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RESUMO

Streptococcus agalactiae, ou Streptococcus do grupo B, é actualmente, o
principal responsavel pelo desenvolvimento de infeccéo neonatal, seja de inicio precoce
(nos primeiros 7 dias de vida) ou tardio (entre os 7 dias e 0os 3 meses de vida). O
principal factor de risco ao desenvolvimento de doenca neonatal precoce é a
colonizag&o rectovaginal da mulher gravida.

No presente estudo foram caracterizados 179 isolados provenientes de
colonizacdo dos tratos genitourinario e gastrointestinal da mulher gravida, obtidos no
Hospital Garcia de Orta (Almada) entre 2007 e 2010. A colonizacdo vaginal da mulher
gravida neste periodo foi de 12%, e os serétipos mais prevalententemente detectados
foram os ser6tipos la, V, 1V, Il e lll, o que esta de acordo com outros estudos
efectuados em Portugal, a excepcao do ser6tipo IV que tem sido pouco detectado na
Europa. Todos os isolados se revelaram susceptiveis a penicilina, ofloxacina e
vancomicina e, apenas 11.8% se revelaram susceptiveis a todos os antibidticos testados.
A resisténcia a tetraciclina, eritromicina e clindamicina, de 2007 a 2010, foi de 86.8%,
14.6% e 9.7%, respectivamente. N&o foi encontrado nenhum fendtipo de resisténcia a
eritromicina dominante. Neste estudo o ser6tipo capsular mais associado a resisténcia a
eritromicina foi o ser6tipo la, seguido pelos serdtipos 11, V e 1l. Verificou-se a presenca
de uma associagdo entre o serétipo la, o fendtipo M e a presenca do gene mef(A). Os
isolados com fen6tipo cMLSg apresentaram o gene erm(B) e o gene erm(A) [erm(TR)]
foi detectado em todos os isolados de fendtipo iIMLSg em ambos os casos com diversos
serotipos.

Os isolados pertencentes a mesma gravida foram considerados geneticamente
relacionados com base na técnica de PFGE, excepto em dois casos em que as duas
mulheres gravidas aparentemente estavam colonizadas por mais do que uma estirpe.
Observou-se uma grande heterogeneidade populacional entre os isolados caracterizados.
Relativamente a resisténcia aos macrolidos, a origem foi multiclonal e ndo derivada da
disseminacdo de um Unico clone.

Mais estudos epidemioldgicos longitudinais sdo necessarios para complementar
0s ja existentes e, conhecer a evolugdo das estirpes de S. agalactiae em circulagdo, ndo
sO a nivel nacional, mas em todo o mundo. Desta forma sera possivel definir a melhor
estratégia para a criacdo de uma vacina adequada a variabilidade populacional de S.
agalactiae.

Palavras-Chave: Streptococcus agalactiae, colonizacdo, gravida, rastreio,
restisténcia aos antibidticos, diversidade genética



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae, or Group B Streptococci is the leading cause of
neonatal infection, early onset disease (first week of life) or late onset disease (between
the 7 day and three weeks of life). The main risk factor for development of neonatal
infection is the rectovaginal colonization of pregnant women.

In the present study, were characterized 179 isolates of colonization of the
genitourinary and gastrointestinal tracts of pregnant women, obtained at Hospital Garcia
de Orta (Almada) between 2007 and 2010. Vaginal colonization of pregnant women in
this period was 12% and the la, V, IV, Il and Ill serotypes were the most prevalent,
which is in agreement with other studies from Portugal, the only exception was serotype
IV that has been reported infrequent in Europe. All isolates were susceptible to
penicillin, ofloxacin and vancomicin and only 11.8% were susceptible to all antibiotic
tested. The resistance to tetracycline, erythromycin and clindamycin, between 2007 and
2010, was 86.8%, 14.6% and 9.7%, respectively. No major erythromycin resistance
phenotype was found. Also, in this study the capsular serotype la was the most
frequently found as associated to erythromycin resistance, followed by the 111, V and 1l
serotypes. We observed an association with serotype la, the M phenotype and the
presence of the mef(A) gene. The erm(B) gene was detected in isolates with the cMLSB
phenotype whereas the erm(A) [erm(TR)] gene was present in all isolates of iIMLSB
phenotype, however in both cases with diverse serotypes.

The isolates that belonged to the same pregnant women were considered closely
related by PFGE with a exception related of two pregnant women that aparently were
colonized by more than one strain. We observed a high populational heterogenicity
among the studied isolates. Relatively to the macrolide resistance, it was considered of
multiclonal origin instead of being caused by the dissemination of a single clone.

More longitudinal epidemiological studies will be necessary to complement the
studies that already exist and to know the evolution of S. agalactiae strains circulating
not only at national level but also worldwide. Only then it will be possible to define the
best strategy to design a vaccine effective against the global S. agalactiae population.

Keywords: Streptococcus agalactiae, colonization, pregnant women, screening,
antibiotic resistance, genetic diversity
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I-INTRODUCAO

Streptococcus do Grupo B de Lancefield ou Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae) como também é denominado, foi identificado em 1920 como agente de
mastite bovina (Beitune et al., 2005). Em 1935 foi relatado como agente causal de
sépsis em puérperas, sendo, posteriormente na década de 60 (século XX), reconhecido
como agente patogénico em criancas com idade inferior a 3 meses de vida (Koening &
Keenan, 2009). Actualmente é responsavel por elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade na mulher gravida e no recém-nascido (Beitune et al., 2005). No recém-
nascido pode ser responsavel por doenca neonatal precoce (DNP), nos primeiros 7 dias
de vida, ou doenca neonatal tardia (DNT) quando as manifestacbes surgem entre os 7
dias e os 3 meses de vida (CDC, 2010; Melin, 2011).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estima que ocorram
aproximadamente 1200 casos de DNP anualmente nos Estados Unidos da América
(EUA) (CDC, 2010).

Na Tabela 1, encontram-se resumidas as incidéncias de infec¢do neonatal (DNP
e/ou DNT) em varias regides do mundo, assim como a taxa de mortalidade descrita em

algumas areas geogréficas.

Nos EUA a incidéncia de DNP decresceu de 1.7 casos/1000 nados vivos nos
anos 90 (século XX) para menos de 0.4 casos nos Ultimos anos, apds implementacao
das medidas preventivas (Van Dyke et al., 2009; Melin, 2011), 0 mesmo se verificou
em Espanha em que a incidéncia reduziu de 2.4 casos/1000 nados vivos em 1996 para
0.45 casos em 2008 (Melin, 2011). Contudo, apesar desta reducdo, S. agalactiae ainda
permanece o principal responsavel pela morbilidade e mortalidade neonatal precoce
(CDC, 2010).

Desde 1990 que S. agalactiae foi considerado em Portugal, como o
microrganismo mais frequentemente isolado em recém-nascidos, resultante de
transmissdo materna. E responsavel pela grande maioria dos casos de sépsis neonatal
precoce, 0 que releva a necessidade de vigilancia epidemiologica para accOes

preventivas adequadas (Neto, 2008).



Tabela 1: Incidéncia e mortalidade de infeccdo neonatal por Streptococcus
agalactiae

Area Geografica Incidéncia infeccao
neonatal/1000 nados vivos
EUA! 0.6a1.8
Reino Unido™* 0.7
Irlanda’ 0.7
Europa-Este’ 0.2-4
Europa-Ocidental® 0.3-2
Holanda® 1.9
Alemanha™ 0.47
Escandinavia® 0.76-2
Europa-Sul® 0.57-2
Espanha’ 2.4
Bélgica® 2-3
Portugal®* 0.44-0.6
india® 0.17
Africa sub-Sahariana® 3
Noruega® 16.3
Grécia® 0.26
Suica’ 0.4
Holanda’ 1.9
Area geografica Mortalidade (%)
EUA® 4-6
Alemanha™ 4.3
Reino Unido™* ~10
Franca® 14.5 em criangas com DNT
2.5 em criangas com DNP
Portugal® 6.6

Resultados publicados por: 'Lindahl et al. (2005), *Melin, (2011), *Almeida et al.
(2004),"Neto (2008) °Schrag et al. (2000); °Poyart et al. (2008):; " Trijbels-Smeulders et
al.(2002) citado por Bisharat et al., (2005); ®Tsolia et al., (2003); °Stan et al., (2001);
%Fluegge et al. (2006)

1. CARACTERISTICAS DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Os microrganismos pertencentes ao genero Streptococcus sdo bactérias de
coloracdo de Gram positiva, catalase negativa, cujas células tém menos de 2
micrémetros de diametro, apresentando-se morfologicamente como cocos (esféricos ou
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ovobides) que podem estar agrupados aos pares ou em cadeia (Costa, 2000).
Maioritariamente anaerdbios facultativos, s&o microrganismos exigentes nutritivamente,
necessitando de meios de cultura enriquecidos, por exemplo com sangue (Costa, 2000).
Na identificacdo primaria de espécies deste género, o tipo de hemdlise € uma
caracteristica importante, podendo esta ser completa (5-hemolise), incompleta (a-
hemolise) ou ausente (y-hemolise) (Levinson, 2004). Para além do tipo de hemdlise, a
classificacdo de Lancefield é também frequentemente considerada para identificar as
espeécies de Streptococcus patogénicas para 0 Homem (Costa, 2000). Esta classificacdo
de Lancefield permite agrupar as espécies de Streptococcus f-hemoliticos de A a U,
com base nas diferencas antigénicas existentes no carbohidrato C constituinte da parede
celular (Levinson, 2004). As espécies de Streptococcus patogénicas para 0 Homem séo,
geralmente, f-hemoliticas, com excepcdo de Streptococcus pneumoniae que € a-
hemolitico (Costa, 2000). Entre os Streptococcus p-hemoliticos, encontra-se
Streptococcus agalactiae.

S. agalactiae apresenta proteinas de superficie (Glaser et al.,, 2002) e
polissacaridos capsulares que potenciam a sua viruléncia (Glaser et al., 2002;
Cieslewicz et al., 2005; Ramaswamy et al., 2006; Melin, 2011; Martins et al., 2010),
pois constituem um mecanismo de evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro, através
da imitacdo dos seus antigénios ou através da interferéncia com o sistema do
complemento (Cieslewicz et al., 2005). Na sua constituicdo possui dois antigénios
polissacaridos, o antigénio (Ag) polissacarido capsular especifico de tipo e 0 Ag
polissacarido especifico do grupo B. O Ag especifico do grupo B é comum a todas as
estirpes desta espécie e € constituido por unidades de ramnose (Glaser et al., 2002). Os
polissacaridos capsulares sdo o principal alvo dos anticorpos produzidos pelo
hospedeiro (Martins et al., 2010) e das vacinas glicoconjugadas (Ramaswamy et al.,
2006).

1.1. Genoma de Streptococcus agalactiae

Relativamente ao genoma de S. agalactiae, sdo conhecidas as sequéncias de trés
estirpes. A estirpe NEM316 serdtipo 11l possui um genoma com 2.21 Mb (2 211 485



pares de bases - pb) (Glaser et al., 2002), a estirpe 2603 V/R serétipo V tem um genoma
de 2.16Mb (2 160 267 pb) (Tettelin et al., 2002) e a estirpe A909 sero6tipo la tem um
genoma com a dimensdo de 213 MB (2 127 839 pb)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/186?project_id=57935) (Tellelin et al., 2005). O
genoma de S. agalactiae contém 35.6% GC, possui um numero varidvel de genes
[concretamente 2235 (estirpe NEM316), 2276 (estirpe 2603V/R), 2136 (estirpe A909)]
que codificam cerca de 2000 proteinas [concretamente 2094 (estirpe NEM316), 2124
(estirpe 2603V/R), 1996 (estirpe A909)]
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptococcus%20agalactiae).

1.2. Serdtipos capsulares de Streptococcus agalactiae

S. agalactiae ¢ classificado de acordo com os polissacaridos capsulares e a sua
reactividade imunoldgica (Glaser et al., 2002), nos serétipos la, Ib, 1I-VIII, e mais
recentemente no serétipo IX (Martins et al., 2010; Brzychczy-Wtoch et al., 2010;
Slotved et al., 2007).

Os polissacaridos capsulares de S. agalactiae sdo constituidos por unidades de
repeticdo, cuja composicdo em monossacaridos é semelhante em todos os serotipos,
contudo, apresentam diferencas que os permite ter antigenicidade distintas. Apesar de S.
agalactiae ndo ser naturalmente competente para receber DNA de outras espécies por
transformacéo, a transferéncia horizontal de genes ou a recombinacdo entre serétipos de
S. agalactiae, parecem ser as explicacbes para a diversidade estrutural dos
polissacaridos (Cieslewicz et al., 2005). Todos os serotipos apresentam glucose,
galactose e acido N-acetilneuraminico na constituicdo dos polissacaridos. Os serdtipos
VI e VIII apresentam ainda N-acetilglucosamina enquanto que a ramnose se encontra

presente apenas no serétipo VIII (Cieslewicz et al., 2005).

Os serotipos mais frequentemente detectados sdo os serdtipos la, II, 111 e V que
representam pelo menos 80% dos isolados nos EUA, na Europa ocidental (Florindo et
al., 2010; Kong et al., 2008) e na Australasia (Kong et al., 2008). Embora estirpes de
todos os serdtipos possam causar infeccdes no Homem (Cieslewicz et al., 2005), os
serétipos mais frequentemente isolados em casos de infec¢do neonatal por S. agalactiae
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sdo os serotipos la, Il e V (Gherardi et al., 2007). Nos EUA, China, Alemanha,
Australia e Nova Zelandia, os isolados de S. agalactiae com ser6tipos la e 111 sdo os que
mais frequentemente colonizam o trato genital da mulher gravida (Wen et al., 2006). Os
serétipos Ib, 11 e V parecem apresentar menor viruléncia que o serétipo Ill. Contudo, o
potencial de viruléncia do ser6tipo la parece variar conforme o local geografico, sendo
que em estudos efectuados na Africa do Sul, em Taiwan e na Holanda o serétipo la é
descrito como menos virulento que o ser6tipo 111 enquanto que em Portugal, em Israel e

na Suécia € descrito como mais invasivo (Madzivhandila et al., 2011).

Isolados de S. agalactiae com seroOtipo Il foram o0s principais agentes
etioldgicos de DNP e DNT em estudos efectuados no Japdo (Murayama et al., 2009) e
na Africa do Sul (Madzivhandila et al., 2011). Em Portugal, o serétipo la encontra-se
mais associado a DNP e o ser6tipo Il a DNT, embora o clone ST17 de serétipo 11
apresente potencial invasivo para DNP e DNT (Martins et al., 2007).

A distribuicdo dos serotipos sofre variagbes geograficas e temporais
(Ramaswamy et al., 2006; Brzychczy-Wtoch et al., 2010). Antes da década de 80
(século XX), o ser6tipo V era raramente detectado (Tettelin et al., 2002), contudo, nos
ultimos anos tem sido o mais prevalente em adultos (homens e mulheres ndo gravidas)
em estudos efectuados na América do Norte, Taiwan e Zimbabué (Wang et al., 2010).
Este ser6tipo apresenta uma baixa prevaléncia na Africa do Sul, Malawi enquanto que
em Inglaterra, Pais de Gales e nos EUA a sua prevaléncia é elevada (Madzivhandila et
al., 2011), sendo responsavel por 24-31% das doencas invasivas em adultos (homens e
mulheres ndo gravidas) nos EUA (Ramaswamy et al., 2006). O ser6tipo Ib apresenta
elevada prevaléncia na Coreia (Uh et al., 2005), enquanto que os serétipos VI e VIII sdo
prevalentes no Japéo (Lachenauer et al.,1999; Terakubo et al., 2003) e o serétipo IV nos
Emirados Arabes Unidos (Amin et al., 2002). Relativamente aos serétipos 1V, VI, VIl e
VIII séo raramente isolados na Europa e nos EUA (Uh et al., 2005; Kong et al., 2008;
Brimil et al., 2005), enquanto que os serdtipos Il e V sdo os mais frequentemente

detectados em Portugal em mulheres em idade reprodutiva (Florindo et al., 2010).

A percentagem de S. agalactiae cujo polissacarido capsular ndo é identificavel

(por técnica de aglutinacdo com anti-soros especificos), considerados ndo tipaveis (NT)
pode variar de 4 a 12% (Ramaswamy et al., 2006), contudo, outro estudo revela uma
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percentagem de isolados NT compreendida entre 7 e 32% (Kong et al., 2008). Na
Europa e EUA essa percentagem oscila entre 8-14% (Margarit et al., 2009) Esta
situacdo pode dever-se ao défice na producéo de polissacaridos capsulares ou a presenca
de mutacbes ou insercdo de elementos genéticos mdveis no locus cps (capsular
polysaccharide synthesis) conduzindo a perda de funcbes de proteinas envolvidas na
sintese dos polissacéridos capsulares (Martins et al., 2010). A existéncia de isolados NT
pode dever-se a fraca ou mesmo a auséncia de expressao de polissacaridos capsulares,

resultando num baixo potencial de viruléncia (Martins et al., 2007).

Num estudo efectuado na Coreia do Sul (1990-2002), o serétipo Il foi 0 mais
prevalente, seguido pelos serotipos Ib, V, la, VI, 11, VIII, IV e VII (36,5%, 22%, 21.1%,
9.6%, 4.3%, 1.8%, 1.3%, 1.1% e 0.9%, respectivamente) (Uh et al., 2005). No Japéo
(2006-2007), em isolados provenientes de locais estéreis, a distribuicdo de serdtipos no
adulto, revelou-se diferente, existindo um predominio do serdtipo Ib (31.5%), seguido
dos serétipos V (18.5%), 1l e 111, 12.1% cada (Murayama et al., 2009).

Nos Emirados Arabes Unidos (1998- 1999), o serétipo 1V (26.3%) foi 0 mais
prevalentemente detectado em isolados provenientes de coloniza¢do da mulher gravida.
Os serétipos la e Il apresentaram também prevaléncias elevadas, de 21% e 17.6%,
respectivamente. Neste estudo, a percentagem de isolados ndo serotipaveis foi de 15.8%
(Amin et al., 2002)

Em Franca, isolados provenientes de colonizacdo de mulheres gravidas
apresentam uma predominancia do serétipo 111 (41%), la (26%) e V (18%), enquanto
que os serotipos 1b e Il estiveram presentes em apenas 8% cada um (Mee-Marquet et
al., 2009). Num outro estudo efectuado em Franca (2006-2007) foram isoladas 109
estirpes de S. agalactiae responsaveis por infeccdo neonatal, tendo-se verificado DNP
em 36% dos casos e DNT em 64% das infecgdes neonatais. O serotipo 111 foi o serétipo
predominante na DNP (61.5%) seguido dos serdtipos la (28.2%), 1b (5.1%), 11 (2.5%) e
V (2.5%), ndo tendo sido detectados os serdtipos 1V, VI-1X. O serotipo 111 foi também o
mais prevalente na DNT (83%), seguido dos serotipos la (7.4%), Ib (4.5%) e V (1.5%)
(Poyart et al., 2008).



Em Taiwan (2006-2008), verificou-se um predominio do serdtipo V entre os
isolados provenientes de adultos, seguido dos serotipos Ib, 11I; VI, IV, 11, la e VII, tendo
sido detectados 11 isolados NT (Wang et al., 2010).

Entre 2001 e 2003, na Alemanha, a colonizacdo das gravidas deveu-se sobretudo
ao serotipo 111 (28%), seguido dos serotipos 11 (21%) la (17%), V (16%), 1b (15%) e IV
(3%). Os serotipos VI-VIII ndo foram detectados no estudo (Brimil et al., 2005). No
estudo efectuado por Kunze e colaboradores (2011), o serétipo 111 foi também o mais

isolado na mulher gravida e no recém-nascido.

Na Republica Checa (2001-2002), a colonizacdo da mulher gravida por S.
agalactiae foi causada por estirpes de serdtipos Ill, la, V e Il, tendo-se verificado uma

percentagem de isolados ndo tipaveis de 1.8% (Motlova et al., 2004).

Na Africa do Sul (2004-2007), o serétipo Il foi o predominante entre os
isolados associados a colonizagcdo de made e recém-nascido, representando
conjuntamente com o0s ser6tipos la e Ib, 74.1% e 69.6%, na mae e recém-nascido,
respectivamente. Os serotipos Il (predominante) e la foram prevalentes nas estirpes
invasivas enquanto que os serotipos VI, VII, VIII e IX ndo foram detectados. Neste
estudo verificou-se uma concordancia de 90.7% entre os serétipos de S. agalactiae
isolados na mé&e e recém-nascido (Madzivhandila et al, 2011).

Em Italia, de 2002 a 2005 (Gherardi et al., 2007), em 91 isolados de S.
agalactiae (de colonizacéo e invasivos) 15 eram NT, 21 do ser6tipo 111, 16 do serotipo
la, 14 do serétipo V, 13 do serétipo 11, 5 do serétipo Ib, 3 do serétipo IV e 4 do ser6tipo
VII. Os serotipos VI e VIII ndo foram detectados. O ser6tipo la foi encontrado
maioritariamente nas estirpes invasivas (29%), o serdtipo V foi detectado sobretudo nos
isolados de S. agalactiae néo invasivos (25%) e os isolados NT predominaram entre 0s
isolados associados a colonizacdo (29.1%). Neste estudo o serdtipo Il foi identificado
maioritariamente como colonizador (33%) comparativamente ao numero de isolados
invasivos e ndo invasivos detectados com este serotipo, contudo a diferenca nao foi

estatisticamente significativa.

No sul do Brasil (2006-2008) num estudo efectuado em doentes internados e/ou
ambulatorio, em isolados colonizadores, invasivos e ndo invasivos, foram detectados os
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seguintes ser6tipos: la (38.1%), Ib (10.1%), 11 (16.1%), 111 (3%), IV (13.1%), V (12.5%)
e NT (7.1%) (Palmeiro et al, 2010).

Na Grécia (2000-2001), o serétipo mais prevalente entre isolados de colonizacdo
da mulher gravida foi o serétipo Il (26.9%), seguido dos serétipos Il (22.4%) e la
(19.4%). Todos os restantes serotipos foram detectados embora a prevaléncia de cada

um fosse inferior a 10% (Tsolia et al., 2003).

Num estudo efectuado com isolados obtidos em Angola, observou-se a presenca
de isolados de S. agalactiae de ser6tipos la e 1l em criangas com meningite (Florindo et
al., 2011).

Num estudo efectuado com isolados obtidos em Barcelona (de 1992 a 2009)
foram caracterizados 212 isolados provenientes de infeccdo neonatal (DNP e DNT),
tendo sido observado um predominio dos serétipos 111 (55.7%) e la (22.2%). O ser6tipo
Il (ST17) revelou um elevado potencial invasivo para DNT (Martins et al., 2011), o

que também j& tinha sido verificado em Portugal por Martins e colaboradores (2007).

Em Portugal, em 2007 e 2008 (Santarém, Hospital Distrital de Santarém), a
distribuicdo dos serotipos na gravida colonizada por S. agalactiae foi: la (26.3%), Ib
(8.8%), Il (10.5%), Il (19.3%), IV (15.8%), V (17.55%) e NT (1.75%) (Rodrigues,
2009). Num outro estudo efectuado em Portugal, os serotipos 111 (21.93%), V (21.93%),
11 (17.1%) e la (15.61%) também foram os serdtipos mais detectados nos isolados de
mulheres gravidas, tendo os outros serétipos sido identificados em menor frequéncia: Ib
(5.2%), IV (2.23%), VII (1.9%). A percentagem de isolados ndo serotipaveis por técnica
de aglutinacdo neste estudo foi de 14.1%. Neste mesmo estudo, 0s autores observaram
que os isolados de serotipo la e 1l foram os mais frequentemente detectados em casos
de infeccdo neonatal por este microrganismo (Martins et al., 2007). Em Lisboa, de 2005
a 2007, foram rastreadas para pesquisa de S. agalactiae 4269 mulheres em idade
reprodutiva, em que 1310 eram gravidas. Ndo houve diferenca na frequéncia de
colonizacdo por S. agalactiae entre mulheres gravidas e ndo gravidas. Foram
caracterizados 100 isolados com a seguinte distribuicdo de serdtipos: 1l (35%), V
(33%), la (16%), 1l (10%), Ib (3%) e IV (3%). (Florindo et al., 2010). Ainda em
Portugal, de 2004 a 2006, num outro estudo que envolveu o rastreio de gravidas em
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diversas regides do pais (Almada, Coimbra, Porto, Lisboa e Amadora) verificou-se a
seguinte distribuicdo de serdtipos: la (23.9%), Ib (8.8%), Il (13.9%), Il (27%), IV
(7.1%), V (13.1%) e NT (6.2%) (Guimaraes, 2008). O serotipo Ib foi identificado como
responsavel por dois casos de meningite em duas mulheres adultas, ndo gravidas, num
hospital da area de Lisboa. Os isolados obtidos das duas pacientes revelaram ndo so o
mesmo serétipo capsular, mas também o mesmo perfil de PFGE e sequéncia tipo
(ST10). Embora néo tenha sido determinada uma fonte comum, a proximidade de
residéncia destas duas mulheres levou ou autores a considerar uma origem comum
(Martins et al., 2007).

