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Resumo

Streptococcus agalactiae constitui uma das principais causas de pneumonia, septicémia e meningite
em recém-nascidos e infeccdo emergente em adultos com patologia associada. A secre¢do de DNases
é considerada vantajosa na disseminacdo bacteriana e na evasdo a imunidade inata do hospedeiro, no
entanto, apesar do elevado nimero de estirpes de S. agalactiae produtoras de DNases, ndo é evidente o
seu envolvimento na patogénese desta bactéria. O presente estudo teve como principal objectivo
correlacionar a actividade das DNases com outras varidveis em estudo, tais como, genétipo da estirpe,
a sua origem clinica (colonizacdo ou infeccdo) e o hospedeiro (humano ou bovino), por forma a
contribuir para o esclarecimento desta tematica. Uma coleccdo de 345 estirpes de S. agalactiae foi
caracterizada por serotipagem, MLST (“Multilocus Sequence Typing”) para identificacdo de
sequéncias tipo (ST), perfis MLVA (“Multiple-Locus Variant-Repeat Assay”), padrdo de resisténcia a
antimicrobianos, elementos moveis e proteinas de superficie, padrdo de restri¢do por PFGE (“Pulsed-
Field Gel Electrophoresis”) e a actividade das DNases. As estirpes de origem bovina (n=60; 100%) e
a maioria (n=285; 86%) das estirpes de origem humana foram produtoras de DNases. As estirpes ndo
produtoras apresentaram a mesma linhagem genética: CC19 (tipos I, 111-1 e V). Foram identificados
dois perfis MLVA nas estirpes CC19 (perfil 32 em estirpes ST28 e perfil 33 nas restantes). Verificou-
se que 31% das estirpes CC19 de colonizagdo revelaram resisténcia a eritromicina e 16.4%
apresentaram resisténcia a eritromicina e clindamicina. Nas estirpes ST28 foi identificado o elemento
moével GBSil e nas restantes estirpes CC19 foi detectado o elemento mével 1S1548. Em todas as
estirpes, excepto uma foi detectado o gene rib. Foram identificados cinco padrées de PFGE,
concluindo-se que a maioria das estirpes era clonal. O presente estudo permitiu evidenciar que o facto

de uma estirpe pertencer ao CC19 aumenta a probabilidade de ndo produzir DNases.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, DNases extracelulares, gendtipo, origem clinica,

hospedeiro



Abstract

Streptococcus agalactiae is the leading cause of neonatal pneumonia, sepsis and meningitis, and
emerging infection disease among adults with underlying medical conditions. The DNases are very
advantageous in the spread of infectious bacteria and in the evasion of host innate immunity, however,
despite the large number of S. agalactiae strains with DNase activity, there is no evidence implicating
DNases in the pathogenicity of this bacterium. The main objective of this study was to correlate the
DNases activity with other variables, such as, strain genotype, its clinical origin (colonization and
infection) and host (human or bovine) in order to contribute for the understanding of this matter. A
collection of 345 S. agalactiae strains was characterized by serotyping, MLST (“Multilocus Sequence
Typing”) to identify type sequences (ST), MLVA profiles (“Multiple-Locus Variant-Repeat Assay”),
antibiotic resistance profiling, detection of mobile elements and surface proteins, PFGE (“Pulsed-
Field Gel Electrophoresis”’) restriction patterns, and the evaluation of the DNases activity. The bovine
strains (n=60; 100%) and the majority of human strains (n=285; 86%) produced DNases. Strains
without DNases activity showed to be of the same genetic lineage: CC19 (types Il, 111-1 and V). We
identified two MLVA profiles for CC19 strains (profile 32 to ST28 strains and profile 33 for the
others). It was found that 31% of the CC19 colonizing strains showed resistance to erythromycin and
16.4% were resistant to both erythromycin and clindamycin. The mobile element GBSil was mostly
found in ST28 strains whereas the mobile element 1S1548 was identified in remaining CC19 strains.
All strains, except one carry the rib gene. We identified five PFGE restriction patterns, indicating that
the majority of the strains was clonal. The present study highlights the fact that a strain belonging to

the CC19 increases your probability of not producing DNases.

Keywords: Streptococcus agalactiae, DNases, genotype, clinical origin, host
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1. Introducao

1.1 Caracteristicas gerais do género Streptococcus

O género Streptococcus pertence ao filo Firmicute, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e
familia Streptococcaceae. Esta familia também inclui os géneros Lactococcus e Lactovum (Matthies et
al., 2004). Actualmente, o género Streptococcus compreende 100 espécies e 17 subespécies, as quais
estdo distribuidas em linhagens de origem animal e humana (Garrity, 2008; Noobs et al., 2009).

A designacdo Streptococcus vem do grego strepto (curvo) e coccus (esférico). Os
microorganismos do género Streptococcus sdo bactérias Gram-positivas, catalase negativas, iméveis,
ndo formam esporos e apresentam-se frequentemente em pares ou cadeia e podem apresentar capsula.
Sao anaerobias facultativas, com capacidade de propagacdo na presenca de oxigénio, sendo, no
entanto, desprovidas de metabolismo respiratério (quimiotréficos), uma vez que ndo sdo capazes de
utilizar a cadeia transportadora de electres. Desta forma, algumas espécies requerem atmosfera de
CO, para o seu isolamento inicial (Henry, 1996). Sdo bactérias nutritivamente exigentes, observando-
se melhores taxas de crescimento em meios enriquecidos com sangue. Do ponto de vista morfolégico,
tém uma aparéncia esférica/ovoide e com dimensdes compreendidas entre 0,5 ¢ 2 um de didmetro.
Crescem a temperaturas compreendidas entre os 25 e 0s 45°C, no entanto, a sua temperatura 6ptima de
crescimento encontra-se compreendida entre 35 e 37°C (Holt et al., 1994; Brock et al., 2010).

A definicdo de espécies nos microorganismos do género Streptococcus foi desde sempre
motivo de controvérsia, dado o sistema de classificacdo em vigor ter por base um nimero limitado de
caracteristicas de avaliagcdo complexas, tais como, tamanho das colonias, hemdlise e grupo de hidratos
de carbono envolvido no metabolismo (Facklam, 2002). Existem outras formas de classificagdo destes
microorganismos, baseadas em aspectos fisioldgicos (piogénicos, viridans, lacticos e enterocécicos),
seroldgicos (grupos de Lancefield) ou na reac¢gdo hemolitica das bactérias quando crescem em meio
suplementado com sangue (Henry, 1996). A classificacdo de Lancefield, método que foi descrito por
Rebecca Lancefield em 1933 (Lancefield, 1933), baseia-se na utilizacdo de testes de precipitacéo,
permitindo a discriminacdo do género Streptococcus em varios grupos: A, B, C, D e E. Estudos
posteriores demonstraram a existéncia de outros grupos, denominados por F, G, H, K, L, M, N, O, P,
Q, R, S, T, U e V. Actualmente, os testes serolégicos de Lancefield, por aglutinacdo com anticorpos
especificos ligados a particulas latex sdo bastante utilizados para uma confirmacao rapida do grupo ao
qual pertence o estreptococo B-hemolitico em identificacdo (Shanson et al., 2000). Em microbiologia
clinica, a reaccdo hemolitica é uma caracteristica fenotipica frequentemente utilizada na identificacdo
de espécies pertencentes ao género Streptococcus. Existem estirpes com capacidade de provocar

hemolise completa dos globulos vermelhos, sendo facilmente observavel a descoloracdo do meio em



torno das colonias bacterianas (hemolise completa ou B-hemdlise) e estirpes que apenas causam a
destrui¢do parcial dos globulos vermelhos (hemolise parcial ou a-hemdlise), com formacdo de um
halo esverdeado em torno das coldnias bacterianas. A auséncia de hemdlise pode igualmente ocorrer,
sendo designada por y-hemolise (Facklam, 1995, 2002; Henry, 1996; Shanson et al., 2000; Spellerberg
e Brandt, 2007).

As espécies do género Streptococcus com relevancia clinica podem ser agrupadas de acordo
com a similaridade do gene 16S rRNA (Kilian, 2005; Spellerberg e Brandt, 2007), tendo sido
definidos dois grandes grupos: estreptococos piogénicos (onde se insere S. agalactiae) e estreptococos
ndo piogénicos (ou do grupo viridans); este ultimo grupo pode ainda ser subdividido em: (1)
estreptococos do grupo S. mitis, que inclui Streptococcus pneumoniae; (2) estreptococos do grupo S.
anginosus; (3) estreptococos do grupo S. mutans; (4) estreptococos do grupo S. bovis; e (5)
estreptococos do grupo S. salivarius (Brock et al., 2010; Noobs et al., 2009; Spellerberg e Brandt,
2007) (Figural.l).

Anginosus

S.anginosus S. uberis

S. constellatus Pyogenic
S.intermedius
S.agalactiae
] S.dysgalactiae
S.cristatus g gordonii
Mitis
S.sanguinis
S. suis
S. parasanguinis
S.infantis S.infantarius Bovis

5. oralis

S.pneumoniae -
P S.mitis

S.salivarius S.gallonlyticus

S. vestibularis

Salivarius

0.005

S.downei

S.entericus o
S.pluranimalium

S.sobrinus

Mutans

S.mutans

Figura 1.1 Arvore taxonémica do género Streptococcus baseada na sequéncia do gene 16S rRNA (adaptado de

Noobs et al., 2009). Algumas espécies nao foram incluidas de forma a simplificar a figura.



Os estreptococos tém sido associados ao comensalismo ou ao parasitismo, ndo s6 no Homem
como noutros hospedeiros. A relagdo bactéria-hospedeiro-ambiente constitui um dos mais
interessantes motivos de estudo dos estreptococos, uma vez que se tem observado que estas bactérias
podem transitar de um estadio de colonizacdo para o de agente causal de infeccdo, e ser mesmo
responsaveis por patologias eventualmente mortais (Brock et al., 2010).

1.2 Espécie Streptococcus agalactiae

1.2.1 Enquadramento Histdrico

Streptococcus agalactiae foi descrito pela primeira vez em 1887, por Nocard e Mollereau,
como agente patogénico da mastite bovina, tendo sido designado por Streptococcus de la mammite
(Blowey e Edmondson, 1995). Desde entdo, a classificacdo taxonomica da espécie sofreu diversas
alteracOes, até que em 1896, Lehmann e Neumann lhe atribuiram a sua actual designacéo,
Streptococcus agalactiae (Buchanan e Gibbons, 1974). Este microorganismo foi primeiramente
identificado como agente etiol6gico da mastite bovina, tendo sido considerado um agente patogénico
de contagio (Blowey e Edmondson, 1995). Desde a sua descricdo, em 1887, S. agalactiae também
apareceu associado a doengas em outros animais como ovelhas, cabras, suinos, caninos, felinos,
roedores, ras e peixes (Elliott et al.,, 1990; Lammler et al., 1998). Por volta de 1930, este
microorganismo foi pela primeira vez associado a casos de colonizagdo e infec¢cdo em humanos. A
colonizagéo por S. agalactiae foi estabelecida com base na observacéo de culturas positivas a partir de
secrecOes vaginais de mulheres assintomaticas (Lancefield e Hare, 1935) e os casos de infeccao terdo
sido originalmente associados a septicémia puerperal e bacterémia por S. agalactiae (Fry, 1938; Rantz
e Kirby, 1942).

Nas décadas de 1960 e 1970, S. agalactiae surgiu como agente etioldgico de doenca neonatal,
tendo sido mesmo considerado como a principal causa de morbilidade e mortalidade em recém-
nascidos nos Estados Unidos da América (EUA) (Baker et al., 1973; Barton et al., 1973; Franciosi et
al., 1973; Mccracken, 1973), o que justificou a realizacdo de diversos estudos, homeadamente no
ambito da investigacdo epidemioldgica, clinica e microbiologica. Em 1996, a comunidade cientifica
representada pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), o American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e a American Academy of Pediatrics (AAP) publicou pela
primeira vez as directrizes de prevengdo da doenca perinatal causada por S. agalactiae, as quais tém
vindo a ser regularmente reformuladas e que actualmente constituem um instrumento indispensavel
para prética clinica (CDC, 2010).



1.2.2 Isolamento e Identificacao

Os microorganismos pertencentes a espécie Streptococcus agalactiae inserem-se no grupo dos
estreptococos piogénicos (Figura 1.1), sdo Gram-positivos, catalase negativos e constituem a Unica
espécie do género Streptococcus que apresenta o carbohidrato antigénico de superficie do grupo B
(Strahl et al., 2001). A variacdo estrutural de S. agalactiae ndo se resume somente ao antigénio do
grupo especifico B, existindo outro complexo polissacarido localizado na regido externa a parede
celular que representa a capsula. Assim, Rebeca Lancefield definiu dois antigénios da parede celular
em S. agalactiae: o antigénio especifico do grupo B, comum a todas as estirpes e responsavel pela
atribuicdo da designacdo de Streptococcus do Grupo B (GBS, de “Group B Streptococcus”); € 0
antigénio capsular responsavel pela atribuicdo dos tipos capsulares conhecidos actualmente para S.
agalactiae (Caliot et al., 2012; Lancefield, 1933, 1934; Lancefield e Hare, 1935).

Tal como outras bactérias Gram-positivas, S. agalactiae apresenta uma parede celular espessa
sob um arranjo complexo de cadeias constituidas por peptidoglicano, hidratos de carbono, &cido
teicdico, lipoteicdico e proteinas (Koneman et al., 2005). O antigénio especifico do grupo B consiste
num carbohidrato ancorado ao peptidoglicano, sendo que esta estrutura complexa se baseia no arranjo
de quatro oligossacaridos distintos (ramnose, galactose, N-acetilglucosamina e glucitol) (Michon et
al., 1987, 1988). Recentemente foi descrito que o polissacarido capsular e o carbohidrato do grupo B
ligam-se por covaléncia a estruturas distintas do peptidoglicano, como a N-acetilglucosamina e o
acido N-acetilmurémico, respectivamente (Deng et al., 2000).

Com base nas variagdes da estrutura e composicdo dos polissacaridos capsulares (CPSs de
“type-specific capsular polysaccharides”) e nas respostas imunoldgicas distintas estdo actualmente
descritos dez tipos distintos para S. agalactiae: la, Ib, II, I11, IV, V, VI, VII, VIII e IX (Jennings et al.,
1981, 1983a, 1983b; Kogan et al., 1995, 1996; Lancefield, 1933; Lancefield e Hare, 1935; Slotved et
al., 2007; Von Hunolstein et al., 1993; Wessels et al., 1987, 1989, 1991).

Existem diversos métodos de identificacdo de S. agalactiae. Geralmente, procede-se a
avaliagdo morfoldgica das suas coldnias, bem como, a identificacdo do tipo de hemolise visivel apos
cultura em gelose de sangue. A grande maioria das estirpes apresenta f-hemolise discreta em redor das
colonias, no entanto, também existem estirpes a-hemoliticas e y-hemoliticas (Facklam, 2002;
Spellerberg e Brandt, 2007). Apesar da importancia da avaliagdo morfoldgica, a identificacdo
presuntiva da espécie S. agalactiae baseia-se igualmente nas caracteristicas microscopicas apos
coloracdo de Gram (diplococos de colora¢do Gram-positiva) e no teste catalase negativo.

A identificacdo/confirmacdo da espécie S. agalactiae pode ser realizada com base em testes
seroldgicos, que se baseiam na deteccdo do carbohidrato do grupo B de Lancefield, tal como ja
descrito anteriormente, os quais se baseiam na utilizacdo de anticorpos especificos ligados a particulas

latex que permitem visualizar aglutinacdo por reconhecimento do antigénio do referido grupo. Desta



forma, estes testes sdo bastante utilizados para uma confirmag&o répida do estreptococo B-hemolitico

através da identificagdo do grupo ao qual pertence (Spellerberg e Brandt, 2007).

1.2.3 Aspectos Clinicos

S. agalactiae é uma bactéria considerada comensal dos tractos gastrointestinal, respiratério e
urogenital, tendo como hospedeiros preferenciais humanos e bovinos. Este microorganismo constitui a
principal causa mundial de infeccBes invasivas no periodo perinatal e neonatal, causando quadros
graves de septicémia, pneumonia, meningite e endocardite no recém-nascido devido a transmissao
vertical (Lindahl et al., 2005; Schuchat, 1998, 2000),

E considerado um importante agente patogénico em parturientes, uma vez que pode contribuir
para o aborto, prematuridade, infeccdo do trato urinério, corioamnionite e endometrite puerperal
(Gibbs et al., 2004; Lindahl et al., 2005). Este microorganismo tem sido associado a infec¢Ges
emergentes na populacdo adulta, nomeadamente em individuos imunocomprometidos ou com alguma
patologia associada, como diabetes mellitus, neoplasias malignas, doenca hepatica, danos
neuroldgicos, alcoolismo e infec¢do por VIH . A gama de infec¢Bes neste grupo populacional inclui
infecgBes de pele e tecidos moles, bacteriémia sem foco definido, infec¢do do trato genital e urinario,
pneumonia, peritonite, meningite, endocardite, osteomielite, artrite séptica e infeccdes das
extremidades em diabéticos (Farley, 2001; Henry, 1996; Phares et al., 2008). Contudo, na maioria dos
casos, S. agalactiae surge associado apenas a colonizacdo, a qual pode ser transitoria, cronica ou
intermitente.

