma funcgio da
nucleasse A, facilitando a bactéria a escapar das redes de netréfilos (WALKER et al.,

2007).

1.4.9. Inibidor estreptococico do complemento (SIC)

O inibidor estreptocdcico do complemento ¢ uma proteina de superficie presente
em isolados de S. pyogenes que possui basicamente duas fungdes as quais sdo: prote¢ao
contra o sistema imune do hospedeiro e também, em alguns casos, € responsavel por
iniciar uma resposta imune ndo especifica bastante severa no hospedeiro (MA et al.,

2002).
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1.5. Resisténcia aos Antimicrobianos

Mesmo ap6s 50 anos de uso extensivo penicilina permanece o antimicrobiano de
escolha pra o tratamento de infecgdes causadas por S. pyogenes. No entanto, casos de
falha terapéutica com o uso de penicilina t€ém sido reportados mesmo em isolados de
orofaringe. Como alternativa ao uso de penicilina, seja por falha terapéutica ou por
alergia do paciente, o antimicrobiano eritromicina tem sido utilizado desde a década de
1950. Contudo, no final desta década ja haviam casos relatados de resisténcia a
eritromicina. Da mesma forma, resisténcia a tetraciclina tem sido relatada em todo o
mundo desde o primeiro isolado resistente em 1954. No Brasil, dados sobre ocorréncia
de resisténcia aos antimicrobianos de S. pyogenes ainda sdo raros (DE MELO et al.,
2003).

Existem dois principais mecanismos de resisténcia a macrolideos descritos em
estreptococos, a modificacao de sitio alvo e os sistemas de efluxo de macrolideos. O
primeiro ¢ alcangado através de uma familia de enzimas (RNAr metilases) que metilam
o residuo de adenina (A2058) do dominio V da por¢ao 23S do RNAr. Isto leva a uma
mudanga conformacional que reduz a ligagdo de macrolideos, lincosaminas e
estreptogramina B aos ribossomos, conferindo co-resisténcia a estes antimicrobianos
(fendtipo MLSg). Este fenotipo pode ser expresso constitutivamente (cMLSg) ou pode
ser induzivel (iMLSg). Estas metilases sdo codificadas pelos genes erm, sendo os genes
erm(B) e erm (A) os mais comuns. No mecanismo de efluxo de macrolideos, o sistema
de transporte de proteinas expulsa moléculas destes antimicrobianos para fora da célula
(fenotipo M). O fendtipo M ¢ associado com a presenca dos genes mef(A) e msr(D), os
quais codificam dominios para proteinas transmembrana e a bomba de ligagdo de ATP,
respectivamente (RUBIO-LOPEZ et al., 2012).

O perfil de resisténcia destes isolados de S. pyogenes, de maneira geral, tem sido
bastante correlacionado com a regido na qual estes foram encontrados, demonstrando
uma determinada regionalizag@o do perfil de resisténcia. Além disso, mesmo com casos
de resisténcia através do mundo a maior preocupagdo com os S. pyogenes atualmente
estd relacionada aos fatores de viruléncia apresentados por estes microrganismos

(ABBAS et al., 2012).
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JUSTIFICATIVA

Muitos estudos relatam a diversidade de doengas causadas por microrganismos
da espécie Streptococcus pyogenes, variando de doengas mais brandas como faringites
até aquelas mais severas como a sindrome do choque téxico estreptocdcico. Além disso,
muitas sequelas pds-infecgcdo estreptococica podem ser vistas, como febre reumatica,
doenca cardiaca reumatica e glomerulonefrite aguda pods-estreptococica, as quais sdo
consideradas em alguns paises como problemas de satide publica.

Diversos fatores de viruléncia t€ém sido descritos em S. pyogenes, sendo o
principal a proteina M. A tipagem do gene que codifica esta proteina vem sendo
utilizado como marcador epidemioldgico para infecgdes causadas por estes
microrganismos. Além disso, a busca por relagdes entre determinados fatores de
viruléncia e as doengas causadas por S. pyogenes tem sido alvo de diversos estudos,
porém em sua maioria estes nao tem sido conclusivos.

No entanto, em sua maioria, os estudos relacionando fatores de viruléncia e S.
pyvogenes possuem um perfil regional, dificultando a realizagdo de um panorama
mundial.

Diante do exposto, fica clara a necessidade de estudos no Brasil e principalmente
nas diferentes regides brasileiras que demonstrem o perfil de viruléncia dos isolados de
S. pyogenes, visto que trabalhos envolvendo estes microrganismos sdo extremamente

raros €m nosso pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar genotipicamente a presenga de fatores de viruléncia em isolados clinicos

de Streptococcus pyogenes da cidade de Porto Alegre.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar fenotipicamente e genotipicamente os isolados;

- Avaliar a distribuig¢do dos principais tipos de emm encontrados na regido sul do
Brasil;

- Realizar um comparativo dos dados encontrados para os fatores de viruléncia

em isolados clinicos de S. pyogenes da cidade de Porto Alegre, com dados mundiais.
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Abstract

The aim of the study was to evaluate the distribution of emm types among 26
clinical isolates of Streptococcus pyogenes in the South of Brazil. The complete DNA
of emm gene was sequenced directly using primers described by CDC. Fourteen
different emm types were detected. The most frequent emm type was emm 1 (8/26,
30.77%) followed by emm types 12, 27, 57, 60 e 68 (2/26 each, 7.69%). The study is
preliminary, but it is important to note that the prevalence of emm types is different
comparing with other countries. In the same way, even when compared with other
Brazilian studies, the most prevalent emm types were not the same. No relation between
the site of isolation and the emm type was found. This is the first study aimed on M

protein determination in Southern Brazil.

Keywords: Streptococcus pyogenes, emm typing, M protein.