1.3. Trasmissao de Streptococcus agalactiae

A colonizacdo vaginal por S. agalactiae € adquirida através do trato
gastrointestinal, considerado o principal reservatorio humano deste microrganismo
(Koening & Keenan, 2009; CDC, 2010; Jahromi et al., 2008; Melin, 2011; El Aila et
al., 2010). A transmissdo fecal-oral também pode acontecer (Manning et al., 2004;
Foxman et al., 2007), assim como pelos alimentos, uma vez que este microrganismo é
também agente patogénico de bovinos e peixes (Foxman et al., 2007). O trato
respiratério superior constitui um reservatorio de S. agalactiae (Ferrieri & Blair, 1977;
Martins et al., 2007) e pode constituir uma fonte de transmisséo (Martins et al., 2007).
A actividade sexual constitui uma outra fonte de transmissdo deste microrganismo
(Manning et al., 2004; Foxman et al., 2007; Meyn et al., 2002). A transmissao
horizontal durante o periodo perinatal pode ocorrer de mde para filho, como por
exemplo atraves do leite materno, assim como atraves da comunidade ou hospital
(Melin, 2011).

2. INFECCAO POR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

O estabelecimento de uma infeccdo por S. agalactiae estd relacionado nédo sé
com o sistema imunitario do hospedeiro mas também com factores bacterianos na
medida em que no processo evolutivo emergem clones mais virulentos (Rolland et al.,
1999).



Este microrganismo pode originar infeccdes ndo s6 em mulheres gravidas e
recém-nascidos, mas também em idosos e mulheres ndo gravidas, contudo, a sua maior

incidéncia ocorre nos recem-nascidos (CDC, 2010; Melin et al., 2011).

2.1. Colonizagdo da mulher gravida

A colonizagéo vaginal é adquirida através do trato gastrointestinal (Koening &
Keenan, 2009; CDC, 2010; Jahromi et al., 2008; Melin, 2011; El Aila et al., 2010),
contudo, pouco se sabe sobre as caracteristicas da bactéria ou do hospedeiro que
influenciam a colonizacdo com S. agalactiae (Manning et al., 2008). A colonizagéo da
mulher gravida apresenta variacdes de acordo com a etnia e a geografia (Jahromi et al.,
2008; Beitune et al., 2005; Motlova et al., 2004; Hansen et al., 2004), sendo semelhante
em mulheres gravidas e ndo gravidas (Beitune et al., 2005; Motlova et al., 2004). S&o
desconhecidas as raz0es para a discrepancia de colonizagdo com S. agalactiae entre
etnias (Meyn et al., 2002), contudo pensa-se que as condi¢Bes socioeconémicas
(Jahromi et al., 2008; Hansen et al., 2004), imunidade do hospedeiro, doencas
sexualmente transmissiveis e nutricdo possam contribuir para as discrepancias entre
etnias e regiGes geograficas (Jahromi et al., 2008). Factores como uma maior
colonizacdo materna, uma maior quantidade de partos prematuros e um menor acesso
aos cuidados de salde durante a gravidez contribuem para uma maior incidéncia de

doenca invasiva por S. agalactiae nos recém-nascidos de raca negra (CDC, 2007).

Existe um risco acrescido de aborto espontaneo, ruptura prematura das
membranas, parto prematuro ou baixo peso a nascencga do recém-nascido, quando a mée
se apresenta colonizada com S. agalactiae durante a gravidez. (Beitune et al., 2005).
Segundo Daugaard e colaboradores (1988), citado por Guimardes (2008), existe uma
associacao entre a presenca de S. agalactiae na urina e no cérvix com a ocorréncia de

aborto tardio.

A colonizacdo da mulher gravida pode resultar em corioamniotites e
endometrites, assim como na infeccdo da parede abdominal, abcesso pélvico,

osteomielite e meningite, embora estas Ultimas situacdes sejam menos frequentes
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(Beitune et al., 2005). Este microrganismo pode ainda provocar esterilidade materna
(Rolland et al., 1999).

Na mulher gravida, a colonizacdo por S. agalactiae foi documentada como
variavel entre 10 a 37% (Melin, 2011; El Aila et al., 2010). Na Bélgica, a colonizacéo
da mulher gravida oscila entre 13 e 25%, sendo este microrganismo responsavel por
38% dos casos de DNP (EI Aila et al., 2010). J& no Irdo, a percentagem de colonizagdo
rectovaginal apresenta-se mais baixa (9.1%) (com transmissdo vertical em 60% dos
casos) (Jahromi et al., 2008), assim como na Grécia (2000-2001) em que a colonizagao
da mulher gravida foi de 6.6 % (Tsolia et al., 2003), e nos Emirados Arabes Unidos foi
de 10.1% (Amin et al., 2002), enquanto que no Brasil essa percentagem foi em média
de 27.6% (Nomura et al., 2009).

A colonizagdo da mulher gravida foi de 8% em Franca (Mee-Marquet et al.,
2009), 16% na Alemanha em mulheres gravidas ou nao (Brimil et al., 2005), enquanto
que na Republica Checa, foi encontrada uma percentagem de colonizacdo da mulher
gravida de 29.3% (Motlova et al., 2004). Na Dinamarca, a colonizacdo da mulher
gravida oscilou entre 33 e 38%, independentemente da idade gestacional, tendo-se
verificado colonizacéo persistente em 28% dos casos (Hansen et al., 2004). No Chile a
colonizacdo foi de 19.8% (Abarzua et al., 2002), enquanto que na Tanzania, a
percentagem de colonizacdo da gravida com S. agalactiae foi de 23% e de 8.9% nos
recém-nascidos, tendo-se verificado transmisséo vertical em 37% dos casos (Joachim et
al., 2009). Em Espanha observou-se uma percentagem de colonizagédo rectovaginal da
mulher gravida de 18% (Marimén et al.,2005).

Em estudos efectuados em diferentes areas geograficas de Portugal foram
encontradas diferentes taxas de coloniza¢do da mulher gravida: no Hospital Distrital de
Santarém foi de 21.1% (Rodrigues, 2009), no Centro Hospitalar de Entre o Douro e
Vouga de 19.7% (Araujo, 2010) e, em Braga foi de 34.9% (Areal et al., 2010). No
Hospital Fernando da Fonseca a frequéncia de colonizacdo foi de 18% (Mendinhos et
al., 2006, citado por Areal et al., 2010) e, no Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e
Alto Douro foi de 18% (Pinheiro, 2009).
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2.2. Infeccéo do recém-nascido

Na DNP, a transmisséo de S. agalactiae pode ter ocorrido durante a passagem
pelo canal de parto, assim como através da ascensao deste microrganismo, apds ruptura
das membranas, da vagina até ao liquido amniotico (CDC, 2010; Beitune et al., 2005;
El Aila et al., 2010). Uma vez na cavidade amniética S. agalactiae pode colonizar a
pele e mucosas fetais assim como alcancar os pulmdes, através da aspirac¢do do liquido
amniotico por parte do feto. Apds o nascimento, e replicacdo de S. agalactiae, ocorre
aderéncia deste ao epitélio pulmonar, com lesdo das células epiteliais e endoteliais do
pulmdo, invade a corrente sanguinea podendo originar septicémia e, consequentemente,
meningite e osteomielite (Melin, 2011; Lindahl et al., 2005). Quando nédo sdo aplicadas
medidas preventivas, 1 a 2% dos recém-nascidos desenvolve infeccdo sintomética, na
grande maioria dos casos (90%) nas primeiras 24 horas de vida (Beitune et al., 2005;
CDC, 2010; de-Paris, et al., 2011; Motlova et al., 2004). As manifestacdes clinicas mais
frequentes sdo pneumonia, sépsis e, mais raramente, meningite (CDC, 2010). O risco do
recém-nascido desenvolver DNP e de falecer como consequéncia da doenca é tanto
maior quanto menor o tempo de gestacdo (Melin, 2011; Almeida et al., 2004) e menor o
peso a nascenca (Koening & Keenan, 2009). Apesar de a prematuridade ser um factor
de risco importante, 75% dos casos de DNP ocorrem em recém-nascidos de termo
(Melin, 2011; Almeida et al., 2004). A colonizagdo materna por S. agalactiae aumenta
em 25 vezes o risco de DNP (Beitune et al., 2005).

Permanece por explicar a patogénese da DNT, contudo em alguns casos verifica-
se que o serétipo responsavel é o0 mesmo que foi isolado nas respectivas maes (Martins
et al., 2007), o que sugere transmissdo de mae para o filho (Lindahl et al., 2005; Martins
et al., 2007), a qual pode ocorrer atraves do leite materno (Melin, 2011; Martins et al.,
2007). A DNT pode também derivar de infeccdo nosocomial, sendo primeiramente
afectados os recém-nascidos prematuros, 0s quais adquirem a bactéria através do
contacto com os profissionais de sadde (Lindahl et al., 2005; Martins et al., 2007) ou
equipamentos contaminados. A prematuridade constitui o principal factor de risco para
o0 desenvolvimento de DNT (Lin et al., 2003) que se manifesta, maioritariamente com
bacteriémia e meningite (Melin, 2011; Lindahl et al., 2005).
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A transmissdo vertical de S. agalactiae acontece em 30 a 70% dos recém-
nascidos em cujas maes S. agalactiae foi isolado durante a gravidez (Beitune et al.,
2005; CDC, 2010; de-Paris, et al., 2011; Motlova et al., 2004). Os recém-nascidos de
mées colonizadas com S. agalactiae apresentam coloniza¢do das mucosas superficiais
(oral, nasofaringe, vagina, anus e pele) em 60% dos casos (Joachim et al., 2009). Num
estudo efectuado na Africa do Sul, 28.1% dos recém-nascidos colonizados com S.
agalactiae nasceram de mées com resultado negativo para o exsudado vaginal.
Verificou-se ainda que a transmissdo vertical ocorreu em 52.5% dos casos
(Madzivhandila et al., 2011).

A DNP esta fortemente associada a colonizacdo materna enquanto que na DNT,
apenas se verifica essa ligagdo numa parte das criancas (Koening & Keenan, 2009). Um
outro factor que contribui para a infecgdo do recém-nascido com S. agalactiae sdo 0s
baixos niveis de anticorpos maternos contra o polissacarido capsular ou contra as
proteinas de superficie (Lindahl et al., 2005), assim como a fraca resposta imunitaria do
recém-nascido. A resisténcia a opsonizacdo pelo complemento é o principal mecanismo
de patogenicidade de S. agalactiae para desencadear DNP (Adderson et al., 2000). As
criancas que sobrevivem a infeccdo por S. agalactiae, podem apresentar perturbacdes
no desenvolvimento, entre as quais, perda de visdo, perda de audicdo, atraso mental
(Schrag et al., 2000; Lindahl et al., 2005), hidrocéfalo, atraso na fala e linguagem
(Lindahl et al., 2005). Cerca de 50% dos recém-nascidos que sofrem de meningite
derivada de infeccdo com S. agalactiae apresentam deficiéncias e aproximadamente

30% tém sequelas neuroldgicas (Melin, 2011).

A quimioprofilaxia intraparto pode reduzir o grau de colonizacdo (Scharg et al.,
2000) mas ndo afecta a DNT (Melin, 2011). Desde a implementacdo das normas
preventivas pelo CDC, os casos de DNP precoce diminuiram em mais de 60% (de-Paris
etal., 2011).

Num estudo efectuado no Hospital Dona Estefania em Portugal, a incidéncia de
doencga causada por S. agalactiae em criangas com menos de 3 meses (por cada 1000
nados vivos) oscilou de acordo com a regido geogréafica: 0.9 no norte, 0.4 no centro, 0.4
em Lisboa e Vale do Tejo e 0.2 no Algarve e llhas (Neto, 2008).
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2.3. Infeccéo dos adultos homens e mulheres ndo gravidas

No adulto, S. agalactiae pode originar infec¢Ges locais ou disseminadas, sendo
0s principais grupos afectados, os diabéticos, as mulheres gravidas, as mulheres no pds-
parto e os doentes imunocomprometidos (Gordillo et al., 1993). Além da diabetes, entre
outras patologias estdo a cirrose, cancro da mama (Farley, 2001), faléncia renal (Wang
et al, 2010).

A fonte de infeccdo para os adultos ndo € conhecida
(http://www.cdc.gov/groupbstrep/about/adults.html), porém infeccbes da pele, tecidos
moles, 0ssos e articulagbes, pneumonia, meningite, urosepsis, endocardite, podem

ocorrer (Farley et al., 2001; Domelier et al., 2008).

A taxa de infeccédo por S. agalactiae em adultos com mais de 65 anos é de 33%,
sendo este 0 grupo etdrio que apresenta maior mortalidade apds infeccdo por este
microrganismo (15%) (Koening & Keenan, 2009). A taxa de infec¢cdo aumenta com a
idade e é duas vezes mais frequente na raca negra (Farley, 2001). A meningite constitui
um risco de morte superior aos outros quadros clinicos (Schrag et al., 2000) embora

ocorra raramente (http://www.cdc.gov/groupbstrep/about/adults.html).

O serdtipo V, desde a década de 80 (século XX), tem sido identificado como o
serdtipo mais frequentemente associado a infecgdes em adultos (homens e mulheres ndo

gravidas) na América do Norte, Taiwan, Zimbabué (Wang et al., 2010).

3. PREVENCAO DE INFECCOES NO RECEM-NASCIDO

3.1. Factores de risco para o desenvolvimento de doenca neonatal
precoce por Streptococcus agalactiae

A colonizacdo materna dos tratos genitourinario e/ ou gastrointestinal é o
primeiro factor de risco para o desenvolvimento de DNP (CDC, 2010; Melin, 2011). A
existéncia de infec¢des urinarias por S. agalactiae durante a gravidez constitui um risco
elevado. Outros factores como a idade gestacional inferior a 37 semanas, ruptura
prolongada das membranas (superior a 18 horas) (CDC, 2010; Beitune et al., 2005;
Melin, 2011; El Helali et al., 2009), infec¢do intra-amniotica (CDC, 2010), gravidez
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precoce (idade inferior a 20 anos), raca negra, febre intraparto (superior ou igual a 38°C)
e baixos niveis de anticorpos anticapsulares de S. agalactiae aumentam também o risco
de DNP. Gravidas que ja tenham tido filhos com DNP possuem risco aumentado nas
gravidezes seguintes (CDC, 2010; Beitune et al., 2005; Melin, 2011). A diabetes
mellitus gestacional constitui também um factor de risco (Beitune et al., 2005). Outros
factores, tais como procedimentos obstétricos (utilizacdo de dispositivos de
monitorizacao intrauterinos) ou realizacdo de 5 ou mais exames vaginais durante o parto
tém também sido mencionados (CDC, 2010: Melin, 2011). N&o obstante, permanece
por explicar a razdo da divergéncia entre a incidéncia de infeccdo por S. agalactiae
entre individuos de raca negra face a outros grupos raciais (Schrag et al, 2000). No
entanto em 50% dos casos de recém-nascidos com DNP, nenhum desses factores é
observado nas maes (Melin, 2011). O risco do recém-nascido desenvolver DNP é maior
se a gravida apresentar culturas positivas no rastreio as 35-37 semanas de gestacao
mesmo sem factores de risco durante o parto, comparativamente as gravidas cujo
rastreio foi negativo mas apresentam no minimo um factor de risco intraparto, sendo as
incidéncias de 5,1 e 0,9 casos/1000 nados vivos, respectivamente (CDC, 2010). A
presenca de apenas um dos factores de risco aumenta a probabilidade da gravida ter um
filhno com DNP 6,5 vezes.

3.2. Selec¢do da mulher gravida para quimioprofilaxia intraparto

Para a identificacdo de gravidas em risco de transmissdo de S. agalactiae séo
considerados dois critérios: um deles € a presenca de factores de risco, tais como um
parto em idade gestacional inferior as 37 semanas, uma temperatura materna igual ou
superior a 38°C (durante o parto) ou uma ruptura das membranas superior a 18 horas; o
outro factor é o rastreio da colonizacdo vaginal e/ou rectal da gravida, sendo este
efectuado por cultura entre as 35 e as 37 semanas de gestacdo (CDC, 2010). Contudo, 0
rastreio baseado na cultura tem-se revelado mais eficaz do que o rastreio baseado
apenas nos factores de risco (Church et al., 2008; Schrag et al., 2002; Melin, 2011).
Quando o rastreio é baseado nos factores de risco apenas 68,8% dos casos de DNP sdo
prevenidos contrariamente ao rastreio apoiado na cultura entre as 35 e as 37 semanas de

gestacdo, em que a percentagem de prevencdo é na ordem dos 86% (Beitune et al.,
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2005). As normas recomendadas pelo CDC baseiam-se no rastreio por cultura e na
quimioprofilaxia intraparto em mulheres gravidas colonizadas com S. agalactiae. O
rastreio baseado em factores de risco deve ser aplicado somente nos casos em que no
momento do parto o estado de colonizacdo da gravida é desconhecido (Melin, 2011;
CDC, 2010). Uma das limitacGes do rastreio baseado na cultura as 35-37 semanas de
gestacdo prende-se com o facto de ndo englobar os partos prematuros (7 a 11% dos
nascimentos), considerados como factor de risco elevado de infecgbes graves (Daniels
et al., 2011; Honest et al., 2006), associados a 32 a 38% dos casos de DNP (Honest et
al., 2006), no entanto, permite iniciar a quimioprofilaxia no momento de admisséo
hospitalar (Daniels et al., 2011)

Para a quimioprofilaxia intraparto, sdo seleccionadas todas as gravidas que ja
tenham filhos que desenvolveram DNP, assim como aquelas que apresentem bacterilria
por S. agalactiae em qualquer trimestre da gravidez ou rastreio positivo as 35-37
semanas de gestacdo. Contudo, as duas primeiras situacfes por si SO permitem
seleccionar a gravida para quimioprofilaxia intraparto sem necessidade de efectuar o
rastreio do terceiro trimestre da gravidez. A percentagem de mulheres gravidas que
apresenta S. agalactiae na urina em qualquer trimestre da gravidez oscila entre 2 e 7 %
(CDC, 2010). A presenca de bacteriuria por S. agalactiae em mulheres gravidas é um
marcador de elevada colonizagdo vaginal, aumentando por isso o risco de DNP
(McKenna et al.,, 2003). Num estudo efectuado a 2318 gravidas, apenas 30% das
gravidas com bacteriuria assintomatica no primeiro trimestre da gravidez apresentaram
colonizagdo do trato vaginal no periodo entre as 35-37 semanas de gestacdo. Destes
30%, apenas 63% apresentaram 0 mesmo serotipo nos pares urina/exsudado vaginal
(McKenna et al., 2003).

Todas as mulheres gravidas colonizadas por S. agalactiae devem efectuar
terapéutica intraparto, excepto se o parto ocorrer por cesariana antes de ter sido iniciado
o trabalho de parto em mulheres gravidas com as membranas intactas. Quando a
cesariana € efectuada antes do inicio do trabalho de parto, e quando ainda ndo existe
ruptura de membranas, o risco do recém-nascido, cujo nascimento ocorreu no final do

tempo, sofrer de DNP ¢é extremamente baixo (CDC, 2010).
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3.3. Antibioticoterapia de eleicdo para quimioprofilaxia intraparto

A quimioprofilaxia intraparto foi implementada pela primeira vez na década de
80 (seculo XX) e tem-se revelado eficiente na reducdo da transmissdo vertical de S.
agalactiae, prevenindo o desenvolvimento de DNP (CDC, 2010; Schrag et al., 2000).
Nos anos 90, o recurso a esta medida preventiva permitiu reduzir em 70% a incidéncia
de DNP, revelando uma eficécia de 86-89% na prevencao desta patologia (Schrag et al.,
2002). A quimioprofilaxia no periodo pré-natal ndo erradica definitivamente S.
agalactiae dado que a colonizagdo pode ser persistente ou intermitente (Beitune et al.,
2005).

S. agalactiae é susceptivel a muitos agentes antimicrobianos, nomeadamente
antibidticos p-lactamicos (CDC, 2010; Beitune et al., 2005), sendo a penicilina G a
primeira opg&o a utilizar (Beitune et al., 2005). A sua administracdo pelo menos 4 horas
antes do parto revela uma elevada proteccdo contra a transmisséo vertical de S.
agalactiae, prevenindo a DNP, contudo, uma duracdo mais curta também confere

alguma proteccdo (Melin, 2011).

Também tem sido descrita susceptibilidade a vancomicina, cloranfenicol,
cefalosporinas de primeira e segunda geracdo (excepto cefoxitina) assim como de
terceira geracdo. Os aminoglicosideos por si s6 ndo apresentam efeito contra S.
agalactiae; contudo, potenciam a actividade da ampicilina ou da penicilina G, quando
administrados em conjunto. A gentamicina como co-adjuvante no tratamento de
infeccdo por S. agalactiae parece ter particular interesse em situagcbes de doenca
fulminante e infeccGes profundas como a endocardite (Farley et al., 2001). Quando
ocorre suspeita de DNP deve ser iniciada terapéutica com ampicilina e gentamicina
(Almeida et al., 2004).

As mulheres gravidas alérgicas a penicilina mas sem antecedentes de anafilaxia,
angioedema, perturbacGes respiratorias e urticaria apds administracdo de penicilina ou
cefalosporina, devem ser tratadas com cefazolina. Das gravidas alérgicas a penicilina,
10% também desenvolvem hipersensibilidade imediata as cefalosporinas (CDC, 2010).
Quando a mulher gravida € alérgica a penicilina e apresenta risco elevado de anafilaxia

0 antibiético a administrar é a clindamicina. Nestas circunstancias, deve também ser
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testada a susceptibilidade a eritromicina e no caso de existir resisténcia a eritromicina e
sensibilidade & clindamicina, deve ainda avaliar-se se existe resisténcia induzida a
clindamicina. A clindamicina s6 é administrada se o isolado de S. agalactiae for
susceptivel aos dois antibioticos ou se ndo existir resisténcia induzida a clindamicina. A
vancomicina deve ser considerada quando existe resisténcia intrinseca ou induzida a
clindamicina ou quando ndo é conhecida a susceptibilidade a eritromicina e
clindamicina (CDC, 2010).

3.4. Vacina

A vacinacéo é considerada uma alternativa mais eficaz e mais econdmica para
prevencdo da DNP principalmente quando comparada com 0s inconvenientes da
administracdo de antibidticos (Melin, 2011). Além dos antibidticos ndo prevenirem a
DNT, podem induzir reac¢bes alérgicas e contribuir para a emergéncia de
microrganismos resistentes (Kasper et al., 1996). O desenvolvimento de uma vacina
contra S. agalactiae conferird proteccdo a mulher gravida e aos adultos e,
consequentemente, permitira reduzir a utilizacdo de antibioticos durante o parto (Schrag
et al., 2000). A vacinacao tem como alvo mulheres em idade fértil podendo ser alargada
para homens e mulheres ndo gravidas (Melin, 2011), assim como gravidas (Lindahl et
al., 2005), constituindo uma alternativa promissora pois ird4 permitir prevenir doencas
associadas a S. agalactiae, entre as quais DNP, DNT, aborto espontaneo, feto morto,
bacteriemia materna (Melin, 2011). A vacina¢do da mulher grévida visa reduzir a
colonizacdo e potenciar a passagem de anticorpos para o feto através da placenta, de
forma a prevenir DNP (Madzivhandila et al., 2011).