As infeccOes neonatais por S. agalactiae constituem a principal preocupacao clinica e podem
ser classificadas em infeccdo de inicio precoce e infec¢do de inicio tardio, consoante a idade da
crianga no momento da manifestacdo clinica, diferindo quanto a apresentacdo clinica, prognostico,
caracteristicas epidemioldgicas e patogénese. A infecgdo de inicio precoce (idade < 7 dias) é a mais
comum, representando cerca de 80% de todos os casos de infeccdo e € caracterizada pelo
aparecimento de sintomatologia (dificuldade respiratéria, febre, hipotensao e ictericia) nas primeiras 6
horas de vida, e encontra-se associada a uma mortalidade de cerca de 15 a 20%. A infec¢do pode
ocorrer durante a passagem do recém-nascido pelo canal vaginal materno, colonizado por S.
agalactiae, ou por infeccdo ascendente, pelo tracto genital, com contaminacdo do liquido amnidtico,
aquando da ruptura das membranas fetais. No liquido amnidtico, 0 microorganismo multiplica-se e
cloniza o tracto respiratério do feto, podendo causar pneumonia, e disseminar-se através da corrente
sanguinea, até outros locais anatomicos, resultando em quadros clinicos como meningite e
osteomielite (Farley et al., 1993; Lindahl et al., 2005; Rubens et al., 1991).

A infeccdo de inicio tardio (7 < idade < 89) ocorre em média aos 24 dias de idade, com

predominio dos quadros clinicos de meningite e septicémia (Gibbs et al., 2004; Graga, 2005). A sua



patogénese é pouco conhecida; no entanto supde-se que tanto a transmissao vertical (materno-infantil)
como a horizontal (por exemplo: profissionais de saide) sejam provaveis focos desta infecgdo
(Lindahl et al., 2005), a qual tem sido associada a uma menor taxa de mortalidade (2 a 6%)
relativamente & infecgdo de inicio precoce, mas esta associada a alta morbilidade, visto que 25 a 50%
dos sobreviventes desenvolvem sequelas neuroldgicas permanentes, tais como, cegueira, surdez, e
hidrocefalia (Turow, 2000).

Existem alguns factores de risco maternos que aumentam a probabilidade de transmissdo ao
recém-nascido, tais como a colonizacdo por S. agalactiae entre as 35 e 37 semanas de gestacdo, a
prematuridade (inferior a 37 semanas), histéria clinica anterior de filho com doenca invasiva por S.
agalactiae, ruptura prolongada de membranas antes do parto (superior a 18 horas), febre intraparto
igual ou superior a 38°C e bacteridria por S. agalactiae durante a gestacdo (CDC, 1996; Gibbs et al.,
2004; Lindahl et al., 2005).

A maioria das infeccBes neonatais por S. agalactiae pode ser prevenida através da profilaxia
antimicrobiana intraparto. Estudos realizados por Schrag e colaboradores (Schrag et al., 2000),
demonstram um declinio acentuado (70%) das infeccGes neonatais de inicio precoce nos EUA devido
a utilizacdo generalizada da profilaxia antimicrobiana intraparto. De acordo com as actuais directrizes
de prevengdo do CDC (CDC, 2010), o rastreio de S. agalactiae deve ser realizado na regido vagino-
perianal, entre as 35 a 37 semanas de gestacdo, por cultura, sendo recomendado o tratamento
profilatico intraparto de todas as parturientes colonizadas por S. agalactiae. A antibioterapia deve ser
efectuada por via parenteral no inicio do trabalho de parto ou aquando da ruptura das membranas. A
antibioterapia profilatica é ainda indicada para casos de cultura de S. agalactiae negativa, sempre que
ocorra ruptura prematura das membranas, uma vez que permite a eliminacdo total ou parcial de
bactérias prevenindo o desenvolvimento de processos infecciosos pela mae e recém-nascido (Glass et
al., 2005; Schuchat, 1996), bem como para casos de parto prematuro, ou de parturientes nao rastreadas
durante a gravidez, devido ao risco aumentado de doenca neonatal por S. agalactiae (Schrag et al.,
2002).

A penicilina continua a ser o antibiético de primeira escolha para a profilaxia antimicrobiana
intraparto, uma vez que é eficaz na passagem transplacentéria, apresenta um largo espectro de accéo
direccionado aos Gram-positivos, ndo foram encontrados casos de microrganismos resistentes e
apresenta um custo reduzido. Nos casos de parturientes alérgicas a penicilina, a ampicilina ou a
cefazolina surgem como alternativas de primeira linha. Como antibi6ticos de segunda linha sdo
recomendados a vancomicina, a eritromicina ou a clindamicina (CDC, 2002). Foram, entretanto
isoladas algumas estirpes de S. agalactiae com sensibilidade reduzida a penicilina nos EUA e no Japao
(Chu et al., 2007; Dahesh et al., 2008; Negano et al., 2008). Este fendmeno tem sido atribuido a
ocorréncia de mutacGes nos genes que codificam as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), alvo dos
antibioticos beta-lactamicos, as quais contribuiram para o aparecimento de concentragdes minimas

inibitérias (CMI) elevadas. No entanto, analises de filogenia comparativa demonstraram a inexisténcia



de linhagens epidémicas com sensibilidade reduzida & penicilina, e indicaram que estas linhagens tém
ocorrido de forma independente por mutagdes cumulativas nos genes pbp, mais especificamente ao
nivel do gene que codifica a Pbp2x (Nagano et al., 2008). Estes dados alertam para a necessidade de
realizacdo de vigilancia eficaz, bem como para a necessidade de detecgdo de novos marcadores de
resisténcia, até porque, varios estudos em S. agalactiae demonstraram a ocorréncia de estirpes ndo
susceptiveis a outros agentes antimicrobianos, tais como: eritromicina, clindamicina, estreptomicina,
tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina e fluoroquinolonas, em taxas de prevaléncia variaveis, de
acordo com a regido geografica (Gonzalez e Andreu, 2005; Wehbeh et al., 2005). A resisténcia aos
macrolidos (i.e. eritromicina) e as lincosamidas (i.e. clindamicina), em S. agalactiae esta associada a
modificacdo do alvo ribossomal por metilacdo (mecanismo mais frequente) e ao efluxo activo da
droga. A metilacdo da regido 23S rRNA é mediada por uma metilase ribossomal [codificada pelos
genes erm (“erythromycin ribossome methylation”) (Seppala et al., 1998; Weisblum, 1995)], a qual
adiciona dois grupos metil a um residuo de adenina do 23S rRNA, provocando alteragdes
configuracionais no ribossoma e, consequentemente, uma diminuicdo da ligagdo dos macroélidos, das
lincosamidas e das estreptograminas B; este fen6tipo de resisténcia é denominado MLSB (macrélidos,
lincosamidas e estreptograminas B). A producdo da metilase pode ser constitutiva, quando é
naturalmente produzida pela propria célula, correspondendo ao fenétipo cMLSB associado ao
gendtipo erm(B); ou indutiva sempre que é necessario um antibiotico para induzir a sua expresséo,
sendo por isso designado por fendtipo iIMLSB associado ao gendtipo erm(A). Este segundo
mecanismo baseia-se no efluxo activo da droga resultante da sintese de uma bomba de efluxo
dependente de energia, sendo mediado pela proteina Mef(E), codificada pelo gene mef(E) (“macrolide
efflux”), que apenas confere resisténcia aos macrolidos, pelo que se denomina por fenétipo M
(Leclercq, 2002; Rosato et al., 1999; Seppala et al., 1998). A resisténcia a eritromicina e clindamicina
estima-se entre 10 a 30% na Europa e EUA (de Azavedo et al., 2001; Farley, 2001; Fitoussi et al.,
2001; Florindo et al., 2010; Gherardi et al., 2007; Gygax et al., 2006; Phares et al., 2008); no entanto,
em regides como Taiwan, a resisténcia a eritromicina e a clindamicina atinge valores bastante mais
elevados, na ordem dos 91% e 82%, respectivamente. Desta forma, a realizagdo de estudos de
resisténcia a estes antibidticos é de extrema importancia, uma vez que sdo frequentemente
administrados como alternativa para parturientes alérgicas a penicilina. A vancomicina pode constituir
uma alternativa a penicilina; no entanto, a sua utilizagdo deve manter-se restrita a ambiente hospitalar
dada a sua toxicidade e resisténcias emergentes descritas para este antibiético noutros organismos
Gram-positivos (Schrag et al., 2002).

No que diz respeito aos bovinos, este microorganismo é considerado como agente etioldgico
da mastite bovina (Seegers et al., 2003). As mastites sdo infec¢des intra-mamarias, de um ou mais
quartos do Ubere da vaca, com inflamacdo ao nivel da glandula mamaéria e alteragcdes da quantidade,
aspecto e composicao de leite produzido. A via de entrada dos agentes patogénicos ocorre pelo canal

do teto, onde se multiplicam, levando a degradacdo dos tecidos celulares, sendo que a destruicdo total



ou parcial do epitélio secretor leva a diminui¢do da producgdo de leite A mastite pode ser classificada
como subclinica ou clinica. A forma subclinica ndo é detectada visualmente, uma vez que o leite
permanece inalterado e o Ubere ndo apresenta sintomas visiveis de doenca. No entanto, a sua detec¢do
pode ser realizada pela contagem de células leucocitérias presentes no leite, pois a resposta
inflamatoria devido a infeccdo promove um aumento nas contagens de células leucocitérias. A forma
clinica é caracterizada por sintomas visiveis, nomeadamente alteragdo da cor e textura do leite, Ubere
avermelhado, quente e doloroso, bem como febre e falta de apetite do animal afectado (Seegers et al.,
2003). Embora a mastite subclinica, seja menos grave fisiologicamente, esta é mais frequente e
representa um maior risco de contaminagdo para outros animais, uma vez que a sua deteccéo € dificil.
Desta forma, apesar de as formas subclinicas serem menos evidentes para o produtor, sdo as que mais
afectam o rendimento econémico da explorag&o leiteira. A maior parte dos antimicrobianos utilizados
em caso de mastites bovinas, sdo dirigidos a bactérias Gram-positivas, particularmente Streptococcus
spp. e Staphylococcus aureus. Os B-lactamicos constituem os antimicrobianos de primeira escolha em
profilaxia e tratamento, uma vez que a resisténcia a estes antimicrobianos ndo tem sido observada,
enguanto que os macrélidos sdo antimicrobianos recomendados como de segunda escolha (Schuchat,
2001).

1.2.4 Aspectos Epidemioldgicos

Estima-se que a colonizacdo da mucosa anogenital de mulheres saudaveis por S. agalactiae
ronda os 25 a 40% (Schuchat, 1999), sendo o desenvolvimento de estratégias de prevencdo
fundamental. Estes dados levaram & realizacdo de diversos estudos com o intuito de desenvolver
estratégias de prevengdo. Em 1996, o CDC publicou as primeiras directrizes de prevencéo,
culminando na implementacéo de profilaxia antibiotica intraparto nos EUA e Austrélia, o que levou a
uma diminuicdo significativa do ndmero de infecgbes em recém-nascidos (Berner et al., 1998;
Schuchat et al., 1998). De facto, a incidéncia da doenca de inicio precoce nos EUA diminuiu
aproximadamente 70% [1,7 casos por 1000 nascimentos em 1993 para 0,6 casos por 1000 nascimentos
em 1998 (Schrag et al., 2000)], porém, ndo se verificou qualquer impacto na diminui¢do da taxa da
doenca de inicio tardio (CDC, 2005; Poyart et al.., 2008). Em 2002 ocorre a implementagdo de novas
directrizes pelo CDC, nomeadamente um novo algoritmo para doentes alérgicos a penicilina e praticas
especificas para determinados cenarios clinicos e a incidéncia voltou a baixar [0,34 casos por 1000
nascimentos em 2003-2005 (Gibbs et al., 2004; Moore et al., 2003; Phares et al., 2008)]. A
generalizacdo da terapéutica intraparto pode ser problematica, uma vez que tem sido acompanhada por
um aumento da incidéncia de sepsis de inicio precoce causada por Escherichia coli (Stoll et al., 2002).
De forma a contornar esta situacdo e, a longo prazo, atingir nmeros ainda mais reduzidos para a

incidéncia de infeccdo por S. agalactiae, alguns autores continuam a defender a necessidade da criacdo



de uma vacina (Eschenbach, 2002; Maione et al., 2005). O risco de infeccdo neonatal por S.
agalactiae parece ser inversamente proporcional ao titulo de anticorpos maternos especificos para 0s
antigénios polissacaridos desta bactéria, o que se justifica pela transferéncia de imunoglobulinas G
(1gG) maternas através da placenta (Maione et al., 2005; Sinha et al., 2005). Assim sendo, a criacdo de
uma vacina para S. agalactiae apresenta-se como uma estratégia preventiva promissora, sendo para tal
necessario um melhor conhecimento das caracteristicas antigénicas e fenotipicas das estirpes
circulantes (Maione et al., 2005; Sinha et al., 2005).

1.2.4.1 Epidemiologia Molecular

A discriminacgdo de estirpes associadas a colonizag¢do ou a infecgdo por S. agalactiae, com o
intuito de proceder a identificacdo de reservatorios, vias de transmissdo de agentes patogénicos,
determinantes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos, bem como desenho de vacinas (Kong
et al., 2002; Struelens et al., 1996) exige a utilizacdo de diversas técnicas que permitam uma melhor
caracterizagdo dos microorganismos.

A caracterizagdo fenotipica tem por base as caracteristicas observaveis de um organismo; no
entanto, as técnicas moleculares ddo a conhecer outros dados sobre a epidemiologia dos
microorganismos. Desta forma, a tipagem de microorganismos com base em analises de DNA tem-se
intensificado, mostrando que esta macromolécula é um potencial marcador para a diferenciagdo entre
linhagens microbianas (Foxman et al., 2005).

A discriminacédo das estirpes de S. agalactiae tem sido realizada com base na identificagdo do
tipo capsular através de metodologias seroldgicas, tais como imuno-precipitacdo (Wilkinson e Moody,
1969), ensaios imuno-enzimaticos (Holm e Hakansson, 1988), coaglutinagdo (Hakansson et al., 1992),
imuno-electroforese por precipitacdo capilar (Triscott e Davis, 1979), testes de aglutinacdo com
particulas latex (Zuerlein et al., 1991) ou microscopia de fluorescéncia (Cropp et al., 1974), entre
outras. No entanto, as técnicas seroldgicas sdo laboriosas, requerem a disponibilidade de quantidades
elevadas de anti-soros especificos e nem sempre permitem identificar o tipo (estirpes ndo tipaveis). De
acordo com um estudo realizado nos EUA, cerca de 2,9% das estirpes de colonizacdo e 1,4% das
estirpes invasivas mostraram-se ndo tipaveis (Benson et al., 2002). Estudos realizados noutras regifes
geograficas como o México (12%), Canada (13%) e Nova Zelandia (8,7%), apresentaram diferentes
proporcdes de amostras ndo tipaveis (Kong et al., 2002; Palacios et al., 1997; Tyrrell et al., 2000),
revelando que a diversidade das linhagens de S. agalactiae esta aliada a sua origem geogréfica.

Amostras ndo tipaveis de S. agalactiae pelo método convencional (serologia) podem ser
identificadas por métodos moleculares, nomeadamente por analise do polimorfismo dos loci
capsulares cps, que codificam a estrutura do polissacarido capsular especifico (CPSs de “fype-specific

capsular polysaccharides”). A serotipagem cps, descrita pela primeira vez por Kong e co-autores



(Kong et al., 2002) tem uma concordancia total com os resultados da serotipagem capsular cléssica,
permitindo a identificacdo de subtipos capsulares, nomeadamente para o tipo Ill, o qual compreende
quatro subtipos: I111-1, I11-2, I11-3 e 111-4. Métodos moleculares de tipagem sdo teoricamente atraentes
devido ao seu elevado poder discriminatdrio e reprodutibilidade (Kong et al., 2002; Sellin et al.,
2000). Porém, algumas estirpes ndo sdo passiveis de tipagem capsular, quer por serologia, quer por
genotipagem capsular. Publicacdes recentes sugerem que o fen6tipo/genotipo ndo tipavel pode surgir
por mutacdes ou inser¢Bes na regido variavel dos loci capsulares cps (Kong et al., 2008; Sellin et al.,
2000) ou por recombinacdo génica (Ramaswamy et al., 2006) com consequente diminuicdo da sintese
dos polissacaridos capsulares ou mesmo a auséncia de capsula (Palacios et al., 1997).

A identificacdo dos tipos de S. agalactiae tem sido relevante para a investigacdo
epidemioldgica, pelo facto da sua distribui¢do variar de acordo com a regido geografica, origem
étnica, patologia desenvolvida e perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Estudos realizados na
Europa e EUA em parturientes colonizadas por S. agalactiae revelaram os tipos la, Il, 11l e VV como os
mais prevalentes (80-90%), enquanto os tipos IV, VI, VII e VIII raramente tém sido observados
(Brimil, 2006; Florindo et al., 2010; Hickman et al., 1999). Outros paises revelaram frequéncias
diferentes sendo, por exemplo, os tipos VI, VII e VIII comuns no Japdo (Lachenauer et al., 1999), e o
tipo IV o mais prevalente (26.3%) nos Emirados Arabes Unidos (Amin et al., 2002). A evolugio dos
tipos capsulares parece ser continua; de facto, durante os ultimos anos, tem-se vindo a constatar a
emergéncia do tipo V, o qual tem vindo a ser cada vez mais prevalente. Curiosamente, e igualmente
importante salientar tem sido a emergéncia do tipo IV nos EUA, o qual passou de uma prevaléncia
compreendida ente 0.4 e 0.6% para 8.4% (Diedrick et al., 2010). Estes aspectos reflectem a ocorréncia
de alteracdes epidemioldgicas, as quais advém da variacao das estirpes circulantes ao longo do tempo,
e a consequente necessidade de vigilancia continua das infeccdes por S. agalactiae (Blumberg et al.,
1996; Brimil, 2006).