34

Introduction

Streptococcus pyogenes, a Group A streptococci (GAS), is an important human
pathogen that causes a wide range of infections from mild pharyngitis and skin lesions
to severe invasive diseases such as necrotizing fasciitis, streptococcal toxic shock and

myositis (Oliver et al. 2008).

Streptococcus pyogenes has a variety of virulence factors and many of them are
not completely understood. Considered one of the most important virulence factor, the
M protein is a fibrilar coiled-coil dimer that extends from the bacterial cell wall. It is a
multifunctional protein that promotes host interactions, adherence to human epithelial
cells and mainly helps the bacteria to escape from host immune response by inhibition
of phagocytosis in absence of opsonizing antibodies (McMillan et al. 2013). The M
protein structure is an homodimer built up of four repeat regions (A to D) that differ in
size and amino acid sequence. The C and D repeats, extruding the cell wall, are highly
conserved among GAS serotypes and are involved in binding to factor H and serum
albumin. The B segment is a semi-variable region while the amino-terminal region A is
highly variable and constitutes GAS serotype specificity (Oehmcke et al. 2010).

Serotyping of S. pyogenes based on M protein has been long used as the gold
standard for the epidemiological surveillance of infections caused by this
microorganism. In the recent years it has been widely replaced by an equivalent
approach based on sequencing the hipervariable region of the emm gene encoding the M
protein (Frides et al. 2012). The emm typing system efficiently distinguishes GAS into
more than 250 emm types (Smeesters et al. 2010). This differentiation based on the
hipervariable region of the M protein has been the focus of vaccine research. Although,
this diversity of emm types is responsible for the developing of a unique vaccine
candidate challenging (Lynskey et al. 2011). Recently, a vaccine candidate that contains
the 30 M proteins most frequently found in Europe and North America (30-valent) has
demonstrated promising results. It was immunogenic in rabbits and evoked bactericidal
antibodies against all 30 emm serotypes present in the vaccine (Dale et al. 2011 and
Dale et al. 2013).

Brazilian data is difficult to obtain once studies involving S. pyogenes are very
rare. A study from S3o Paulo demonstrated emm types that were not found among the

most prevalent in high-income countries (Guilherme et al. 2006).
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The aim of this study was to evaluate the distribution of M protein types among
isolates of Streptococcus pyogenes obtained from clinical specimens in the South of

Brazil, and compare it with data obtained worldwide.

Material and Methods

Bacterial Isolates

Twenty six isolates collected from two hospitals in Porto Alegre, South of
Brazil, were included in the study. They were selected between August 2012 and
September 2013 and previously identified as GAS by the hospitals laboratories. The

isolation site was also provided.

Identification of Bacterial Species

The GAS isolates were grown overnight on trypticase soy agar supplemented
with 5% sheep blood for a better identification. The API 20 Strep system (bioMérieux
SA, Marcy L’Etoile, France) was used as a biochemical test for identification at species
level. After this biochemical test the isolates were submitted to conventional PCR for
molecular identification based on 16S rRNA gene, to confirm the phenotypic results.
The primers used to identify the isolates were as follows: F: GTGAGTAAC
GCGTAGGTAACCTACCTCATAG; R: CCCAGGCGGAGTGCTTAATG (Lintges et
al. 2007).

Conventional PCR for sequencing

All GAS colonies of an overnight growth on trypticase soy agar supplemented
with 5% sheep blood were used for DNA extraction by the QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN). The extraction product was measured by NanoSpec (Nanometrics) to verify
the amount and the quality of DNA obtained.

The PCR reaction was performed for emm gene, in triplicate for each isolate,
using primers available at Centers for Disease Control and Prevention
(www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/protocols.htm) as follows: F:
TATTCGCTTAGAAAATTAA; R: GCAAGTTCTTCAGCTTGTTT. Briefly, 1ul (20-
80ng/ul) of DNA was added to 19 pl of PCR mixture containing GoTaq® Hot Start
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Colorless Master Mix (Promega), 0.02uM of each primer (Invitrogen) and RNAse free
water. Amplification was performed in a LifePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer
Technology Co. Ltda) beginning with an initial denaturation step at 95°C for 5 min
followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 52°C for 1 min and 72°C for 1 min, ending
with a final extension step at 72°C for 5 min. PCR products (1175 bp) were detected on
a 1.5% agarose gel with ethidium bromide and compared with a molecular weight

pattern.

Sequencing Reaction

PCR products were purified with Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega) and they were measure to guarantee a correct DNA concentration. The
amount of DNA used for this reaction ranged from 20-40ng/ul. The complete DNA of
emm gene was sequenced directly in both directions and individually (Primer Forward
and Primer Reverse) using primers described by CDC in a concentration of 4pmol/pl.
The reaction final volume was 6ul and the quantities of DNA and primers were adjusted

respecting the concentrations mentioned above.

Sequence Analysis

Three sequencing results from each isolate were analyzed using the software
Geneious 6.1.6. Once the gene was sequenced individually in both directions, six
sequences were obtained to form one consensus sequence. For that, each primer reverse
result was transformed in a reverse complement to allow the performance of de novo
assembly in order of obtaining a consensus sequence with the six results. The consensus
sequence obtained was manually adjusted with chromatograms analysis. Each base pair
had a phred score of at minimum 20, representing high confidence of the results. The
nucleotide sequences were compared with all types and subtypes of S. pyogenes by

using basic local sequence alignment (BLASTn, GenBank).
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Results

All isolates were B-hemolytic in trypticase soy agar supplemented with 5%
sheep blood after overnight growth. API 20 Strep system identified the microorganisms
as Streptococcus pyogenes, as well as the molecular analysis by 16S rRNA gene. The
conventional PCR for the emm showed a positive reaction for all twenty six isolates.

After sequencing each isolate, the BLASTn results were very acceptable
regarding query cover (range from 91-100%), E-value (zero) and identity (range from
93-100%). Hence, it is possible to conclude that the result found was the M protein of S.
pyogenes.