Inicialmente o alvo da vacina eram os polissacaridos capsulares, contudo, como
a distribuicdo dos serotipos varia geogréfica e temporalmente, seria dificil o
desenvolvimento de uma vacina que englobasse a populagdo mundial (Melin, 2011). A
eficacia de uma vacina baseada apenas nos serétipos capsulares pode ser comprometida
por processos de transformacdo capsular (Martins et al., 2007), pelo que se encontra em
desenvolvimento uma vacina conjugada multivalente proteina-polissacarido baseada
nos polissacaridos capsulares especificos dos serétipos, para prevencao da DNP (Farley

et al., 2001), em que os serotipos considerados sdo o la, Ib, I, Il e V (Brimil et al.,
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2005). Segundo Madzivhandila e colegas (2011) uma vacina trivalente envolvendo os
serdtipos la, 1b e Il cobriria 80% dos ser6tipos invasivos em criangas até aos 3 meses
de vida nos EUA e Europa. Contudo, as vacinas baseadas nos polissacaridos capsulares
ndo protegem contra S. agalactiae NT (Ramaswamy et al., 2006). O desenvolvimento
de uma vacina com recurso a proteinas de superficie, como por exemplo, as proteinas
dos pili de S. agalactiae, podera tornar-se uma realidade (Maione et al., 2005). Estas
proteinas sdo codificadas por trés ilhas cromossémicas (PI-1, PI-2a e PI-2b) e, no estudo
efectuado por Margarit e colaboradores (2005), todos os isolados possuiam pelo menos
uma dessas trés ilhas. O facto de estas regides estarem bem conservadas entre estirpes,
constitui em factor adjuvante a sua utilizacdo no desenvolvimento de uma vacina para
prevencdo de infeccBes por S. agalactiae. Uma vacina que inclua componentes das trés
ilhas cromossomicas conferiria proteccdo contra 94% das estirpes de S. agalactiae na
Itdlia e EUA (Margarit et al., 2009).

O desenvolvimento de vacinas contra S. agalactiae permanece a medida mais
promissora para prevencao da DNP (Van Dyke et al., 2009). Contudo, a imuniza¢do da
gravida pode falhar na prevencdo de aproximadamente 40% dos casos de DNT em

recém-nascidos com idade gestacional inferior a 34 semanas (Lin et al., 2003).

4. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE

O aumento do uso de antibidticos como medida profilactica da DNP conduziu a
um aumento da resisténcia de isolados de S. agalactiae aos antibidticos (CDC, 2010;
Schrag et al., 2000).

A resisténcia aos antimicrobianos pode resultar de diferentes tipos de
mecanismos, nomeadamente por alteragbes genéticas, mutacdes espontaneas ou
transferéncia horizontal de genes e devido a alteracBes bioquimicas. Estas podem
ocorrer por diversos motivos: (i) modificacdo ou inactivagdo dos antibioticos, (ii)
modificagdo do alvo de acgdo dos antimicrobianos, (iii) bombas de efluxo ou
permeabilidade da membrana, (vi) evitar a inactivagdo do antibidtico. Relativamente as
alteracbes genéticas, as mutacdes pontuais ocorrem menos frequentemente que a

transferéncia de DNA extracromossomal (Giedraitienlé et al., 2011). Por outo lado, as
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bombas de efluxo constituem um dos principais mecanismos de multirresisténcia a

antimicrobianos (Giedraitienlé et al., 2011).

S. agalactiae permanece susceptivel aos f-lactamicos, contudo a emergéncia de
estirpes resistentes aos macrolidos e tetraciclina, tem sido divulgada (Culebras, et al.,
2002). A resisténcia a eritromicina tem sido documentada como variavel, por exemplo
de 7 -25% e a resisténcia a clindamicina também entre 3 a 15%, podendo estes
fendtipos de resisténcia estar associadas a determinados serotipos (Motlova et al.,
2004), nomeadamente o serétipo V (Beitune et al., 2005; Brzychczy-Wtoch et al., 2010;
Farley, 2001). Em Portugal, a resisténcia a eritromicina parece estar associada ao
serétipo 11, tornando-se este facto ainda mais preocupante dado o potencial invasivo a
associado a este serotipo (Florindo et al., 2010). Na Australasia a resisténcia aos
macrélidos é pouco comum (Zhao et al., 2008).

4.1. Mecanismos de resisténcia aos macrolidos e lincosamidas

Existem trés classes principais de mecanismos de resisténcia aos macrélidos: (i)
modificacdo do alvo do antibidtico no ribossoma, (ii) modificagdo do antibiotico e (iii)
alteracdes no transporte do antibidtico através da membrana celular; sendo que apenas a
modificacdo do alvo do antibiotico e as alteracdes no transporte do mesmo tém sido
documentadas em Streptococcus, aos quais conferem resisténcia aos macrélidos de 14 e
15 atomos (Clancy et al., 1997; Leclercq, 2002). A resisténcia a eritromicina pode
ocorrer por dois processos: (i) accdo de metilases ribossomais e (ii) presenca de bombas
de efluxo (Domelier et al., 2008). As metilases modificam o local de ligacdo do
antibiotico no ribossoma, através da metilacdo de um residuo de adenina conservado no
rRNA 23S, conferindo desta forma resisténcia aos macrolidos com 14 e 15 atomos,
lincosamidas e estreptograminas B (Klugman et al., 1998). A metilacdo do rRNA 23S é
codificada pelos genes erm (erythromycin ribosome methylase), cuja expressdo da
origem aos fendtipos MLSg (Macrolide, Lincosamides and Streptogramins B).
resisténcia constitutiva (fendtipo cMLSg) ou indutiva (fenétipo iIMLSg) (Brzychczy-
Witoch et al.., 2010). A metilacdo ribossomal é a forma mais frequente de resisténcia
aos macrolidos e lincosamidas (Leclercg, 2002). Estdo descritas 21 classes de genes
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erm, sendo a mais frequentemente detectada em estreptococos a classe erm(B). Nos
Streptococcus B-hemoliticos também os genes erm(TR), pertencentes a classe erm(A),
podem ser detectados. Na expressdo indutiva, para haver transcricdo € necessario um
indutor, neste caso um macrolido, enquanto que na expressdo constitutiva 0 mRNA ¢é
sempre transcrito, na presenga ou auséncia do indutor. As estirpes que apresentam
fendtipo iIMLSg sdo resistentes ao macrolido que induz resisténcia, mas permanecem
susceptiveis as lincosamidas e aos macrolidos cuja presenca ndo induz resisténcia as

lincosamidas (Leclercq, 2002).

O gene erm(B) esta associado a expressdo constitutiva da metilase enquanto que
0 gene erm(A) se encontra relacionado com a expressdo induzida pela eritromicina.
Contudo, mutacdes no gene erm(A) resultam numa expressao constitutiva das metilases
(Heelan et al., 2004), assim como é possivel detectar em S. agalactiae resisténcia
induzida a clindamicina associada ao gene erm(B) (Leclercq, 2002). Ambos 0s genes
erm(A) e erm(B), podem ser expressos de forma constitutiva ou indutiva. Novos
subfendtipos de resisténcia MLSg devem-se a presenca simultanea dos genes erm e mef
(macrolide efflux) (Culebras et al., 2002). Quase sempre a resisténcia aos macrolidos-
lincosamidas-estreptograminas B em S. agalactiae sdo devidas a presenca dos genes
erm(B) e erm(A) subclasse erm(TR) (Marimon et al., 2005). Os genes erm encontram-
se codificados em plasmideos ou transposfes (Leclercg, 2002), assim como 0 gene
mef(A), que podem integrar-se no cromossoma bacteriano (Cresti et al. 2002).

A resisténcia por bombas de efluxo deve-se a ligacdo de proteinas a parte
hidrofébica da membrana (Domelier et al., 2008) que conferem resisténcia aos
macrolidos com anéis de 14 e 15 aomos, no entanto existe susceptibilidade aos
macrolidos com anéis de 16 atomos, lincosamidas e estreptograminas (Arpin et al.,
1999; Mouy et al., 2001; Domelier et al., 2008; Clarebout et al., 2001). Este fendtipo
(fen6tipo M) depende de um mecanismo de efluxo dependente de protdes, e é
codificado pelos genes mef da classe mef(A) (Clarebout et al., 2001; Clancy et al., 1997,
Leclercq, 2002) e afecta apenas os macrolidos de 14 e 15 atomos. As estirpes com
fenotipo M nédo apresentam resisténcia aos macrélidos de 16 atomos nem a clindamicina
e estreptograminas B. A proteina Mef(A) pertence a familia MFS (major facilitator

superfamily) e atinge 12 regides na membrana (Leclercq, 2002). Embora a subclasse
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mef(A) seja a mais frequentemente associada ao fenétipo M, a subclasse mef(E) também
ja foi detectada em isolados clinicos de S. agalactiae resistentes a eritromicina
(Marimoén et al.,, 2005) Na Tabela 2, encontram-se esquematizados 0s genotipos e
fenotipos envolvidos na resisténcia aos macrélidos em Streptococcus spp. (Leclercq,
2002)

As estirpes invasivas apresentam menos resisténcia aos macrolidos

comparativamente as ndo invasivas (Domelier et al., 2008).

Tabela 2: Genotipos e fenotipos de resisténcia aos macrolidos em Streptococcus
spp.

Fendtipo de Resisténcia
Mecanimode Classe Fendtipo Macrélidos de 14 Macrdélidos Clindamicina

resisténcia de e 15 atomos de 16
genes atomos
Metilacao erm iMLSg Roul R,louS R,lou$S
ribossomal cMLSg R R R
Efluxo mef(A) M Roul S S

Adaptado de Leclercq, 2002. R= Resistente; I= Resisténcia intermédia; S= Susceptivel

A resisténcia as lincosamidas tem também sido descrita em estirpes de
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium, sendo este mecanismo de resisténcia
associado aos genes Inu(A) [lin(A)] e Inu(B) [lin(B)], respectivamente. Estes genes
codificam para nucleotidiltransferases que inactivam lincosamidas, sendo o modo de

actuacdo das linsosamidas similar ao dos macrolidos (Leclercq, 2002).

Na nova Zelandia foram descritas estirpes de S. agalactiae susceptiveis a
eritromicina mas com resisténcia intermédia ou resisténcia a clindamicina, contudo
estes isolados também apresentam resisténcia as estreptograminas A, resultando no
fendtipo LSA (Lincosamide-Streptogramin A) (Malbruny et al., 2004). Os mecanismos
bioquimicos e genéticos deste fendtipo ainda ndo sdo conhecidos, mas pensa-se que
aqueles genes possam ser adquiridos por transferéncia horizontal. O fendtipo LSA ¢
semelhante ao fendtipo LSA intrinseco encontrado em Enterococcus faecalis e ao
fenotipo LSA adquirido por S.aureus. Em E. faecalis, este fenotipo esta relacionado

com a expressdo da proteina Lsa, sendo esta semelhante as proteinas ABC, que tém
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como funcéo o transporte de moléculas em resposta a hidrélise de ATP (Malbruny et
al., 2004). No Canada foi detectada apenas uma estirpe de S. agalactiae com resisténcia
a clindamicina e susceptibilidade a eritromicina, que tinha presente o gene lin(B) que
codifica para nucleotidiltransferases que inactivam lincosamidas (de Azavedo et al.,
2001). Nos EUA também foi detectada uma estirpe portadora do gene lin(B), com
fendtipo L (Lincosamide). Este gene ja tinha sido anteriormente identificado em E.
faecium (Gygax et al., 2006). Em Portugal, no estudo efectuado por Rodrigues (2009)
também foi detectado um isolado proveniente de colonizacdo da mulher gravida,

resistente a clindamicina e susceptivel a eritromicina.

4.2. Mecanismos de resisténcia a tetraciclina

Desde a década de 50 (século XX), a resisténcia a tetraciclina no género
Streptococcus é bastante elevada. Contudo, sdo poucos 0s casos em que esta resisténcia
se encontra associada a plasmideos (Burdett, 1980).

As tetraciclinas apresentam na sua constituicdo 4 anéis benzénicos, e tém como
alvo o ribossoma, onde travam a sintese proteica atraves do impedimento da ligacao dos
aminoacil-tRNA ao ribossoma, exercendo efeito bacteriostatico (de Sousa e Peixe,
2010). Estdo caracterizados 17 determinantes genéticos que conferem resisténcia a
tetraciclina, muitos dos quais, codificam para bombas de efluxo ou para proteinas que
protegem os ribossomas da acgdo da tetraciclina. Nas bactérias de coloragdo Gram
positiva, 0 determinante mais prevalente é o tet(M), embora o tet(O), tet(K) e tet(L)
também possam surgir, contudo menos frequentemente (Culebras et al., 2002). O gene
tet(M) pode ser adquirido por transferéncia horizontal mediada por transposoes
conjugativos. A razdo para a elevada prevaléncia de isolados de S. agalactiae resistentes
a tetraciclina é desconhecida pois este antibi6tico ndo é utilizado profilacticamente nem

como tratamento de gravidas e/ou criangas (de Azavedo et al., 2001).

A resisténcia a tetraciclina e eritromicina deve-se, por vezes, a presenca dos
respectivos determinantes genéticos de resisténcia no mesmo elemento genético mavel,
pelo que existe uma associacdo frequente entre os genes erm(B) e tet(M), quer em
bactérias de coloragdo Gram positiva quer Gram negativa (Culebras et al., 2002).
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Na Tabela 3, encontra-se a distribuicdo da resisténcia a eritromicina,

clindamicina e tetraciclina em algumas areas geogréficas.

Tabela 3: Resisténcia de Streptococcus agalactiae a eritromicina, clindamicina e
tetraciclina

Area Geografica Resisténcia Resisténcia Resisténcia
Eritromicina (%) Clindamicina (%) Tetraciclina (%)

Coreia do Sul * 30 35 96
Taiwan 58.3 57.9 SR
Republica Checa * 3.8 3.2 83.9
Franca ® 13.8 SR 95.5
Franca ’ 17 SR SR
Italia ® 16.5 SR 68.1
Madrid *° 17.4 12.1 SR
Barcelona® 14.2 14.2 89.2
Libano 15.8 11.8 86.8
Grécia' 10.5 12 SR
Portugal®? 10.8 10.5 82.4
Portugal® 22.9 22.9 SR
Lisboa ° 19 53% dos isolados SR

resistentes a

eritromicina
Santarém * 8.3%* 8.3 80
Tras-os-Montes e 15 9.6 SR

Aldo Douro®®

! Uh et al., 2005; “ Wang et al., 2010; ® Motlova et al., 2004; * Rodrigues, 2009; > Aradjo, 2010; ° Poyart
et al., 2008; " Domelier et al., 2008; ® Gherardi et al., 2007; ° Florindo et al., 2010; *° Betriu et al., 2003;
1 Hannoun et al. 2009; ** Guimaraes, 2008:" Pinheiro, 2009; ““Tsolia et al.2003; **Martins et al., 2011;
SR-Sem Referéncia; **Neste estudo 8.3% dos isolados apresentaram resisténcia a eritromicina e 1.7%
apresentaram resisténcia intermédia a mesma.

Na Tanzania (Outubro de 2008-Marco de 2009), a susceptibilidade a
eritromicina e clindamicina oscilou entre 80 e 90% (Joachim et al., 2009) enguanto que
nos EUA (2004) a resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina apresentou valores
elevados (29%) (Dela Cruz et al., 2007). Em Franca, a resisténcia a eritromicina oscilou
entre 11 e 50% (Mouy et al., 2001) enquanto que no Japao (2006-2007) a percentagem

de resisténcia aos macrdlidos foi de 12.2% (Murayama et al., 2009). Em Espanha
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(1992-2000), 87% dos isolados resistentes a eritromicina também apresentaram
resisténcia a tetraciclina enquanto que entre os isolados sensiveis a eritromicina a
resisténcia a tetraciclina foi de 72% (Culebras et al., 2002). Num estudo efectuado com
isolados obtidos de criancas angolanas dos 91 dias aos 12 anos de vida, com diagnéstico
de meningite, apenas foi detectado um isolado com resisténcia intermédia a eritromicina
(Florindo et al., 2011). Em Taiwan (Wang et al., 2010) e Portugal (Rodrigues, 2009)
foram detectados isolados com resisténcia a clindamicina e sensibilidade a eritromicina.
No Brasil (2006-2008) a resisténcia a eritromicina e a clindamicina foi de 4.7%, tendo o
fendtipo cMLSg sido detectado em todos os isolados (Palmeiro et al, 2010). Em
Espanha observou-se uma percentagem de isolados colonizantes resistentes a

eritromicina de 11% (Marimon et al., 2005).

O gene erm(B) tem sido o gene mais detectado entre os isolados resistentes a
eritromicina, tal como descrito em estudos efectuados na Coreia do Sul (Uh et al.,
2005), no Japdo (Murayama et al., 2009), em Italia (Gherardi et al., 2007), no Brasil
(Palmeiro et al., 2010), em Espanha (Marimén et al., 2005; Martins et al., 2011) e em
Portugal (Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). No Canad4, a resisténcia a eritromicina
estd sobretudo associada a presenca do gene erm(A) [erm(TR)] (de Azavedo et al.,
2001) enquanto que em Franca a resisténcia foi originada pelo gene mef(A) (Poyart et
al., 2008). Em Madrid, 44,5% dos isolados apresentam mais de um gene de resisténcia

aos macrdlidos (Culebras et al., 2002).

O fenotipo cMLSg foi 0 fenotipo mais detectado em estudos efectuados em
Portugal (Araujo, 2010; Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009), na Republica Checa
(Motlova et al., 2004), em ltalia (Gherardi et al., 2007), em Taiwan (Wang et al., 2010),
Espanha (Martins et al., 2011).

Em Portugal, o serétipo Il tem sido identificado em grande parte das estirpes
resistentes a eritromicina (Florindo et al., 2010; Guimar&es, 2008), sendo também
detectados os serdtipos Il e V (Guimardes, 2008). Em Santarém (Rodrigues, 2009), o
serétipo V foi o mais frequentemente detectado entre os isolados resistentes a
eritromicina, tal como se verificou também na Coreia do Sul (Uh et al., 2005),
Barcelona (Martins et al., 2011).
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4.3. Mecanismos de resisténcia as quinolonas

As quinolonas apresentam uma boa eficacia no tratamento de infec¢es causadas
por microrganismos do género Streptococcus (Kawamura et al., 2003). No Japdo
(Fevereiro a Dezembro de 2002) foram detectados isolados altamente resistentes as
quinolonas tendo sido observada a existéncia de mutagcdes pontuais nos genes gyrA e
parC (Kawamura et al., 2003). Num outro estudo efectuado em Espanha (2003-2004), a
percentagem de resisténcia as quinolonas foi de 1.2%, tendo os autores verificado que
as estirpes apresentavam também mutacgdes no genes gyrA e parC (Miré et al., 2006).

4.4. Mecanismos de resisténcia a penicilina

A penicilina consituti o antibi6tico de eleicdo ndo s6 para antibioticoprofilaxia
intraparto mas também para tratamento de infeccbes em adultos por S. agalactiae
(Kimura et al., 2008).

Embora ndo existam critérios que definam um isolado como resistente a este
antibidtico, ja foram descritos isolados com susceptibilidade reduzida a penicilina. Num
estudo efectuado no Japdo, entre 1995 e 1998 e em 2005, foram caracterizados 14
isolados com susceptibilidade reduzida a este antibi6tico, 8 apresentaram serétipo
capsular I11. Alguns dos isolados apresentaram mutacdes nas proteinas de ligacdo as
penicilinas (PBP) (do inglés Protein Binding Penicilins) - PBP 1A, PBP 1B, PBP 2A,
PBP 2B e, todos os 14 isolados apresentaram mutacdes na PBP 2X. Os autores
assumem que as substituicbes de aminoacidos verificadas na PBP 2X (Q557E e/ou
V405A) sdo a principal causa para a susceptibilidade reduzida de S. agalactiae a
Penicilina G (Kimura et al., 2008). No Canada também foi detectado um isolado
responsavel por sépsis neonatal com susceptibilidade reduzida a penicilina (de Azavedo
etal., 2001).

Mais tardiamente (Longtin et al., 2011) foram descritas novas mutagdes em
isolados com susceptibilidade reduzida a penicilina, na PBP 1A (T546P), PBP 2A
[(E636G), (S644F), (S676F)] e PBP 2X (G371D). No entanto, a mutagdo mais
frequentemente reportada é Q557E em PBP 2X.
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5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE

5.1. Rastreio de colonizagdo da mulher gravida

No rastreio de colonizagdo da mulher gravida deve ser efectuada colheita de um
exsudado vaginal (introito vaginal) e de um exsudado rectal entre as 35 e as 37 semanas
de gestacdo (CDC, 2010). A sensibilidade da cultura do exsudado vaginal é apenas de
50 a 60% (CDC, 2010), e a colonizacdo rectal parece ser 18 a 24 vezes superior a
colonizagdo vaginal (El Aila et al., 2010), razdo pela é aconselhada a colheita vaginal e
rectal (CDC, 2010). A colheita simultanea dos exsudados vaginal e rectal aumenta em
18.5-51% a probabilidade de deteccdo de S. agalactiae comparativamente a colheita

isolada do exsudado vaginal (Madzivhandila et al., 2011).

A colonizacdo da mulher gravida com S. agalactiae pode ser transitoria,
intermitente ou persistente (Hoogkamp-Korstanje et al., 1982; Melin, 2011; Rallu et al.,
2006), apenas com variacdo da densidade de colonizacdo (Rallu et al., 2006). O valor
preditivo negativo da cultura para pesquisa de S. agalactiae nas 5 semanas que
antecedem o parto é de 95 a 98%, no entanto, este valor preditivo decresce, se o rastreio
for efectuado mais de 5 semanas antes do parto (Yancey et al., 1996). O valor preditivo
negativo da cultura é 97% e o valor preditivo positivo é 89% relativamente a
probabilidade de colonizacdo da mulher gravida no momento do parto (Almeida et al.,
2004).

A colheita durante o parto pode ficar comprometida, nomeadamente apés
ruptura das membranas devido a saida do liquido amnidtico (Madzivhandila et al.,
2011).

5.2. Colheita e processamento

A colheita na parte distal da vagina revela-se mais eficaz do que no cérvix
(Melin, 2011; Beitune et al., 2005) contudo o exsudado rectal ¢ mais eficaz no
isolamento de S. agalactiae que o vaginal e quando associados permitem obter
resultados mais fidedignos. Sendo o trato gastrointestinal o principal reservatério de S.

agalactiae, a combinacdo dos dois tipos de colheita aumenta a probabilidade de
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deteccdo deste microrganismo (Daniels et al., 2011; Melin, 2011; EIl Aila et al., 2010).
A colheita pode ser efectuada por profissionais de saude ou pela propria grévida e o
transporte deve ser efectuado num meio ndo nutritivo, como por exemplo o0 meio de
Stuart ou de Amies (CDC, 2010). S. agalactiae mantém-se viavel no meio de transporte
por um periodo de 4 dias desde que a amostra seja refrigerada ou mantida a temperatura
ambiente, sendo a percentagem de recuperagdo de S. agalactiae entre 92 e 100%.
Contudo, a sua recuperacdo decresce significativamente, quando exposto a temperaturas
na ordem dos 30°C, podendo originar resultados falsamente negativos (Stoner et al.,
2004; CDC, 2010). A sensibilidade da cultura aumenta quando a amostra é guardada
refrigerada (4°C) e processada num periodo de 24 horas apds a colheita (CDC, 2010).