Os tipos capsulares la, I, 11l e V tém sido frequentemente associados a doenca neonatal
invasiva (Bohnsack et al., 2008; Poyart et al., 2008), bem como a doencas causadas por S. agalactiae
na populagdo adulta (Dogan et al., 2005; Farley, 2001; Luan et al., 2005). Estudos epidemioldgicos,
em doenga neonatal invasiva, realizados na Europa e EUA apontam os tipos la, Il, 1l e VV como os
mais prevalentes (= 82.6%). No entanto, na Europa, o tipo III surge como o mais frequente (40.6% -
74%) (Bergseng et al., 2009; Imperi et al., 2011; Kunze et al., 2011; Martins et al., 2007; Poyart et al.,
2008), enquanto nos EUA, o tipo mais predominante é o la (27 — 40.3%) (Bohnsack et al., 2008;
Phares et al., 2008). Apesar de S. agalactiae constituir a principal causa mundial de infeccdo neonatal,
cerca de 80% das infecgOes invasivas sdo observadas em individuos com idade superior a 18 anos. Na
populacdo adulta, os tipos Ia, Il ¢ V sdo os mais prevalentes na Europa, EUA e Africa (> 81%), sendo
encontrados em proporc¢des idénticas para as referidas regides geograficas (Farley, 2001; Huber et al.,
2011; Lambertsen et al., 2010; Skoff et al., 2009; Tazi et al, 2011).
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A associacdo do tipo Ill a casos de infeccdo neonatal, nomeadamente quadros graves de
meningite (Gherardi et al., 2007; Imperi et al., 2011; Jones et al., 2003; Kunze et al., 2011; Martins et
al., 2007; Tazi et al., 2010) justificou a realizag&o de diversos estudos (Bohnsack et al., 2004; Seifert
et al., 2006) com o intuito de obter uma melhor caracterizagdo do mesmo. O subtipo I11-2 é geralmente
responsavel pelas infeccBes neonatais, sendo crucial a vigilancia epidemioldgica das linhagens
genéticas que expressam este tipo, enquanto que subtipo IlI-1 encontra-se predominantemente
relacionado com a colonizacdo (Gherardi et al., 2007; Jones et al., 2003; Manning et al., 2009; Tazi et
al., 2010).

Para além da andlise capsular, a analise de macrorestricdo de fragmentos de DNA separados
por Electroforese em Campo Pulsado (PFGE, “Pulsed-Field Gel Electrophoresis”) e a analise de
sequéncias de multiplos loci (MLST, “Multilocus Sequence Typing”) tém sido utilizadas para a
caracterizagcdo molecular das estirpes de S. agalactiae permitindo definir estruturas populacionais
através da identificagdo da relagdo genotipica, clonalidade e linhagens genéticas (Jones et al., 2003;
Melles et al., 2007; Tenover et al., 1995). A técnica de PFGE ¢ bastante discriminatéria permitindo a
avaliacdo da relagdo genotipica ou clonalidade entre as estirpes em estudo, a qual se baseia na
utilizacdo de enzimas de restricdo que reconhecem sequéncias pouco frequentes no DNA
cromossomal, dando origem a fragmentos de peso molecular elevado, os quais sdo posteriormente
separados por um sistema de electroforese em campo pulsado (Rato et al., 2008; Tenover et al., 1995).
Dados publicados demonstraram a importancia desta técnica na distin¢éo entre estirpes de colonizacao
e infeccdo, sendo que as Ultimas apresentam um perfil de PFGE semelhante, o que foi considerado
indicativo de clonalidade (Fluegge et al., 2011).

A analise por MLST tem sido utilizada como método padrdo para a determinagdo da dinamica
da estrutura genética das populacfes bacterianas a uma escala global e, consequentemente tem sido
igualmente aplicada a epidemiologia molecular das infeccGes por S. agalactiae (Cieslewicz et al.,
2005; Jones et al., 2003, 2006; Luan et al., 2005; Lin et al., 2006), tendo permitido a identificacdo de
duas linhagens genéticas associadas ao tipo capsular Ill. Desta forma, foi possivel concluir que as
estirpes respeitantes ao clone hipervirulento com sequéncia-tipo 17 (sequence type 17, ST17),
pertencem ao subtipo capsular 111-2, o qual é responsavel pela grande maioria das infec¢bes neonatais,
enguanto que o ST19, pertence ao subtipo IlI-1, o qual se encontra predominantemente associado a
casos de colonizacdo (Fluegge et al., 2011; Gherardi et al., 2007; Lin et al., 2006; Martins et al., 2007,
Tazi et al., 2010).

Apesar da serotipagem capsular, MLST e PFGE serem as principais técnicas de elei¢do para a
caracterizacdo molecular das estirpes de S. agalactiae, a analise de sequéncias de multiplos loci com
numero variavel de repeticdes (MLVA, Multiple-Locus Variant-Repeat Assay), descrita recentemente
para esta bactéria (Haguenoer et al., 2011), tem surgido como uma ferramenta valiosa para a distin¢cdo
de estirpes, sendo um método complementar as referidas metodologias. Analises de genomas

bacterianos sequenciados tém revelado a existéncia de sequéncias com nimero variavel de repetices
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em tandem (VNTRs, Variable Number Tandem Repeat), as quais podem exibir polimorfismo intra-
espécie e sdo variaveis em tamanho, localizacdo e tipo de repeticdo (Lindstedt, 2005). A variacdo do
nimero de repeticbes em determinados loci sugere a sua implicagdo na adaptagcdo genémica e
fenotipica das bactérias ao ambiente no qual se encontram inseridas (Martin et al., 2003). Através da
andlise do polimorfismo das repeticbes em tandem nos diversos loci, a técnica MLVA tem como alvo
diversos marcadores génicos (genes envolvidos no metabolismo, genes associados a viruléncia e ilhas
gendmicas) (Tettelin et al., 2005), sendo aplicada com sucesso a diversas espécies bacterianas devido
ao seu elevado poder discriminatorio, possibilitando a obtencao de uma distribuicdo clonal das estirpes
e a distin¢do entre isolados pertencentes a linhagens homogéneas (Haguenoer et al., 2011; Pourcel et
al., 2009; Puopolo e Madoff, 2003).

1.2.5 GenOmica

A anélise gendmica de S. agalactiae demonstrou que cada cromossoma constitui um mosaico
de diferentes fragmentos ancestrais, sugerindo que o intercdmbio de fragmentos de DNA tem
contribuido para a dinamica evolutiva do genoma. De facto, pensa-se que os complexos clonais com
importancia clinica terdo derivado de um Unico clone, o qual tera evoluido através da troca de grandes
regides cromossdémicas com microorganismos de linhagens mais distantes (Bisharat et al., 2004;
Brochet et al., 2006; Rice et al., 2007).

A avaliacdo da variabilidade genética em S. agalactiae, s6 foi possivel desde que Tettelin,
Glaser e co-autores (Glaser et al., 2002; Tettelin et al., 2002, 2005) procederam a sequencia¢do do
genoma completo das estirpes de referéncia de S. agalactiae, nomeadamente a 2603V/R (V/ST110), a
NEM316 (111/ST23) e a COH1 (I11/ST17), cujo tamanho dos genomas sequenciados é de 2.160.267,
2.211.485 e 2.235.585 pares de bases (pb), respectivamente. Cada genoma revelou um ndmero
diferente de genes, assim, a estirpe 2603V/R apresenta 2169 genes, a estirpe NEM316 possui 2118
genes e a estirpe COH1 contém 2481 genes. A percentagem de G-C também foi diferente entre as
estirpes, sendo de 35.6% nas duas primeiras e de 35.3% em COH1 (Glaser et al., 2002; Tettelin et al.,
2002, 2005).

A anélise dos genomas das estirpes de referéncia de S. agalactiae demonstrou a existéncia de
um “pan-genome”, constituido por genes partilhados por todas as estirpes (“‘core-genome ) que no seu
conjunto representam cerca de 80% do genoma total, e por um “accessory genome”, constituido por
genes especificos/exclusivos de cada estirpe. A variacdo genética ocorre sobretudo neste Gltimo, com
consequéncias ao nivel das propriedades bioldgicas que poderdo contribuir para a adaptacdo das
estirpes a nichos ecolégicos especificos, bem como para a patogénese (Tettelin et al., 2005). O
reservatorio genético de S. agalactiae parece ser muito vasto (“open pan-genome”), ja que novos

genes sao sucessivamente identificados, média de 33 genes por genoma sequenciado, mesmo apos a
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sequenciacdo de oito genomas de S. agalactiae de origem humana (Tettelin et al., 2005). A
comparagdo de genomas das estirpes de S. agalactiae que infectam especificamente o Homem com o
Gnico genoma de origem bovina até agora sequenciado (Richards et al., 2011), demonstrou a
existéncia de 183 genes especificos/exclusivos da estirpe bovina. Desta forma, a analise
multigenémica é essencial para a caracterizacdo funcional de importantes determinantes génicos de
forma a auxiliar a compreensdo da complexidade das espécies bacterianas (Lauer et al., 2005).

O DNA exo6geno, adquirido por mecanismos genéticos de transferéncia horizontal
desempenha um importante papel na viruléncia, evolucdo e diversificagdo gendmica dos
microorganismos do género Streptococcus (Brussow et al., 2004; Canchaya et al., 2002). De facto,
varios estudos evidenciam a transferéncia genética horizontal em S. agalactiae envolvendo elementos
moveis (i.e. bacteridfagos, transposdes, e sequéncias de insercdo), uma observacdo que corrobora a
aquisicdo de caracteristicas provenientes de outras espécies bacterianas.

A heterogeneidade genética entre estirpes de S. agalactiae, mesmo quando pertencentes ao
mesmo tipo, sugere que mecanismos de aquisicdo, duplicacdo e rearranjo contribuiram para a
diversidade genética das espécies e para a adaptacdo de S. agalactiae a novos nichos ambientais,
auxiliando a emergéncia desta bactéria como importante agente patogénico (Tettelin et al., 2002). Os
genes adquiridos estdo na sua maioria relacionados com o metabolismo ou tém funcdes de adesinas,
invasinas, superantigénios e determinantes de resisténcia a antibidticos. Tais genes tém tendéncia a
localizar-se em regides cromossomicas do “accessory genome” designadas por ilhas gendmicas de
patogenicidade. O genoma de S. agalactiae, considerando a andlise de sequencia¢do de genomas de
varias estirpes, contém um grande nimero de ilhas genémicas, 0 que constitui uma caracteristica Unica
relativamente aos genomas conhecidos de outras espécies estreptocécicas. Estas ilhas evoluem muito
rapidamente, sugerindo que os fendmenos de transferéncia horizontal de genes ocorrem de forma
constante. Em particular, o aparecimento de clones hipervirulentos de S. agalactiae pode ser resultado
destes mesmos eventos de transferéncia genética (Blumberg et al., 1996; Glaser et al., 2002; Quentin
et al., 1995). Glaser e co-autores descreveram catorze ilhas gendémicas de patogenicidade para a
estirpe de referéncia de origem humana NEM316 (Glaser et al., 2002), as quais se pensava estarem
associadas ao potencial patogénico de determinados tipos capsulares, nomeadamente do tipo IIl. No
entanto, estudos de Herbert e colaboradores (Herbert et al., 2005) apontam para o facto de apenas
quatro, das catorze ilhas identificadas serem verdadeiras ilhas de patogenicidade (I, VI, X e XIl), ja
que parece ndo existir uma associa¢do absoluta entre a sua presenca e o potencial patogénico das
estirpes. Relativamente ao genoma sequenciado da estirpe de S. agalactiae origem bovina, a maioria
dos genes especificos (~85%) reunem-se em oito ilhas gendmicas, o que foi considerado sugestivo de
aquisicdo por transferéncia horizontal (Finch e Martin, 1984; Wanger e Dunny, 1987). Para além
disso, foi identificada uma elevada por¢édo de sequéncias de insercdo (4,3% do genoma total), o que
sugere a existéncia de rearranjos genoémicos frequentes (Finch e Martin, 1984; Wanger e Dunny,

1987). Relagdes genéticas e evolutivas entre estirpes humanas e bovinas de S. agalactiae foram
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avaliadas por analise filogenética com base na técnica MLST, confirmando uma clara distingdo entre
as populages bacterianas que infectam o Homem e as que infectam os bovinos (Bisharat et al., 2004;
Bohnsack et al., 2004; Dogan et al., 2005; Sorensen et al., 2010; Sukhnanand et al., 2005). No
entanto, o clone hipervirulento ST17 demonstrou ser a Unica linhagem humana préxima da estirpe de
origem bovina ST61, o que foi considerado sugestivo da evolu¢do do clone ST17 a partir de um
ancestral bovino (Bisharat et al., 2004; Bohnsack et al., 2004; Richards et al., 2011).

A existéncia de inumeros fagos em S. agalactiae, terd igualmente contribuido para a
diversificacdo genomica, evolucdo e eventual viruléncia destes microorganismos (Brussow et al.,
2004; Canchaya et al., 2002). De facto, estudos recentes demostraram que 0S genes provenientes de
fagos correspondem a cerca de 10% dos genes especificos de cada estirpe, 0 que pode estar

relacionado com a adaptagdo ao nicho ecologico (Tettelin et al., 2002, 2005; Suttle et al., 2005, 2007).

1.2.6 Factores de Viruléncia

A ocorréncia de infecgbes estreptoctcicas invasivas depende de diversas caracteristicas
bacterianas, como a capacidade de produzir factores de viruléncia, mas também de factores especificos
do hospedeiro (sistema imunitario comprometido ou patologias associadas). S. agalactiae é
extremamente eficiente na realizacdo de mecanismos essenciais & patogénese, tais como, adesdo e
colonizacédo de superficies epiteliais e mucosas, competicdo com a flora microbiana local, penetracdo
no tecido epitelial do hospedeiro (principalmente do epitélio alveolar e endotelial), multiplicacdo no
local de infeccéo, evasdo ao sistema imunitario e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(Baron e Kasper, 2005; Maisey et al., 2009; Spellerberg, 2000). As diferengas no potencial patogénico
entre isolados de colonizacéo e de infeccdo tém suscitado diversas questfes relativamente a eventual
existéncia de caracteristicas bioldgicas Unicas que possam favorecer a infeccdo, nomeadamente a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica nos casos de meningite. Contudo, 0 processo
bioldgico através do qual uma estirpe de colonizacdo adquire capacidade de causar infeccdo ainda nao
foi decifrado. Pensa-se que as diferencas de patogenicidade estejam relacionadas com os diversos
factores de viruléncia (tabela 1.1) apresentados por S. agalactiae, dos quais alguns estdo associados a
sua capacidade de colonizacdo, enquanto que outros subvertem varias barreiras fisioldgicas
culminando na infecgéo (Spellerberg, 2000).

A patogénese das infeccBes por S. agalactiae desenvolve-se em trés etapas principais: (1)
adesdo/colonizacdo; (2) invasdo/danos no hospedeiro; e (3) sobrevivéncia in vivo/evasdo ao sistema
imunitério do hospedeiro.

(1) A colonizagdo (assintomdtica) constitui um pré-requisito para o desenvolvimento de
infeccdo; para tal, € necessario que ocorra a adesdo da bactéria & parede celular das células do

hospedeiro através de proteinas de superficie (adesinas), nomeadamente a C5a peptidase e a proteina
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Lmb, ou por apéndices filamentosos designados por Pili. A proteina C5a peptidase, codificada pelo
gene scpB, desempenha um importante papel como adesina, ao ligar-se a fibronectina das células
epiteliais (Cheng et al., 2002; Liu e Nizet, 2004) e a proteina Lmb, codificada pelo gene Imb, e
maioritariamente presente em estirpes de S. agalactiae de origem humana, promove a ligacdo da
bactéria a laminina (glicoproteina da membrana basal do hospedeiro) (Safadi et al., 2010; Spellerberg
et al., 1999); contudo, nem todos os isolados a expressam (Lindahl et al., 2005; Spellerberg et al.,
1999). A recente identificacdo da estrutura Pili de S. agalactiae (Lauer et al., 2005) veio fornecer
novas evidéncias na relacdo hospedeiro-bactéria, nomeadamente pelo seu potencial envolvimento na
ligacdo e adesdo a célula hospedeira, bem como pela interaccdo com componentes da matriz
extracelular e formacao de biofilmes (Konto-Ghiorghi et al., 2009; Rinaudo et al., 2010).