Fourteen different emm types were detected among the twenty six clinical
isolates. The most frequent emm type was emm1 8/26 (30.77%), followed by emm types
12, 27, 57, 60 and 68 (2/26 each, 7.69%). Other emm types were found in only one
isolate of the total (3.85%), namely emm types 8, 22, 44, 58, 59, 73, 90 and 92. Ten
isolates were obtained from skin lesion, seven from blood, six from oropharynx and the
last tree were isolated from pleural liquid, sputum and vaginal secretion. Among the
eight emm type 1 specifically, four were isolated from blood, and one from skin lesion,

vaginal secretion, pleural liquid and sputum (Table 1).

Discussion

Streptococcus pyogenes is estimated to be responsible for over 600 million new
cases of pharyngitis each year. In addition to triggering autoimmune sequelae, such as
acute rheumatic fever, nasopharyngeal infection with S. pyogenes represents the major
reservoir for invasive diseases such as necrotizing fasciitis, pneumonia and toxic shock
syndrome that together cause an estimated 163,000 deaths worldwide each year (Alam
et al. 2013). Numerous typing schemes have been used to characterize and measure the
genetic diversity among isolates of S. pyogenes and one of the most used is emm typing,
in which the hipervariable portion of the M protein encoded by the emm gene is
sequenced (McGregor et al. 2004).

A 2009 study in Australia showed that the most common emm type worldwide

was emml representing 18.3% of 38081 isolates. Other emm types were also
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representative like emmi12 (11.1%), emm28 (8.5%), emm3 and emm4 (6.9%). Besides,
this study also verified differences in emm type distribution by region. This distribution
was organized by high-income countries, Asia, Middle East and Latin America in
contrast to Africa and Pacific Region. The two most common emm types in Latin
America were emml and emmli2 (Steer et al. 2009). In our study, only emml and
emm2 were predominantly found.

A European study which included eleven countries demonstrated that most
frequent emm type was emml representing 19% of 4353 isolates, followed by emm28
(12%), emm3 (10%), emm89 (8%), emm87 (6%), emmI2 and emm4 (5% each). Even
with a few changes among the countries these emm types were the most present in
Europe and again the emm/ was the most abundant (Luca-Harari et al. 2009). Also, in a
United States of America (USA) study with 4350 isolates, the predominant emm type
was emm1 (22%). (O’Loughlin et al. 2007)

Some emm types are common among isolates of S. pyogenes from Europe, USA
and Canada, like emmli, emmi12, emm3 and emm28, but when compared with isolates
from South of Brazil, only the emml and emm12 are present. The emm3 and emm28
were not found among the most prevalent emm types in South of Brazil. Recently, a
study from Sao Paulo, Brazil, demonstrated that the most predominant emm types of
GAS isolates were emml, emm6, emml2, emm22, emm77 and emm87 (Amicis et al.
2013).

The emm1 is considered the most frequent emm type over the world (Oehmcke
et al. 2010, Amicis et al. 2013) and the emm 12 was also found in many places as also
demonstrated by our study.

It is generally accepted that certain emm types are preferentially associated with
certain severe diseases. Along with that the emm/ is frequently isolated from patients
with necrotizing fasciitis and streptococcal toxic shock syndrome (Oehmcke et al.
2010). In our study we were not able to correlate the emm types with diseases, but it was
possible to verify that 50% of our emm1 isolates were isolated from blood, a sterile site,
demonstrating some characteristic of invasiveness of these isolates. The emm types
emm?27, emm57, emm60 and emm68 were not often found in other studies. Hence it is
possible to demonstrate that the South region of Brazil demonstrates a particular emm

epidemiology.
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This is a preliminary study and the first aimed on Streptococcus pyogenes M
protein determination in Southern Brazil therefore more studies need to be made using a

higher number of isolates to have a better knowledge of this subject.
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Table 1: Frequency of emm types according to clinical specimen in S. pyogenes isolates
from the South of Brazil.

Clinical Specimen

emm type Blood Skin lesion Oropharynx Others Total
1 4 1 - 3 8(30.77%)
12 1 - 1 - 2(7.69%)
27 - 2 - - 2(7.69%)
57 - 1 1 - 2(7.69%)
60 - 1 1 - 2(7.69%)
68 1 1 - - 2(7.69%)
8 - - 1 - 1(3.85%)
22 - - 1 - 1(3.85%)
44 - 1 - - 1(3.85%)
58 1 - - - 1(3.85%)
59 - 1 - - 1(3.85%)
73 - 1 - - 1(3.85%)
90 - 1 - - 1(3.85%)
92 - - 1 - 1(3.85%)

Total 7 10 6 3 26(100%)
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Abstract

Objective: To identify the presence of 32 genes encoding virulence factors of clinical
isolates of Streptococcus pyogenes from Porto Alegre, RS, Brazil. Methods: Twenty
nine isolates of S. pyogenes were evaluated by Real-time PCR. Results: Prevalence of
superantigens genes was as follows: speAd alleles 1, 2 and 3 (41.38%), sped allele 5
(51.72%), speG (96.55%), speL (89.66%), smeZ and speJ (79.31%), speM (72.41%),
spel (68.97%), speH (55.17%), speC (37.93%), ssa (31.03%) and speK (27.59%). The
operon sagABCDEFGHI was present by gene sagA, sagB, sagG in 79.31%, sagl in
75.86%, sagD in 7241%, sagF in 68.97%, sagC and sagE em 58.62% and sagH in
37.93%. Three mitogenic factors were evaluated and were present in 89.66% (mf2),
72.41% (mf3) and 62.07% (dnaseB) of all twenty nine isolates. The two serum opacity
factors analyzed were sofC and sofN (62.07% and 44.83%, respectively). The sdal and
nga genes were found in 89.66% and the sic gene was found in 79.31% Finally, three

genes were present in all isolates slo, scpa and spna.