No laboratério, as amostras devem ser incubadas em meio liquido de
enriquecimento como o Todd-Hewitt broth suplementado com gentamicina e &acido
nalidixico (Trans Vag broth) ou com colistina e acido nalidixico (Lim broth); o
enriquecimento destes meios com 5% de sangue de carneiro desfibrinado aumenta a
recuperacdo de S. agalactiae. A incubacdo é efectuada durante 18 a 24 horas a 35-37°C
em aerobiose ou atmosfera com 5% de CO, (CDC, 2010). A utilizagdo de um meio
liquido ndo selectivo apresenta uma percentagem de falsos negativos na ordem dos
58,9% (Baker et al., 1973). Por outro lado, se a cultura fosse efectuada primeiramente
em meio solido, a percentagem de gravidas com resultados falsamente negativos seria
de 50% (CDC, 2010).

Apos o enriquecimento em meio liquido deve ser efectuada subcultura para meio
solido com 5% de sangue de carneiro suplementado com colistina e acido nalidixico, ou
para meio solido cromogénio, sendo a incubacdo efectuada nas mesmas condi¢Ges
(CDC, 2010). Posteriormente, procede-se a identificacdo de colonias sugestivas de S.
agalactiae, ou seja, aquelas que no meio solido suplementado com 5% de sangue de
carneiro surgem com pequena regido de B-hemdlise, testes de catalase negativa e/ou
hipurato positivo e se apresentam como cocos de coloragdo Gram positiva. Apos
incubacgdo, sempre que ndo existir crescimento de coldnias suspeitas de S. agalactiae, as

placas devem ser reincubadas durante a noite para posterior reavaliagcdo (CDC, 2010).

Existem meios liquidos cromogénios como alternativa, que permitem detectar S.
agalactiae p-hemoliticos através da modificagdo da cor do meio (como por exemplo, 0
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meio de Granada Biphasic Broth). Quando ndo se observa alteracdo na cor, deve ser
efectuada subcultura para meio solido com 5% de sangue de carneiro, ou serem
pesquisados antigénios de S. agalactiae ou utilizados metodos moleculares que
permitam identificar estirpes ndo-hemoliticas (CDC, 2010). Segundo EI Aila e colegas
(2009), a utilizacdo do meio de Lim broth com subcultura para 0 meio sélido de
Granada constitui um método de deteccdo de S. agalactiae em exsudados vaginais e

rectais de mulheres gravidas, especifico e sensivel.

Para a detecgéo de S. agalactiae em amostras de exsudados vaginais e rectais, o
exame cultural, com recurso a enriquecimento prévio é considerado o método gold
standard. A confirmacdo dos resultados é feita com base em testes especificos de
aglutinacdo ou recorrendo a métodos moleculares (Beitune et al.,2005). A cultura
apresenta como desvantagem o facto de exigir microrganismos vidveis assim como a
necessidade de maior tempo para a obtencdo de um resultado (Beitune et al.,2005), pelo
que nédo pode ser aplicada no momento do parto. Desta forma, a sua realizacdo entre as
35 e as 37 semanas de gestacdo exclui as situacOes de parto prematuro (<35 semanas de
gestacao), facto que ndo deve ser menosprezado visto que 7-11% das gravidas tém o
parto antes do rastreio e que a prematuridade € um dos factores de risco para o

desenvolvimento de infeccdo neontal (EI Helali et al., 2009).

Diversos factores podem condicionar a deteccdo de S. agalactiae em mulheres
gravidas portadoras, entre os quais, a toma de antibiéticos orais e/ou utilizacdo de
produtos de higiene antes da colheita, ou outros factores como o tipo de colheita,

condigdes de transporte da amostra e processamento da mesma (Melin, 2011).

Podem ocorrer situacfes em que DNP acontece em recém-nascidos no termo da
gestacdo cuja mae apresentou rastreio negativo para S. agalactiae, assim como em
prematuros cujas mées ndo foram rastreadas. Uma grande percentagem dos casos de
DNP (60 a 80%) ocorrem em recém-nascidos cujas mées apresentaram rastreios
negativos para S. agalactiae (Melin, 2011), o que limita a cultura como método de
deteccdo (Beitune et al., 2005).
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O facto de a colonizagdo durante a gravidez ser intermitente enfraquece a
correlagéo entre o rastreio e a colonizagdo no momento do parto o que pode conduzir a

uma aplicacgéo incorrecta das medidas preventivas (El Helali et al., 2009).

5.3. Identificacao de Streptococcus agalactiae

Em meio sélido suplementado com 5% de sangue de carneiro, S. agalactiae
apresenta colénias pequenas com um halo ligeiro de B-hemdlise (CDC, 2010), sendo

necessario recorrer a outros testes para a sua correcta identificacao.

5.3.1. Teste de CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen)

O teste de CAMP (Christie, Atkins, Munch, Peterson) pode ser usado como
método de identificacdo presuntiva (CDC, 2010). S. agalactiae possui o gene cfb,
responsavel pela producdo de uma citolisina ou factor CAMP (Glaser et al., 2002), que
potencia a actividade da g-hemolisina de S.aureus em meio sélido suplementado com
sangue de carneiro. S. agalactiae é presuntivamente identificado pela presenca de uma
regiao de B-hemolise (em forma de seta), resultante da convergéncia da ac¢do da f-

hemolisina de S.aureus e do factor CAMP de S. agalactiae (Wilkinson, 1977).

Este teste é de facil execucdo, raramente fornece resultados falsamente positivos

e permite obter resultados em 18 horas (Wilkinson, 1977).

5.3.2. Pesquisa de antigénios de Streptococcus agalactiae
5.3.2.1. Serogrupagem de Streptococcus agalactiae

A pesquisa antigénica de Streptococcus B-hemoliticos dos grupos A, B, C, D, F
e G de Lancefield, consiste num teste rapido de aglutinacdo que permite obter
resultados em 10 minutos. Constitui um excelente teste de confirmacdo apds a cultura,
com uma sensibilidade e especificidade proximas de 100%. Contudo, quando o teste é
efectuado antes da cultura em meio sélido suplementado com 5% de sangue de carneiro,
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a sua sensibilidade decresce para 65%. Apresenta variacbes quando ndo existe
enriquecimento prévio a cultura e depende do tempo de incubacdo no meio sélido,
quantidade de indculo presente na amostra assim como do tempo que decorre entre a
extraccao e a execucdo do teste. Um grupo de investigadores em Espanha concluiu que
este teste sendo efectuado apos enriquecimento no meio liquido, apresenta uma elevada
sensibilidade (98%) tendo ainda a vantagem de reduzir o tempo de resposta em 24
horas; contudo, estes resultados ndo foram comprovados por outros investigadores, pelo
que a cultura constitui o0 melhor método existente actualmente para o rastreio pré-natal
mas ndo o mais adequado para o rapido diagnostico exigido no momento do parto
(Beitune et al., 2005).

5.3.2.2. Serotipagem de Streptococcus agalactiae

A serotipagem baseada no Ag polissacarido capsular é relevante para o
conhecimento da distribuicdo dos ser6tipos em todo o mundo, com a finalidade de se
poder desenvolver uma vacina multivalente conjugada polissacarido capsular-proteina
(Ramaswamy et al., 2006; Kong et al., 2008; Slotved et al., 2007).

Neste método testa-se a reactividade dos anti-soros comerciais com o0
polissacarido capsular da estirpe em estudo (Kong et al., 2008). Os métodos de tipagem
convencionais exigem grande quantidade de antisoros especificos e os resultados séo
muitas vezes subjectivos (Kong et al., 2005; Wen et al., 2006). Os isolados que nao
apresentam reactividade com nenhum dos antisoros vulgarmente utilizados séo
considerados nao tipaveis (NT) (Ramaswamy et al., 2006), tal facto pode dever-se a
auséncia de expressdo do polissacarido capsular ou a inexisténcia de reaccdo com 0s
antisoros disponiveis (Kong et al., 2008; Slotved et al. 2007), assim como pode resultar
de um processo de recombinacéo, originando a disrupcéo de genes no locus cps. A base
genética molecular para o fendtipo NT ndo é conhecida (Ramaswamy et al., 2006). As
limitacOes deste tipo de teste estdo associadas a qualidade dos antisoros utilizados, a
experiéncia do operador assim como a existéncia de isolados nédo serotipaveis. Contudo,

€ um método util para avaliagdo da distribuicdo dos serétipos (Kong et al., 2008).
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Apesar de existirem métodos de tipagem molecular como o Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) e Mutilocus sequencing type (MLST), a serotipagem permanece

um método essencial em estudos epidemiologicos (Martins et al., 2007).

5.3.3. Deteccdo de acidos nucleicos de Streptococcus agalactiae

A identificacdo dos ser6tipos por métodos moleculares revela um elevado poder
discriminatorio assim como reprodutibilidade (Kong et al., 2002). Os testes genotipicos,
na sua maioria, apresentam uma tipeabilidade de 100%, que pode ser inferior na

serotipagem convencional (van Belkum et al., 2007).

Os testes de PCR (Polymerase Chain Reaction) para deteccdo de S. agalactiae
apresentam grandes oscilacGes de sensibilidade (62,5-98,5%) e especificidade (64.5-
99.6%) quando comparados ao método gold standard (enriquecimento seguido de
subcultura); contudo, o enriquecimento prévio das amostras aumenta a sensibilidade dos
testes de PCR para 92,5-100%, o que constitui uma desvantagem para a detec¢do de S.
agalactiae, pois acresce o tempo de resposta; contudo, a sua exactiddo é mais relevante
(CDC, 2010).

5.3.3.1. Genotipagem capsular de Streptococcus agalactiae

O polissacarido capsular é frequentemente utilizado para tipagem de estirpes
(Poyart et al., 2007). Os testes fenotipicos de serotipagem apresentam algumas
limitagdes comparativamente aos testes genotipicos, entre as quais baixa robustez, a
existéncia de um numero consideravel de isolados NT (Manning et al., 2005; Poyart et
al., 2007), a possibilidade de erros inerentes a serotipagem (Poyart et al., 2007), assim
como os custos (Manning et al., 2005).

Os testes genotipicos complementam os métodos fenotipicos apresentando ainda
a vantagem de ultrapassarem as limitagdes associadas a expressao capsular assim como
a possibilidade de identificar novas variantes antigénicas e também a limitacdo dos

isolados NT. Uns testes sdo mais reprodutiveis, especificos e faceis de executar do que
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outros. Usualmente os métodos genotipicos envolvem a execucdo de métodos baseados
em, nomeadamente, PCR e hibridacdo DNA/DNA, PCR e restri¢cdo enzimatica ou PCR
e sequenciacdo (Poyart et al., 2007). A maioria dos métodos de tipagem molecular sdo
mais discriminatorios e apresentam maior tipabilidade comparativamente aos métodos

de tipagem convencionais (van Belkum et al., 2007).

A regido genética cps (capsular polysaccharide synthesis) engloba os genes
cpsA-cpsO, cpsR e cpsY, alguns dos quais permanecem conservados entre serétipos.
Contudo, nem todos os serétipos apresentam todos os genes cps. Os genes cpsG-cpskK
apresentam grande variabilidade entre os serotipos la, 1b, 11-VII enquanto que os genes
cpsE-CpsK sdo variaveis no serétipo VIII (Manning et al., 2005). As regides cpsH-

cpsM sdo especificas para cada serotipo (Slotved et al., 2007).

A genotipagem capsular por PCR tem-se revelado eficaz na tipagem de isolados
invasivos de S. agalactiae que se revelem nao tipaveis pela metodologia convencional
(Madzivhandila et al., 2011). Geralmente, os resultados da serotipagem convencional e

molecular s@o concordantes para os isolados serotipaveis (Slotved et al., 2007).

A técnica de hibridizacdo reversa em linha (RLB) é uma técnica promissora que
permite simultaneamente a deteccdo, identificacdo e tipagem de microrganismos,

incluindo S. agalactiae (Kong et al., 2005).

5.3.3.2. Electroforese de campo pulsado (PFGE, de Pulsed
Field Gel Electrophoresis)

A electroforese de campo pulsado permite analisar os perfis de restricdo de DNA
cromossomal (Tenover et al., 1995), possibilitando desta forma, inferir sobre a
clonalidade e diversidade genética das estirpes estudadas. E utilizada para a tipagem e
subtipagem de isolados bacterianos (Matushek et al., 1996; Rolland et al.,1999),
estudos de prevaléncia de serétipos e investigacdo de surtos de infeccdo (Benson &
Ferrieri, 2001). Esta metodologia implica a incorporacdo das células em discos de
agarose, a sua lise in situ, assim como a digestio do DNA cromossomal com

endonucleases de corte pouco frequente, originando menos de 30 fragmentos com
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tamanhos compreendidos entre 20 e 600 Kpb (van Belkum et al., 2007). Os fragmentos
de DNA sdo separados através da aplicacdo de uma corrente eléctrica, que mudara de
direccdo consoante o padrdo definido. Desta forma é possivel obter bandas discretas
correspondentes aos fragmentos de restricdo do DNA cromossomal. A proximidade
genética dos isolados € obtida por comparacao dos perfis de restrigdo obtidos (Tenover
et al., 1995, van Belkum et al., 2007).

Na Tabela 4 encontram-se os critérios de interpretacdo dos perfis da técnica de
PFGE propostos por van Belbum e colegas (2007) para actualizacdo dos critérios de

interpretacdo propostos por Tenover e colaboradores (1995).

Tabela 4: Critérios de interpretacdo dos perfis gerados por electroforese de campo
pulsado, considerando o nimero de fragmentos de DNA diferentes

N.° de fragmentos diferentes Interpretacdo
entre dois isolados
0 Isolados indistinguiveis
1-4 Isolados do mesmo tipo com subtipos diferentes
5-8 Provavelmente isolados diferentes*
>9 Isolados diferentes**

* atribuido a provavelmente dois eventos mutacionais; ** atribuido a pelo menos trés eventos
mutacionais. van Belkum et al., 2007

A técnica de PFGE constitui 0 método com maior poder discriminatério
comparativamente aos métodos baseados em PCR (Benson & Ferrieri, 2001). Esta
técnica tem sido referenciada como metodo padrdo para estudos epidemiologicos
(Chung et al., 2000), em particular em investigacdo de surtos de infecgéo (Tenover et
al., 1995), sendo a sua principal limitacdo, o tempo requerido para a sua execugéo
(Matushek et al., 1996), razdo pela qual Benson e Ferrieri (2001) propuseram
modificagdes a técnica de forma a permitir processar um maior nimero de isolados em

menor espaco de tempo (Benson & Ferrieri, 2001).
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5.3.4. Caracteristicas do teste “ideal” para diagndstico

laboratorial de S. agalactiae

Um numero relevante de casos DNP ocorrem em criangas cujas maes
apresentaram colonizacdo ligeira ou resultado negativo no rastreio das 35-37 semanas
de gestacdo, pelo que é necessario um teste rapido e sensivel de aplicacdo intraparto,

como os testes que tém por base reacgdes de PCR (El Helali et al., 2009).

De acordo com um estudo de comparacdo de quatro técnicas, efectuado no
Canad4, os autores consideram que 0 método de deteccdo de Ag de S. agalactiae € mais
sensivel que a cultura e mais facil de executar, além de ndo ser um teste oneroso e ter
aplicabilidade em qualquer centro obstétrico, razdo que leva os autores a considerarem
que o meétodo de deteccdo de Ag deve substituir a cultura as 35-37 semanas de gestacdo
(Rallu et al., 2006).

A comercializacdo de um teste rapido para deteccdo de S. agalactiae permitira
rastrear gravidas que ndao tenham recebido cuidados de saude durante a gravidez ou que
ndo tenham efectuado qualquer cultura durante o tempo de gestacdo (Melin, 2011).
Considerando a necessidade de enriquecimento prévio da amostra a rastrear outras
limitacbes se impbe aos ensaios de PCR em tempo real, como por exemplo a
necessidade de profissionais treinados e equipamento apropriado (ElI Helali et al.,
2009). A forma de ultrapassar estas limitagdes consiste no desenvolvimento de um teste
de PCR facil de executar e que permita obter resultados 24 horas por dia, 7 dias por
semana (El Helali et al., 2009). Em 2006, FDA (Food and Drug Administration)
aprovou 0 método Xpert™ GBS (Cepheid), que consiste num teste de PCR em tempo
real e que permite obter resultados em 30-75 minutos, sendo pouco laborioso e de
simples execucdo (Melin, 2011). Este teste permite ainda detectar se a gravida esta
colonizada por S. agalactiae apds inicio do trabalho de parto, apresentando uma
sensibilidade de 98.5%, uma especificidade de 99.6% comparativamente ao gold
standard e tem como alvo de amplificacdo a regido adjacente a extremidade 3"do gene
cfb (EI Helali et al., 2009). O método de PCR em tempo real (Xpert) permite uma
selecgdo exacta das gravidas para quimioprofilaxia intraparto (EI Helali et al., 2009).
Contudo existem factores a considerar, tais como a necessidade de obtencdo de

resultados pelo menos 4 horas antes do parto, para aplicacdo de quimioprofilaxia, 0s
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custos associados ao equipamento de PCR em tempo real assim como o nUmero
necessario de pessoal treinado e disponivel para situacdes de emergéncia. Poucos
centros obstétricos podem proporcionar estes recursos e o isolamento em cultura
continuard a ser necessario para a realizacdo dos testes de susceptibilidade aos
antibioticos (TSA) (Rallu et al., 2006). De acordo com Overman e colegas (2002), a
técnica de Accuprobe (deteccdo de rRNA), apds enriquecimento em meio Lim broth, é
tdo sensivel como o gold standard para deteccdo de S. agalactiae em amostras
anovaginais, apresentando ainda a vantagem de uma reducdo de 24 horas no tempo de

resposta (Overman et al., 2002).

O teste ideal para a deteccdo de colonizacdo materna com S. agalactiae devera
ser sensivel, rapido (de-Paris et al., 2011), rigoroso e orientado para a quimioprofilaxia
(Honest et al. 2006), devendo apresentar uma sensibilidade minima de 86% assim como
uma baixa taxa de falsos negativos. Devera ser econdémico e incluido nos exames
solicitados no periodo do parto. Um curto tempo de resposta (Beitune et al., 2005), ndo
excedendo 1 hora, permitd uma quimioprofilaxia atempada e orientada. Durantes as
duas ultimas décadas, foram desenvolvidos testes rapidos baseados em antigénios e
hibridizacdo, contudo, apesar da elevada especificidade apresentam uma baixa

sensibilidade, podendo ocorrer falsos negativos (Melin, 2011; El Helali et al., 2009).

6. Objectivos

Caracterizar isolados de S. agalactiae resultantes de colonizagcdo dos tratos
genitourinario e gastrointestinal da mulher gravida as 35-37 semanas de gestacao,
obtidos no periodo de 2007 a 2010 no Hospital Garcia de Orta (HGO), em Almada.

6.1. Objectivos Especificos
v" Conhecer a prevaléncia de colonizac¢do da mulher gravida neste periodo;
v" Conhecer a prevaléncia de cada ser6tipo capsular na populacgao estudada;

v" Identificar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos;
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v" Identificar os fendtipos e gendtipos de resisténcia aos macrolidos;

v Avaliar a evolucdo temporal dos serdtipos capsulares e da resisténcia aos

antimicrobianos;

v" Procurar associacOes entre o serdtipo capsular, o fenétipo e o gendétipo de

resisténcia aos macrélidos;

v/ Analisar a clonalidade dos isolados caracterizados neste periodo,

nomeadamente, os isolados com resisténcia aos macroélidos;
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II-MATERIAIS E METODOS

1. POPULACAO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Neste trabalho foram caracterizados 179 isolados de S. agalactiae provenientes
de amostras de exsudados vaginais e/ou rectais de gravidas com idade gestacional
compreendida entre as 35 e as 37 semanas e/ou urinas obtidas durante a gravidez. Os
isolados de S. agalactiae foram obtidos no Hospital Garcia de Orta (HGO), Almada
(Portugal), entre 2007 e 2010. A utilizacdo do exsudado rectal no rastreio da
colonizacdo da gravida com S. agalactiae neste hospital teve inicio no decorrer do ano
2007.

Os 179 isolados foram seleccionados aleatoriamente em relacdo ao total de
isolados (n=729) provenientes de amostras clinicas recebidas durante o periodo referido
(2007 a 2010) no laboratério hospitalar, correspondendo a 24,6% do total.

Na tabela 5 encontra-se discriminada a distribuicdo anual dos isolados por

produto biolodgico.

Tabela 5: Distribui¢céo anual (2007-2010) dos isolados de Streptococcus agalactiae
por produto bioldgico

Produto Biologico Ano
2007 2008 2009 2010

Ex. vaginal e ex. rectal 0 6 8 12

s Ex. vaginal e urina 0 1 1 0

% = Duas urinas 0 3 0 0
[

20 Duas urinas e ex. vaginal 1 0 0 0

Ex. vaginal, ex. rectal eurina | 0 1 1 0

a D Ex. vaginal 17 17 19 16

2 & Ex. rectal 0 9 7 3
S o

RS Urina 3 3 8 6
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2. IDENTIFICACAO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Os isolados de S. agalactiae caracterizados neste estudo foram isolados e
identificados no HGO sendo posteriormente congelados em meio liquido tripticase soja
com glicerol a 20% (Difco) e enviados para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT), onde foram conservados a -80°C no mesmo meio (suplementado com 20% de

glicerol).

As amostras conservadas a -80°C foram semeadas em meio de gelose Columbia
suplementado com 5% de sangue de carneiro (COS) (bioMérieux ®, Marcy-1’Etoile,
France) e incubadas 18-24 horas em aerobiose a 37°C, para isolamento e observagédo das
caracteristicas das coldnias. A partir de cultura pura, procedeu-se a confirmagdo da
identificacdo pelo teste CAMP, a serotipagem e, no caso de existirem isolados néo
tipaveis foi ainda efectuada a pesquisa do Ag especifico de grupo (serogrupagem) e
genotipagem capsular, como se encontra descrito a seguir.

Geralmente S. agalactiae manifesta-se em cultura em meio sélido com col6nias
pequenas esbranquicadas rodeadas por um pequeno halo de PB-hemdlise (Levinson,

2004) como se pode observar na Figura 1.

Figura 1. Inéculo de Streptococcus agalactiae ndo hemolitico
(A) e beta-hemolitico (B) em meio suplementado com 5% de
sangue de carneiro (http://www.cdc.gov/groupbstrep/images/lab-
HemolyticTests-1g.jpg)
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2.1. Teste de CAMP

O teste de CAMP (de “Christie Atkins Munch-Petersen”) (Costa, 2000) ¢
considerado um teste presuntivo para a identificacdo de S. agalactiae e é efectuado na
presenca de uma estirpe de Staphylococcus aureus. Para a sua execucdo, numa placa de
gelose Columbia suplementada com 5% de sangue de carneiro (COS) (bioMérieux ®,
Marcy-1’Etoile, France) semeou-se em estria vertical, em todo o didmetro da placa, com
indculo de uma estirpe de S. aureus. Perpendicularmente, efectuou-se uma estria com o
indculo da estirpe em estudo, sendo a incubacdo realizada a 37°C durante 18 a 24 horas,
em aerobiose. O teste de CAMP foi considerado positivo quando se observou uma
hemolise com formato de seta na zona onde os inoculos das estirpes confluem (ver
Figura 2), resultante do sinergismo entre o factor CAMP, de S. agalactiae, ¢ uma -

lisina de S. aureus.

Figura 2. Teste de CAMP positivo para Streptococcus agalactiae
(A) executado na presenca de indculo de Staphylococcus aureus
(B) em meio suplementado com 5% de sangue de carneiro
(Imagem obtida no &mbito deste trabalho)

2.2. Serotipagem de Streptococcus agalactiae

A classificacdo dos serétipos foi efectuada pela aplicacdo de um kit comercial
(ESSUM GBS, Probiotics, Umea, Sweden). Este kit permite identificar os serétipos la,
Ib, 11, 1, 1V, V, VI, VII e VIII mediante a utilizacdo de células de Streptococcus do
grupo G inactivadas e revestidas com anticorpos de coelho especificos para os
antigénios polissacaridos capsulares especificos de tipo.
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Num cartdo de reaccdo, colocou-se uma gota de cada um dos anti-soros e
misturaram-se colonias do isolado de S. agalactiae a testar. Agitou-se durante 1 minuto,
periodo ao fim do qual se observou a presenca de aglutinacdo (reaccdo positiva) com

um dos ser6tipos em estudo.