(2) Apds a adesédo celular e colonizagdo das mucosas, S. agalactiae pode disseminar-se através
da secregdo de toxinas ou da utilizacdo de factores de viruléncia conhecidos como invasinas, que
facilitam a sua entrada e permanéncia no interior das células hospedeiras (Adderson et al., 2003;
Doran e Nizet, 2004; Maisey et al., 2008). A infeccdo intracelular por S. agalactiae pode resultar na
perda de integridade dos tecidos do hospedeiro e consequente inflamagdo, contribuindo para o
desenvolvimento do processo infeccioso. Toxinas de S. agalactiae como a B-hemolisina, o factor
CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen) e a hialuronidase causam danos nas células hospedeiras que
promovem a libertacdo dos nutrientes necessarios a sobrevivéncia intracelular da bactéria (Herbert et
al., 2004). A p-hemolisina (CylE), é codificada pelo gene cyl e é responsavel pela reac¢do de f-
hemolise, que se pode observar em redor das colonias de S. agalactiae, em gelose de sangue, devido a
destruicdo total dos eritrdcitos. Esta citolisina tem capacidade de formar poros nas células hospedeiras
e tem sido associada a ocorréncia de danos no epitélio pulmonar (Liu e Nizet, 2004) e endotelial
(Gibson et al., 1999), mais evidente na infeccdo neonatal de inicio tardio. E importante salientar que
nem todas as estirpes de S. agalactiae sdao p-hemoliticas, por exemplo, as estirpes bovinas ndo causam
hemolise. O factor CAMP, igualmente importante (mas ndo essencial) para a invasao celular, é uma
proteina extracelular com a capacidade de formar poros nas células, promovendo a lise das mesmas
(Spellerberg, 2000). A hialuronidase ¢ uma enzima que promove a hidrélise do &cido hialurénico
presente na matriz extracelular de tecidos animais. Esta degradac&o facilita a disseminagdo do agente
patogénico pelo tecido e fornece nutrientes apds a lise do acido hialurénico. A hialuronidase é
codificada pelo gene hyl, altamente expresso em estirpes do tipo IlI, em particular pelos isolados de
infeccOes invasivas (Hynes e Walton, 2000). Outro factor de viruléncia importante para a invaséo de S.
agalactiae é o antigénio C, que consiste num complexo proteico composto pelas proteinas alfa e beta.
Este antigenio de superficie pode conferir & célula bacteriana a capacidade de resisténcia a fagocitose e
consequente destruicdo por polimorfonucleares. Aproximadamente 60% das estirpes dos tipos la, Ib e
Il contém pelo menos um dos componentes proteicos do antigénio C, ao contrario das estirpes
pertencentes ao tipo 11, das quais apenas cerca de 1% possuem esse(s) componente(s) (Doran e Nizet,

2004). As proteinas pertencentes a familia Alpha-like proteins (Alp), do antigénio C sdo proteinas de
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superficie caracterizadas por longas sequéncias de repeticdo em tandem: Alpha C, Rib, Epsilon (Alpl),
Alp2, Alp3 e Alp4 (Creti et al., 2004). Apesar do seu papel bioldgico ainda ndo ter sido
completamente elucidado, as Alp revelaram capacidade para promover a invasao das células epiteliais
por S. agalactiae, através da interacdo com glicosaminoglicanos da célula hospedeira, e foram
associadas a variacdo antigénica. Diversos estudos relataram a associacdo das proteinas Alp com 0s
tipos capsulares (Kong et al., 2002; Lindahl et al., 2005). O tipo la foi associado as proteinas Alpha C,
Alpl e Alp2, os tipos Ib e IV foram associados as proteinas Alpha C e Alpl, os tipos Il e Il
apresentam frequentemente a proteina Rib e a maioria das estirpes pertencentes ao tipo V apresenta a
proteina Alp3. (Gherardi et al., 2007; Kong et al., 2002).

(3) Apos transposicdo das barreiras celulares, S. agalactiae atinge a corrente sanguinea ou
estruturas mais profundas dos tecidos, desencadeando uma resposta imunoldgica, na qual as células
fagociticas do hospedeiro desempenham um papel crucial. S. agalactiae dispde de diversos factores de
viruléncia que conferem resisténcia a opsonizacdo e fagocitose, promovendo a evasdo ao sistema
imunitario do hospedeiro. A esmagadora maioria dos isolados de S. agalactiae associados a doenga
invasiva sdo encapsulados, sendo que o acido sialico, presente na superficie capsular confere
resisténcia a opsonizagao/fagocitose, ou seja, protege 0 microorganismo da deposicdo dos fragmentos
opsonizantes C3b do sistema complemento, que sinalizam a migracdo de células de defesa do sistema
imune para o local de infeccdo (Rajagopal, 2009; Spellerberg, 2000); para além disso, a capsula, tem a
capacidade de mimetizar epitopos do hospedeiro (variacdo antigénica) impedindo o seu
reconhecimento e bloqueando o acesso de moléculas de reconhecimento do hospedeiro (exemplo:
Toll-like receptors) a componentes da parede celular, ja que os mesmos se encontram ocultos pelo
involucro capsular (Doran e Nizet, 2004). A proteina C5a peptidase, desempenha um importante papel
nesta etapa, uma vez que tem a capacidade de clivar o componente C5a do sistema do complemento,
sendo que este ndo se forma na presenca da Cba peptidase e, consequentemente, diminui o
recrutamento de neutrofilos para o local de infeccdo (Beckmann et al., 2002; Cheng et al., 2002;
Chmouryguina et al., 1996; Maisey et al., 2008; Spellerberg, 2000). A proteina de superficie BibA,
codificada pelo gene gbs2018, é uma adesina que desempenha um papel importante na inibigdo de
outros componentes do sistema do complemento, uma vez que ao ligar-se ao componente C3b
promove a resisténcia a fagocitose e a adesdo as células epiteliais (Ring et al., 2002). Por fim, a -
hemolisina € igualmente importante nesta fase, uma vez que estimula a produgdo de 6xido nitrico
pelos macréfagos (Ring et al., 2002), promove a apoptose dos mesmos (Henneke et al., 2002), a

libertagéo de interleucina-8 e a hipotensdo arterial (Doran et al., 2002).
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Tabela 1.1 Factores de viruléncia em S. agalactiae e respectivo contributo para a patogénese.

Factores de Viruléncia Adeséo/Colonizacéo Sobrevivéncia in Invasdo/Danos no
vivo/Evasao ao sistema hospedeiro
imunitario do hospedeiro
Acido Sidlico X
Alpha-like proteins (Alp) X
B-hemolisina X X
BibA X
Capsula X
C5a peptidase (ScpB) X X
Factor CAMP X
Lmb X
Pili X

1.2.6.1 DNases

Os neutrofilos sdo efectores-chave da resposta imunitaria inata do hospedeiro, desempenhando
um papel crucial na resolucdo de infecgdes microbianas. Para além da sua fungdo fagocitica podem
contribuir para a eliminagdo dos agentes patogénicos através da producdo de armadilhas
extracelulares, designadas por Neutrophil Extracellular Traps (NETSs) (Figura 1.2) (Brinkmann et al.,
2004). Sob activagdo, os neutrdfilos, vidveis e ndo viaveis, produzem, maioritariamente constituidas
por DNA mitocondrial e nuclear, respectivamente, bem como por histonas e proteinas granulares
(elastase e mieloperoxidase). As NETs tém a capacidade de ligacdo a algumas bactérias (Gram-
positivas e Gram-negativas) e fungos, facilitando o aprisionamento destes microorganismos, bem
como a concentracdo de proteases nocivas para os mesmos (Brinkman et al., 2004; Berends et al.,
2010; von Kackritz-Blickwede et al., 2009). Estudos recentes efectuados em Staphylococcus aureus e
Candida albicans demonstraram gque 0s microorganismos capturados pelas NETs permanecem vivos,
evidenciando o papel destes na captura mas ndo na morte microbiana (Menegazzi et al., 2012). A
libertacdo das NETs é desencadeada em resposta a estimulos inflamatérios (LPS, IL-8 e TNF), que
ocorrem apoés ruptura da membrana citoplasmética do neutréfilo, durante um processo de morte celular
especial designado por “Netosis” (Brinkmann e Zychlinsky, 2007; Fuchs et al., 2007; Remijsen et al.,
2011).
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Publicagdes recentes realcam o papel da actividade das nucleases extracelulares nos processos
de evasdo ao sistema imunitério de algumas bactérias, tais como S. pyogenes, S. pneumoniae e S.
aureus (Beiter et al., 2006; Berends et al., 2010; Sumby et al., 2005), sendo que tal evaséo pode ser
facilitada pela degradacdo das NETs (Brinkman et al., 2004). Existem muitas bactérias patogénicas
que produzem DNases, no entanto o beneficio desta actividade enzimética ainda ndo se encontra
totalmente compreendido (Sumby et al., 2005). De facto, apesar das DNases terem sido das primeiras
proteinas a ser identificadas e extensamente caracterizadas em S. agalactiae, ainda ndo existe
nenhuma evidéncia directa que as implique na patogénese desta bactéria (Ferrieri et al., 1975, 1980).
De forma indirecta, a existéncia de anticorpos para as DNases em recém-nascidos e adultos
colonizados com S. agalactiae, indica que estas proteinas sdo produzidas in vivo e sdo imunogénicas.
Uma importante limitacdo na investigacdo do eventual papel patogénico das DNases consiste no
desconhecimento dos genes que codificam e regulam estas enzimas em S. agalactiae. Contudo,
contrastando com a total auséncia de dados em S. agalactiae, foram recentemente identificados alguns
genes localizados (no cromossoma ou em fagos), responsaveis pela actividade das DNases em S.
pyogenes e S. pneumoniae (Beiter et al., 2006).

Estudos recentes (Flemming e Wingender, 2010; Goller e Romeo, 2008; Karatan e Watnick,
2009) evidenciam a existéncia de uma relacdo entre as DNases e a producdo de biofilmes, os quais
consistem em comunidades bioldgicas, estruturadas, coordenadas e funcionais que constituem uma
forma de protec¢do ao desenvolvimento dos microorganismos, permitindo a sua sobrevivéncia em
ambientes hostis. De acordo com estes estudos, dado que a matriz que envolve o biofilme bacteriano
contétm DNA extracelular (eDNA), a producdo de DNases influenciaria o nivel de eDNA e,
consequentemente o desenvolvimento da arquitectura tipica dos biofilmes, bem como a sua utilizagdo
como fonte de nutrientes. Estudos bastante recentes revelam que, durante a infecgéo, a dissolucdo dos
biofilmes, impulsionada pela actividade das DNases constitui um passo crucial para a adaptacdo dos
microorganismos, conferindo-lhes capacidade de colonizagdo (Kiedrowski et al., 2011; Sanchez et al.,
2011).
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Figura 1.2 Neutrophil Extracellular Traps (NETSs) visualizadas por Microscopia Electrénica, adaptado de
Brinkman et al., 2004.

Estes dados s&o encorajadores dado que representam novidades promissoras na investigagao
de S. agalactiae relativamente a avaliacdo do papel biolégico das DNases na patogénese desta
bactéria. Assim, o presente trabalho tem como principais objectivos correlacionar a actividade das DNases
extracelulares com 0s seguintes parametros em estudo: estrutura genotipica, para a qual se pretende uma
avaliacdo da sua distribuicdo entre isolados de colonizag8o e infeccdo; hospedeiro (origem humana ou bovina),
pretendendo-se a identificacdo de perfis genéticos entre ambos os grupos de isolados; e origem clinica
(colonizacdo e infeccdo). Posto isto, pretende-se a obtencdo de informacéo relevante que possa contribuir para o

conhecimento do papel bioldgico das DNases extracelulares na patogénese de S. agalactiae.
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2. Material e Métodos

2.1 Coleccao de estirpes de S. agalactiae

2.1.1 Estirpes de referéncia e clinicas de S. agalactiae

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas estirpes de referéncia de S. agalactiae
pertencentes a linhagens genéticas distintas [2603V/R (genétipo: V/ST110); COH1 (genotipo:
I11/ST17); NEM316 (genotipo: 1a/ST23); O90R (gendtipo: 1a/ST25)], bem como estirpes de origem
bovina e humana.

As estirpes de origem bovina (n=60) foram isoladas de casos de mastite subclinica observados
em Portugal nos anos de 2002 e 2003 e j& haviam sido objecto de caracterizagdo prévia (tabela 2.1)
(Rato et al., 2012).

Tabela 2.1 Coleccdo de estirpes de origem bovina utilizada no presente estudo. Nimero de estirpes de referente

a cada serotipo/genotipo capsular.

Ser6tipo/Genétipo Capsular ST Nuamero total de isolados

11-3 23 1

\4 2 14

New 1° 2 6

New 2° 61 11

NT? New 3° 61 (4), 554 (20) 24
New 4° 61 1

New 5° 2 3

®Estirpes consideradas néo-tipaveis pela técnica de serologia capsular e sujeitas a analise do polimorfismo dos loci
capsulares cpsD-E-F; "Definicdo baseada na auséncia de homologia relativamente aos serétipos capsulares descritos

em S. agalactiae.
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As estirpes de origem humana (colonizagdo e infeccdo) foram seleccionadas com base no
calculo de uma amostragem estratificada, determinada através de analise estatistica realizada com
recurso a aplicacdo informéatica SPSS (Software SPSS, Versdo 16.0, IBM), com base nos seguintes
critérios: i) distribuicdo dos tipos capsulares em 100 estirpes de colonizagdo isoladas na regido de
Lisboa (Florindo et al., 2010; tabela 2.2), ii) correlacdo entre o tipo capsular e a producdo de DNases
na colecgdo de estirpes referida em i), cujos resultados preliminares obtidos pelo laboratério de
acolhimento [Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge, Departamento de Doencas Infecciosas,
Unidade de Referéncia de Doencas Sexualmente Transmissiveis (INSA — DDI/URST)] estdo descritos
na tabela 2.2; e iii) hipotético aumento do valor percentual da producdo de DNases na coleccdo de
estirpes de infeccdo, em relacdo as estirpes de colonizacdo. Dado que o papel biol6gico das DNases,
em S. agalactiae podera estar relacionado com a evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro e
consequente estabelecimento de infeccéo, foi explorada a hipGtese de um maior envolvimento deste

factor de viruléncia em estirpes invasivas.

Tabela 2.2 Resultados preliminares da prevaléncia dos serotipos/gendtipos capsulares e da producéo de DNases,
em estirpes de S. agalactiae de colonizacgdo de origem humana (n=100), utilizados para céalculo da amostragem

estatistical.

Ser6tipo/Genétipo Capsular Prevaléncia (%)* Producdo DNases (%)"
la 16% 100%
Ib 3% 100%
I 10% 70%
-1 22% 45%
11-2 13% 100%
v 3% 100%
V 33% 90%

*Florindo et al., 2010; "Com base em resultados preliminares obtidos no laboratério INSA (DDI/URST)

No ambito deste trabalho, com base nos critérios de amostragem referidos, foi definido o
conjunto de estirpes de origem humana (colonizagdo e infecdo) patente na tabela 2.3. Foram estudadas
157 estirpes de colonizacdo, isoladas a partir do exsudado ano-genital de parturientes no ultimo
trimestre de gestacdo, de acordo com as normas internacionais do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2010); e 128 estirpes de infeccdo (tabela 2.3), isoladas a partir de amostras

biol6gicas de fluidos corporais geralmente estéreis (sangue periférico, LCR e liquido pleural) de

' Amostragem realizada com o apoio do Departamento de Epidemiologia do INSA
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criangas com idade igual ou inferior a 3 meses, com quadro clinico sugestivo de septicémia ou

meningite.

As estirpes de colonizagdo foram seleccionadas a partir de estirpes isoladas no &mbito da

rotina laboratorial de diagnostico de infegdes por S. agalactiae no INSA (DDI/URST), em utentes de

consultas de clinica geral e ginecologia/obstetricia, da &rea metropolitana de Lisboa, entre 2005 e 2008

e as estirpes de infeccdo sdo provenientes de todos os hospitais pediatricos e laboratorios

microbioldgicos afiliados na Alemanha, no periodo compreendido entre 2001 e 2003 (Fluegge et al.,

2011).

Tabela 2.3 Coleccdo de estirpes de colonizagdo e infeccdo referente a cada serotipo/gendtipo capsular, utilizada

no presente estudo.

Serotipo/Genétipo Capsular Namero de estirpes colonizagao Numero de estirpes Infeccdo
(n=157) (n=128)
la 20 20
Ib 10 10
| 39 17?
-1 29 29
11-2 29 29
\Y 10 3?
V 20 20

%0 nimero de estirpes de infeccdo previamente definido por amostragem ndo foi alcancado, dada a reduzida

prevaléncia do serdtipo na infeccdo neonatal (Fluegge et al., 2011).
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Com o intuito de correlacionar a actividade das DNases em S. agalactiae com dados

epidemioldgicos moleculares e fenotipicos, constitui-se o seguinte plano de estudo (Figura 2.1):

Coleccao de estirpes

Colonizacéo

Origem Humana n=157

Origem Humana n=128

Origem Bovina n=60

Infeccéo

Caracterizagdo

Tipagem MLST Avaliacéo qualitativa e
Capsular semi-quantitativa da
actividade das DNases
DNase (+) DNase (-)
Correlagdo com genotipo, Avaliacdo quantitativa da
estrutura populacional, espécie actividade das DNases
hospedeira e origem clinica
Sub-caracterizag&o®
MLVA Susceptibilidade Deteccéo de Deteccéo de PFGE
a antimicrobianos elementos moveis genes que
(GBSi1, 1S1548) codificam as Alp

Figura 2.1 Algoritmo de tipagem das estirpes de S. agalactiae e de avalia¢do da actividade das DNases.

Correlagdo com geno6tipo,
estrutura populacional, espécie
hospedeira e origem clinica

®Dado que estudos anteriores (Ferrieri et al., 1975, 1980) e dados preliminares do laboratério (tabela 2.2) sugerem que

a maioria de estirpes sdo produtoras de DNases, limitando portanto a correlagdo entre as varidveis em estudo

(gendtipo, espécie hospedeira e origem clinica) procedeu-se a uma subcaracterizagao fenotipica e molecular de estirpes

ndo produtoras de DNAses por forma a tentar correlacionar auséncia de produgdo com os diferentes fenétipos e

gendtipos em estudo.
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2.2 Propagacao de S. agalactiae

As estirpes utilizadas no presente estudo, encontravam-se armazenadas a -80°C em tubos de
criopreservacdo Cryoinstant Red (VWR, Prolabo, Bélgica) pelo que antes de proceder aos ensaios
moleculares foram descongeladas e semeadas em placas de meio “Columbia” com 5% de sangue de
carneiro (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Franca), e incubadas durante um periodo de 24/48h a 37°C, em

atmosfera de 5% de CO,

2.3 Extraccdo de DNA

O DNA de cada uma das estirpes foi extraido através do sistema comercial QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, Valencia, EUA), de acordo com o protocolo para bactérias Gram-positivas. Em suma,
procedeu-se a lise com 30 U de mutanolisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 20 mg/ml de lisozima
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) durante 2 horas a 37°C, a partir de suspensdes celulares de S.
agalactiae, 0.5 na escala de McFarland (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Franga), de volume final de 200
pl. Este procedimento foi seguido de digestdo com proteinase K (10 mg/ml) e tampéo AL durante 30
minutos a 56°C. Apos a eluigdo em 200 pl de tampéo AE, foi determinada a concentracdo de DNA por

espectrofotometria (A=260 nm) antes de se proceder ao seu armazenamento (-80°C).