Keywords: Streptococcus pyogenes, virulence factors, Real-time PCR.
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Introduction

Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), a Group A streptococci (GAS)
representative, is one of the most virulent species of the genus and is involved
exclusively in human infections. It produces a high number of exotoxins, superantigens
(SAgs) and cell wall-associated proteins, resulting diverse clinical manifestations
ranging from classical pyogenic infections to toxic-shock syndrome and post-infections
immune mediated sequelae [1].

Studies involving Group A S. pyogenes have been seen since the last century,
although with the advances in techniques of molecular biology deeper and intensively
research are being conducted devoted to evaluate the virulence factors of these
microorganisms [2]. Many virulence factors contribute to the pathogenesis of S.
pyogenes diseases each one with a specific function and with a determined degree of
importance [3].

One of the most well studied classes of virulence factors in S. pyogenes is the
superantigens (SAgs). These are toxins capable of activating a large set of human T
cells, resulting in a massive production of proinflammatory cytokines. The SAgs are
capable of performing non-specifically cross linking to MHC class II molecules with
the variable N-terminal domain of the T-cell receptor (TCR) B chain (denoted the Vf
region), without prior processing [4].

Streptococcus pyogenes is also known by its ability to haemolyse red blood cells
(B-haemolysis). There are two distinct toxins that are responsible for this characteristic;
streptolysin S (SLS) and the unrelated large cholesterol-dependent, oxygen-sensitive
streptolysin O (SLO). SLS is cytolytic only when associated with the bacterial cell
surface or in the presence of certain carrier molecules. The cytolytic spectrum of the
toxin is broad and includes erythrocytes, leukocytes, platelets and subcellular
organelles, but excludes bacteria with intact cell walls [5].

The other streptolysin, SLO is a member of an expansive family of highly
conserved pore-forming cytolysins. Known as the cholesterol-dependent cytolysins
(CDCs) (formerly called the thiol-activated cytolysins), members share 40%—70%
homology and are secreted from the bacterium as water-soluble monomers that bind
cholesterol in the target cell membrane [6].

Some virulence factors have DNase activity which in vivo induces the

production of anti-DNase antibody after either pharyngeal or skin infection. The most
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known DNases involved in virulence of S. pyogenes are the three mitogenic factors mf2,
mf3 and dnase (SpeF) [7].

The S. pyogenes produces a substance that causes the serum to become cloudy
and is named Serum Opacity Factor (SOF). This substance induces opacification of
serum by binding to high-density lipoproteins (HDLs), displacing apolipoprotein A-I
(apo A-I) and disrupting the structure of HDL resulting in the formation of large, lipid
particles that cause serum to become opaque. It is a unique protein exhibiting multiple
functions including not only its ability to opacify serum but also an ability to bind to a
variety of host proteins such as fibronectin, fibrinogen, and fibulin-1which are involved
in bacterial adhesion [8]. The C5a peptidase is a proteolytic enzyme (endopeptidase)
found on the surface of Group A streptococci and is also known as a virulence factor.
The peptidase cleaves the complement-derived chemotaxin C5a at its PMN-binding site.
This event then inhibits the recruitment of phagocytic cells to the site of infection [9].

Some virulence factors are connected and have their action linked to help the
bacteria to survive into the hosts. Group A Streptococcus encode a pore-forming protein
Streptolysin O (SLO) that functions as a conduit to inject the toxin SPN (S.pyogenes -
NAD+ glycohydrolase) into the host cell. Once inside the host cell, SPN alters cellular
functions and induces a cytotoxic response that ultimately causes cell death [10]. One of
the most highly upregulated genes upon the regulatory “control of virulence” system
(covS) mutation and initiation of invasive MI1T1 GAS infection is sic, encoding the
streptococcal inhibitor of complement. SIC is a secreted 31-kDa protein first discovered
because of its location in the Mga virulence regulon. [13]

Some virulence factors have DNase activity which in vivo induces the
production of anti-DNase antibody after either pharyngeal or skin infection. The most
known DNases involved in virulence of S. pyogenes are the three mitogenic factors mf2,
mf3 and dnase (SpeF). [7] S. pyogenes nuclease A (SpnA) is novel DNase recently
discovered in GAS. In contrast to other GAS DNases, SpnA possesses a cell wall-
anchor motif and is therefore located on the cell surface. A GAS spna-knockout mutant
was shown to be less virulent in blood bactericidal assays and in a mouse infection
model suggesting SpnA enables bacteria to evade the host immune response by
degrading the DNA backbone of NETs [11]. The innate immune response plays a
crucial role in satisfactory host resolution of bacterial infection. In response to
chemotactic signals, neutrophils are early responding cells that migrate in large numbers

to sites of infection. The discovery of secreted neutrophil extracellular traps (NETs)
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composed of DNA and histones opened a novel dimension in the understanding of the
microbial killing capacity of these specialized leukocytes. To help bacteria to resist to
these NETs a DNase named Sdal is necessary to be present [12].

Over this virulence factors panel and with the need to know more about the S.
pyogenes virulence in South of Brazil, the aim of this study was to identify the presence
of 32 virulence genes in clinical specimens of S. pyogenes, obtained from patients of

Porto Alegre, Brazil.

Material and Methods

Bacterial Isolates

Twenty nine isolates collected from two hospitals in South of Brazil were
included in the study. They were selected between August 2012 and September 2013
and previously identified as Group A streptococci (GAS) by the hospital laboratories.

The site of isolation was also provided.

Bacterial identification

The isolates previously identified as GAS were grown overnight on trypticase
soy agar supplemented with 5% sheep blood for a species identification. The API 20
Strep (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) system was used as a biochemical test for
identification at species level. Then the isolates were submitted to conventional PCR for
molecular identification based on 16S RNAr gene of Streptococcus pyogenes to confirm

the phenotypic results [15].