Cada isolado de S. agalactiae foi testado com os anti-soros la, Ib, 11, I1I, IV e V
e, sempre que se verificou auséncia de reaccdo com um destes serétipos, testaram-se 0s
serotipos VI, VII e VIII. Contudo, quando ndo se verificou aglutinagdo com nenhum
dos serdtipos testados, os isolados foram considerados néo tipaveis (NT) e procedeu-se

a serogrupagem para confirmacao da identificacdo da espécie.

2.3. Serogrupagem de Streptococcus agalactiae

Para confirmar que os isolados NT acima referidos pertenciam a espécie S.
agalactiae foi efectuada grupagem utilizando o kit SLIDEX ® Strepto Plus B
(BioMeérieux ® SA, Marcy-1"Etoile, France). Este teste utiliza reagentes compostos por
particulas de latex sensibilizadas com anticorpos contra o Ag especifico do grupo B de

S. agalactiae.

O Ag especifico de grupo do isolado NT em estudo, foi extraido através da
adicdo de 3 a 5 coldnias a 200 ul da enzima de extraccdo (fornecida pelo kit). Apds
agitacdo seguiu-se uma incubacdo de 10 minutos a 37°C, finda a qual se misturou uma
gota do anti-soro com uma gota do extrato da estirpe em estudo. Ap6s uma agitacdo
constante durante 2 minutos o resultado foi lido tendo-se considerado positivo sempre

que existiu aglutinacdo nitida, como se pode observar na Figura 3.
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Figura 3. Teste de aglutinacdo para identificacdo do antigénio do
grupo B de Lancefield. Reaccdo positiva para Streptococcus

agalactiae (A) e reacgéo negativa (B)
(http://www.cdc.gov/groupbstrep/images/lab-agglutinationTests-
19.jpg)

2.4. Genotipagem capsular de Streptococcus agalactiae

A genotipagem capsular por PCR foi efectuada nos isolados classificados como
NT pela serotipagem convencional e em alguns isolados com serétipo conhecido como

forma de confirmacéo do serétipo.

Esta metodologia baseia-se na amplificacdo por PCR de sequéncias alvo internas
aos genes cps D-E-F, tendo sido utilizado para a sua detec¢do os seguintes primers: D1
(forward) 5° GTTGTTGATGCCGCAATAATC 3° e F1 (reverse) 5’
CTACAGCGGCACCAGATGATA 3’. O tamanho do produto de PCR esperado esta
compreendido entre 1901 e 1911 pb (Florindo et al., 2010).

Como controlo positivo foi utilizada uma estirpe previamente identificada no
estudo como S. agalactiae, de ser6tipo capsular Il e, como controlo negativo da
reaccdo de PCR foi utilizada agua milli-Q (Merck Millipore). As condigdes da reaccao
de PCR (para um volume final de 25 uL) encontram-se esquematizadas na tabela 6.
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Tabela 6 — Condicbes de PCR para a deteccdo dos genes cpsD-E-F em
Streptococcus agalactiae

Reagente Cf V (uL)
10X Tampao de reaccao 1X 2.5
10 mM dNTPs 0.2mM 0.5
Primer D1 (25 pmol/mL) 1pmol 1
Primer F1 (25 pmol/mL) 1pmol 1
4 U/ pL Bio-X-Act 0.06 U 0.375
50 mM MgCI2 2.8mM 1.4
DNA - 1 col.
Agua destilada estéril - 17.725

Cf= Concentracdo final; V= Volume pipetado; 1col.=1 coldnia isolada em meio sélido
suplementado com 5% de sangue de carneiro (bioMérieux ®, Marcy-I’Etoile, France);
Bio-X-Act (Bioline) — e dNTPs (Fermentas)

A amplificacdo foi efectuada no termociclador (EppendorfMastercycler ®
personal), com o seguinte pefil de amplificagdo: 95°C (3min.), 51°C (1min.), 35 ciclos
[72°C (2min. 25seg.), 95°C (30seg.), 51°C (30seg.)], 72°C (10 min.).

A visualizacdo do produto de PCR foi efectuada por separacdo em electroforese
em gel de agarose a 1.5% (Agarose Molecular Grade, Bioline) com uma concentracédo
de brometo de etideo 0.5 pg/ mL.O marcador de peso molecular utilizado foi
HyperLadder Il (Bioline). O gel foi submetido a uma corrente eléctrica de 100 V
durante 60 minutos, sendo a imagem observada com o sistema GelDoc (BioRad).

O produto de PCR foi purificado segundo as recomendacdes do kit (JETQUICK
PCR Purification Spin Kit, Genomed, Lohne, Germany). Seguidamente foi efectuada
uma reaccdo de PCR para cada um dos genes do locus cps D-E-F cujos produtos de
PCR foram enviados ao laboratorio de genética do Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge (INSA), para sequenciagdo no equipamento ABI3700 Cappillary
Sequencer (Applied BioSystems, Foster City, California, USA).

Os primers utilizados foram, respectivamente, D1 (forward) 5’
GTTGTTGATGCCGCAATAATC 3, El (forward) 5
TCTTACGCTAAGTTTTCACG 3 e F1 (reverse) 5’
CTACAGCGGCACCAGATGATA 3°.
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Foi utilizado o reagente BigDye (V 1.1) Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, Foster city, EUA) e a reaccéo foi efectuada de acordo
com o seguinte programa: 95°C (30 seg.), 25 ciclos [95°C (10 seg.), 50°C (5seg.), 60°C
(4 min.)]. As sequéncias foram posteriormente editadas e alinhadas para construcdo de
arvores filogenéticas e, desta forma, obter o tipo capsular da estirpe em estudo. Para este
processo foram utilizados os programas Chromas Lite (versdo 2.01), EditSec (Versao
9.1.0) e MegAlign (Versao 9.1.0).

2.5. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos — Método de difuséo

em disco

Em todas as estirpes em estudo foi testada a susceptibilidade aos
antimicrobianos por difusdo em disco pelo método Kirby-Bauer conforme as normas
internacionais do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2005), utilizando-
se 0s seguintes discos de antimicrobianos (e respectiva concentracao): penicilina (10U),
tetraciclina (30ug), vancomicina (30ug), ofloxacina (5ug), eritromicina (15ug) e

clindamicina (2jug) (bioMérieux ®, Marcy-1’Etoile, France).

Para realizar o antibiograma (de acordo com o método Kirby-Bauer referido)
preparou-se uma suspensao bacteriana com concentracdo celular equivalente a da escala
de 0.5 de Mcfarland e inocularam-se duas placas com Mueller-Hinton suplementado
com 5% de sangue de carneiro (bioMeérieux ®, Marcy-1’Etoile, France) seguindo-se a
colocacgéo dos discos e posterior incubagédo durante 20-24 horas a 37°C numa atmosfera
com 5% de CO2. O controlo de qualidade foi efectuado com a estirpe Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 (CLSI, 2005). Os discos dos antibiéticos foram colocados
tendo em consideracdo o seguinte: (i) os discos de penicilina e tetraciclina foram
colocados na mesma placa em posi¢Oes diametralmente opostas devido a se antecipar a
formacédo de halos grandes, por forma a reduzir a possibilidade de interferéncia; (ii) os
discos de eritromicina e clindamicina foram colocados com apenas 12 mm de distancia
entre si, pretendendo-se assim avaliar a inducéo da resisténcia a clindamicina devido a
presenca de eritromicina. Quando existe inducdo observa-se um halo em forma de D

(Seppala et al.,, 1998). Este fendtipo designa-se iIMLSB (inducible, Macrolide,
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Lincosamide and Streptogramins B) (ver Figura 4). Quando existe apenas resisténcia a
eritromicina, sem inducdo, o isolado em questdo apresenta o fen6tipo M (Macrolide),
quando se verifica resisténcia a eritromicina e a clindamicina (resisténcia constitutiva),
o0 isolado sera classificado como tendo o fendtipo cMLSB (constitutive, Macrolide,
Lincosamide and Streptogramins B). A interpretacdo do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos € efectuada com base na medigdo do halo de inibi¢do resultante da
accdo do agente antimicrobiano. Os critérios aplicados neste estudo (CLSI, 2005)

encontram-se esquematizados na tabela 7.

Tabela 7: Critérios de interpretacdo do teste de susceptibilidade aos antibio6ticos
para Streptococcus spp. (excepto Streptococcus pneumoniae)

Antibidticos Grupo de Concentragéo do Diametro do halo (mm)
Antibidticos antibidtico no disco R I S
Penicilina Penicilinas 10U - - >24
Vancomicina Glicopéptidos 30pg - - >17
Eritromicina Macrdlidos 15ug <15 16-20 >21
Tetraciclina Tetraciclinas 30 pg <18  19-22 >23
Ofloxacina | Fluoroquinolonas 5 Mg <12  13-15 >16
Clindamicina Lincosamidas 2 ug <15 16-18 >19

Valores de acordo com CLSI (2005)

Figura 4. Teste de indutibilidade da resisténcia a clindamicina,
pela eritromicina  (http://www.cdc.gov/groupbstrep/images/lab-
positiveGBS-1g.jpg)
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Nos isolados que apresentaram resisténcia intermédia a eritromicina,
clindamicina e/ou tetraciclina foi efectuada a confirmacéo através da determinacdo da

sua concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método de macrodiluicao.

2.6. Determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) — Método

de macrodiluicdo

Para os isolados que revelaram resisténcia intermédia a eritromicina,
clindamicina e/ou tetraciclina, determinou-se a concentracdo inibitéria minima a esses
antimicrobianos pelo método de macrodiluigdo, tendo por base as recomendagdes do
CLSI (2005).

Preparou-se uma suspensdo bacteriana equivalente a escala de 0.5 de Mcfarland
a partir de coldnias propagadas em meio solido suplementado com 5% de sangue de
carneiro durante 18-24 horas a 37°C. A cada tubo de ensaio com 10 mL de Mueller-
Hinton broth suplementado com 3% de sangue de cavalo lisado (bioMérieux ®, Marcy-
I’Etoile, France) foram adicionados 10 pL da suspensdo bacteriana em estudo, obtendo-
se uma concentracdo final de 1.5x10°UFC/mL. As concentracbes de eritromicina e
clindamicina testadas foram 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 e 2 pg/mL e para a tetraciclina foram
de 1, 2, 4, 8 e 10 pg/mL. A incubacdo dos isolados com as respectivas diluicbes dos
antibioticos foi efectuada a 37°C pelo periodo de 20-24 horas. Seguidamente observou-
se a turvacdo das diferentes dilui¢Ges e registou-se a CIM, sendo que esta corresponde a
menor concentracdo minima do agente antimicrobiano que inibe visivelmente o
crescimento bacteriano em testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2005).
Semeia-se cada diluicdo (em meio sélido suplementado com 5% de sangue de carneiro
durante 18-24 horas a 37°C) para confirmacdo da interpretacéo feita macroscopicamente
assim como para excluir a possibilidade de contaminag¢do. Como controlo negativo foi
utilizado o meio de Mueller-Hinton broth suplementado com 3% de sangue de cavalo
lisado (bioMérieux ®, Marcy-1’Etoile, France) e, como controlo positivo, e estirpe em
estudo propagada no meio. O controlo de qualidade foi efectuado com a estirpe
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619. Na tabela 8 encontram-se os breakpoints
para a clindamicina, eritromicina e tetraciclina para Streptococcus spp. (excepto
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Streptococcus pneumoniae) para classificagdo dos isolados quanto ao seu perfil de
susceptibilidade a estes antimicrobianos.

Tabela 8 — Breakpoints para interpretacdo do teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos em Streptococcus spp. (excepto Streptococcus pneumoniae) pelo
método de macrodilui¢do

CIM (pg/ mL)
Antibiotico Susceptivel Resisténcia Intermédia Resistente
Eritromicina <0.25 0.5 =1
Clindamicina <0.25 0.5 =1
Tetraciclina <2 4 >8

Valores de acordo com CLSI (2005)

Nos isolados de S. agalactiae que apresentaram resisténcia intermédia a
eritromicina e susceptibilidade ou resisténcia intermédia a clindamicina, sem
achatamento do halo de inibicdo da clindamicina em meio sélido, foi efectuado um teste
para avaliacdo da inducdo da resisténcia a clindamicina em meio liquido, testando-se as
concentracdes de clindamicina acima mencionadas juntamente com uma concentragdo
sub-inibitéria de eritromicina de 0.1 pg/mL (Guimardes, 2008). A interpretacdo da CIM
por macrodiluicdo, de acordo com os breakpoints recomendados (CLSI, 2005) esta

representada na figura 5.
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Figura 5. Interpretacdo da Concentragdo Inibitéria Minima por macrodiluicéo e teste
de indutibilidade de resisténcia a clindamicina num isolado de Streptococcus agalactiae
(Imagem obtida no ambito deste trabalho). 1)Contolo negativo; 2) Controlo positivo, 3)
[E]=0.05pg/mL; 4) [E]=0.1pg/mL; 5) [E]=0.25pg/mL; 6) [E]=0.5ug/mL; 7) [E]=1pg/mL; 8)
[E]l=2pg/mL; 9) [E]=0.1pg/mL e [DA]=0.05pg/mL; 10) [E]=0.1pg/mL e [DA]=0.1ug/mL;
11) [E]=0.1pg/mL e [DA]=0.25pg/mL; 12) [E]=0.1pg/mL e [DA]=0.5ug/mL; 13)
[E]=0.1ng/mL e [DA]=1pg/mL; 14) [E]=0.1pg/mL e [DA]=2ug/mL. Os tubos 1, 10-14
apresentaram-se limpidos apds incubacgdo de 20-24 horas a 37°C, enquanto que os tubos 2 a 9
apresentaram turvacao, revelando crescimento bacteriano. Desta forma, o valor da CIM para
este isolado foi: [E]: >2 pg/mL e para a clindamicina (na presen¢a de uma concentragio sub-
inibitéria de eritromicina) foi de 0.1 pg/mL. Assim, este isolado apresentou resisténcia a
eritromicina e ndo revelou resisténcia induzida a clindamicina (fenétipo M)

2.7. Deteccdo dos genes de resisténcia aos macrolidos por PCR

Os isolados que apresentaram resisténcia ou resisténcia intermédia aos
macrolidos foram estudados por PCR para pesquisa dos genes erm(A) [erm(TR)],
erm(B) e mef(A).

Os primers utilizados para a detec¢do de cada um destes genes encontram-se

descritos na tabela 9.
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Tabela 9 — Primers utilizados para deteccdo dos genes erm(A) [erm(TR)], erm(B) e
mef(A) de resisténcia aos macroélidos

Gene alvo

Sequéncia dos Primers

erm(A) [erm(TR)] *

Forward — 5> CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT 3°
Reverse — 5 CCCTGTTTACCCATTTATAAACG ¥’

erm(B) 2 Forward — 5 GGAGTGATTACATGAACAAAAATA 3’
Reverse — 5> TTCCTTTTAGTAACGTGTAACTTT 3’
mef(A) T Forward — 5 GACCAAAAGCCACATTGTGGA 3’

Reverse — 5 CCTCCTGTCTATAATCGCATG 3’

! Cresti et al., 2002; > Cascone et al., 2002.

Assim, para cada um dos isolados foram efectuadas reac¢des de PCR (volume

final de 25 pL) para deteccdo dos 3 genes, de acordo com as condicdes apresentadas na

tabela 10. As condicbes de reaccdo para cada um dos genes foram adaptadas das

descritas anteriormente (Cresti et al., 2002; Marchese et al., 1998; Pires et al.; 2005).

Tabela 10 - Condicbes de PCR para a deteccdo dos genes de resisténcia aos

macrélidos: erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A)

erm(A) [erm(TR)] erm(B) mef(A)
Reagente Cf V (uL) Cf V (uL) Cf V (uL)
10 X Tampéo de reac¢éo 1X 2.5 1X 2.5 1X 2.5
10 mM dNTPs 200 uM 0.5 0.2mM 0.5 0.2mM 0.5
0.1 mM Primer Forward 1uM 0.25 1uM 0.25 1pM 0.25
0.1 mM Primer Reverse 1uM 0.25 1uM 0.25 1uM 0.25
5 U/ pL Biotaq polimerase 1U 0.1 25U  0.25 1U 0.1
50 mM MgCL2 1.5mM 075 | 2mM 1 25mM 125
) DNA - 1col. - 1col. - 1 col.
Agua destilada estéril . 20.15 . 19.75 . 19.65

Cf = Concentracdo final; V (uL) = Volume pipetado; 1col.=1 colonia isolada em meio solido
suplementado com 5% de sangue de carneiro (bioMérieux ®, Marcy-1’Etoile, France). Biotaq DNA
Polimerase (Bioline) —e dNTPs (Fermentas)

A amplificacdo foi efectuada no termociclador (Eppendorf Mastercycler ®

personal) com as condigdes de amplificacdo discriminadas na tabela 11. Como

controlos positivos utilizaram-se estirpes de Streptococcus pyogenes que contém 0s

genes em estudo (Pires et al., 2005; Cresti et al., 2002; Guimarées, 2008; Rodrigues,
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2009), o controlo negativo da reaccédo foi efectuado através da utilizacdo de dgua Milli-
Q (Merck Millipore).

Tabela 11 — Perfil de amplificacdo para a deteccdo dos genes de resisténcia aos
macrolidos: erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A)

Gene Perfil de amplificacéo Tamanho Estirpes
do Produto Controlo
amplificado Positivo

erm(A) 95°C (5min.); 40 ciclos[94°C (30seg.), 48°C 590 pb S. pyogenes
[erm(TR)] | (60seg.), 72°C (30seg.)] A200

erm(B) 94°C (5min.); 30 ciclos[94°C (30seg.), 53°C 800 pb S. pyogenes
(30seg.), 72°C (1min 30seg.)]; 72°C (7min.) 19D79

mef(A) 95°C (5min.); 40 ciclos[94°C (30seg.), 58°C 1432 pb S. pyogenes
(60seg.), 72°C (80seq.)] Al177

A visualizacdo do produto de PCR foi efectuada por separacdo em electroforese
em gel de agarose a 1,5% (Agarose Molecular Grade, Bioline) com uma concentracédo
de brometo de etideo 0.5 pug/ mL Os marcadores de peso molecular utilizados foram
HyperLadder I1 (Bioline) ou HyperLadder IV (Bioline) conforme o tamanho do produto
de PCR esperado. O gel foi submetido a uma corrente eléctrica de 100 V durante 60

minutos, sendo a imagem observada com o sistema GelDoc (BioRad).

2.8. Electroforese de campo pulsado (PFGE, de Pulsed Field Gel
Electrophoresis)

O método utilizado neste estudo foi adaptado do descrito por Chung e
colaboradores (2000). A composi¢cdo das solucdes e tampdes esta referida na seccéo
2.8.13

Foram seleccionados para analise de padrbes de PFGE os isolados recolhidos de
amostras de uma mesma gravida assim como os isolados que apresentaram resisténcia a

eritromicina e/ou clindamicina.
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2.8.1.Propagacéo das culturas

Amostras das culturas stock conservadas a -80°C, foram semeadas em gelose
Columbia enriquecida com 5% de sangue de Carneiro (bioMérieux®, Marcy-1’Etoile,
France) e incubadas a 37°C em atmosfera de aerobiose, durante um periodo de 18 a 24
horas. Em seguida, coldnias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 6 mL de
Todd-Hewitt broth (Quilaban), seguindo-se nova incubagdo a 37°C em aerobiose sem

agitacdo, durante um periodo minimo de 17 horas.

2.8.2.Lavagem celular

A suspensao celular obtida foi centrifugada a 4000 rpm durante 20 minutos em
centrifuga refrigerada (Beckman, Model J2-21Centrifuge), a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi decantado e o sedimento ressuspendido em 1 mL de tampéo PIV,
seguindo-se nova centrifugacdo, também em centrifuga refrigerada, a 4000 rpm durante
25 minutos. O sobrenadante foi decantado e o sedimento ressuspendido em 200 L de

tampéo PIV.

2.8.3. Ajuste da concentracéo celular

Numa cuvette com 1 mL de tampdo PIV adicionou-se 5uL da suspensédo
bacteriana e, ap0s homogeneizagdo, foi efectuada a leitura da absorvancia a
comprimento de onda (1) de 620 nandémetros (nm) (Philips, PU 8600 series). Os valores
das absorvancias devem estar compreendidos entre 0,025 cm-1 e 0,15 cm-1. Para
obtencdo de uma densidade Optica final de 5.0, o ajuste da concentracdo celular foi

efectuado atraves da adi¢do de PIV com base na seguinte formula:
Volume de PIV (UL) = (DOg2 X 40 X 210) — 210, em que:
DOg20= Densidade optica da suspensdo celular a um A de 620 nm

210 pL= Volume aproximado da suspensdo bacteriana apds ressuspensdo do
sedimento em 200 pL de PIV
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40 = (200/5) sendo 200 o factor de diluicdo (5uL de suspensdo em 1mL de PIV)

e 5,0 a DO final da suspensao celular

2.8.4.Preparacéo dos discos de agarose com o DNA

Foram transferidos 150 pL de cada suspensdo celular com a concentragdo
celular desejada para um microtubo (tubo eppendorf) e incubaram-se 10 minutos a 42°C
em banho seco (AccublockTM Digital Dry Bath, Labnet International, Inc.,
Woodbridge, USA). A solucdo de agarose (Agarose Type VII, Low Gelling
Temperature, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) foi preparada a 1,5% em tampé&o
PIV, tendo sido mantida a 42°C durante 10 minutos. Apds este periodo misturaram-se
150 pL da suspensdo bacteriana com 150 pL da solucdo de agarose, e homogeneizou-se
bem. Numa placa de vidro forrada com parafilm e pré-lavada com etanol a 70%, foram
colocadas 10-12 gotas de 20 pL de cada mistura (de suspenséo celular e solucdo de
agarose), e as gotas foram cobertas com laminas de vidro, também pré-lavadas com
etanol a 70% ( ver Figura 6), de forma a ficarem achatadas com forma de disco. A placa
com os discos foi colocada 5 minutos a -20°C para que a agarose solidificasse bem,

seguindo-se uma incubac¢do de 10 minutos a temperatura ambiente (TA)

oD OO0 O deposit 20 ul
~%— agarosedroplets
oo o0oooo ety ~— giass plate
+ coated (wrapped)
with  parafilm
put "1
with lucite strip “leg:
ontop of droplets
(while droplets are still liquid)
side view
= O OO OO ot gropiets
¢ X OO
droplets
of next strain = slide
(=) R Em—E—R—a—m—p COMSRC WiWs
~ parafilm
~
~ \
~
[eXoReoNeoYoXeo)
[cReReoReloXe) strain #2
put mrciostope slide #2
atc.

Figura 6. Preparacdo dos discos de agarose com o0 DNA para PFGE
(Chung et al., 2000)
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2.8.5. Lise celular

Transferiu-se para um tubo Falcon (Sarstedt, Numbrecht, Germany) de 15 mL, 1
mL de solucdo de lise EC e colocaram-se os discos de agarose nesta solucdo. A lise

celular ocorreu a 37°C durante a noite.

2.8.6. Desproteinizagdo

Removeu-se a solucéo de lise EC e adicionou-se 1 mL de solugdo ESP. Para que

a desproteinizacdo ocorra incubaram-se as amostras durante 17 horas a 50°C.

2.8.7. Lavagem dos discos de agarose com 0 DNA

A solucéo de desproteinizacgéo foi removida e, seguidamente foram efectuadas 8
lavagens com 12 mL de tampédo TE 1X, durante 30 minutos cada, com agitacdo suave.
A remocdo do tampdo TE 1X entre lavagens foi efectuada com recurso a gaze

esterilizada. Os discos foram armazenados a 4°C em tampdo TE 1X.