2.4 Purificacéo e Sequenciacdo de DNA

A caracterizacdo molecular envolvendo sequenciacdo de regides cromossomicas obrigou a
purificacdo prévia dos produtos amplificados por PCR. A purificagdo dos amplicGes foi realizada
através do sistema comercial QIAquick PCR Purification kit (Qiagen, Valencia, EUA) segundo as
instrucbes do fabricante, tendo-se procedido a eluicdo final em 35 ul de tampao EB. Cada reaccao de
sequenciacdo incluiu 0,5 ul de produto amplificado purificado e reagente BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, EUA) para um volume final de 10 pl.
A sequenciacdo foi realizada na Unidade de Tecnologia e Inovacdo do INSA por técnicos
especializados, no sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, EUA), com o
sequinte perfil: um ciclo inicial de deshaturacdo a 95°C durante 30 s, seguido de 25 ciclos de

desnaturacdo - emparelhamento - extensdo (95°C, 10 s; 50°C, 5 s; 60°C, 4 min).

25



2.5 Tipagem capsular em S. agalactiae

A identificacdo/classificacdo dos tipos capsulares de estirpes de S. agalactiae foi realizada por
serologia, com anticorpos especificos para os antigénios capsulares, através do sistema comercial GBS
Serotyping Kit, (ESSUM ProBiotics, Umea, Suécia), de acordo com as instrucdes do fabricante. Este
sistema compreende 10 antisoros ligados a particulas latex e permite determinar o serétipo por
observacdo de aglutinacdo na presenca do respectivo serétipo de S. agalactiae, possibilitando a
identificacdo dos 10 serétipos actualmente conhecidos para S. agalactiae (10 antigénios capsulares):
la, Ib, 11, 111, 1V, V, VI, VII, VIII e 1X), tal como anteriormente referido na sec¢do 1.2.2 do capitulo
Introdugéo. Para os casos ndo tipaveis (NT)! por serologia, bem como para a subtipagem das estirpes
com ser6tipo Ill, foi realizada a avaliagdo do polimorfismo dos loci capsulares cpsD-E-F apés
amplificacdo e sequenciacdo, segundo o método descrito por Florindo e co-autores (Florindo et al.,
2010). No presente estudo, os tipos capsulares (la, Ib, 11-V) serdo designados por “serdtipos”,
enquanto os subtipos da capsula do tipo Il (I1I-1 e 111-2) serdo designados por “gendtipos” e/ou
“subtipos”. Em suma, cada amostra de DNA de uma estirpe NT foi sujeita a amplificacdo dos genes
cpsD-E-F por PCR, tendo sido usada uma mistura reaccional constituida por: solu¢do tampédo 1x
(Bioline, Londres, Inglaterra), 2.8 mM MgCl, (Bioline, Londres, Inglaterra), 200 UM de cada
desoxirribonucleotido trifosfato - ANTP’s (Bioline, Londres, Inglaterra), 25 pmol de cada iniciador
(“primer”) “forward” (directo) e “reverse” (inverso) especificos para cada um dos sete genes (Anexo
1), 1.5 U de Bio-X-Act Proof-reading DNA polymerase (Bioline, Londres, Inglaterra) e 10 pl de DNA
para um volume final de 25 pl. As reacces de PCR foram realizadas num termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, EUA), com o seguinte perfil de amplificacdo: um
ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C durante 3 min. e emparelhamento a 51 °C durante 1 min.; seguido
de 35 ciclos compostos por: extensdo a 72°C durante 2 min e 25 s., desnaturacéo a 95°C durante 30 s. e
emparelhamento a 51°C durante 30 s.; a reaccdo termina com um ciclo final de extensdo a 72°C
durante 10 min (Florindo et al., 2010).

A visualizacdo dos produtos de PCR (pPCR) foi efectuada por electroforese em gel de agarose
a 1% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA) em solucdo tampdo TBE 1x [44.5mM Tris, 44.5mM acido bérico,
1 mM de EDTA pH 8.3 (Sigma, St. Louis, EUA)] a 5V/cm durante 90 a 120 minutos, utilizando o
reagente Sybr Safe (Invitrogen, EUA) como corante de DNA e o marcador de peso molecular
Hyperladder I (Bioline, Londres, Inglaterra).

A purificacdo e sequenciagdo dos pPCR foram realizadas de acordo com o método descrito na
seccdo 2.4. A identificacdo do genotipo capsular das estirpes de S. agalactiae foi realizada por analise
do alinhamento das respectivas sequéncia cpsD-cpsE-cpsF com as obtidas para as estirpes de
referéncia pertencentes aos genotipos la, Ib, I, 111-1, 111-2, H1-3, 11I-4, IV, V, VI, VII, VIl e IX, com
recurso as aplicacBes bioinforméaticas EditSeq e MegaAlign (Lasergene99, Madison, EUA). Os

! Aglutinagdo simultanea com mais de um serétipo ou auséncia de aglutinacéo.
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nimeros de acesso no GenBank para as estirpes de referéncia representativas de cada genotipo,
utilizadas no ambito deste trabalho, sdo: 1a/090, AF332894 para 1a/NCDC SS615, AF332903 para 12
Ib/H36B, AF332905 para I1/18RS21, AF332900 para I11-1/GB00-009, AF332896 para 111-2/M781,
AF332897 para I11-3/NCDCSS620, AF381030 para 111-4/WC3935, AF332908 para 1V/3139,
AF332910 para V/CJB111, AE009948 para V/2603V-R, AF349539 para V/CNCTC 1-82, AF337958
para VI/NT6 e AF332913 para VI1/7271).

2.6 ldentificacdo das Linhagens Genéticas por MLST

A identificacdo das linhagens genéticas das estirpes em estudo foi determinada através da
amplificacdo e sequenciacdo de fragmentos internos (~500pb) de sete genes constitutivos (adhP, phes,
atr, gInA, sdhA, glcK, tkt) de acordo com o método descrito por Jones e co-autores (Jones et al., 2003),
o0 qual esta disponivel através do acesso a base de dados publica: http://pubmist.org/sagalactiae/.

Através da analise do polimorfismo de cada um destes genes verifica-se que sequéncias
nucleotidicas diferentes correspondem a alelos distintos. As sequéncias dos alelos dos diferentes loci
foram introduzidas e examinadas na base de dados publica MLST (pubmlst.org/sagalactiae), a qual
Ihes atribuiu individualmente um algarismo, de acordo com o alelo representativo de cada sequéncia
génica. Cada estirpe foi caracterizada por um perfil alélico que corresponde ao conjunto dos alelos
determinados para os sete loci considerados. Considera-se que estirpes com o mesmo perfil alélico
pertencem a mesma sequéncia-tipo ou ST e definiu-se como complexo clonal (CC) o conjunto de
estirpes que partilha entre si seis ou setes alelos idénticos. Estirpes com variagdo em um ou dois locus
foram denominados por SLV (single-locus variation) e DLV (double-locus variation),
respectivamente.

A amplificacdo e a deteccdo dos pPCR das amostras foram efectuadas de modo similar ao
descrito no ponto 2.5, com as seguintes modificacdes: primers ou iniciadores (Anexo I); temperatura
de hibridac&o dos iniciadores de 55°C; tempo de extensdo de 1 minuto e 10 segundos; gel de agarose
2% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA); e a utilizacdo do marcador de peso molecular Hyperladder 1V
(Bioline, Londres, Inglaterra). A purificagdo e sequenciacdo dos pPCR foram realizadas de acordo

com o método descrito na sec¢édo 2.4.
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2.7 Avaliacdo da actividade das DNases em estirpes de referéncia e clinicas

2.7.1 Ensaios Qualitativos

A producdo de DNases foi avaliada de forma qualitativa, por inoculagdo de todas as estirpes
(de origem humana e bovina) da coleccdo de S. agalactiae em placas de DNA methyl green agar
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), tendo sido utilizada a estirpe de referéncia O90R, como controlo
positivo, de forma de validar o ensaio. A interpretacdo dos resultados foi efectuada apds 24 horas de
incubacdo a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. As estirpes foram consideradas produtoras de DNases

aquando da visualizacdo de halos em torno das coldnias de S. agalactiae.

2.7.2 Ensaios Semi-quantitativos e Quantitativos

A avaliagdo semi-quantitativa da actividade das DNases foi realizada para todas as estirpes da
colecgéo de S. agalactiae (de origem humana e bovina), por forma a confirmar os resultados obtidos
nos ensaios qualitativos em DNA methyl green agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), tendo em conta
as limitagOes de interpretagdo/visualizagdo dos mesmos. A avaliacdo quantitativa da actividade das
DNases foi realizada apenas para as estirpes definidas como ndo produtoras de DNases com base na
interpretacdo obtida pelos métodos qualitativos e semi-quantitativos. Para tal, foram igualmente
avaliadas estirpes clinicas e de referéncia, produtoras de DNases, pertencentes a varios complexos
clonais, as quais funcionaram como controlo da ac¢do destas nucleases, de forma a proceder a
validagdo dos ensaios.

Estas metodologias foram realizadas com base nos métodos descritos por Sumby e co-autores
(Sumby et al., 2005) e (Tolun e Myers, 2003), aos quais foram introduzidas algumas modificagdes.
Assim, procedeu-se a inoculagdo das estirpes em 5 ml de meio de cultura enriquecido e selectivo,
Todd-Hewitt suplementado com 0.5% de extracto de levedura - THY (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra),
0 qual contém na sua composi¢do agentes antimicrobianos [gentamicina (8 wg/ml) ou colistina (10
1g/ml) e &cido nalidixico (15 pg/ml)] de forma a inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas e de
outros microorganismos presentes (Shet and Ferrieri, 2004; Beitune et al., 2005; Borger et al., 2005).
A colheita do sobrenadante das culturas de S. agalactiae em fase estacionaria foi efectuada por
centrifugacdo (10 min., 3000rpm) e filtracdo (0.2 um). Posteriormente, procedeu-se a incubacao
(37°C) de 1 pg de DNA' em dupla cadeia (dSDNA) com diferentes volumes de sobrenadante na
presenca de tampdo M 1x (Roche, Portugal), durante quatro pontos horarios: 1h, 2h, 4h e “overnight”

(~17h), de forma a avaliar a digestdo de DNA, num volume reaccional de 50 pl.

! DNA bacteriano amplificado para o gene atr utilizado como substrato
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A avaliacdo semi-quantitativa foi realizada com base na visualizagdo da degradagédo do DNA
em gel de agarose, tendo-se para tal procedido a electroforese de 20 pl de cada produto de digestdo
(5V/cm durante 90 min), em gel de agarose 1% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA) [corante DNA: Sybr
Safe (Invitrogen, EUA], tampdo TBE 1x [44.5mM Tris, 44.5mM &cido borico, 1mM de EDTA pH 8.3
(Sigma, St. Louis, EUA)] e marcador de peso molecular IV (Bioline, Londres, Inglaterra). Em todos
0s ensaios foi utilizado um controlo negativo, o qual consistiu na mistura reaccional sem sobrenadante,
e um controlo positivo com adicdo de sobrenadante de uma estirpe de referéncia (O90R) produtora de
DNases.

A avaliacdo quantitativa, a qual decorreu no Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia/
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (ICAT/FCUL) foi realizada através da medi¢do da
guantidade de DNA presente em cada amostra, apds o término de cada periodo de incubacédo. Para tal,
foi utilizado o reagente Quant-iT™ PicoGreen (Invitrogen, EUA) para a quantificacio do dsDNA por
fluorimetria (excitacdo das amostras a 480 nm e emissdo a 520 nm), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Tendo por base dados preliminares obtidos no laboratério INSA - URST, as amostras foram
previamente sujeitas ao processo de purificacdo (anteriormente descrito no ponto 2.4) de forma a
eliminar potenciais inibidores do reagente Quant-iT™ PicoGreen (Invitrogen, EUA).

Em suma, adicionou-se 1 ml de Quant-iT™ PicoGreen 1x a igual volume de cada amostra
previamente diluida em tampdo TE 1x. Ap6s 5 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, em
local desprovido de luz, procedeu-se a medicao de fluorescéncia (Fluorimetro - Anthos, Zenith 3100)
em microplacas de 96 pocos e fundo plano especificas para fluorescéncia (Corning 96 Well Flat Clear
Bottom Black Polystyrene TC, Costar, EUA). Para o célculo das concentracbes de DNA em cada
amostra foi determinada uma recta padréo utilizando 4 dilui¢6es seriadas (1, 10, 100 e 1000 ng/ml) de
uma solucéo inicial de 2 pg/ml de DNA de fago Lambda: y= 3675x (x= concentra¢cdo de dsDNA,
ng/ml; y= fluorescéncia); factor de correlagio (R?)= 0,9998. A cada valor de fluorescéncia obtido foi
subtraido o valor de fluorescéncia do branco (solucdo Quant-iT™ PicoGreen 1x e tampdo TE 1x na

proporcao de 1:1). Os resultados finais foram determinados com base em trés ensaios independentes.

2.8 Subcaracterizacgdo das estirpes ndo produtoras de DNases

Com vista a identificacdo de clone (s) especifico (s) associado (s) & ndo produgdo de DNases,
foram realizadas diversas metodologias, de forma a proceder a caracterizagdo molecular e fenotipica

de um subgrupo de estirpes sem actividade ou com actividade reduzida de producdo de DNases.
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2.8.1 MLVA

A andlise do nimero variavel de repeticdes em tandem (VNTR), presentes nos genes SAG2,
SAG3, SAG4, SAG7, SAG21 e SAG22, de acordo com as sequéncias nucleotidicas das estirpes de
referéncia 2603V/R, A909 e NEM316 foi realizada com base no procedimento descrito por Haguenoer
e Colaboradores (Haguenoer et al., 2011). A determinacdo do perfil alélico foi realizada com base na
visualizacdo do perfil de bandas presentes no gel de agarose. O nimero de repeticBGes para cada VNTR
foi deduzido a partir do tamanho do amplicdo, por comparag¢do com a estirpe de referéncia, para a qual
0 numero de repeticBes era conhecido (tabela 2.4). O namero atribuido a cada alelo corresponde ao
numero de repeticdes nesse gene, permitindo a definicdo de um genédtipo MLVA para cada estirpe
(perfil alélico).

As condicbes reaccionais e o perfil de amplificacdo foram semelhantes ao descrito para o
ponto 2.4 (Haguenoer et al., 2011), com excepc¢do dos inciadores (Anexo 1); da temperatura de
hibridacdo dos iniciadores (55°C); tempo de extensdo (1 minuto e 10 segundos); da percentagem de
agarose [2% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA)] utilizada na preparacdo do gel e do marcador de peso
molecular [Hyperladder IV (Bioline, Londres, Inglaterra)].

Tabela 2.4 Caracteristicas dos seis loci VNTR seleccionados para genotipagem pela técnica de MLVA

(adaptado de Haguenoer et al., 2011)

VNTR  Tamanho das NUmero pPCR  NUmerode Tamanho min. e max.
repeticdes (pb) de repeticdes (pb) alelos dos amplicdes (pb)
2603 V/IR A909 NEM 316

SAG2 32 3 3 3 244 3 212 - 276
SAG3 24 3 2 3 126 2 126 - 150
SAG4 60 3 1 1 114 6 114 - 414
SAG7 18 6 8 - 285 9 231-573
SAG21 48 - 14 18 783 26 117 - ~2000
SAG22 159 2 5 2 928 7 292 - 1246
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2.8.2 Susceptibilidade a antimicrobianos

A susceptibilidade antimicrobiana foi determinada directamente por E-test (BioMérieux,
Marcy I’Etoile, Franga), o qual compreende um gradiente de antibidtico pré-definido utilizado para
determinar a concentra¢do minima inibitoria (CMI) em pg/ml. Este teste foi executado de acordo com
as normas internacionais publicadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009).
No ambito deste trabalho foram testados fenétipos de resisténcia a antimicrobianos considerados de
primeira escolha como a Penicilina (Beta-lactamico) e a Vancomicina (Glicopeptideo), bem como a
antimicrobianos considerados de segunda escolha, para os quais sdo geralmente observadas
resisténcias, como a Eritromicina (Macrolido) e a Clindamicina (Lincosamida).

Para a execucdo dos antibiogramas foram realizadas suspensdes celulares com uma turbidez
de 0.5 na escala de McFarland (BioM¢érieux, Marcy I’Etoile, Franga). De acordo com as instrugdes do
fabricante, o valor 0,5 da escala de McFarland corresponde a uma concentracdo bacteriana de 1.5 x
10® UFC/ml. As estirpes foram semeadas por espalhamento em placas de meio solido “Mueller-
Hinton” suplementado com 5% de sangue de carneiro (BioMeérieux, Marcy I’Etoile, Franga) e
procedeu-se a colocacdo das tiras de E-test (BioMérieux, Marcy I’Etoile, Franga), as quais se
encontram identificadas com uma escala de leitura de CMI em pg/ml. O registo de resultados foi
realizado ap6s incubacédo a 37°C, em aerobiose, durante 18 a 24 horas. Para a validacao dos valores de
CMI foi utilizada como controlo a estirpe de referéncia prara testes de susceptibilidade a
antimicrobianos, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. De acordo com as hormas internacionais
padronizadas do CLSI (CLSI, 2009), os Streptococcus beta-hemoliticos sdo considerados
sensiveis/susceptiveis aos antimicrobianos testados de acordo com os valores de CMI indicados na
tabela 2.5, sendo o fenotipo de susceptibilidade detectado pela presenca de uma elipse de inibicdo de

crescimento bacteriano em redor da tira de E-test (BioMérieux®, Marcy 1’Etoile, Franga).