DNA extraction

All colonies of a 24h growth on trypticase soy agar supplemented with 5% sheep
blood were used to a DNA extraction by the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) as
described by the manufacturers and the product was quantified in the NanoSpec

(Nanometrics).
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Real-time PCR standardization

To obtain a better efficiency of the Real-time PCR reaction, a DNA standard
curve was performed using five different DNA concentrations (100ng, 50ng, 20ng,

10ng and 5ng) and a curve of primer concentration.

Real-time PCR

Twelve superantigens (speC, speG, sped, speK, spel, speH, spel, speM, SMEZ,
SSA, speAl1-4 and speAl-3,5), nine-gene sag operon sagABCDEFGHI, three mitogenic
factors (dnase, mf2 and mf3), two serum opacity factors (sofC and sofN), one
streptolysin O (slo), one C5a-peptidase (scpa), one NAD-glycohydrolase (nga), one
nuclease A (spna), one DNase (sdal) and the streptococcal inhibitor of the complement
(sic) were the virulence genes included in the study (Table 1).

The RT-PCR was performed using master mix containing reaction buffer 10x,
MgCl,, dNTPs, recombinant 7ag DNA Polimerase, SYBR Green as a loading dye and
Rox as a reference dye. To this mixture was added primer concentration previously
checked for the best PCR efficiency result, 0.15mM of each ANTP, 10ng of DNA as a
template and RNAse free water to complete the final volume of 20ul. The reaction steps
were with an initial denaturation step at 95°C for 15 min, followed by 40 cycles (30 s at
94°C, 90 s at 57°C, 90 s at 72°C) with a final extension step (10 min at 72°C),and the
platform used was the ABI7500 (Applied Biosystems). All reactions were performed in
duplicate and a positive and a negative control for each primer were also run.

However, as no ATCC strain of S. pyogenes is known to present all the genes
analyzed in this study, the positive controls considered for these experiments were
clinical isolates that contained the determined gene. To confirm that every positive
reaction used as a positive control was submitted to sequencing reaction followed by a
comparison with a public data bank (GenBank). As a negative control, a strain of S.

agalactiae ATCC® 13813™ was used.
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Analysis of Real-time PCR results

Each RT-PCR was obtained in duplicate and to consider the presence of
the gene in the isolate, both results had to present a positive amplification with a
determined melting curve temperature. A positive amplification was consider when the
melting temperature of each isolate reaction for a specific primer did not differ more
than one Celsius degree from that found in the positive control. Besides, an analysis of
the quantification plot was also made to ensure that the melting peak was a true

amplification.

Results

A total of twenty nine isolates were evaluated for the presence and absence of
thirty two virulence factors genes of S. pyogenes. The most virulent S. pyogenes strain,
in number of genes, showed 29/32 (90.6%), followed by a strain with 28/32 (87.5%),
two with 27/32 (84.37%) and three with 26/32 (81.25%). Among the less virulent, also
in gene numbers, three isolates presented 18/32 (56.25%) and one presented 17/32
(53.13%).

Some of the virulence factors were organized into groups according to their
activity when the gene is expressed. The superantigens (SAgs) group had 12 genes
verified: two sped (spedl-3,5 and speAl-4) whose prevalence of alleles 1, 2 and 3 was
41.38%, allele 5 was 51.72% and allele 4 was absent; speG (96.55%), speL (89.66%),
smeZ and speJ (79.31%), speM (72.41%), spel (68.97%), speH (55.17%), speC
(37.93%), ssa (31.03%) and speK (27.59%) (Fig. 1). The other group was the nine-gene
sag operon (sagABCDEFGHI). The most frequents genes were sagAd, sagB and sagG
(79.31%), followed by sagl (75.86%), sagD (72.41%), sagF (68.97%), sagC and sagE
(58.62%) and the less frequent sagH (37.93%) (Fig 2.). Among the three mithogenic
factors studied, the most frequent was mf2 (89.66%), followed by mf3 (72.41%) and
dnaseB (SpeF) (62.07%). The prevalence of the two serum opacity factors was: sofC
(62.07%) and sofN (44.83%).

The last six virulence factors analyzed could not be grouped, then they were
presented individually. Three of them were found in all isolates: streptolysin O (s/o), a

C5a-peptidase (scpa) and a nuclease A (spna). The Dnase (sdal) and the NAD-
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glycohydrolase (nga) were present in 89.66% the streptococcal inhibitor of the

complement (sic) was present in 79.31% (Fig. 3).

Discussion

The isolates analyzed in this study presented a high number of virulence factors,
with the less virulent strains showing 17/32 genes and the most virulent strain with
29/32. Although it is known that the severity of infections caused by S. pyogenes
depends on multiple bacterial and host factors, the pathogenic properties of these
microorganisms are also linked to the production of virulence factors. There are some
particularities among the virulence factors that make them not equally distributed
among the strains of S. pyogenes. The fact that some virulence factors are
chromosomally encoded while other are related to the presence of mobile genetic
elements affects this distribution and this gives characteristics to each strain of S§.
pyogenes [14].

The relation of isolation site and number of virulence factors is not frequently
reported in literature; the majority of studies presents type of infection (e.g. pharyngitis,
necrotizing fasciitis, STSS) but does not inform the isolation site. In this study, the type
of infection could not be accessed, so comparisons with other studies became difficult.

Analyzing the overall panel of superantigens, is evident that this Southern
Brazilian isolates had a different pattern of virulence factors. The greatest difference is
regarding genes spel (89.66%), speM (72.41%), spel (68.97%) and the speH (55.17%).
The presence of these genes in other studies reaches a maximum of 40% (speH) and
analyzing particular cases of spel/M and spel this percentage does not cross 25%. The
last three genes speJ, ssa and speK had very distinct frequencies, in some studies they
were similar to our findings while in other they were different [15,18].