2.8.8. Restricdo enzimética do DNA

As endonucleases de restrigdo utilizadas foram a Smal (Invitrogen Corporation)
e o0 isosquisémero Cfr9l (Fermentas International Inc.). A sequéncia de reconhecimento
de DNA e o local de restricdo da endonuclease Smal sdo 5°CCC|GGG3’ e da
endonuclease Cfr9l sdo 5°C|CCGGG3’. A endonuclease Cfr9l foi usada para estudo
dos isolados resistentes aos macrolidos de fen6tipo M (Figueiredo et al., 2006) e a Smal

para os restantes isolados em estudo.

2.8.8.1. Restricdo com Smal

O disco de agarose com o DNA de cada isolado em estudo foi colocado num
tubo eppendorf com 150uL de tampédo pré-Smal 1X e incubado durante 40 minutos a
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TA, ap6s os quais o tampao foi removido. Foram adicionados 50 pL do mesmo tampéo
e 20 U da endonuclease Smal. A restricdo ocorreu a 30°C durante a noite (periodo
minimo de 17 horas). A paragem da restricdo enzimatica foi feita com uma mistura de
TE 0.5X e EDTA 0.25M.

2.8.8.2. Restricdo com Cfrol

O disco de agarose com 0 DNA de cada isolado em estudo foi colocado num
tubo eppendorf com 150 pL de tampdo Cfr9l 1X e incubado durante 40 minutos a TA,
apos os quais o tampdo foi removido. Posteriormente, adicionaram-se 50 uL do mesmo
tampé&o e 3.75U da endonuclease Cfr9l, e a restricdo ocorreu durante a noite (16 horas)
a 37°C. A restricao foi parada pela adicdo de uma mistura de tampédo TE 0.5X e EDTA
0.25M.

2.8.9. Preparacao do gel

Adicionaram-se 2g de agarose SeakKem ® (Lonza Rockland, ME USA) a 200
mL de tampdo TBE 0.5% (BioRad) autoclavado. A mistura foi fervida no microondas e
homogeneizada até se observar a dissolucdo da agarose. Deixou-se arrefecer a solugédo
de agarose (aproximadamente até aos 50°C) e encheu-se a moldura de montagem do gel.
Guardou-se um pouco da solucdo de agarose a 50°C para selagem dos pocos apés a
colocacdo dos discos. Apos a solidificacdo da agarose, adicionou-se o tampédo de
deposicdo com azul de bromofenol aos tubos eppendorfs que continham os discos, 0s
quais foram colocados nos pogos com o auxilio de uma lamela e de uma ansa. Em
posicdes determinadas, em cada gel, foi incluido o marcador de peso molecular,
Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs® Inc).

2.8.10. Electroforese de campo pulsado

A migracdo dos fragmentos de macrorestricdo foi efectuada no equipamento
CHEF-DRIIl  (BioRad) durante 23 horas com as seguintes condices:
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Temperatura:11.3°C, Tempo inicial do pulso 5 segundos, Tempo final do pulso 35
segundos, Voltagem: 6V/cm, Angulo: 120°-

2.8.11. Coloracéo e visualizagdo do gel

Ap0s electroforese o gel foi corado em 200 mL de agua bidestilada com 10uL de
brometo de etidio (solugdo stock a 10mg/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
durante 30 minutos. Removeu-se a solucdo com brometo de etidio e adicionou-se 200
mL de agua bidestilada para descoloracdo do gel durante 40 minutos. O gel foi

posteriormente visualizado no sistema GelDoc (BioRad).

2.8.12. Elaboracéo de dendrogramas

A andlise dos perfis electroforéticos foi efectuada através da elaboracdo de
dendrogramas, permitindo assim avaliar a diversidade genética e proximidade genética
(clonalidade) existente entre os isolados em estudo. Os dendrogramas foram elaborados
com o software BioNumerics (Software BioNumerics ®, Versdo 6.5, Applied Maths),
existente no Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia (ICAT). O método de
agrupamento foi o UPGMA (Unweigthted pair group method with arithmetic average)
e o coeficiente de semelhanca utilizado foi o Dice. Para a constru¢do dos dendrogramas
foi definida uma optimizagdo de 0 e uma tolerancia de 1.5. Isolados cujos perfis de
restricdo revelem uma semelhanca >80% foram considerados geneticamente
relacionados, enquanto que, isolados que apresentem menos de 80% de semelhanga
entre os seus perfis de restricdo foram considerados como geneticamente néo

relacionados (Pires et al., 2009).

2.8.13. Preparacéo de solugbes para PFGE

Os tampdes e solucdes foram preparados de acordo com Chung e colaboradores
(2000), excepto quando indicado de outra forma e foram autoclavados a 120°C durante
20 minutos e conservados a TA.
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1AM Tris pH 8.0 (1 Litro): Pesaram-se 121.1g de Trizma base (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Germany) e adicionram-se 800mL de agua destilada. Ajustou-se o pH a 8.0, através da adicdo de

aproximadamente 42 mL de HCL. Perfez-se o volume com &gua destilada e autoclavou-se a solucéo.

0.5M EDTA pH 8.0 (1 Litro): Pesaram-se 186.1g de EDTA (sal disédico) (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Germany) e adicionaram-se 800mL de agua destilada. Agitou-se e ajustou-se o pH até 8.0

através da adicdo de lentilhas de NaOH. Perfez-se o volume com &gua destilada e autoclavou-se a

solucéo.

PIV (500mL): 10mM Tris pH 8.0, 1.0M NaCl Adicionaram-se 5 mL de 1M de TrisapH 8,0 e
29,2 g de NaCl (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha), perfez-se o volume até aos 500 mL com agua

destilada e autoclavou-se a solugéo.

Solucéo EC (500mL) (Pires, R. et al. 2009): 6mM de Tris a pH 8,0, 1M de NaCl, 100 mM de
EDTA a pH 8,0, 0,2% de desoxicolato de sddio (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), 0,5% de
laurilsarcosina de sddio (USB® Corporation, Cleveland OH, USA) e 0,5% de Brij 58 (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) Pipetaram-se 3 mL de 1M de Tris a pH 8,0, 29,2 g de NaCl, 100mL de 0,5M de
EDTA a pH 8,0, 1g de desoxicolato de sddio, 2,5g de laurilsarcosina de sodio e 2,5g de Brij 58 e perfez-

se 0 volume até 500 mL com &gua destilada. Autoclavou-se a solugao.

Solucdo de lise EC (Pires, R. et al. 2009): solu¢cdo EC com 50ug/mL RNase, 1mg/mL de

lisozima e 10U/uL de mutanolisina

Solucgdo ES: Para preparar 500 mL, pesaram-se 93,1 g de EDTA (sal dissodico) e dissolveram-se
em 400 mL de &gua destilada. O pH foi ajustado a 9.0 com NaOH. Acrescentaram-se 5g de sarcosil
(laurilsarcosina de sodio) e perfez-se o volume com 4&gua destilada. A solucdo foi posteriormente

autoclavada.

Solucdo de desproteinizacdo ESP: solugdo ES com 1mg/mL de Proteinase K

1M Tris pH 7.5 (1Litro):Dissolveram-se 121.1 gramas de Trizma base em 800 mL de agua
destilada. Ajustou-se o pH a 7.5 com HCL. Perfez-se o volume com &gua destilada e autoclavou-se a

solucéo.

TE 1X (1 Litro): 10mM de Tris a pH 7,5, 1ImM de EDTA a pH 8,0 Pipetaram-se 10 mL de 1M
de Trisa pH 7,5 e 2 mL de 0,5m de EDTA a pH 8,0 e perfez-se o volume com agua destilada. A solugdo

foi posteriormente autoclavada.
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I11-RESULTADOS

1. DESCRICAO DA POPULACAO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
EM ESTUDO E PERCENTAGEM DE COLONIZACAO

No presente estudo foram caracterizados 179 isolados de S. agalactiae
provenientes de exsudados vaginais e/ou rectais de mulheres gravidas entre as 35 e as
37 semanas de gestacdo, assim como de amostras de urina colhidas durante a mesma
gestacdo. As gravidas foram acompanhadas no Hospital Garcia de Orta, em Almada.
Entre os 179 isolados, 100 foram isolados de exsudados vaginais, 47 de exsudados

rectais e 32 de urinas.

Foi possivel observar a existéncia de conjuntos de isolados com as mesmas
caracteristicas fenotipicas e genotipicas, os quais sdo epidemiologicamente relacionados
porque pertencem a mesma gravida e foram obtidos no decorrer da gravidez. Assim, 0s
isolados provenientes da mesma gravida, que apresentaram o mesmo serétipo, 0 mesmo
fenotipo e genodtipo de resisténcia aos antimicrobianos estudados e que se revelaram
indistinguiveis ou relacionados por comparacdo dos perfis de PFGE (com grau de
semelhanca minimo de 80% (ver 2.8.12), foram contabilizados apenas como um so.

Deste modo, dos 179 isolados iniciais, apenas 144 foram considerados para
determinar a prevaléncia dos serotipos e da resisténcia aos antimicrobianos. A
distribuicdo anual dos 144 isolados estudados foi a seguinte: 22 em 2007, 40 em 2008,
44 em 2009 e 38 em 2010.

Considerando a informacdo fornecida pelo HGO, relativamente aos isolados
clinicos enviados para o IHMT, a percentagem de coloniza¢do vaginal da mulher
gravida entre as 35-37 semanas de gestacdo, de 2007 a 2010, foi de 12%, podendo esta

percentagem estar sub-avaliada.

Ap0s a propagacdo das estirpes congeladas em meio sélido suplementado com
5% de sangue de carneiro procedeu-se a respectiva caracterizagdo dos isolados. O teste

de CAMP revelou-se positivo para todos os isolados.
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2. DISTRIBUICAO DOS SEROTIPOS CAPSULARES DE
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

A todos os isolados (179 isolados) foi efectuada a determinacdo do ser6tipo
capsular. Aos isolados que ndo apresentaram reaccao positiva com nenhum dos anti-
soros especificos de tipo (5 isolados), foram considerados NT (2.8%). Estes foram
submetidos a serogrupagem como forma de confirmar a identificacdo da espécie, tendo-
se verificado uma reacgdo positiva para todos os casos. Foi ainda efectuada
genotipagem capsular através de sequenciacdo do locus cps D-E-F. A genotipagem
capsular foi também efectuada a alguns isolados como forma de confirmacdo do seu

serétipo. Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 12.

Tabela 12- Genotipagem capsular do locus cpsD-E-F dos isolados de S. agalactiae

Identificacdo do | Serotipagem por | Genotipagem capsular
isolado aglutinacéo do locus cps D-E-F
GO10146R Né&o Tipavel Serdétipo V
GO10148R Serdtipo Ib Serdtipo Ib
G010147Vv Serdtipo IV Serdtipo Ib
GO10125R Né&o tipavel Serotipo 1V
G08110Vv Serdtipo IV Serotipo 11
G010164U Né&o tipavel Serotipo 11
GO8104R Serdtipo 111 Serdtipo 111
GO7184U Serotipo 11 Serotipo 11
GO7189U Serotipo la Serotipo la
GO7191V Serotipo 11 Serotipo 11
G010151V N&o Tipavel Serétipo V
GO8085R N&o Tipavel Serétipo V

Desta forma foi possivel obter o serdtipo capsular de cada isolado de S.
agalactiae. Verificou-se que trés dos cinco isolados considerados NT pela serotipagem
por aglutinacdo, apresentam o ser6tipo V, enquanto que 0s outros dois isolados, um
apresenta o serétipo Il e outro apresenta serotipo IV. Relativamente aos restantes
isolados, observou-se discrepancia entre o serotipo obtido por aglutinacdo e o serétipo

obtido através de técnicas de PCR e sequencia¢do do locus cps D-E-F em dois dos
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isolados (GO10147V e GO8110V). Considerando os resultados obtidos pela
genotipagem do locus cpsD-E-F, a distribuicdo dos serétipos capsulares dos isolados em

estudo encontra-se na tabela 13.

Tabela 13 - Distribuicd@o dos serétipos capsulares de S. agalactiae entre 2007 e 2010

Ano N.° de isolados por serétipo (%)
la Ib 1 11 v \ VI

2007 9/22 1/22 2/22 4/22 3/22 3/22 0/22
(41%)  (4.5%) (9.1%) (18.2%) (13.6%) (13.6%) (0%)

2008 6/40 2/40 5/40 9/40 7140 11/40 0/40
(15%) (5%) (12.5%) (22.5%) (17.5%) (27.5%) (0%)

2009 11/44 7144 8/44 4/44 6/44 8/44 0/44
(25%)  (15.9%) (18.2%) (9.1%) (13.6%) (18.2%) (0%)

2010 9/38 2/38 7/38 5/38 7/38 7/38 1/38
(23.7%) (5.3%) (18.4%) (13.2%) (18.4%) (18.4%) (2.6%)

Total 35/144 12/144 22/144 22/144 23/144 29/144 1/144
(%) | (24.3%) (8.3%)  (15.3%) (15.3%) (16%) (20.1%)  (0.7%)

A negrito encontra-se o serdtipo mais prevalente por ano de estudo e na globalidade dos quatro anos.

A evolucédo da prevaléncia (%) de cada serotipo entre 2007 e 2010, assim como

a prevaléncia (%) de cada serétipo no total dos quatro anos de estudo, encontram-se

graficamente representadas nas figuras 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7 — Prevaléncia anual dos serdtipos (%) de S. agalactiae entre 2007 e
2010
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O serdtipo VI foi o ser6tipo menos detectado, tendo sido identificado em
apenas um isolado de S. agalactiae, no ano 2010. O serétipo Ib, apresentou baixa
prevaléncia (4.5% em 2007, 5% em 2008, 5.3% em 2010), com excepcao do ano
2009 em que foi detectado em 15.9% dos isolados. O serdtipo Il apresentou uma
prevaléncia crescente (9.1% em 2007, 12.5% em 2008, 18.2% em 2009), chegando
a atingir os 18.4% em 2010. Os ser6tipos la, I, IV e V foram os serétipos mais
prevalentes. O serotipo la foi o ser6tipo dominante em todos 0s anos com excepcao
do ano 2008 (41% em 2007, 15% em 2008, 25% em 2009 e 23.7% em 2010) em
que o ser6tipo mais prevalente foi o serétipo V (27.5% dos isolados). A prevaléncia
do serdtipo 111 oscilou entre 9.1% em 2009 e 22.5% em 2008. O ser6tipo IV foi
identificado com frequéncia neste estudo, atingindo uma prevaléncia de 18.4% em
2010, ano em que, juntamente com os serétipos Il e V foi o segundo ser6tipo mais

detectado.

mil
|l
miv
av

Vi

Figura 8 — Prevaléncia total (%) dos serétipos de S. agalactiae
(2007 a 2010)

Considerando os quatro anos na sua totalidade, o serotipo dominante foi o
serotipo la (24.3%) seguido dos serdtipos V (20.1%), IV (16%), Il e 111 (15.3%), Ib
(8.3%) e VI (0.7%). O conjunto dos serotipos la, I, I, IV e V representa 91% da
populacéo de S. agalactiae caracterizada.
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3. RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE AOS ANTIMICROBIANOS

Todos os isolados apresentaram susceptibilidade & penicilina, vancomicina e
ofloxacina quando testados pelo método de Kirby-Bauer. Aos isolados que
apresentaram resisténcia intermédia a eritromicina e/ou tetraciclina (15 isolados) foi
efectuada a determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para estes
antibioticos, cujos resultados estdo discriminados na tabela 14. Foi ainda avaliada a
indutibilidade da resisténcia a clindamicina em isolados que apresentaram resisténcia
intermédia a eritromicina e susceptibilidade a clindamicina e que ndo apresentaram

fenotipo iIMLSg de acordo com o método de difusdo em disco.

Tabela 14 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados com resisténcia
intermédia a eritromicina, clindamicina e/ou tetraciclina (no método de Kirby-

Bauer)
Medida do halo de inibicdo | Concentracdo Inibitéria
Identificacdo (mm) — Método Kirby-Bauer Minima (ug/ mL) Fendtipo
do Isolado E DA TET E E=0.1 TET
+ DA
GO09001V 18mm:l 28mm:S | 14mm:R | >2:R | 0.25:S - M+TET
GO08093U 18mm:l 24mm:S | 14mm:R | >2:R 0.1:S - M+TET
GO08104R 19mm:l 25mm:S | 15mm:R | 1R - - IMLSg+TET
G08108U 25mm:S 23mm:S | 20mm:l - - 4:1 TET***
G08109U 16mm:l 23mm:S | 14mm:R 1R - - IMLSg+TET
GO08110Vv 19mm:l 23mm:S | 16mm:R 1R - - IMLSg+TET
GO08113Vv 16mm:l 23mm:S | 10mm:R | >2:R - - iIMLSg+TET
GO08117v 25mm:S 23mm:S | 20mm:l - - 4:1 TET***
G09015U 11mm:R 20mm:S 21mm:l - - 10:R | IMLSR+TET
GO09043R 16mm:l 25mm:S | 14mm:R | >2:R | 0.25:S - M+TET
GO9069R 18mm:l 19mm:S | 15mm:R | >2:R | 0.25:S - M+TET
GO010155Vv 18mm:l 24mm:S | 13mm:R | >2:R | 0.25:S - M+TET
GO10156R 18mm:l 25mm:S | 14mm:R | >2:R | 0.25:S - M+TET
GO010162V 16mm:l 24mm:S | 13mm:R | >2:R 0.1:S - M+TET
GO10163R 16mm:l 24mm:S | 12Zmm:R | >2:R 0.1:S - M+TET

E=Eritromicina; TET=Tetraciclina; DA=Clindamicina; E0.1+DA=Concentracdo minima inibitdria para a Clindamicina na
presenca de uma concentragdo sub-inibitéria de eritromicina (0.1pg/mL); TET***=Isolados com resisténcia intermédia a
tetraciclina, incluidos no grupo dos isolados resistentes a este antimicrobiano; R=Resistente; 1= Resisténcia intermédia; S=
Susceptivel; M (Macrolide); iMLSg (inducible, Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B); cMLSg (constitutive,
Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B)

61



Os isolados GO9001V, GO8093U, GO9043R, GO9069R, GO10155V,
GO10156R, GO10162V, GO10163R com resisténcia intermédia a eritromicina e
susceptibilidade a clindamicina, sem achatamento do halo de inibicdo da clindamicina
pelo método de difusdo em disco, revelaram-se resistentes a eritromicina pela
determinacdo da CIM por macrodilui¢do. Por outro lado, o teste de indutibilidade da
resisténcia a clindamicina, na presenca de uma concentragdo subinibitoria de
eritromicina foi negativo em todos, uma vez que ndo se verificou resisténcia destes
isolados a clindamicina, na presenca da concentracdo sub-inibitéria de eritromicina,
confirmando desta forma o fendtipo M observado no teste de difusdo em disco. Os
isolados GO8104R, GO8109U, GO8110V, GO8113V com resisténcia intermédia a
eritromicina e achatamento do halo de clindamicina (feno6tipo iMLSg) pelo método de
Kirby-Bauer revelaram resisténcia a eritromicina através da determinacdo da CIM. O
isolado GO9015U com resisténcia intermédia a tetraciclina pelo método de difusdo em
disco, revelou resisténcia através da determinacdo da CIM por macrodiluigdo. Os
isolados GO8108U e GO8117V apresentaram resisténcia intermédia a tetraciclina quer
pelo método de Kirby-Bauer quer por determinacdo da CIM e foram agrupados

juntamente com os isolados resistentes a este antimicrobiano.

Com base nos resultados obtidos com o método de difusdo em disco e
determinacédo da CIM, a evolugéo da resisténcia aos antimicrobianos entre 2007 e 2010
encontra-se discriminada na tabela 15 e, graficamente, na figura 9.

Tabela 15 — Resisténcia dos isolados de S. agalactiae a eritromicina, clindamicina e
tetraciclina entre 2007 e 2010

ANo NC de isolados resistentes (%)
Tetraciclina Clindamicina Eritromicina
2007 20/22 (90.9) 0/22 (0) 0/22 (0)
2008 34/40 (85)* 6/40 (15) 7/40 (17.5)
2009 41/44 (93.1) 4/44 (9.1) 8/44 (18.2)
2010 30/38 (78.9) 4/38 (10.5) 6/38 (15.8)
Total (%) 125/144 (86.8) 14/144 (9.7) 21/144 (14.6)

Ver legenda da Figura 9. A negrito encontra-se o valor da prevaléncia mais elevada para
cada antibidtico
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Figura 9 — Resisténcia dos isolados de S. agalactiae & eritromicina, clindamicina e
tetraciclina (2007-2010). *Foram classificados como resistentes a tetraciclina os
isolados que apresentaram resisténcia intermédia a este antibidtico quer pelo método
de Kirby-Bauer quer pela determinagdo da concentracdo inibitéria minima por
macrodiluicdo. No ano 2007 ndo foram identificados isolados resistentes a
eritromicina e/ou clindamicina.

No ano 2007, dos 22 isolados estudados, nenhum (0%) apresentou resisténcia a
eritromicina e/ou clindamicina. Em 2008, a percentagem de resisténcia a eritromicina
foi de 17.5%, permanecendo constante em 2009 (18.2%) e 2010 (15.8%).
Relativamente a clindamicina, a percentagem de resisténcia variou entre 9.1 % (2009) e
15% (2008). A percentagem de resisténcia a tetraciclina foi bastante elevada em todos

0s anos estudados chegando a alcancar os 93.1 % no ano 2009.

Considerando o total dos quatro anos (2007-2010), verificou-se que 86.8% dos
isolados sdo resistentes a tetraciclina, enquanto que a percentagem de isolados
resistentes a eritromicina e a clindamicina foi de 14.6% e 9.7%, respectivamente (ver

Figura 9).

Agquando da realizagdo do antibiograma pelo método de Kirby-Bauer, testou-se
simultaneamente a indutibilidade da resisténcia a clindamicina, na presenca de um
macrolido (eritromicina) para discriminar entre o fenotipo M e o fenotipo iMLSg, nédo
excluindo os casos em que os isolados apresentam resisténcia constitutiva aos

macrolidos, lincosamidas e estreptograminas B (cMLSg). Na figura 10 é possivel
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observar a evolugdo dos fendtipos de resisténcia a eritromicina, clindamicina e

estreptograminas B.
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Figura 10 - Prevaléncia (%) dos fendtipos de resisténcia aos macrolidos,
lincosamidas e estreptograminas B, entre 2007 a 2010. M (Macrolide); iMLSg
(inducible, Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B); cMLSg (constitutive,
Macrolide, Lincosamide and Streptogramins B)

Tal como referido anteriormente, no ano 2007 ndo foram detectados isolados
com resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina. Relativamente aos outros anos,
verificou-se que o fen6tipo iIMLSg foi o fen6tipo dominante em 2008 (10%), enquanto
que os fendtipos M e cMLSg predominaram nos anos 2009 (9.1%) e 2010 (10.5%),

respectivamente. No ano 2010 néo se detectaram isolados com fendtipo iMLSg.

Contudo, na totalidade dos quatro anos nao foi possivel identificar um fenétipo
dominante uma vez que a diferenca entre os diversos fenétipos foi no maximo de 2

isolados.

A relagdo entre os serétipos capsulares e os fendtipos de resisténcia a

eritromicina, clindamicina e tetraciclina encontra-se na tabela 16.
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Tabela 16 — Associacdo entre o serdtipo capsular e os fenotipos de resisténcia a
eritromicina, clindamicina e tetraciclina

Fenotipo de N° isolados resistentes (%) por seroétipo:
resisténcia la Ib I i v V VI
M 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
M+TET 6/144 0/144 0/144 0/144 1/144 0/144 0/144
(4.2%) | (0%) (0%) (0%) (0.7%) (0%) (0%)
cMLSg 0/144 0/144 2/144 0/144 0/144 0/144 0/144
(0%) (0%) (1.4%) (0%) (0%) (0%) (0%)
CMLSg + 0/144 2/144 0/144 2/144 0/144 2/144 0/144
TET (0%) | (1.4%) (0%) (1.4%) (0%) (1.4%) (0%)
IMLSg 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144 0/144
0%) | (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
IMLSg + 0/144 0/144 0/144 3/144 0/144 3/144 0/144
TET (0%) (0%) (0%) (2.1%) (0%) (2.1%) (0%)
TET 27/144 | 9/144 18/144 17/144 17/144 17/144 1/144
(18.7%) | (6.2%) | (12.5%) | (11.8%0) | (11.8%) | (11.8%) | (0.7%)
TOTAL 33/144 | 11/144 20/144 22/144 18/144 22/144 1/144
(%) (22.9%) | (7.6%) | (13.9%) | (15.3%) | (12.5%) | (15.3%) | (0.7%)

Ver legenda da Tabela 14. A negrito estdo indicados os nimeros e percentagens dos isolados de cada
serdtipo capsular de acordo com o fenétipo de resisténcia observado.