Tabela 2.5 Antimicrobianos testados pelo método E-test®, de acordo com as normas publicadas pelo CLSI
(CLSI, 2009)

Classe de Antimicrobianos Antimicrobianos CMI (pg/ml)
Beta-lactdmico Penicilina <0.12 pg/ml
Glicopeptideo Vancomicina <1 pg/ml

Macrdlido Eritromicina <0.5 pg/ml
Lincosamida Clindamicina <0.5 pg/ml

®BioMérieux, Marcy I’Etoile, Franca
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2.8.3. Deteccdo de genes associados a resisténcia aos macralidos

Foram pesquisados, por PCR, 0s seguintes genes associados a resisténcia aos macrolidos:
mef(A), erm(A), erm(B). O procedimento foi realizado de acordo com método descrito por Florindo e
co-autores (Florindo et al., 2010).

As condicgdes reaccionais e o perfil de amplificacdo das amostras foram foram similares ao
descrito no ponto 2.4, com excepc¢do dos iniciadores (Anexo I), da temperatura de hibridacdo dos
iniciadores (55°C), tempo de extensdo (1 minuto e 10 segundos), percentagem de agarose [2% (p/V)
(Sigma, St. Louis, EUA)] utilizada na preparacdo do gel e do marcador de peso molecular

[Hyperladder IV (Bioline, Londres, Inglaterra)].

2.8.4 Deteccdo de elementos mdveis (GBSil, 1S1548) na regido intergénica scpB-
Imb

A presenca dos dois elementos moveis GBSil e 151548 na regido intergénica scpB-Imb foi
avaliada segundo o método descrito por Safadi e colaboradores (Safadi et al., 2010). Esta regido pode
apresentar trés estruturas diferentes (Figura 2.2), assim, a detec¢cdo de um amplicéo de 400 pb indica a
auséncia dos referidos elementos moveis, enquanto que amplicdes na ordem dos 1600 e 2200 bp
indicam a presenca dos elementos moveis 151548 e GBSi1, respectivamente (Safadi et al., 2010).

As condigdes reaccionais e o perfil de amplificacdo foram semelhantes ao descrito no ponto
2.5, com excepcdo dos iniciadores (Anexo 1), da temperatura de hibridacdo (55°C) e do tempo de

extensdo (2 minutos).

A scpB . Imb

B scpB l 151546 [ Imb

¢ scpB GBS 0 imb

Figura 2.2 Organizagdo genomica da regido intergénica scpB-Imb. (A) Auséncia dos elementos moveis 1S1548 e
GBSil na regido inter-génica scpB-Imb é caracterizada pela deteccdo de um amplicdo de 400 pb. (B) e (C) A
presenca dos elementos méveis 151548 e GBSil na regido inter-génica scpB-Imb é caracterizada pela detec¢do de

amplicdes na ordem dos 1600 e 2200 bp, respectivamente (adaptado de Safadi et al., 2010).
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2.8.5 Pesquisa dos genes pertencentes a familia de proteinas de superficie Alp

A pesquisa dos genes pertencentes a familia Alpha-like protein (Alp) foi realizada com base
no método descrito por Creti e colaboradores (Creti et al., 2004), através da amplificacdo simultdnea
(PCR Multiplex) dos genes que codificam para as proteinas Alpha-C, Rib, Epsilon (ou Alpl),
Alp2/Alp3 e Alp4. As condicdes reaccionais e o perfil de amplificacdo foram semelhantes ao descrito
no ponto 2.4, com excepcao dos iniciadores (Anexo I), da temperatura de hibridacdo (56°C), do tempo
de extensdo (40 segundos), da percentagem de agarose [2% (p/v) (Sigma, St. Louis, EUA)] e do

marcador de peso molecular usado [Hyperladder 1V (Bioline, Londres, Inglaterra)].

2.8.6 PFGE

A técnica de PFGE foi realizada com vista a avaliar a relagdo genotipica (ou clonalidade) das
estirpes clinicas ndo produtoras de DNases, tendo sido selecionadas estirpes produtoras e ndo
produtoras, de colonizacéo e infecgéo, pertencentes a diferentes gendtipos.

Esta técnica foi executada de acordo com o protocolo descrito por Rato e co-autores (Rato et
al., 2008). De forma breve, o DNA gen6mico foi imobilizado em matriz de agarose (SeaPlague,
Cambrex Bio Science Rockland, Inc, USA) e digerido com a enzima de corte raro Smal (New England
BioLabs, Beverly, USA), a qual reconhece a sequéncia 5’-CCC/GGG-3’. A electroforese em campo
pulsado foi realizada no aparelho CHEF-MAPPER (Chiller System, Bio-Rad), segundo as seguintes
condi¢es: tempo inicial de pulso, 5 segundos; tempo final, 35 segundos; tempo de corrida, 23 horas;
voltagem, 200 V (6 VV/cm).

Os padrdes de restricdo obtidos pela técnica de PFGE foram analisados de acordo com os
critérios descritos por Tenover e co-autores (Tenover et al., 1995). Foram realizadas comparagdes
entre os padroes de restricdo através da construcdo de dendrogramas, os quais foram obtidos com
recurso a aplicacdo informatica BioNumerics (Software BioNumerics, Versao 4.0, Applied Maths),
disponibilizada pelo Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia/ Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa (ICAT/FCUL). O “Dice” foi utilizado como coeficiente de semelhanga e o
“UPGMA” (“Unweigthted pair group method with arithmetic averages”) foi 0 método de
agrupamento aplicado. Foi concedida uma tolerdncia de 1.5%. entre a posi¢cdo das bandas nos
diferentes perfis e uma optimizacdo de 0.0%. Todas as estirpes com 0 mesmo padrdo de restricio
obtido por PFGE séo consideradas idénticas ou pertencentes a mesma estirpe; estirpes com perfis de
restricio com uma semelhanca inferior a 80% (Tenover et al., 1995; Rato et al., 2008) séo

consideradas como possivelmente ndo relacionados genotipicamente; e estirpes com perfis de restricdo
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com semelhanca igual ou superior a 80% sdo consideradas como possivelmente relacionadas

genotipicamente.

2.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o apoio do Departamento de Epidemiologia do INSA,
com recurso a aplicagdo informéatica SPSS (Software SPSS, Versdo 16.0, IBM). As associagdes
estabelecidas entre as varidveis em estudo foram realizadas de acordo com o teste exacto de Fisher
com um nivel de significancia de 5%.

A relacdo entre a ndo producdo de DNases e as linhagens genéticas foi determinada com base
na férmula de odds racio (OR) descrita por Brueggemann e co-autores (Brueggemann et al., 2004), a
qual se revelou bastante vantajosa, uma vez que os resultados estimados constituiram uma medida

robusta da produgéo de DNases.
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3.1 Resultados

No ambito deste trabalho foi estudada uma coleccdo de 345 estirpes, constituida por 285
estirpes de origem humana (colonizacdo n=157; infeccdo n=128) e 60 estirpes de infec¢do de origem
bovina. As estirpes de origem humana foram seleccionadas com base no calculo de uma amostragem
estratificada, determinada segundo a distribuicdo dos tipos capsulares e a sua correlacdo com a
producdo de DNases, tal como anteriormente referido na seccéo 2.1.1 do capitulo Material e Métodos.
Desta forma a serotipagem capsular, na coleccdo de estirpes de origem humana, foi previamente
realizada (resultados indicados na tabela 3.1), por forma a ser possivel a seleccao das estirpes com base
na amostragem definida estatisticamente. De acordo com o plano de estudo (ver Material e Métodos), a
coleccdo de estirpes de origem humana foi caracterizada por MLST, avaliacdo da actividade das
DNases, MLVA, padrdo de resisténcia a antimicrobianos, detec¢do de elementos moveis e proteinas de
superficie da familia Alp e padréo de restricdo por PFGE.

3.1 Identificacdo das Linhagens Genéticas em cada Serotipo/Genotipo

Capsular (estirpes humanas) - analise MLST

A determinacdo da linhegem genética de todas as estirpes da coleccdo pertencente aos
serétipos la a V, foi efectuada por MLST. Foram identificados diferentes STs, inclusivamente em
estirpes com 0 mesmo tipo capsular (tabela 3.1), tendo sido identificadas cinco linhagens genéticas:
CC1, CC12, CC17, CC19 e CC23. Em particular, os serétipos Il e IV foram o0s que demonstraram
maior heterogeneidade, tendo sido identificados varios STs distintos pertencentes aos complexos
clonais CC1, CC12, CC19, CC23 e CCl, CC12, CC23, respectivamente. No entanto, existem
genotipos capsulares para os quais esta heterogeneidade ndo se verificou, estando 0s mesmos
relacionados com uma determinada linhagem, nomeadamente 1a/CC23, I11-1/CC19, 111-2/CC17 e
VICC1.

Em relagdo a origem das estirpes (colonizagdo ou infeccdo), as linhagens genéticas
identificadas, pertencentes ao mesmo sero6tipo/genotipo capsular, foram semelhantes entre si,

demonstrando uma independéncia relativamente a origem clinica.
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3.2 Avaliacédo Qualitativa e Semi-quantitativa da actividade das DNases

A producdo de DNases foi avaliada de forma qualitativa em meio s6lido DNA methyl green
agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), em todas as estirpes clinicas em estudo (humanas e bovinas)
(Anexo I1). A estirpe de referéncia O90R foi utilizada como controlo positivo. Foi observada
descoloracdo do referido meio em 100% das estirpes de origem bovina e em 86% das estirpes de
origem humana, o que foi considerado indicativo de hidrolise de DNA e consequente producdo de
nucleases extracelulares.

Nas estirpes de origem humana verificaram-se diferengas de producdo de DNases (produgéo
versus nao producdo) entre os diferentes serdtipos/gendtipos capsulares. Assim, todas as estirpes
pertencentes aos tipos la, Ib, 111-2 e 1V, de colonizacéo e infec¢do, foram produtoras, contrastando
com os tipos Il, 111-1 e V, cuja percentagem de estirpes ndo produtoras foi de 82% a 88%, 48 a 59% e
90%, respectivamente. Embora o valor percentual de estirpes de infeccdo produtoras de DNases,
pertencentes aos tipos Il e 111-1, ter sido ligeiramente superior ao das estirpes de colonizagdo, nao foi
observada qualquer associacao estatistica entre producéo e infeccdo (P > 0.05).

A correlagdo dos dados acima descritos com as linhagens genéticas definidas por MLST
permitiu relacionar o fen6tipo ndo produtor com as estirpes dos tipos 1I/111-1/V pertencentes ao ST19 e
STs derivados (SLV ou DLV), denominado por complexo clonal 19 (CC19), o qual se mostrou a Unica
linhagem associada & ndo producdo de DNases (P < 0.01; 0 < Racio de Odds > 0.024, IC de 95%). No
entanto, apesar do fen6tipo ndo produtor estar associado ao CC19, foram igualmente identificadas
estirpes produtoras de DNases pertencentes a esta linhagem.

Tendo em conta as limitagBes de interpretacdo/visualizagdo nos ensaios em DNA methyl green
agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), todas as estirpes foram sujeitas a ensaios semi-gquantitativos
(Figura 3.1), por visualizagdo da degradacdo do DNA em gel de agarose, os quais foram concordantes
com os resultados obtidos pela técnica qualitativa. Por outro lado, foi possivel constatar que a
producdo de DNases era varidvel entre os diversos genoétipos, razdo pela qual foi posteriormente

avaliada com maior detalhe através de ensaios quantitativos.
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Figura 3.1 Ensaio semi-quantitativo da actividade das DNases em gel de agarose 1%, apds incubagdo a 37°C de
1 ug de DNA bacteriano (pPCR do gene atr) com 10 pl de sobrenadante da cultura em quatro pontos horarios:
1h, 2h, 4h e “overnight” (~17h), de forma a avaliar a digestdo de DNA. O ensaio incluiu duas estirpes: estirpe
representativa do fen6tipo produtor (NEM316) e estirpe representativa do fendtipo ndo produtor (estirpe clinica
pertencente ao CC19). Neg: Controlo Negativo (desprovido de sobrenadante); ON: “overnight” (~17h); M:
Marcador de peso molecular (Hyperladder 1V); DNase (+): Fenoétipo produtor; DNase (-): Fenétipo ndo
produtor.

Tabela 3.1 Avaliacdo da actividade das DNases com base em ensaios qualitativos e semi-quantitativos, em
estirpes de origem humana

Percentagem de estirpes com produc¢do de DNases; [STs
de estirpes com producdo de DNases]; CCs; (frequéncia)

N.° total de  N.° total de

estirpes de  estirpes de Colonizagéo Infeccdo
colonizagdo  infecgéo

Gendtipo  N.° total
Capsular  de estirpes

100% (20/20)

100% (20/20)
[ST23 (17/20); ST144 [ST23 (19/20); ST24 (1/20)]
Ia 40 20 20 (2/20); ST24 (1/20)] ,
CC23 (20/20)

CC23 (20/20)

100% (10/10) 100% (10/10)
[ST8 (5/10); ST12 (2/10);  [ST10 (5/10); ST8 (4/10);

Ib 20 10 10 ST1 (1/10); ST10 (1/10); ST12 (1/10)]

ST563 (1/10)] CC12 (10/10)

CC1 (2/10); CC12 (8/10)
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Tabela 3.1 Avaliacdo da actividade das DNases com base em ensaios qualitativos e semi-quantitativos, em

estirpes de origem humana (cont.)

Percentagem de estirpes com producdo de DNases; [STs
de estirpes com producdo de DNases]; CCs; (frequéncia)

N.° total de  N.° total de

Genotipo - N total estirpes de  estirpes de Colonizagéo Infeccdo
Capsular de estirpes colonizacdo  infeccdo
82% (32/39)
[ST 28 (10/32); ST12
(8/32); ST44 (4/32); ST10 88% (15/17)
(3/32); ST2(2/32); ST43  [ST 12 (5/15); ST28 (4/15);
I 56 39 17 (1/32); ST154 (1/32); ST19 (3/15); ST10 (1/15);
ST249 (1/32); ST347 ST22* (1/15); ST42 (1/15)]
(1/32); ST 472 (1132)]  CC19 (8/15); CC12 (6/15)
CC19 (17/32); CC12
(12/32); CC1 (2/32); CC23
(1/32)
48% (14/29)
[ST19 (8/14): ST27 (2/14); 59% (17/29)
-1 58 29 29 ST106 (2/14); ST286 [ST19 (17/29)]
(1/14); ST369 (1/14)] CC19 A7117)
CC19 (14/14)
100% (29/29) 100% (29/29)
-2 58 29 29 [ST17 (28/29); ST287 [ST17 (29/29)]
(1/29)] CC17 (29/29)
CC17 (29/29)
100% (10/10)
[ST196 (3/10); ST2 (2/10); 100% (3/3)
ST1(1/10): ST3 (1/10);  [5166 (1/3); ST8 (1/10);
v 13 10 3 ST162 (1/10); ST23 (1/10); ST23 (1/10)]
ST10 (1/10)] CC1 (1/3); CC23 (1/3);
CC1 (7/10); CC23 (2/10); CC12(13)
CC12 (1/10)
90% (18/20) 90% (18/20)
Vv 40 20 20 [ST2 (13/18); ST1 (5/18)]  [ST1(15/18); ST2 (1/18);
CC1 (18/18) ST23 2/18)]

CC1 (16/18); CC23 (2/18)
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Tabela 3.2 Avaliacdo da actividade das DNases com base em ensaios qualitativos e semi-quantitativos, em

estirpes de origem bovina

Percentagem de estirpes com producéo
de DNases; [STs de estirpes com
producdo de DNases]; CCs; (frequéncia)

0 0
Gendtipo N.° total de N. _total de N. _total de x
: estirpes de estirpes de Infeccéo
Capsular estirpes B ; ~
colonizacéo infeccéo
100% (1/1)
Hi-3 1 ) ! [ST23 (1/1)]
1009% (14/14)
v 14 - 14 [ST2 (14/14)]
1009% (45/45)
NT 45 i 45 [ST2 (9/45); ST61 (16/45); ST554
(20/45)]

3.3 Avaliagdo Quantitativa da actividade das DNases

Com o intuito de verificar a eventual auséncia de producdo de DNases nas estirpes
pertencentes ao CC19, procedeu-se a determinacdo da quantidade/percentagem de DNA remanescente
em cada amostra, apds a incubacdo de uma quantidade de DNA conhecida com o sobrenadante de
cada cultura S. agalactiae recolhida durante a fase estacionaria de crescimento, a 37°C, mais
precisamente em 4 pontos horérios (1h, 2h, 4h e 17h) (Figura 3.2). Para tal, foram seleccionadas
estirpes CC19 representativas do fendtipo ndo produtor de DNases, quer de colonizagdo, quer de
infeccdo, com cépsula dos tipos II, 111-1 e V. Foram avaliadas em simultaneo, estirpes produtoras de
DNases do mesmo genétipo (I11/CC19 e I11-1/CC19), com excepgédo do serétipo capsular V, dado néo
terem sido identificadas estirpes V/CC19 produtoras de DNases nos ensaios qualitativos e semi-
guantitativos. Foram avaliadas estirpes, de colonizacdo e infec¢do, pertencentes a outros complexos
clonais, aqui designadas como estirpes “outgroup”, respeitantes aos genétipos 111-2/ST17, 1a/ST23,
VIST1 e New-2/ST61, sendo que esta Ultima corresponde a uma estirpe de origem bovina, evidenciada
como ancestral do clone ST17 (Bisharat et al., 2004; Bohnsack et al., 2004; Richards et al., 2011). Por
fim, foram incluidas as estirpes de referéncia, NEM316, 2603V/R e COH1, como controlos.