Dnase B, also known as SpeF’ or mitogenic factor (MF), is a chromosomally
encoded streptococcal toxin with apparently similar mitogenic properties to
superantigens though quite distinct structure [19]. The presence of this gene was not
related in other studies and in this particularly study it was found in 62.07%. Otherwise,
the last two mitogenic factors mf2 and mf3 which were found in 89.66% and 72.41%,
respectively, in this study, showed different results when compared to the literature.
Hasegawa et al. demonstrated the presence of these two genes among clinical isolates

with mf2 present in only 20% of the isolates and mf3 present in 97.14% [7].
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The streptococcal serum opacity factor (SOF) is a large extracellular and
surface-bound protein of GAS which is capable of binding fibronectin. In our study the
two domains (sofN and sofC) were evaluated and the most frequent gene between the
two domains was sofC. No studies verified the presence of these two genes in clinical
isolates, but a plausible reason for the sofC gene had higher frequence is that the C-
terminus region is more conserved than N-terminus which facilitates the amplification
based only in one pair of primers [20].

Among the thirty two virulence factor genes evaluated in this study, three of
them were present in all 29 isolates; slo, scpa and spna. Respectively they represent a
streptolysin O, a cell-surface-associated protease and a nuclease A. The data are in
accordance with our findings [21-23]. No studies about the frequency of sda/ in clinical
isolates of S. pyogenes were found, although the presence of this gene in our study
demonstrates a high prevalence (89.66%) among the isolates in South of Brazil.

Considering the overall analysis realized in this study is important to note that in
South of Brazil the isolates of S. pyogenes have a high number of virulence factors,
once the less virulent organism had 17/32 genes related to these characteristics. Also,
the methodology used confers a high confidence for the results. Finally, in order to have
a better understanding over the epidemiology of these microorganisms, further studies

in this region must be realized with a higher number of isolates.
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Fig.1. Frequency of Superantigens among the twenty nine isolates of S. pyogenes.
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Fig. 3. Frequency of virulence factors genes among the twenty nine isolates of S.

pyogenes.
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5. CONCLUSOES

- Os isolados foram todos identificados fenotipicamente e genotipicamente como
Streptococcus pyogenes.

- O sequenciamento do gene emm que codifica a regido hipervariavel da proteina
M de S. pyogenes, demonstrou um perfil singular da regido Sul do Brasil. O sorotipo
mais prevalente encontrado neste estudo emm/ foi também aquele mais encontrado em
todo o mundo. Além disso, o sorotipo emm2, encontrado entre os mais prevalentes
neste estudo também foi encontrado em outros estudos dentre os mais prevalentes. No
entanto, 0s outros sorotipos que estiveram entre os mais prevalentes neste estudo, nao
estiveram presentes entre os mais frequentes, nem mesmo em estudos brasileiros.

- O perfil dos fatores de viruléncia presentes nos isolados de S. pyogenes da
regido Sul do Brasil demonstrou também, assim como no perfil de tipagem do gene
emm, que estes isolados apresentam diferencas quando comparados com isolados de

outros paises.
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ANEXOS:

ANEXO I - Parecer Consubstanciado CEP - UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE {W"@
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinantes de Resisténcia e Viruléncia em Isolados Clinicos de Streptococcus
pyogenes da cidade de Porto Alegre

Pesquisador: Gustavo Enck Sambrano

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 06659112.6.0000.5335

Instituicdo Proponente: IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE PORTO ALEGRE
Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 332219
Data da Relatoria: 11/07/2013

Apresentagdo do Projeto:

Adequado

Objetivo da Pesquisa:
Adequado

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Adequado

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Considerando que a pesquisa ja esta em desenvolvimento e foi submetida ac CEP/UFCSPA na parte final
da coleta de dados dos isolados bacterianos,recomenda-se a Leitura da CARTA N°® 0212/CONEP/CNS de
outubro de 2010 e da

RESOLUC,‘!”\D N°® 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012 por parte dos pesquisadores envolvidos para

adequacdo de encaminhamento em projeots futuros

Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Adeguado

Recomendagodes:
Segere-se ao pesquisador a leitura da
RESOLUCAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012.

Enderego: Rua Sarmento Leite 245

Bairro: CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (513)303 -3304 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE Wm
PORTO ALEGRE

Continuagdo do Parecer: 332.219

[1.8 - instituicdo proponente de pesquisa - organizacao, publica ou privada, legitimamente constituida e
habilitada, a qual o pesquisador responsavel esta vinculado;

11.9 - instituigdo coparticipante de pesquisa - organizacgéo, publica ou privada, legitimamente constituida e
habilitada, na qual alguma das fases ou etapas da pesquisa se desenvolve;

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Para encaminhamentos futuros o pesquisador responsavel devera encaminhar o projeto de pesquisa
primeiro para instituicdo na qual tem vinculo.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
De acordo com o Parecer do relator.

PORTO ALEGRE, 12 de Julho de 2013

Assinador por:
José Geraldo Vernet Taborda
(Coordenador)



73

ANEXO II — Parecer Consubstanciado CEP - ISCMPA

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO Wm
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinantes de Resisténcia e Viruléncia em Isolados Clinicos de Streptococcus
pyogenes da cidade de Porto Alegre

Pesquisador: Gustavo Enck Sambrano

Area Tematica: Area 9. A critério do CEP.