Entre os isolados caracterizados, 22.9% sdo de ser6tipo la e tém resisténcia a
pelo menos um dos antibidticos testados, sendo assim o ser6tipo com maior prevaléncia
de isolados com resisténcia aos antimicrobianos. Embora os ser6tipos II, 1II, 1V e V
apresentem uma prevaléncia de resisténcia aos antibioticos menor do que o serotipo la,
a percentagem de isolados com resisténcia a pelo menos um dos antibidticos foi
superior a 10 % [I1 (13.9%), 11l (15.3%), IV (12.5%) e V (15.3%)]. Todos os isolados
com fenétipo M e IMLSg revelaram também resisténcia a tetraciclina. O serétipo
capsular mais prevalente entre os isolados de fenotipo M+TET foi o serotipo la,
presente em seis dos sete isolados com este fenotipo. Os isolados com fendtipo
IMLSB+TET apresentaram, com igual prevaléncia, os ser6tipos Il e V, representando
2.1% dos isolados cada um. Relativamente aos isolados com fenétipo cMLSg (2
isolados), apresentaram serétipo capsular 11 (1.4%) e ndo possuem resisténcia a
tetraciclina, enquanto que os isolados de fendtipo cMLSg+TET (6 isolados) foram

igualmente distribuidos pelos serétipos Ib, Il e V (1.4%). Os isolados que possuem
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fendtipo TET pertencem predominantemente ao serdtipo la (18.7% dos isolados) sendo
menos prevalentes, os serétipos Il (12.5%), 111 (11.8%), IV (11.8%), V (11.8%), Ib
(6.2%) e VI (0.7%).

A percentagem de isolados susceptiveis a todos os antibidticos foi de apenas
11.8% (17/144), pelo que 88.2% (127/144) dos isolados apresentou resisténcia a pelo
menos um dos antibidticos testados.

Foram pesquisados 0s genes de resisténcia erm(A) [erm(TR)], erm(B) e mef(A),
por PCR, em todos os isolados que se revelaram resistentes a eritromicina ou a

eritromicina e clindamicina (ver Figura 11).

1223456 A7 89 101112 A 13 14 15 16 17

1432 pb
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Gene erm(A) [erm(TR)] Gene erm(B) Gene mef(A)

Figura 11 — Gel de visualizagéo dos produtos de PCR para os genes erm(A) [erm(TR)], erm(B) e
mef(A) de resisténcia aos macrdlidos. A=marcador de peso molecular (HyperLadder Il e IV
(Bioline)). 1, 7 e 13=controlo negativo; 2=S. pyogenes A200 (controlo positivo); 3=isolado
G010155V; 4= isolado GO9044R; 5= isolado GO9062V; 6= isolado GO9015U; 8=S. pyogenes
19D79 (controlo positivo); 9= isolado GO10144V; 10= isolado GO9069R; 11= isolado GO9045V;
12=isolado GO9041R; 14= isolado S.pyogenes 1A77 (controlo positivo); 15= isolado GO10144V;
16= isolado GO9069R; 17= isolado GO9045V. Os isolados GO9062V e GO9015U tém o gene
erm(A) [erm(TR)]. Os isolados GO10144V e GO9041R possuem o gene erm(B) e os isolados
GO9069R e GO9045V tém o gene mef(A).

Na tabela 17 encontra-se a associacdo entre serotipo capsular, fenotipo de

resisténcia aos antimicrobianos e o genotipo de resisténcia aos macrolidos.
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Tabela 17 — Associacao entre serdtipo capsular, fendtipo e gendtipo de resisténcia

aos macrolidos

Identificacéo do Ano Serdtipo Fenotipo de Genotipo de
isolado capsular resisténcia aos resisténcia aos
antibioticos macroélofos
G08093 2008 la M+TET mef(A)
G0O8091 2008 Il CMLSE+TET erm(B)
G08085 2008 \ CMLSE+TET erm(B)
G08056/G08109 2008 i iIMLSg+TET erm(A) [erm(TR)]
G08104 2008 i iMLSg+TET erm(A) [erm(TR)]
G08110 2008 i iMLSg+TET erm(A) [erm(TR)]
G0O8113 2008 \ IMLSB+TET erm(A) [erm(TR)]
G09043 2009 la M+TET mef(A)
G09044/G09045 2009 la M+TET mef(A)
G09069 2009 la M+TET mef(A)
G09001 2009 v M+TET mef(A)
G09040/G09041 2009 Ib CMLSg+TET erm(B)
G09027 2009 i CMLSg+TET erm(B)
G09015 2009 \ iMLSg+TET erm(A) [erm(TR)]
G09062 2009 \ iMLSg+TET erm(A) [erm(TR)]
G010155/G0O10156 | 2010 la M+TET mef(A)
G010162/G0O10163 | 2010 la M+TET mef(A)
G010145 2010 Ib CMLSg+TET erm(B)
G010144 2010 I cMLSg erm(B)
G010152 2010 I cMLSg erm(B)
G010146/G0O10151 | 2010 \ CMLSg+TET erm(B)

Ver legenda da Tabela 14.

A Unica associacdo que parece existir, considerando os isolados estudados, €

entre os isolados de fendtipo M que apresentam o serotipo capsular la e tém o gene

mef(A). Relativamente aos outros fendtipos, apenas foi possivel verificar que 0s

isolados com fenotipo cMLSg possuem o gene erm(B) e que o gene erm(A) [erm(TR)]

estd presente nos isolados de fendtipo iIMLSg. Todos os isolados que revelaram

resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina apresentaram apenas um dos trés genes de

resisténcia pesquisados.
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4. CLONALIDADE DOS ISOLADOS DE  STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE

Para andlise dos perfis de macrorestricio com Smal ou com o isosquisémero,
Cfr9l, foram seleccionados os isolados recolhidos de amostras de uma mesma gravida e
os isolados com resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina. Assim, dos 179 isolados

caracterizados, 86 (48%) foram analisados por PFGE.

A analise dos perfis de PFGE foi efectuada com recurso ao software
BioNumerics ® (Versdo 6.5), utilizando uma optimizagdo de 0% e uma tolerancia de
1.5%. Foi estabelecido um cut-off de semelhanca de 80%, em que os isolados com
perfis de PFGE com uma semelhanca igual ou superior a 80% foram considerados
geneticamente relacionados, enquanto que os isolados que apresentaram menos de 80%
de semelhanca entre os seus perfis de restricdo foram considerados como geneticamente
ndo relacionados (Pires et al., 2009). Isolados com 100% de semelhanga entre os perfis

de restricdo, sdo considerados indistinguiveis (ver Figura 12).

Ao 12 A 3 4 A 56

Figura 12 — Gel de visualizacdo dos perfis de PFGE de S. agalactiae. A =
marcador de peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker (New England
BioLabs® Inc)). 1= isolado GO8078V;2= isolado GO8079R; 3= isolado
GO9037R; 4= isolado GO9039V; 5= isolado GO9008V; 6= isolado GO9009V .
Os isolados GO8078V (poco 1) e GO8079R (pogco 2) pertencem a mesma
gravida e apresentam padr8es de PFGE indistinguiveis. Os isolados GO9037R
(pogo 3) e GO9039V (pogo 4) pertencem a mesma gravida e apresentam perfis
de restricdo geneticamente relacionados, enquanto que os isolados GO9008V
(pogo 5) e GO9009V (poco 6) pertencem a gravidas diferentes e 0s seus perfis
de PFGE foram classificados como néo relacionados (>5 bandas de diferencga).
Exemplos de dendrogramas estéo incluidos na pag. 76 e 77)
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Os 86 isolados caracterizados por PFGE foram agrupados em 27 clusters (grupo
de isolados com semelhanca genética minima de 80%), numerados de 1 a 27 com pelo
menos dois isolados cada um. Verificou-se a existéncia de 18 clusters de dois isolados,
4 de trés isolados, 3 de quatro isolados e dois clusters maiores, compostos por 8 e 11
isolados, 7 dos isolados ndo foram agrupados. Entre os 86 isolados, observaram-se 50
perfis de PFGE diferentes, isto €, que apresentam pelo menos uma banda diferente (ver

Tabela 18 e anexo ).

Tabela 18 — Numero de isolados e perfis de PFGE por cluster no periodo de 2007 a
2010

Cluster N° N° perfis | Cluster N° N° perfis | Cluster N° N° perfis
isolados | PFGE isolados PFGE isolados PFGE
1 11 6 10 2 1 19 2 1
2 4 2 11 2 1 20 2 1
3 4 2 12 2 1 21 8 5
4 3 2 13 2 2 22 2 1
5 3 2 14 2 1 23 2 1
6 2 1 15 2 1 24 3 2
7 2 1 16 2 1 25 2 1
8 2 1 17 4 1 26 2 1
9 2 1 18 2 1 27 3 1

Verificou-se que dos 18 clusters de dois isolados, 17 correspondem apenas a um
perfil de PFGE, o que significa que a semelhanga existente entre os isolados incluidos
em cada um desses clusters foi de 100%. O cluster 13 foi a excepg¢éo, visto que os dois
isolados que o constituem correspondem a dois perfis de restricdo diferentes, contudo,
relacionados entre si. Os dois isolados que pertencem a cada um dos 18 clusters
pertencem a mesma gravida, estando assim ndo sO relacionados geneticamente mas
também epidemiologicamente. A grande maioria dos restantes isolados pertencentes a
mesma gravida também foram classificados como geneticamente relacionados,
apresentando quase sempre perfis de restricdo indistinguiveis. As excepg¢des foram a
tripla de isolados GO7184U, GO7191V e GO7189U, em que os isolados GO7184U e
GO7191V com serotipo I, resistentes a tetraciclina e perfis de PFGE indistinguiveis
que foram agrupados no cluster 8, enquanto que o isolado GO7189U, pertencente a

mesma gravida, de serétipo capsular la e resisténcia a tetraciclina, foi considerado ndo
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relacionado geneticamente com os isolados anteriores. Salientamos que os isolados
GO7191V (exsudado vaginal) e GO7189U (urina) tinham a mesma data de isolamento
no HGO, contudo apresentaram serotipos capsulares e perfis de PFGE diferentes, o que
sugere que a gravida em questdo estaria colonizada com duas estirpes de S. agalactiae
de dois serdtipos diferentes.

Outra excepgdo foram os isolados GO10125R (exsudado rectal) e GO10126V
(exsudado vaginal) pertencentes a uma mesma gravida que apresentaram serétipos
capsulares, perfis de susceptibilidade aos antibidtidos e perfis de PFGE diferentes, tendo
sido considerados ndo relacionados geneticamente. Estes isolados com a mesma data de
isolamento no HGO, sugerem que a gravida também poderia estar colonizada por duas
estirpes de S. agalactiae, uma de serétipo capsular IV e sem resisténcia aos antibidticos
testados (GO10125R) e outra de serétipo capsular V com resisténcia a tetraciclina
(GO10126V).

Observou-se a existéncia de dois clusters maioritarios, um de 11 isolados e outro
de 8 isolados, dos quais resultaram 6 e 5 perfis de restricdo diferentes, respectivamente.
O cluster 17, constituido por 4 isolados, apresentou um unico perfil de PFGE, existindo
100% de semelhanca genética entre os quatro isolados.

Na tabela 19 encontra-se discriminada a prevaléncia de cada ser6tipo, fenétipo e
gendtipo de resisténcia e ano de isolamento por cada um dos clusters.

Tabela 19 — Analise dos clusters de PFGE no periodo de 2007 a 2010

Cluster Serdtipo Fenotipo de Resisténcia | Gendtipo de Ano de
(n°isolados) (n°isolados) Resisténcia isolamento
(n° isolados) (n° isolados)
1 la (10, IV (1) TET (5), M+TET (6) mef (A) (6) | 2008 (4), 2009 (5),
2010 (2)
2 la (4) TET (4) ND 2009 (2), 2010 (2
3 la(2), IV (2) TET (4) ND 2008 (2), 2010 (2)
4 la (2), Il (2) TET (2), cMLSg (1) erm (B) (1) 2009 (2), 2010 (1)
5 I @), IV @), IMLSg+TET (2), M+TET erm (A) (2), 2008 (2), 2009 (1)
la (1) 1) mef (A) (1)
6 I TET (2 ND 2010 (2)
7 I TET (2 ND 2009 (2)
8 I TET (2 ND 2007 (2)
9 112 TET (2 ND 2010 (2)
10 IV (2) SR (2) ND 2010 (2)
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Tabela 19 — Analise dos clusters de PFGE no periodo de 2007 a 2010 (continuacéo)

Cluster Serotipo Fendtipo de Resisténcia | Genotipo de Ano de
(n° isolados) (n° isolados) Resisténcia isolamento
(n° isolados) (n° isolados)
11 la (2) M+TET (2) mef (A) (2) 2010 (2)
12 la (2) TET (2) ND 2008 (2)
13 V (2) SR (2) ND 2009 (2)
14 V (2) TET (2) ND 2008 (2)
15 1l ) iIMLSg+TET (2) erm (A) (2) 2008 (2)
16 b (2) TET (2) ND 2010 (2)
17 Ib (4) TET (4) ND 2008 (4)
18 Il (2) TET (2) ND 2009 (2
19 V (2) SR (2) ND 2008 (2)
20 Il (2) TET (2) ND 2008 (2)
21 V 4), Ib (4) cMLSg+ TET (3), erm (A) (1), | 2008 (1), 2009 (5),
IMLSB+TET (1), TET (@) erm (B) (3) 2010 (2)
22 V (), 1b (1) cMLSB+ TET (1), erm (A) (1), | 2009 (1), 2010 (1)
IMLSE+TET (1) erm (B) (1)
23 V (2) SR (2) ND 2008 (2)
24 V (3) cMLSB+ TET (2), TET (1) erm (B) (2) 2010 (3)
25 V (2) TET (2) ND 2008 (2)
26 la (2) TET (2) ND 2010 (2
27 V (3) TET (3) ND 2009 (3)

Ver legenda Tabela 14. ND=N&o determinado; SR=Sem resisténcia

Em 19 dos 27 clusters, os isolados apresentaram apenas um serétipo capsular
assim como um unico fen6tipo e gendtipo de resisténcia aos macrélidos. O cluster
maioritario (11 isolados), cluster 1, apresentou uma prevaléncia de isolados de serétipo
la. O cluster 21 (8 isolados) foi constituido pelo mesmo numero de isolados de serétipo
Ib e V. No cluster 2 dominou o serétipo capsular la, o qual foi detectado nos 4 isolados
do grupo. O outro cluster (cluster 17) com mais de 3 isolados, apresentou como Unico
serétipo capsular, o serdétipo Ib. Os isolados que ndo apresentaram resisténcia a nenhum
dos antibioticos encontram-se dispersos pelos clusters 10, 13, 19 e 23. O fenétipo M de
resisténcia aos macrolidos foi detectado em isolados pertencentes aos clusters 1, 5 e 11
enguanto que o fenotipo iMLSg foi identificado em isolados dos clusters 5, 15, 21 e 22.
O fendtipo cMLSg estd presente nos clusters 4, 21, 22 e 24. Considerando o ano de
isolamento dos isolados, verifica-se que isolados do mesmo ano encontram-se dispersos

por diversos clusters.
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Acedendo a base de dados (existente no software BioNumerics existente no
Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia (ICAT)) com imagens de perfis de PFGE de
outros isolados de S. agalactiae de origem humana, associados a colonizacdo da mulher
gravida, foi possivel gerar dendrogramas com os isolados que foram obtidos no HGO
nos anos de 2004 a 2006 (Guimardes, 2008). Desta forma foi possivel verificar a
diversidade de perfis de PFGE entre 2004 e 2010 (ver Figura 13).

35
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caracterizados por
25 = PFGE
- N¢ Perfis diferentes
20 ~
[ ]

15 o / = m m

—&— N2 Clusters

=—— N2 |solados ndo
agrupados em
clusters

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 13 — Diversidade de perfis de macrorestricdo de S. agalactiae entre 2004 e 2010. As
endonucleases utilizadas foram Smal ou o isésquisomero Cfrol.

Verifica-se que o nimero de clusters (isolados agrupados com uma semelhanca
minima de 80% entre perfis de macrorestricdo) foi mais elevado no periodo de 2008 a
2010 (oscilando entre 8 e 11 clusters) comparativamente ao periodo de 2004 a 2006 (4 a
10 clusters). Em 2007, sO6 foram caracterizados por PFGE trés isolados o que pode
justificar a existéncia apenas de um cluster e dois perfis de macrorestri¢do diferentes.
Observou-se também que o numero de isolados ndo agrupados em clusters foi maior
nos anos de 2005 e 2006, sendo esse numero inferior a 5 nos restantes anos.
Considerando o numero de perfis diferentes (perfis de macrorestricdo com pelo menos
uma banda de diferenca) entre os isolados caracterizados em cada ano, observou-se em
2004 um namero mais elevado (24) que nos anos seguintes (excepto 2007) em que 0
numero de perfis diferentes ndo oscilou muito, estando compreendido entre 15 e 20

perfis de macrorestricdo diferentes entre si. Desta forma, a diversidade de perfis foi
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mais elevada em 2004 e permaneceu constante (15 a 20 perfis distintos) nos periodos de
2005 a 2006 e 2008 a 2010.

Para avaliar a diversidade dos isolados durante o periodo de 2004 a 2010 foi
criado um dendrograma com todos os isolados caracterizados por PFGE resultantes de
colonizacdo de mulheres gravidas seguidas no Hospital Garcia de Orta. Observaram-se
109 perfis de restricdo diferentes entre os 155 isolados caracterizados por PFGE e 15
dos isolados nédo foram agrupados em clusters. Os restantes isolados foram agrupados
em 45 clusters, numerados de 1 a 45 (ver tabelas 20 e 21 e anexo II).

Tabela 20- Numero de isolados e perfis de PFGE no periodo de 2004 a 2010

Cluster N° | N°perfis | Cluster Ne° N° perfis | Cluster N° N° perfis
isolados | PFGE isolados PFGE isolados PFGE
1 4 4 16 6 3 31 5 2
2 2 1 17 6 3 32 2 1
3 2 1 18 2 2 33 2 1
4 3 2 19 4 3 34 2 1
5 2 1 20 5 4 35 2 1
6 2 1 21 4 2 36 3 2
7 2 2 22 3 2 37 2 1
8 3 2 23 3 3 38 2 2
9 4 3 24 2 1 39 9 6
10 3 3 25 4 3 40 2 2
11 3 2 26 4 3 41 3 2
12 2 1 27 3 3 42 2 1
13 2 2 28 2 2 43 2 1
14 2 1 29 2 2 44 2 1
15 9 6 30 2 1 45 3 1

Assim, os isolados de S. agalactiae foram agrupados em 23 clusters de dois
isolados, 10 de trés isolados, 6 de quatro isolados, 2 de cinco isolados, 2 de seis e 2 de
nove isolados. Nos clusters 2, 3, 5, 6, 12, 14, 24, 30, 32, 33, 34, 35, 37, 42, 43, 44, 45
observou-se um anico perfil de restricdo pelo que a semelhanca genética entre os perfis
dos isolados incluidos em cada um desses clusters é de 100%. Os clusters com maior
diversidade de perfis foram o 15 e 0 39, onde entre os 9 isolados que constituem cada
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um dos grupos, existem 6 perfis de macrorestri¢do diferentes. Nos grupos 1, 10, 13, 18,

23, 27, 28, 29, 38 e 40 o numero de isolados correspondem ao nimero de perfis de

restricao diferentes.

Tabela 21- Anélise dos clusters de PFGE no periodo de 2004 a 2010

Cluster Serdtipo Fenotipo de Resisténcia Ano de isolamento
(n° isolados) (n° isolados) (n° isolados)

1 la (3), IV (1) TET 4) 2005 (2), 2006 (2)

2 I 2) TET (2) 2007 (2)

3 Il (2) TET (2) 2008 (2)

4 V (1), NT (1), IV (1) TET (2), cMLSg+TET (1) 2006 (3)

5 V (2) TET (2) 2006 (2)

6 V (2) SR (2) 2008 (2)

7 1 (2) TET (2) 2005 (1), 2006 (1)

8 11 3) TET (3) 2005 (1), 2006 (2)

9 11 4) TET 4) 2004 (2), 2010 (2

10 11 (3) TET (3) 2004 (2), 2006 (1)

11 11 (3) TET (2), cMLSg+TET (1) 2004 (2), 2008 (1)

12 IV (2) SR (2) 2010 (2)

13 V (1), NT (0 TET (2) 2004 (2)

14 NT ), HI (1) TET (1) 2004 (2)

15 la (8), IV (1) TET (6), M+TET (3) 2004 (3), 2008 (4), 2009 (2)
16 la (6) TET (6) 2005 (1), 2006 (1), 2009 (4)
17 la (4), IV (2) TET (5), M+TET (1) 2004 (1), 2008 (2), 2010 (3)
18 la (2) TET (1), M+TET (1) 2005 (1), 2009 (1)

19 la (2), IV (2) TET (4) 2004 (2), 2010 (2)

20 NT 1), IV @), Il 2), TET (3), M+TET (2) 2005 (3), 2009 (2)

la (1)
21 @), NT @), IV @), | TET@),iMLSg+TET (2) | 2004 (1), 2005 (2), 2008 (1)
1)

22 la (2), 1l (1) TET (2), cMLSg (1) 2009 (2), 2010 (1)

23 1 @2), la (), 1) TET (3) 2004 (2), 2005 (1)

24 Il (2) TET (2) 2010 (2)

25 I (4) TET 4) 2005 (1), 2006 (1), 2009 (2)
26 I13), NT () TET 4 2004 (2)

27 11 (3) IMLSE+TET (2), 2006 (1), 2008 (1), 2009 (1)

CMLSG+TET (1)
28 V (2) SR (2) 2009 (2)
29 11 (), Ib (1) TET (2) 2004 (1), 2006 (1)
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Tabela 21- Anélise dos clusters de PFGE no periodo de 2004 a 2010

(continuacao)

Cluster Serdtipo Fendtipo de Resisténcia Ano de isolamento
(n° isolados) (n° isolados) (n° isolados)

30 Ib (2) TET (2) 2010 (2)

31 Ib (4), NT (1) TET (5) 2004 (1), 2008 (4)

32 V (2) TET (2) 2008 (2)

33 IV (2 TET (2) 2004 (2)

34 1 (2) iIMLSg+TET (2) 2008 (2)

35 I 2) TET (2) 2009 (2)

36 la (2), Il (2) M+TET (2), IMLSg+TET (1) 2005 (1), 2010 (2)

37 la (2) TET (2) 2008 (2)

38 la (1), I (2) TET (2) 2004 (2)

39 Ib @),V (5) TET (4), cMLSg+TET (4), | 2005 (1), 2008 (1), 2009 (5),
IMLSR+TET (1) 2010 (2)

40 V (1), 1b (1) IMLSg+TET (1), 2009 (1), 2010 (1)
CMLS+TET (1)

41 V (3) CMLSB+TET (2), TET (1) 2010 (3)

42 V (2) TET (2) 2008 (2)

43 V (2) SR (2) 2008 (2)

44 la (2) TET (2) 2010 (2)

45 V (3) TET (3) 2009 (3)

Ver Fig.9. SR=Sem resisténcia. TET= resisténcia a tetraciclina. Os isolados considerados NT pertencem a
2004-2006

Os clusters maioritarios foram constituidos por 9 isolados (clusters 15 e 39). No
cluster 15 domina o serétipo la, estando presente em 8 dos 9 isolados. Neste grupo
observou-se a presenca de isolados de 2004 (trés isolados), 2008 (quatro isolados) e
2009 (dois isolados) e que trés desses isolados apresentam fenotipo de resisténcia
M+TET (resisténcia a eritromicina e tetraciclina), enquanto que os restantes isolados
apresentaram apenas resisténcia a tetraciclina. No cluster 39 (constituido por quatro
isolados de serotipo capsular Ib e cinco de serotipo V). A resisténcia aos
antimicrobianos em isolados deste cluster ndo é uniforme, existindo quatro isolados de
fenotipo ctMLSg+TET, quatro isolados que possuem apenas resisténcia a tetraciclina e
um isolado de fendtipo iIMLSg+TET. Os isolados deste cluster pertencem aos anos 2005

(um isolado), 2008 (um), 2009 (cinco) e 2010 (dois). O cluster 16, composto por seis
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isolados de serétipo la resistentes apenas a tetraciclina. Estes isolados foram obtidos em
2005 (um isolado), 2006 (um) e 2009 (quatro).