A analise da actividade das DNases em estirpes CC19, definidas com o fen6tipo ndo produtor

pelos ensaios anteriores, permitiu verificar que o valor percentual da quantidade de DNA permaneceu
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idéntico e proximo a 100% (1 pg) mesmo apds 17h de incubagdo com sobrenadante de culturas das
referidas estirpes. De facto, foi detectada uma quantidade de DNA remanescente compreendida entre
94 e 99%, cujo intervalo estd compreendido na gama de valores obtidos para o controlo negativo (sem
adicdo de sobrenadante; 94 a 100%). Estes dados reflectem uma actividade nula ou residual nestas
estirpes, o que confirmou a associacao do fen6tipo ndo produtor ao CC19.

Para as estirpes CC19 produtoras de DNases, as quais foram avaliadas em simultaneo,
verificou-se uma degradacdo de DNA no periodo de 17h compreendida entre 20 e 30%, 0 que se
considerou como indicativo de uma producao pouco acentuada de DNases.

De um modo geral, todas as estirpes estudadas como “outgroup” apresentaram producgdo de
DNases, tendo sido possivel observar uma diferenca substancial entre os diferentes gendtipos
estudados. Assim, as estirpes ST17 foram as que apresentaram menor producdo de DNases, tendo sido
registado um valor de DNA remanescente de cerca de 55%, contrastando com a elevada producéo
apresentada pelas estirpes dos gendétipos V/ST1 e New-2/ST61 (degradagdo de DNA proxima de
100%).

A anélise da actividade das DNases nos trés grupos de estirpes clinicas (CC19 nédo produtoras,
CC19 produtores e “outgroup”), permitiu constatar a existéncia de perfis idénticos de degradacdo de
DNA entre as 0 e as 17h, entre estirpes de colonizacdo e infeccdo pertencentes ao mesmo
genotipo/fendtipo, a excepcdo das estirpes ST61 para as quais se observaram diferentes perfis de
producdo. As estirpes de referéncia, NEM316, COH1 e 2603V/R apresentaram perfis de degradacgéo
de DNA semelhantes aos obtidos para as estirpes clinicas da mesma linhagem (CC23, CC17, CC19,
respectivamente). E de salientar a auséncia/reduzida producdo de DNases (95% de DNA
remanescente, apés 17h) pela estirpe de referéncia 2603V/R, corroborando a associagdo entre o

fendtipo ndo produtor e 0 CC19.
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Figura 3.2 Ensaios quantitativos da ac¢do das DNases representativos da evolucdo da actividade diferencial das

estirpes ao longo do tempo (Oh — 17h). O ensaio foi realizado em duplicado, sendo apresentados os valores

médios. As barras de erro associado sao indicativas do desvio padrdo.

3.4 Subcaracterizacao das estirpes CC19

Com o intuito de proceder a identificacdo de determinantes genéticos associados a

producdo/ndo producdo de DNases, todas as estirpes CC19 (n= 97; 55 estirpes de colonizacdo e 42

estirpes de infeccdo), foram sujeitas a caracterizacdo molecular e fenotipica adicional (MLVA,

resisténcia a antimicrobianos, deteccdo de elementos méveis na regido inter-génica scpB-Imb, pesquisa

dos genes alp e PFGE).
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3.4.1 MLVA

Com base na técnica MLVA foram identificados dois perfis/genétipos para as estirpes CC19.
Todas as estirpes CC19 produtoras e nao produtoras, de colonizacao e infecgdo, apresentaram o perfil
33 (3,3,3,5,0,2) a excepcao das estirpes ST28, nas quais foi identificado o perfil 32 (3,3,1,5,0,2).

3.4.2 Susceptibilidade a antimicrobianos

Nenhuma estirpe CC19 apresentou resisténcia a penicilina (CMI entre 0.032 e 0.125ug/ml) e
vancomicina (CMI entre 0.25 e 1 pg/ml). Relativamente aos macrolidos, as estirpes CC19 de infecgdo
nédo revelaram qualquer resisténcia. Dezassete das 55 estirpes CC19 de colonizagéo (31%) revelaram
resisténcia a eritromicina, as quais pertenciam aos gendtipos Il1-1 (n=16) e Il (n=1). Nove destas 17
estirpes (16.4% do total de estirpes CC19 de colonizagdo) apresentaram resisténcia simultanea a
eritromicina e clindamicina. Através de amplificacdo por PCR foi possivel a deteccdo/identificagdo
dos genes responsaveis pelas referidas resisténcias. Nas nove estirpes que apresentaram resisténcia
simultanea a eritromicina e clindamicina (CMI > 256 pg/ml) foi detectada a presenga do gene ermB.
Nas estirpes que apenas foram resistentes a eritromicina, CMI entre 2 e 6 g/ml, em oito foi detectado
0 gene ermA e numa estirpe o gene mefA.

A correlagdo entre os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos e a
producdo de DNases permitiu constatar que todas as estirpes CC19 de colonizacgdo resistentes aos
macrolidos ndo produzem DNases. Contudo, esta situacdo ndo se verifica para a coleccdo de estirpes

de infeccdo, na qual existem estirpes ndo produtoras de DNases susceptiveis a eritromicina.

3.4.3 Deteccdo de elementos moveis (GBSil, 1S1548) na regido intergénica scpB-
Imb

A presenca dos elementos moéveis GBSil e 1S1548 na regido intergénica scpB-Imb foi avaliada em todas
as estirpes CC19 de colonizacdo e infecgdo, produtoras e ndo produtores de DNases, através de amplificacdo por
PCR. A maioria das estirpes pertencentes ao CC19 (n=76; 78%) apresentaram um amplicdo de 1600 pb,
indicativo da presenca do elemento mével 1S1548; nas estirpes pertencentes ao ST28 (n=21; 22%) foi detectado

um amplicdo na ordem dos 2200 pb, o qual corresponde a presenca do elemento mével GBSil.
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3.4.4 Pesquisa dos genes pertencentes a familia de proteinas de superficie Alp

A pesquisa dos genes alp foi efectuada em todas as estirpes CC19 de colonizacgdo e infecgéo,
produtoras e ndo produtores de DNases. Das 97 estirpes pertencentes ao CC19, todas apresentaram a
proteina de superficie rib (gendtipos capsulares Il e 111-1), com excepcdo de uma estirpe de infeccdo
pertencente ao serétipo capsular V, ndo produtora de DNases, para a qual foi detectada a presenca do

gene alp3.

3.45 PFGE

A técnica de PFGE foi realizada com vista a avaliar a eventual clonalidade das estirpes
pertencentes ao CC19 ndo produtoras de DNases. Desta forma, foram selecionadas oito estirpes
representativas deste complexo clonal, nomeadamente quatro estirpes CC19 produtoras (ST19, n=2;
ST28, n=2) e quatro ndao produtoras (ST19, n=2; ST28, n=2), sendo cada par constituido por uma
estirpe de colonizacdo e outra de infecgéo.

A técnica de PFGE permitiu a identificacdo de cinco padrdes de restricio de DNA
cromossomico (perfis com 8 a 12 bandas) para as estirpes de S. agalactiae analisadas, correspondendo
a dois tipos de PFGE, designados por A e B (Figura 3.3). O tipo A incluiu apenas uma estirpe, de
colonizagdo, produtora de DNases e com o gendtipo 111-1/ST19/33/IS1548/rib. As restantes sete
estirpes analisadas pertenceram ao tipo B, o qual apresentou quatro subtipos de PFGE, constituindo
um grupo clonal (“cluster I”, coeficiente de similaridade > 84%). E de referir que o subtipo B-1
incluiu apenas estirpes I11-1/ST19 enquanto as estirpes 11/ST28 corresponderam aos subtipos B-2 a B-
4. Com base nos resultados apresentados na Figura 3.3, ndo foi possivel discriminar as estirpes CC19
relativamente & producdo de DNases e a origem clinica. Por exemplo, as trés estirpes pertencentes ao
tipo B-1 (coeficiente de similaridade de 100%) apresentaram 0s mesmos marcadores epidemiolégicos
estudados (111-1/ST19/33/1S1548/rib), contudo diferiram no que diz respeito a origem clinica e a

producdo de DNases.
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Figura 3.3 Dendrograma construido com base nos padrfes de Smal obtidos por PFGE em S. agalactiae.

As condicdes para a elaboragdo do dendrograma foram as seguintes: coeficiente de semelhanca de “Dice”,
método de agrupamento “UPGMA” (Unweigthed pair group method with aritmetic averages), optimizacao de
0.0% e tolerancia de 1.5%. (+): Fenétipo produtor de DNases; (-): Fenétipo ndo produtor de DNases; S -
susceptibilidade a antimicrobianos.
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4 Discussao

O presente estudo teve por base a avaliagdo da actividade das DNases, bem como a correlagéo
com o gendtipo, origem clinica e hospedeiros em estudo, de forma a encontrar informacdes
significativas e esclarecedoras acerca do papel biolégico das DNases na patogénese de S. agalactiae.
Este microorganismo comensal e patogénico de humanos e bovinos continua a ser considerado a
principal causa mundial de infec¢Bes invasivas no periodo perinatal e neonatal (Lindahl et al., 2005;
Schuchat, 1998, 2000) surgindo também associado a infec¢do emergente na populagdo adulta (Farley,
2001; Henry, 1996; Phares et al., 2008). Desta forma, é cada vez mais importante a realizacdo de
estudos com vista a conhecer melhor os seus mecanismos de patogénese/viruléncia, caracteristicas
fenotipicas e genotipicas das estirpes circulantes, bem como a sua distribuicdo na populagéo. O papel
da actividade enzimatica das DNases extracelulares na patogénese bacteriana continua por esclarecer
(Sumby et al., 2005). PublicacGes anteriores apontam para a importancia destas nucleases na evasdo
ao sistema imunitario em S. pyogenes, S. pneumoniae ou Staphylococcus aureus (Beiter et al., 2006;
Berends et al., 2010; Sumby et al., 2005), no entanto, apesar do elevado nimero de estirpes S.
agalactiae produtoras de DNases, (Ferrieri et al., 1975, 1980) ainda néo existe nenhuma evidéncia
directa que as implique na patogénese desta bactéria.

4.1 Caracterizacdo molecular de S. agalactiae

No presente trabalho, foram estudadas apenas estirpes com tipos la a V, dada a sua elevada
prevaléncia (80 a 90%) (Brimil, 2006; Florindo et al., 2010; Hickman et al., 1999). Estudos realizados
na Europa e EUA, documentaram os tipos la, 11, 11l e V como 0s mais prevalentes em colonizacdo de
parturientes por S. agalactiae (Brimil, 2006; Florindo et al., 2010; Hickman et al., 1999), doenca
neonatal invasiva (Bergseng et al., 2009; Bohnsack et al., 2008; Imperi et al., 2011; Kunze et al.,
2011; Martins et al., 2007; Phares et al., 2008; Poyart et al., 2008) e doenca na populacdo adulta
(Farley, 2001; Huber et al., 2011; Lambertsen et al., 2010; Skoff et al., 2009; Tazi et al, 2011). Alguns
autores (Maione et al., 2005; Weisner et al., 2004) consideram que a prevaléncia dos referidos tipos
capsulares justifica que sejam o0s escolhidos para a constituicdo de uma vacina, ja que seria
teoricamente eficaz na cobertura de 85% dos casos de infec¢do por S. agalactiae do recém-nascido.
Nos ultimos anos, tem-se vindo a constatar a emergéncia do tipo IV, em particular nos EUA (Diedrick
et al., 2010) o qual foi por esta razdo incluido no presente estudo. A serologia capsular é o método
classico utilizado na tipagem de S. agalactiae em estudos epidemioldgicos; no entanto, ndo permite
determinar a clonalidade das estirpes devido ao nimero de casos de ndo tipaveis (~11%) (Davies et

al., 2001), bem como devido ao fenomeno “capsular switching” (Davies et al., 2004; Jones et al.,
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2003; Luan et al., 2005). Estudos recentes (Martins et al., 2010) sugerem que o fendémeno “capsular
switching” por transferéncia horizontal de genes nédo é tdo frequente como anteriormente sugerido por
outros autores (Davies et al., 2004; Jones et al., 2003; Manning et al., 2008), considerando 0s erros
provenientes da serotipagem como a principal razdo para a elevada estimativa de casos de
“switching”. Desta forma, é importante a realizagao da tipagem capsular por analise do polimorfismo
dos loci capsulares cps, de forma a ultrapassar as limitagdes dos métodos seroldgicos.

Com o intuito de proceder a identificacdo das linhagens genéticas das estirpes em analise,
recorreu-se a técnica MLST, a qual tem sido frequentemente utilizada como método padrdo para a
determinacdo da estrutura populacional em S. agalactiae (Bisharat et al., 2005; Cieslewicz et al.,
2005; Jones et al., 2003, 2006; Lin et al., 2006; Luan et al., 2005). No que diz respeito as relacdes
verificadas entre tipos capsulares e complexos clonais, os resultados obtidos correspondem ao
esperado, uma vez que estas associacdes ja tinham sido identificadas em estudos anteriores (Fluegge et
al., 2011; Gherardi et al., 2007; Lin et al., 2006; Martins et al., 2007; Tazi et al., 2010). Foram
identificadas quatro linhagens genéticas principais 1a/CC23, 111-1/CC19, 111-2/CC17 e V/CCL1, o que
indica a elevada clonalidade da estrutura populacional das estirpes de S. agalactiae. Foi possivel
identificar duas linhagens genéticas associadas ao tipo capsular I11. Desta forma, tal como descrito em
estudos anteriores é possivel concluir que o clone hipervirulento ST17, o qual é responsavel pela
grande maioria das infeccGes neonatais, estd associado ao subtipo capsular 111-2; ja o clone ST19
surgiu predominantemente associado ao subtipo I11-1, o qual foi principalmente associado a casos de
colonizagéo por S. agalactiae (Fluegge et al., 2011; Gherardi et al., 2007; Lin et al., 2006; Martins et
al., 2007; Tazi et al., 2010). Apesar da importancia da técnica de MLST na identificacdo das linhagens
genéticas de S. agalactiae, esta ndo permitiu a identificacdo de linhagens/clones associados ao
fendtipo produtor e/ou ndo produtor de DNases. De facto, 0 MLST é geralmente aceite como método
padrdo para a genotipagem de S. agalactiae mas, estudos publicados por Sorensen e co-autores
(Sorensen et al., 2010), demonstraram a sua incapacidade na identificacdo de populagdes clinicamente
distintas pertencentes ao complexo clonal 23, revelando que o nimero de loci seleccionados é
insuficiente para a distin¢do destas linhagens. Para além disso, o facto dos genes utilizados na anélise
por MLST estarem mapeados no cromossoma em regides proximas e ndo em locais dispersos, pode

levar a analises filogenéticas erroneas (Sorensen et al., 2010).

4.2 Avaliacdo da actividade das DNases

No que diz respeito aos ensaios realizados com o intuito de avaliar a actividade das DNases,
foi possivel concluir que a maioria das estirpes de S. agalactiae produz DNases, ou seja, verificou-se
que 100% das estirpes de origem bovina e 86% das estirpes de origem humana sdo produtoras de

nucleases extracelulares. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os anteriormente
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publicados por Ferrieri e co-autores (Ferrieri et al., 1980) os quais obtiveram exactamente 86% de
estirpes produtoras de DNases de origem humana; no entanto, ainda néo exitem estudos documentados
na literatura sobre a actividade das DNases em estirpes de S. agalactiae de origem bovina, ndo sendo
portanto possivel o estabelecimento de comparagdes com os resultados obtidos no presente estudo
para estas estirpes (100% de estirpes produtoras de DNases). Um aspecto importante de salientar é o
facto da produgdo de DNases variar consoante os capsulares e as linhagens genéticas. A percentagem
de estirpes com o fendtipo ndo produtor foi encontrada nos tipos capsulares Il, I11-1 e V, sendo que
esta foi restrita a uma Unica linhagem genética, CC19. Embora se pudesse especular sobre a eventual
existéncia de uma maior producdo de DNases para as estirpes de infeccdo, devido ao seu potencial
patogénico e portanto, a maior necessidade de aquisicdo de factores de viruléncia, ndo foram
verificadas diferencas entre estirpes de colonizagdo e infecgdo, 0 que sugere que a producdo de

nucleases extracelulares é independente da origem clinica das estirpes.

4.3 Subcaracterizagao das estirpes CC19 de S. agalactiae

Diversos genes tém vindo a ser sugeridos como potenciais marcadores de viruléncia na
patogénese de S. agalactiae. Desta forma, procedeu-se a subcaracterizagdo genética das estirpes
pertencentes ao CC19, através da caracterizagdo de um painel de marcadores genéticos, com base em
técnicas de elevado poder discriminatério, de forma a encontrar evidéncias genéticas que pudessem
justificar os diferentes fendtipos de produgdo de DNases.