Versio: 2

CAAE: 06659112.6.0000.5335

Instituicdo Proponente: IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE FPORTO ALEGRE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 127 325
Data da Relatoria: 08/10/2012

Apresentagdo do Projeto:

Streptococcus pyogenes, frequentemente referido como Streptococcus grupo A (GAS), € uma significante
causa de morbidade humana em todo o mundo e € associado a uma variedade de doencas que podem
apresentar-se com diferentes graus de severidades, desde mais brandas

até mais severas. Para a patogénese de infecgdes por Streptococcus pyogenes a aderéncia e a
internalizagdo em células do hospedeiro sao fatores que contribuem de maneira significativa. A proteina M,
codificada pelo gene emm, geralmente media estas infec¢gdes e tem sido considerada alvo para tipagem de
5. pyogenes. Alem disso, a fipagem da sequéncia do gene emm vem se tornando o método padrao e mais
de 150 tipos de emm ja foram descritos. Alem desta proteina outros fatores sdo associados a viruléncia
destes microrganismos, como as toxinas eritrogénicas estreptococicas A, B e C (SPE A, SPE B E SPE C),
também conhecidas como exotoxinas pirogénicas estreptocoécicas. Muitos estudos

relatam a diversidade de doengas causadas por microrganismos da espécie Streptococcus pyogenes. Alem
disso, € notorio o aumento de isolados resistentes aos antimicrobianos utilizados atualmente na clinica,
revelando uma necessidade do conhecimento do perfil de suscetibilidade destes isolados clinicos para que
se possa obter maior éxito no tratamento. E importante também notar que muitos estudos buscam
desenvolver uma vacina contra o microrganismo em questio e para tanto, & necessario se conhecer os
fatores de viruléncia mais importantes e prevalentes desta espécie para que se possa alcancar a efetividade

desejada.

Enderego: R. Prof® Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 6° andar - Centro CEP: 90.020-000

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: 5132-1485 Fax: 5132-1485 E-mail: cep@santacasa.iche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO Wm
ALEGRE - ISCMPA

Objetivo da Pesquisa:
Determinar o perfil de suscetibilidade de isolados clinicos de Streptococcus pyogenes da cidade de Porto
Alegre, bem como realizar o sequenciamento do gene emm, para caracterizacao da proteina de superficie M

destes microrganismos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os unicos riscos deste estudo sd@o inerentes ao manuseio dos isolados, portanto todos os pesquisadores

atentardo para as principais regras de biosseguranca.

Com este projeto, poder-se-a ter um panorama do perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos, o que sera
de extrema valia para a pratica clinica.
Além disso, o conhecimento dos principais subtipos de proteina M também & muito importante, pois as

vainas que estdo sendo desenvolvidas baseiam-se neste tipo de proteina.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto de Pesquisa atende as normas da regulamentagéo do CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagido obrigatoria:

Todos documentos estdo adequados.

Recomendagdes:

Nao ha recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto de Pesquisa atende as normas da regulamentagdo do CNS.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:

Ndo
Consideragoes Finais a critéerio do CEP:
Apos reavaliacdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou ébices quanto ao

desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatorios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatorios Parciais (pesquisas com duracao superior a 6 meses), Relatorios
Finais (a0 término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicacdo).

Endereco: R. Prof® Annes Dias, 285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: &° andar - Centro CEP: gp.020-090

UF: R3 Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: 5132-1485 Fax: 5132-1485 E-mail: cep@santacasa.tche.br
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO ‘& Qmm mo
ALEGRE - ISCMPA

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servico (onde sera

realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovacio do protocolo pela Comité de Etica.

PORTO ALEGRE, 22 de Outubro de 2012

Assinador por:
Claudio Teloken
(Coordenador)
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ANEXO III - Resumos Publicados em Congressos Internacionais

ECCMID - Berlin, Alemanha. 2013

P1564

Abstract (poster session)

Evaluation of the accuracy of phenotypic methods in the detection of
heteroresistant vancomycin intermediate Staphylococcus aureus (hVISA)

A.C.O. Silveira, G.E. Sambrano, T.G.S. Paim, C.M.M. Cordova, J. Caierdo, P.A.
d'Azevedo* (Porto Alegre, Blumenau, BR)

Objectives: To evaluate the sensitivity and specificity of three methods used for the
phenotypic detection hVISA (Etest glycopeptide resistant detection (GRD), Etest
macromethod and agar screening in Brain Heart Infusion (BHI) with 4 pg/mL of
vancomycin and 16 g /L pancreatic digest of casein) when compared to the reference
method, population analysis profile-area under the curve (PAP-AUC). Methods: A total
of 102 methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolated from hospitals in
the state of Santa Catarina, Brazil, with vancomycin minimum inhibitory concentration
(MIC) between 0.5 and 2 pg/mL. The Etest GRD was done according to the
manufacturer's instructions using the double-sided predefined gradient of vancomycin
and teicoplanin. A 0.5 McFarland suspension was prepared and swabbed onto Mueller
Hinton agar with 5% sheep blood. The test isolate was considered positive for hVISA if,
after 48 hours, the Etest GRD strip result was >= 8ug/ml for either vancomycin or
teicoplanin. Etest macromethod was performed using 2.0 McFarland inoculum on BHI
agar plates, using vancomycin Etest strips. Heteroresistant was defined as MICs for
vancomycin of >= 8ug/mL. Four 10 uL droplets from 0.5 McFarland suspension were
dropped by a pipette onto the BHI with casein and 4 pg/mL vancomycin agar screening
plates. An isolate was considered hVISA if at least one droplet had two or more
colonies. PAP-AUC was performed as described by Wootton et al. HVISA phenotype
were confirmed to if the AUC of the test isolate divided by the corresponding strain,
MU3, was >= 0.9. Results: Of the 102 MRSA tested, 14 (13.7%) had positive results for
at least one as hVISA detection tests. The methodology of the Etest GRD had a
sensitivity of 56% and specificity of 99%. As for the Etest macromethod sensitivity was
67% with a specificity of 92%. The screening with BHI agar with casein and 4 pg/mL
of vancomycin showed a sensitivity of 88% and specificity of 92%. PAP-AUC isolated
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confirmed 9 (8.8%) as hVISA, with ratios of 0.93 to 1.17. Conclusion: The methods
used routinely to detect vancomycin resistance vary in sensitivity and specificity, and
may fail to detect hVISA. The combination of the three methods may be the best
alternative, since the ones with vancomycin MIC < 4 pg/mL, may have hetero-
resistance and, in these cases, the correct characterization of hVISA may impact directly

in the therapeutic success.