O método MLVA constituiu uma das técnicas de elei¢do para a subcaracterizacéo das estirpes
CC19 devido ao seu elevado poder discriminatério. As especificidades dos VNTRs para cada
linhagem filogenética sugerem a implicagdo dos mesmos na adaptacdo de S. agalactiae ao seu
ambiente, bem como na viruléncia, sendo desta forma justificada a utilizacdo desta técnica no presente
estudo. No entanto, a analise do polimorfismo das repeticGes em tandem nos diversos loci, apenas
permitiu definir uma distribuicdo clonal das estirpes bastante semelhante a obtida pela técnica de
MLST, tal como anteriormente havia sido descrito por Haguenoer e co-autores (Haguenoer et al.,
2011). Estes autores definem a técnica de MLVA como um método de poder discriminatério superior
ao MLST, o qual permite a distingdo entre estirpes pertencentes a linhagens homogéneas. Assim,
apesar da técnica MLVA ser descrita como uma ferramenta valiosa para a distingdo de estirpes em
inimeras espécies bacterianas (Pourcel et al., 2009; Puopolo e Madoff, 2003), tendo como alvo
diversos marcadores génicos (genes envolvidos no metabolismo, genes associados a viruléncia e ilhas
genomicas) (Tettelin et al., 2005), tal ndo aconteceu no presente trabalho, j& que a mesma nao permitiu
a separacdo das estirpes CC19 em clones associados & producdo ou & ndo producdo de DNases

extracelulares.
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Um aspecto interessante relativamente aos testes de susceptibilidade a antimicrobianos incidiu
no facto das estirpes CC19 resistentes aos macrolidos apresentarem o fené6tipo ndo produtor de
DNases. No entanto, este aspecto apenas foi verificado para as estirpes de colonizacao e, para além
disso, constatou-se a existéncia de estirpes ndo produtoras de DNases susceptiveis aos macrolidos, ndo
sendo assim possivel estabelecer uma associagdo entre fen6tipo ndo produtor de DNases e resisténcia a
antimicrobianos.

No presente trabalho, as estirpes pertencentes ao CC19 foram agrupadas em dois “clusters”,
consoante os elementos moveis presentes na regido intergénica scpB-ImB. Assim, as estirpes CC19 (de
colonizacdo ou de infeccdo) pertencentes ao subtipo Il1-1 (ST19 e STs derivados) apresentaram o
elemento movel 1S1548, enquanto que as estirpes pertencentes ao tipo Il (ST28) foram caracterizadas
pela presenca do GBSil. Os resultados obtidos estdo de acordo com a hip6tese anteriormente colocada
por Bohnsack e co-autores (Bohnsack et al., 2008), segundo a qual estes dois “clusters” parecem
formar duas linhagens distintas mas relativamente homogéneas, as quais poderdo apresentar diferencas
a nivel da expressdo de factores de viruléncia. Segundo Safadi e co-autores (Safadi et al., 2010) a
presenca de elementos moveis ndo influenciaria a expressdo do gene scpB mas a expressdo do gene
Imb aumentaria significativamente nas estirpes que apresentam o elemento mével 151548 na regido
intergénica scpB-ImB. Desta forma, as estirpes ST19 poderdo ter maior capacidade de adesdo a
laminina de hospedeiros de origem humana. Os elementos mdveis constituem uma importante fonte de
plasticidade genética para os microorganismos, na medida em que influenciam a sua evolugdo e
adaptacdo através da recombinacdo e transferéncia horizontal de genes, bem como os mecanismos de
viruléncia da bactéria através da sua influéncia na expressao génica (Brochet et al., 2006). Desta
forma, a presenca de elementos moéveis no genoma de S. agalactiae sugere que a transferéncia
horizontal de genes podera ter um importante papel na diversificacdo gendmica e na emergéncia de
clones virulentos (Domelier et al., 2009; Glaser et al., 2002; Héry-Arnaud et al., 2007). Tem sido
demonstrado que as patologias causadas por S. agalactiae sdo na sua maioria originadas por um
conjunto limitado de linhagens clonais e, assim sendo, os elementos mdveis surgem como marcadores
genéticos para linhagens genéticas particulares (Bisharat et al., 2005; Bohnsack et al. 2008; Musser et
al., 1989; Quentin et al., 1995). Tal como referido por Safadi e co-autores, a regido intergénica scpB-
Imb poderé ser essencial para a colonizagdo ou infeccdo em humanos (Franken et al., 2001; Gleich-
Theurer et al., 2009), no entanto, apesar dos elementos mdveis serem importantes marcadores de
linhagens genéticas, mais uma vez, as linhagens evidenciadas ndo se relacionam com a
presenca/auséncia de producdo de DNases, sendo que em ambas as linhagens CC19 indicadas sdo
visiveis fendtipos de producgéo e ndo producéo.

A pesquisa dos genes que codificam para as proteinas de superficie Alp foi efectuada em todas
as estirpes CC19, tendo sido constatada a presenca do gene rib em todas as estirpes pertencentes aos
tipo 1l e sub-tipo I1l-1. Estes resultados estdo de acordo com os descritos por Gherardi e co-autores

(Gherardi et al., 2007), os quais referem que os tipos Il e Il apresentam frequentemente o gene rib.
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Contudo, e ao contrério do que foi descrito na referida publicacdo (Gherardi et al., 2007), todas as
estirpes CC19 pertencentes ao tipo capsular V apresentaram 0 gene rib, a excep¢do de uma Unica
estirpe que apresentou o gene alp3, o qual de acordo com 0s mesmos autores, é 0 mais frequentemente
associado ao tipo V (Gherardi et al., 2007). Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os
estudos de Mavenyengwa e colaboradores (Mavenyengwa et al., 2008) que obtiveram uma elevada
frequéncia da proteina Rib (75.8%) nas estirpes do tipo capsular V, em contraste com a baixa
prevaléncia da proteina Alp3 (6.8%). Sendo a presenca da proteina Rib considerada rara nas estirpes
pertencentes ao tipo V (Gherardi et al., 2007; Lindahl et al., 2005), Mavenyengwa e colaboradores
(Mavenyengwa et al., 2008) defendem que este aspecto possa estar eventualmente relacionado com o
facto de nestas estirpes, a proteina Rib ter ocupado a posicdo e, possivelmente, a funcdo bioldgica
realizada pela proteina Alp3, sendo tentador especular se este aspecto sera reflexo da existéncia de
diferencas evolutivas entre as linhagens de S. agalactiae. De facto, tal como descrito em varios
estudos (Kong et al., 2002; Lindahl et al., 2005), as proteinas Alp encontram-se fortemente associadas
aos tipos capsulares, ndo tendo sido possivel verificar qualquer associa¢do destas proteinas com o0s
fendtipos de produgdo/ndo producdo de DNases, nem com as linhagens pertencentes ao CC19, mas
sim com os tipos expressos pelas estirpes.

Relativamente a andlise realizada por PFGE, verificou-se a existéncia de clonalidade entre as
estirpes CC19 produtoras e ndo produtoras de DNases, tendo sido observada pouca variagao entre 0s
padrdes de restricdo obtidos para as estirpes pertencentes ao referido complexo clonal. Foi definido
um unico “cluster” (similaridade > 84%), dentro do qual algumas estirpes apresentaram o mesmo
perfil PFGE (100% de similaridade), sendo que apenas uma estirpe ndo foi incluida no referido
“cluster”. Algumas estirpes com 0s mesmos marcadores epidemiologicos estudados (IlI-
1/ST19/33/1S1548/rib) e 0 mesmo perfil de PFGE (100% semelhanca), apenas diferiram na origem
clinica e na producdo de DNases. Enquanto que também se verificaram casos em estirpes pertencentes
a mesma origem clinica e com o mesmo fendtipos de producéo de DNases, apresentaram marcadores
epidemioldgicos (incluindo perfil de PFGE) diferentes. Desta forma, ndo foi possivel a obtencéo de
perfis de PFGE que pudessem eventualmente separar as estirpes CC19 em clones associados a

presencga/auséncia de producéo de DNases extracelulares.

4.4 Conclusdes/Perspectivas futuras

O presente estudo permitiu demonstrar que o facto de uma estirpe pertencer ao CC19 aumenta
a sua probabilidade de ndo produzir DNases, no entanto, ndo foi possivel encontrar evidéncias que
possam justificar os diferentes fenotipos de producdo de DNases expressos pelas estirpes. Foram
identificadas algumas caracteristicas genéticas que parecem ser tipicas do referido complexo clonal,

tais como: 1) associacdo com os tipos capsulares Il, 111-1 e V; 2) perfil de MLVA 32 ou 33; 3)
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elementos mdveis GBSilou 1S1548; e 4) proteinas de superficie Alp3 ou Rib. A anélise comparativa
entre os marcadores epidemiol6gicos utilizados ndo permitiu o estabelecimento de correlagdes com a
producdo de DNases; estudos recentes (Sorensen et al., 2010) alertam para esta dificuldade, dado nédo
terem conseguido prever a viruléncia das estirpes com base em marcadores epidemioldgicos. Segundo
Sorensen e co-autores (Sorensen et al., 2010) ndo existe nenhum modelo filogenético Unico para
avaliar a evolucdo de S. agalactiae, cujo genoma é resultado de multiplos eventos de recombinacéo,
no decurso dos quais alguns clones emergiram e se disseminaram globalmente. Assim, de acordo com
estes autores, S. agalactiae sera composto por uma populacdo bastante heterogénea, dotada de um
conjunto quase ilimitado de genes, de acordo com o conceito de “open pan-genome”, descrito por
Tettelin e colaboradores (Tettelin et al., 2005). Tal situacdo podera justificar a falta de correlacdo entre
tipo capsular, gendtipo, tropismo e outras propriedades, como resultado de recombinacdo frequente,
resultando na estrutura gendmica dindmica descrita por Tettelin e Brochet (Brochet et al., 2006, 2008;
Tettelin et al., 2005). Desta forma, apesar de alguns marcadores epidemiol6gicos serem importantes
para definir “clusters” dentro da populagdo de S. agalactiae, a relagdo entre estes e a clinica pode ndo
ser concordante (Lin et al., 2009). Assim, as diferengas entre a distribui¢cdo por tipos e genotipos é
ilustrativa do grau de heterogeneidade genética da populacdo de S. agalactiae, sendo que esta
diversidade se reflecte na dificuldade em determinar as relagdes existentes entre gendétipos especificos
de S. agalactiae e as suas manifestacdes clinicas (Lin et al., 2009). Estas evidéncias justificam a
premente necessidade de identificar novos genes que possam estar envolvidos na viruléncia de S.
agalactiae, bem como marcadores de viruléncia de elevado poder discriminatério, de modo a
aprofundar o estudo desta bactéria relativamente ao risco de doenca associado (Lin et al., 2009).

Uma das limitagcGes do presente estudo foi a seleccdo de uma Unica estirpe representativa de
cada tipo capsular (de colonizacdo e infecgdo) aquando da realizacdo dos ensaios quantitativos da
actividade das DNases, sendo por isso crucial aumentar a amostragem. em estudos futuros.
Relativamente as estirpes de origem bovina, apesar dos diversos tipos/sub-tipos capsulares até agora
descritos (Rato et al., 2012) terem sido incluidos no presente estudo, a maioria eram genotipos
novos/ainda ndo identificados em estirpes de origem humana. Por outro lado, todas as estirpes de
origem bovina estavam associadas a episodios de mastite subclinica e ndo a colonizagdo, o que
constituiu uma limitacéo, e seria por isso interessante a realizagdo de um estudo que incluisse estirpes
de origem animal com diferentes genotipos e origens clinicas de modo a ser possivel o
estabelecimento de mais comparagdes relativamente as estirpes de origem humana.

Apesar das técnicas utilizadas no presente estudo serem consideradas adequadas para a
caracterizacéo de S. agalactiae, cada metodologia permitiu apenas a avaliacdo de porcées do genoma.
De facto, uma importante limitacdo na investigacdo do eventual papel das DNases na patogénese de S.
agalactiae encontra-se relacionada com a falta de conhecimento sobre os genes que codificam e
regulam estas enzimas. O fenotipo ndo produtor poderia ser sugestivo da auséncia de genes

codificantes das DNases; no entanto, dados preliminares (ainda ndo publicados) de um colaborador do
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laboratorio de acolhimento do INSA, identificaram dois genes na estirpe de referéncia 2603V/R
(V/CC19/ndo produtora de DNases), 0s quais sdo expressos, mesmo sendo esta estirpe caracterizada
pela auséncia de producdo de DNases. Assim, pode presumir-se que o facto das estirpes apresentarem
diferentes fendtipos de producdo de DNases possa estar eventualmente relacionado com mecanismos
de regulacdo génica.

Em termos de perspectivas futuras, considera-se que seria importante a pesquisa dos genes
codificantes das DNases e a analise da sua sequéncia nucleotidica (identificacdo de
polimorfismos/mutagdes); a realizacdo de uma andlise comparativa genémica e transcriptomica, que
envolvesse estirpes de referéncia e estirpes clinicas CC19 de S. agalactiae, produtoras e néo
produtoras de DNases, com vista a identificacdo de caracteristicas gendémicas “associadas” aos
fendtipos de producéo/ndo producdo de DNases; estudos de produgdo e estabilidade do mRNA;
estudos de protedmica; bem como, estudos de regulacéo, de forma a contribuir para a abertura de

novos caminhos nos estudos de patogenia e evolucdo de S. agalactiae.
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Anexo |

Iniciadores (“Primers”) de amplificacdo e sequenciacdo de DNA utilizados no presente trabalho

Iniciador Sequéncia do Iniciador (“Primer”) Amplicio Referéncia
LOCUS  epripper 2 (5 para3) (pb)  Bibliogréfica
cpsD-1 GTTGTTGATGCCGCAATAATC (Forward)b
1902 Florindo et
cpsD-F cpsE-1 TCTTACGCTAAGTTTTCACG ou 1911 al., 2010
cpsF-1 CTACAGCGGCACCAGATGATA (Reverse)©
adhP-1 GTTGGTCATGGTGAAGCACT (Forward)
672
adhP
adhP-2 ACTGTACCTCCAGCACGAAC (Reverse)
pheS-1 GATTAAGGAGTAGTGGCACG (Forward)
723
pheS
pheS-2 TTGAGATCGCCCATTGAAAT (Reverse)
Jones N et
atr-1 CGATTCTCTCAGCTTTGTTA (Forward) al., 2003
627
atr
atr-2 AAGAAATCTCTTGTGCGGAT (Reverse)
glnA-1 CCGGCTACAGATGAACAATT (Forward)
589
glnA
gInA-2 CTGATAATTGCCATTCCACG (Reverse)
sdhA-1 AGAGCAAGCTAATAGCCAAC (Forward)
646
sdhA
sdhA-2 ATATCAGCAGCAACAAGTGC (Reverse)
glcK-1 CTCGGAGGAACGACCATTAA (Forward)
607
gleK
glcK-2 CTTGTAACAGTATCACCGTT (Reverse)
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Iniciadores (“Primers”) de amplificagdo e sequenciacdo de DNA utilizados no presente trabalho (cont.)

Iniciador Sequéncia do Iniciador (“Primer”) Amplicio Referéncia
LoCUS  primery? (5’ para3) (ob)  Bibliogréfica
tkt-1 CCAGGCTTTGATTTAGTTGA (Forward)
859 Jones N et
tkt |
adhP-2 ACTGTACCTCCAGCACGAAC (Reverse) al., 2003
SAG2F TCTTCCAAGTGGTGTCAACG (Forward)
SAG2 244
SAG2R CAACGTTTGGAGTTGCTTCA (Reverse)
SAG3F CAAAAACGTGCTGCCTATGA (Forward)
SAG3 126
SAG3R CATCCCTCCTCCACCAAAA (Reverse)
SAG4F GGTCAGTTTTTATTTATCGTAAGC (Forward)
114
SAG4
SAG4R AGTCTTGCGAAGGCAGACAC (Reverse)
Haguenoer
SAGTF TGGTGTTGATAAAGTTGATGTTCC (Forward) etal., 2011
SAG7 285
SAGT7R GCCATATGAACTGCGGAAAC (Reverse)
SAG21F TGAAAGAAGTGGATTTTTCCCTA (Forward)
SAG21 783
SAG2IR  AAAATAGGTTTTAGAACTTGAAATCA (Reverse)
SAG22F TGTAACACTAGCTCCAATTTGTTTT (Forward)
SAG22 928

SAG22R TCGGTCTTGTCTCAGCAATG (Reverse)



Iniciadores (“Primers”) de amplificacio e sequenciacdo de DNA utilizados no presente trabalho (cont.)

Iniciador Sequéncia do Iniciador (“Primer”) Amplicio Referéncia
LOCUS primery: (5" para 3) (Pb)  Bibliogréfica
ermA-1 GAAGTTTAGCTTTCCTAA (Forward)
ermA 639
ermA-2 GCTTCAGCACCTGTCTTAATTGAT (Reverse)
ermB-1 GAAAAGGTACTCAACCAAATA (Forward)
ermB 395 Florindo et
ermB-2 AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC (Reverse) al. 2010
mefA-1 AGTATCATTAATCACTAGTGC (Forward)
mefA 346
mefA-2 TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG (Reverse)
scpB3382 TTATGACCACTTTCTTCTTGGGA (Forward)
scpB- 400,2200 Safadietal.,
Imb rimb51 CTATCATTACTAAACTCACAAC (Reverse) ou 1600 2010
“Primer”
. TGATACTTCACAGACGAAACAACG (Forward)
Universal -
Alpha-C TACATGTGGTAGTCCATCTTCACC (Reverse) 398
Alpha- Rib CATACTGAGCTTTTAAATCAGGTGA (Reverse) 295 .
Creti et al.,
like Epsilon 2004
protein (Alp1) CCAGATACATTTTTTACTAAAGCGG (Reverse) 200
(Alp)
Alp2/3 CACTCGGATTACTATATATTTAGCAC (Reverse) 334
Alp4 TTAATTTGCACCGGATTAACACCAC (Reverse) 110

*Todos os inicadores foram utilizados em amplificacdo e sequenciagdo, com excepcdo do cps-E, o qual foi
apenas utilizado em sequenciacio; ®“Forward” — “Primer” ou Iniciador directo; “Reverse” — “Primer” ou

Iniciador inverso.
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Anexo 11

Ensaios qualitativos da actividade das DNases extracelulares em placas de DNA methyl green agar

(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra).

(A) estirpe S. agalactiae de referéncia (origem humana), O90R, produtora de DNases apds

24h de incubagdo a 37°C; (B) estirpes S. agalactiae (origem humana) de infecgdo CC19, ndo

produtora de DNases apds 24h de incubagdo a 37°C.
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