P1907
Abstract (poster session)

Screening for detection of virulence factors in Streptococcus pyogenes in clinical
isolates in Porto Alegre, Brazil.

G. Enck Sambrano, G. Pelicioli Riboldi, C. Armidio Gomes Dias, P. Alves d'Azevedo*
(Porto Alegre, BR)

Objectives: To identify the presence of 33 genes of virulence factors related to
Streptococcus pyogenes in isolates from different clinical specimens, obtained from
patients of Porto Alegre, Brazil. Methods: The emm gene was evaluated by PCR, while
the presence of other 32 genes were studied by Real-Time PCR (qPCR), with specific
primers and SYBR green as loading dye. A total of 11 isolates were evaluated in this
study. Results: The analysis of emm gene revealed band patterns presenting different
sizes, showing that a variety of this protein may be present. Seven Streptolysin S (sagH,
sagC, sagD, sagl, sagE, sagF, sagGG) genes, three superantigens (speG, speal-3,5, smez),
one Streptolysin O (slo), one C5a-peptidase (scpa), one serum opacity factor (sofC), one
NAD-glycohydrolase (nga), one nuclease A (spna) and one Dnase B (sdal) were
present in 100% of isolates. The super antigens speC, speL and speH had a frequency of
90.9%. The sagA, sagB (involved in streptolysin S formation) and the serum opacity
factor sofN were present in 81.82% of the strains. Others six super antigens were
evaluated and had the following frequencies: spel (72.73%), spea-1-4 and spem
(63.64%), speL (36.36%), speK (27.27%) and ssa (0.0%).Three mitogenic factors were
analysed and presented a frequency of mf3 (36.36%), mf2 (90.91%) and dnase (0.0%).
The streptococcal inhibitor of complement gene was also evaluated and presented a
frequency of (90.91%). (Table 1) The number of virulence factors in each isolate was
also evaluated with a mean of 26.18 +- 3.49 (SD). Conclusions: All isolates presented a
high number of genes of virulence factors. The strains isolated from skin lesions
presented 28, 29 and 30 genes of virulence while the strains isolated from throat
secretions presented 25 and 26 of these genes. The absence of some genes like sic, sofN,
mf3, speal-4, speH and speK was the main difference among the most virulent and less
virulent microorganisms. However both virulent and less virulent isolates presented all
the Streptolysin S genes. Only two genes were not present in the isolates: ssa and dnase.
The first is one of the pyrogenic exotoxins that may be implicated in streptococcal toxic
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shock syndrome, while the second an extracellular streptococcal virulence factor. This
work is part of a higher project focused on the characterization of Group A
Streptococcus isolates involved in clinically relevant infections in Brazil, supported by
FAPERGS/CAPES.
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ANEXO 1V - Resumo Publicado em Congresso Nacional

27° Congresso Brasileiro de Microbiologia — Natal, RN. 2013.

The emm gene diversity among clinical isolates of Group A streptococci in South
Brazil.

Sambrano G, Soares, R.O., Riboldi G, Paim TGS, d'Azevedo PA,

Background: Group A streptococci (GAS) produce a variety of proteins, including the
antiphagocytic M protein, encodes by the emm gene. M proteins are streptococcal
surface proteins that probably represent one of the best-known virulence determinants
of this pathogen. M proteins are cell-surface attached proteins that are composed of two
polypeptide chains that form an alpha-helical coiled-coil configuration. They have an
LPXTG motif at their carboxy terminal part which is a sorting signal required for
correct anchoring of the protein into the cell wall. Electron microscopic analysis
revealed that the proteins are arranged in a hair-like structure on the bacterial surface.
Each chain of the M protein homodimer is built up of 4 repeat regions (A to D) that
differ in size and amino acid sequence. The amino-terminal region (A repeat region) is
highly variable and constitutes the serotype specificity of GAS. The emm typing is
considered a major tool in surveys aimed on GAS epidemiological data achievement.

Objectives: To identify the different M protein types of GAS using emm gene
sequence analysis, and to acquire epidemiological data related to the S. pyogenes strains
involved in clinical outcomes.

Methods: Eight clinical GAS isolated from blood, oropharynx, skin lesion and abcess
from a hospital in South Brazil were evaluated. All isolates were identified by
biochemical tests and by the Real-Time PCR reaction of 16S RNAr gene. The complete
DNA of emm gene was sequenced directly in both directions using primers described by
CDC. Alignments of all sequences were obtained using the ClustalW2 software
program. The nucleotide sequences were compared with all types and subtypes of S.
pyogenes using BLASTN (GenBank).

Conclusions: In the present study, five different emm types were detected among the
eight clinical isolates. Two isolates presented the same type and subtype (19.1) and two
isolates had the same type (emm 12) but showed different subtypes ( emm 12 and emm
12.17). There was no relationship between emm type and the site of collection. The
most common sites of collection were blood (3 isolates) and oropharynx (3 isolates).
The other two isolates were collected from skin lesion and abscess. This is the first
study aimed on GAS M protein determination in Southern Brazil.
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ANEXO V - Participacao em Trabalhos Publicados

1.

REITER, K. C.; VILLA, B. ; SAMBRANO, G. E. ; PAIM, T. G. S. ;
OLIVEIRA, C. F.; DAZEVEDO, P. A. . Rifampicin fails to eradicate mature
biofilm formed by methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (Impresso), v. X, p. xx-xx, 2012.
Citagodes:1

REITER, K. C. ; VILLA, B. ; SAMBRANO, G. E. ; PAIM, T. G. S;
OLIVEIRA, C. F.; DAZEVEDO, P. A. . Enhancement of anti-staphylococcal
activities of six antimicrobials against sasG negative methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus: an in vitro biofilm model. Diagnostic Microbiology

and Infectious Disease, v. X, p. xx-xx, 2012.