Verificou-se 100% de semelhanca entre os isolados GO138 de 2005, GO355 de
2006 e o isolado GO9063V do ano 2009, todos com serotipo capsular la e resisténcia a
tetraciclina. No mesmo cluster (cluster 16) onde foram agrupados os isolados GO138,
GO355 e GO9063V, observou-se que 0s restantes isolados também apresentaram o
mesmo serotipo capsular e fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos. Os clusters 7, 8,
9 e 10 foram constituidos apenas por isolados de serétipo capsular 111 com resisténcia
apenas a tetraciclina. Como é possivel verificar, a dispersdo de cada serotipo pelos

diversos clusters é grande, assim como a resisténcia aos antimicrobianos.

Os isolados que se revelaram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados
encontram-se dispersos pelos clusters 6, 12, 28 e 43. Os isolados que apresentaram
resisténcia a eritromicina (fendtipo M) encontram-se dispersos pelos clusters 15, 17, 18,
20 e 36 enquanto que os isolados que apresentam resisténcia constitutiva a eritromicina
e clindamicina (fen6tipo cMLSg) estdo presentes nos grupos 4, 11, 22, 27, 39, 40 e 41.
Os isolados de fendtipo iMLSg encontram-se nos grupos 21, 27, 34, 36, 39 e 40.

Observou-se que isolados do mesmo ano se encontram dispersos por varios clusters.

Foram gerados dendrogramas com os isolados que apresentaram resisténcia a
eritromicina e/ou clindamicina no periodo de 2004 a 2006 (ver Figura 14). Os perfis
destes isolados, seleccionados no &mbito deste trabalho estdo também incluidos na base
de dados de S. agalactiae existente no ICAT, tendo sido caracterizados por Guimaraes

(2008). O dendrograma com os isolados resistentes a eritromicina nos anos 2007-2010

encontra-se na figura 15.

Isolado Serotipo Fenotipo de
Resisténcia

‘ : W GO148 M  iMLSB+TET
o e9 a9 GO150 NT  cMLSB+TET

’ 1 1 Y GO153 NT  iMLSB+TET
L ’ ' AN G032 M iMLSB+TET

0 P B¥ | GO151 v ¢MLSB+TET

BB LR L B G0338 NT  cMLSB4TET

(TR 1] F GO353 I cMLSB+TET

Figura 14 — Dendrograma representativo de isolados de S. agalactiae resistentes a eritromicina e/ou
clindamicina recolhidos no periodo de 2004 a 2006, no HGO.
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39,653

Considerando apenas os isolados presentes na base de dados, no ano 2004 nédo
foram detectados isolados com resisténcia a eritromicina e/ou clindamicina e, no
periodo de 2005 a 2006 a resisténcia a eritromicina ndo foi considerada associada a
mecanismos de efluxo uma vez que ndo foi detectado o fendtipo M entre os isolados
que foram caracterizados nesse periodo (Guimaraes, 2008). A semelhanca entre os
perfis de restricdo desses isolados é inferior a 80%, razdo pela qual ndo existem isolados

agrupados em clusters.
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Figura 15 — Dendrograma representativo de isolados de S. agalactiae resistentes a eritromicina e/ou

clindamicina recolhidos no periodo de 2007 a 2010, no HGO.

Entre os isolados caracterizados em 2007 ndo se observou resisténcia a
eritromicina e/ou clindamicina. No periodo de 2008 a 2010, verificou-se que 0s isolados
resistentes a estes antimicrobianos foram agrupados em sete clusters, um de seis
isolados, um de quatro, um de trés e quatro de dois, sendo que trés dos clusters de dois,
s&o constuidos por isolados com perfis de restricdo com 100% de semelhanca (clusters
3,4 e 7) e com o mesmo fendtipo de resisténcia. Os isolados destes grupos estdo
relacionados geneticamente e epidemiologicamente. O isolado GO9001V apresenta

100% de semelhanca com os perfis GO9044R e GO9045V (pertencentes a mesma
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gravida), tendo-se observado também uma semelhanca de 100% entre os isolados
GO8104R e GO8110V. Quatro dos isolados ndo foram agrupados em clusters e,
observou-se a presenca de 19 perfis de restri¢do diferentes. O cluster 1 é composto por
seis isolados de fenotipo M+TET em que cinco isolados apresentam serotipo la. O
cluster 5 é composto por quatro isolados em que trés dos quais apresentam serotipo Ib e
fendtipo iIMLSg,
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IV-DISCUSSAO E CONCLUSAO

S. agalactiae é, actualmente, responsavel por elevadas taxas de morbilidade e
mortalidade na gravida e no recém-nascido (Beitune et al., 2005). Um dos principais
factores de risco ao desenvolvimento de infeccdo neonatal é a colonizacdo vaginal e/ou
rectal da mulher grévida com Streptococcus agalactiae (CDC, 2010). Este
microrganismo é também responsavel por graves problemas de saiude na mulher
gravida, adultos e mulheres ndo gravidas, contudo, a incidéncia de infec¢bes por S.
agalactiae é maior em recém-nascidos (CDC, 2010; Melin et al., 2011). Este facto
implica a necessidade de uma maior vigilancia epidemiolégica de forma a permitir
accOes preventivas adequadas (Neto, 2008), procurando reduzir, consequentemente, a

taxa de transmissdo vertical e complicacdes subsequentes.

Neste trabalho foi nosso objectivo conhecer a prevaléncia de colonizacéo
vaginal da mulher gravida, assim como a distribui¢do dos ser6tipos e a resisténcia aos
antimicrobianos de isolados provenientes de colonizacdo dos tratos genitourinario e
gastrointestinal da mulher gréavida, obtidos no HGO entre 2007 e 2010. Pretendeu-se
também verificar a existéncia de associa¢cdes entre todas as caracteristicas anteriormente

referidas e avaliar a diversidade genética entre os isolados caracterizados por PFGE.

No presente trabalho, com base no estudo de isolados provenientes do HGO
observou-se uma percentagem de colonizacdo vaginal da mulher gravida (2007 a 2010)
de 12%, sendo este um dos valores mais baixos obtidos no nosso pais. Com efeito, no
Hospital Distrital de Santarém essa percentagem foi de 21.1% (Rodrigues, 2009), no
Centro Hospitalar de Entre o Douro e Vouga foi 19.7% (Aradjo, 2010), no Centro
Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro (Pinheiro, 2009) e no Hospital Fernando da
Fonseca (Mendinhos et al., 2006, citado por Areal et al., 2010) essa percentagem foi de

18%, alcancando os 34.9% no Hospital de Sdo Marcos, em Braga (Areal et al., 2010).

Considerando que as metodologias usadas nas varias instituicbes podem ser
diferentes, em particular no tipo de colheita (apenas exsudado vaginal versus exsudado
vaginal e rectal) podem limitar a comparacdo dos valores da frequéncia de colonizagéo

da mulher gravida, em Portugal e outros Paises. No entanto, tendo em conta os estudos
79



acima referidos, observa-se um valor minimo de 12% e um méximo de 34.9% de
colonizagdo da mulher gravida referente a Portugal. Esta variagdo parece estar
concordante com a literatura referente a Europa em que esta descrita uma percentagem
de colonizagcdo de 8% em Franca (Mee-Marquet et al., 2009), 29.3% na Republica
Checa (Motlova et al., 2004), 33 a 38% na Dinamarca (Hansen et al., 2004), ou
compreendida entre 10 e 37% em diversos Paises europeus (Melin, 2011; El Aila et al.,
2010; El Helali et al., 2009; Brimil et al., 2005).

Embora muito pouco se conheca sobre os factores especificos da bactéria e do
hospedeiro que determinam a colonizagdo por S. agalactiae (Manning et al., 2008),
estas variacGes geograficas podem ser, em parte, justificadas por factores como a
imunidade do hospedeiro, a presenca de doencas sexualmente transmissiveis e a
nutricdo (Jahromi et al., 2008), factores estes que acabam por estar relacionados com
factores culturais de cada regido. A obrigatoriedade do rastreio as 35-37 semanas de
gestacdo com colheita dos exsudados vaginal e rectal, ndo s6 a nivel nacional mas
também internacional, permitiria um conhecimento mais real da prevaléncia da
colonizagdo da mulher gravida em todo o mundo, assim como, uma melhor

racionalizac&o do uso de antibidticos intraparto.

Os polissacaridos capsulares constituem um mecanismo de viruléncia de S.
agalactiae e sdo o principal alvo dos anticorpos produzidos pelo sistema imunitario do
hospedeiro (Martins et al., 2010), assim como das vacinas glicoconjugadas
(Ramaswamy et al., 2006). Esta descrito para a Europa Ocidental, EUA e Australasia
gue os serdtipos mais detectados sdo os serotipos la, Il, 11l e V (Florindo et al., 2010;
Kong et al., 2008) Tal como se verificou em outros estudos efectuados a nivel nacional
realizados com estirpes obtidas entre 2004 e 2010 (Guimaraes, 2008; Rodrigues, 2009;
Martins et al., 2007; Florindo et al.,2010), também no presente estudo, a prevaléncia
destes serétipos foi elevada, com predominio do serétipo la [la (24.3%), 11 (15.3%), Il
(15.3%) e V (20.1%)], contudo, tal como se observou no estudo efectuado por
Rodrigues (2009), também o serotipo IV foi detectado com frequéncia (16%) no nosso
estudo, e, considerando a globalidade dos quatro anos, o serétipo IV (16%) revelou-se

mais prevalente que os serotipos Il e Il (15.3% cada). Os serdtipos Ib e VI
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apresentaram prevaléncias inferiores a 10%. A elevada prevaléncia de isolados de
serdtipo capsular 1V detectados neste estudo, contraria a baixa prevaléncia deste
serétipo na Europa e EUA (Uh et al., 2005; Kong et al., 2008; Brimil et al., 2005).
Embora a prevaléncia de isolados de serotipo Il tenha sido crescente e o serétipo 1V
pareca estar a emergir em Portugal, mais estudos serdo necessarios para comprovar se
estamos realmente perante uma tendéncia para que estes serGtipos sejam mais
prevalentes na populacdo portuguesa, entre estudos de serotipagem, resisténcia a

antimicrobianos e pesquisa de factores de viruléncia.

Aliada a variacao temporal, também a regido geogréafica parece contribuir para a
variacdo na prevaléncia de cada ser6tipo em todo o mundo, como acontece por exemplo
com a elevada prevaléncia do serétipo V em Inglaterra, Pais de Gales e EUA,
contrariamente & baixa prevaléncia detectada na Africa do Sul, Malawi (Madzivhandila
et al., 2011). Embora se desconhegam as raz0es que estdo na origem destas variagdes na
prevaléncia dos ser6tipos, pensa-se que fenomenos de transferéncia horizontal de genes
e recombinacdo entre serétipos de S. agalactiae podem justificar a diversidade
estrutural existente entre os polissacaridos (Cieslewicz et al., 2005). Entre os ser6tipos
mais associados a infec¢do neonatal encontram-se os ser6tipos la, 11l e V (Gherardi et
al., 2007). Em Portugal, observou-se que os ser6tipos la e 11l apresentam um elevado
potencial invasivo, nomeadamente as linhagens ST23 e ST24 (ST, Sequéncia Tipo) de
serétipo la e a linhagem ST17 de serétipo 1ll, enquanto que a linhagem ST19 de
serétipo 111 estd mais associada a colonizagdo (Martins et al., 2007). Estes resultados
sdo concordantes com outros estudos (Bisharat et al., 2005; Jones et al., 2003), embora
a linhagem ST23 esteja associada quer a colonizagdo quer a infeccdo (Jones et al.,
2003). No mesmo estudo de Martins e colegas (2007), em Portugal, foi ainda possivel
concluir que as linhagens ST23 e ST24 de serdtipo la apresentam maior potencial
invasivo para causar DNP, enquanto que a linhagem ST17 de serotipo Il apresenta
capacidade de causar DNP e DNT (Martins et al., 2007). O facto de duas linhagens
diferentes do mesmo serdtipo capsular, uma estar mais associada a colonizacao e outra a
infeccdo, levanta a hipotese do potencial invasivo ndo estar directamente associado ao
serétipo capsular (Bisharat et al., 2005). Contudo, o potencial de viruléncia de cada

serétipo é discutivel uma vez que depende da regido geografica, como se observa, por
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exemplo com o serGtipo la, que € menos virulento que o serétipo 111 na Africa do Sul,
Taiwan e Holanda e, mais invasivo em Portugal, Israel e Suécia. Os serotipos Ib, 1l e V
também apresentam um potencial invasivo inferior ao descrito para o serétipo Il
(Madzivhandila et al., 2011). No Japdo (Murayama et al., 2009), na Africa do Sul
(Madzivhandila et al., 2011) e Franca (Poyart et al., 2008) o serédtipo Il foi o mais
detectado em isolados causadores de DNP e DNT, o que vai de encontro aos resultados
obtidos em estudos efectuados em Portugal por Martins e colaboradores (2007). Varios
estudos seriam interessantes de realizar com os isolados incluidos neste estudo, como
por exemplo, a determinacdo das suas sequéncias tipo, procurar saber a percentagem de
recém-nascidos colonizados e infectados (DNP ou DNT) (filhos das mulheres gravidas
incluidas no estudo) de forma a verificar a percentagem de transmissdo vertical e o
potencial invasivo de cada serétipo para causar DNP e DNT, nomeadamente para o

serétipo 1V que parece comegar a emergir em Portugal.

No presente estudo obteve-se uma percentagem de 2.8% de isolados néo
serotipaveis, valor muito semelhante ao obtido por Rodrigues (2009) na regido de
Santarém (1.75%), percentagens bastante inferiores a detectada por Martins e
colaboradores (2009) (14.1%), o que esta de acordo com Margarit e colegas (2009) que
referem uma percentagem de isolados NT de 8-14% para a Europa e EUA (Margarit et
al., 2009). No presente estudo, todos os isolados NT foram tipados por PCR e
sequenciacdo do locus cps D-E-F. A discrepancia detectada em dois isolados entre o
método de serotipagem por aglutinacdo e a genotipagem por PCR e sequenciacdo pode
dever-se a erros associados a execucdo da serotipagem convencional assim como a
inexperiéncia do observador. Embora a base genética do fenotipo NT ndo seja
conhecida (Ramaswamy et al., 2006), o défice na producdo de polissacaridos
capsulares, a variacdo na expressdo dos genes que codificam para a producdo dos
polissacaridos (Martins et al., 2007) assim como a existéncia de mutagdes ou a insergéo
de elementos genéticos moveis no locus cps de S. agalactiae de origem humana ou
bovina sdo explicagbes possiveis para a auséncia de reaccdo com 0S anti-soros
disponiveis (Martins et al., 2010; Rato et al., 2012).
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Apesar da antibioprofilaxia intraparto ser a medida preventiva recomendada pelo
CDC, existem limitagBes associadas a sua utilizacdo, tais como a possibilidade do
aumento da resisténcia aos antibioticos, ndo s6 pelo microrganismo que se pretende
combater mas também por parte das bactérias comensais que habitam o organismo
humano. Uma outra desvantagem associada a esta medida preventiva é a dos efeitos
secundarios inerentes a toma dos antibioticos, assim como o facto de ndo previnir DNT
(Melin, 2011; Kasper et al., 1996).

O desenvolvimento de uma vacina glicoconjugada permitird ultrapassar as
limitacdes associadas a antibioprofilaxia intraparto. Assim, encontra-se em
desenvolvimento uma vacina conjugada multivalente proteina-polissacérido capsulares
para a prevencdo da DNP, em que os serotipos considerados séo o la, Ib, II, 11l e V
(Brimil et al., 2005). Uma vacina com estes serotipos seria eficaz na populacdo
caracterizada no presente estudo, uma vez que cobriria mais de 80% dos isolados.
Contudo, se fosse considerada apenas a populacdo de S. agalactiae neste estudo, a
substituticdo do serotipo Ib pelo serétipo IV seria mais adequada, pois permitiria cobrir
91% dos isolados estudados. A utilizacdo de proteinas conservadas entre estirpes de S.
agalactiae na construcdo de uma vacina parece uma alternativa promissora, como por
exemplo as proteinas dos pili de S. agalactiae, dado se pensar estarem conservadas
entre estirpes e se ter observado que podem apresentar pelo menos uma das trés ilhas
cromossomicas (PI-1, PI-2a e PI-2b) que codificam para as proteinas dos pili (Backbone
Protein (BP) e Ancillary Protein (AP) 1 e 2) (Margarit et al., 2009), mais estudos sao

necessarios para corroborar estas observagoes.

Antes de se proceder a administracdo de antibidticos, independentemente da
circunstancia, deve ser conhecida a priori, sempre que possivel, a susceptibilidade do
microrganismo ao antimicrobiano para desta forma se poderem aplicar medidas
preventivas e/ou terapéuticas adequadas. A resisténcia de S. agalactiae aos
antimicrobianos encontra-se descrita em varios estudos, sendo de 7 a 25% para a
eritromicina e de 3 a 15% para a clindamicina (Motlova et al., 2004). No presente
estudo as percentagens de resisténcia a eritromicina e a clindamicina no ano 2007 foram
de 0%, contudo € de salientar que apenas 22 isolados foram caracterizados, o que pode

justificar a auséncia de isolados com resisténcia a estes antimicrobianos. Nos restantes
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anos as percentagens de resisténcia mantiveram-se concordantes com o descrito na
literatura. Assim, considerando a globalidade dos quatro anos de estudo, observou-se
que 14.6% dos isolados apresentaram resisténcia a eritromicina e 9.7% a clindamicina.
Considerando os resultados obtidos no nosso estudo, assim como os de outros estudos
efectuados em Portugal,observa-se que a resisténcia a eritromicina e a clindamicina
apresentam variacgdes, oscilando, por exemplo entre 8.3 e 22.9% (Guimardaes, 2008;
Araujo, 2010; Florindo et al., 2010; Rodrigues, 2009; Pinheiro, 2009). Embora a
resisténcia aos macrdlidos e lincosamidas esteja disseminada pelo mundo inteiro,
existem ainda regides onde a resisténcia de S. agalactiae a estes antibioticos é pouco
frequente, como acontece na Australdsia (Zhao et al., 2008) e na Républica Checa
(Motlova et al., 2004) onde se detectou uma percentagem de resisténcia a eritromicina e
clindamicina de 3.8% e 3.2 %, respectivamente. O oposto acontece na Coreia do Sul em
que a percentagem de isolados resistentes a eritromicina e a clindamicina € superior a
30% (Uh et al., 2005).

A resisténcia a eritromicina e a clindamicina tem sido associada a determinados
serétipos capsulares, nomeadamente o ser6tipo V (Beitune et al., 2005; Brzychczy-
Wtoch et al.,, 2010; Farley, 2001), contudo, no presente estudo, o serétipo mais
frequentemente associado a resisténcia a eritromicina foi o ser6tipo la tendo todos os
isolados apresentado mecanismo de efluxo da eritromicina pelas proteinas Mef (A),
seguido dos serdtipos Il e V (3.47% cada). Contudo, o ser6tipo Ib também foi
detectado em isolados com resisténcia a estes antimicrobianos e, no ano 2010 o serétipo
Il foi o serdtipo mais prevalente entre os isolados com resisténcia a eritromicina e/ou
clindamicina. Estes resultados sdo preocupantes uma vez que os serétipos la e 111 foram
dos serdtipos mais prevalentes durante este estudo, ndo menosprezando o caracter
invasivo que tem sido descrito para estes serotipos. Também noutros estudos efectuados
em Portugal se verificou que o serotipo Il (Florindo et al., 2010; Guimaraes, 2008) e V
(Rodrigues, 2009; Guimaraes, 2008) estiveram associados a resisténcia a eritromicina,
assim como o serotipo Il (Guimardes, 2008). Os estudos acima mencionados, sugerem
gue a resisténcia a eritromicina e clindamicina em Portugal estd associada ndo s ao

serétipo V, mas também aos serétipos I, lae II.
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Tal como a percentagem de resisténcia aos antimicrobianos e a prevaléncia de
cada ser6tipo pelo mundo, também a frequéncia dos fendtipos de resisténcia aos
macrolidos € variavel. Contudo, o fenotipo ctMLSB tem sido o mais frequentemente
detectado, tal como se verificou no Brasil (Palmeiro et al., 2010), Taiwan (Wang et al.,
2010), Republica Checa (Motlova et al., 2004), Italia (Gherardi et al., 2007) e Portugal
(Aradjo, 2010; Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). No presente estudo, ndo foi
encontrado nenhum fendtipo de resisténcia a eritromicina dominante, existindo apenas
uma diferenca maxima de 2 isolados entre os fendtipos de resisténcia. Contrariamente
ao observado em outros estudos, o fendtipo M apresentou percentagens bastante
proximas aos outros fenoOtipos de resisténcia aos macrélidos. Estudos futuros de
prevaléncia dos fenotipos de resisténcia aos macrolidos, dirdo se este aumento de
isolados de S. agalactiae com fen6tipo M € pontual ou se serd acentuado ao longo do
tempo. No presente estudo, este aumento é acompanhado também pela elevada
prevaléncia do ser6tipo capsular la e pela presenca do gene mef(A). Tem sido descrita a
presenca de genes mef em estirpes bacterianas que colonizam o trato intestinal e, sendo
este o principal reservatorio e fonte de colonizacdo vaginal com S. agalactiae, as
bactérias comensais de outras espécies, tais como Enterococcus spp., Streptococcus
viridans, podem servir de reservatdrio e dadores destes genes para S. agalactiae, sendo
uma justificacdo possivel para o aumento gradual do fenétipo M ao longo dos anos.
Outra situacdo pode estar relacionada com a transferéncia horizontal de genes, como por
exemplo, o gene mef(A) que pode estar integrado no transposdao Tnl1207.3 que
apresenta mais de 99% de semelhanca com o fragmento correspondente ao Tn1207.3
detectado em S. pyogenes (Marimon et al., 2005). Num estudo efectuado em Italia, com
Streptococcus pyogenes, verificou-se que o gene mef(A) estava inserido em elementos
genéticos madveis diferentes consoante as estirpes eram ou ndo resistentes a tetraciclina,
pelo que os isolados que apresentaram resisténcia a tetraciclina, apresentaram o gene
mef(A) no elemento genético tet(O)-mef(A) enquanto que as estirpes susceptiveis a
tetraciclina apresentaram o gene mef(A) integrado no transposdo Tn1207.1 (idéntico ao
detectado em S. pneumoniae), inserido no Tn1207.3 identificado em S. pyogenes ou no
elemento quimérico de 58.8Kb ($10394.4) (Brenciani et al., 2004). Por este motivo,
seria interessante pesquisar a presenca de elementos genéticos mdveis associados a

resisténcia simultanea a tetraciclina e eritromicina por meio das proteinas Mef(A), uma
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vez que em S. agalactiae a principal associagdo descrita entre os genes de resisténcia
aos macrolidos e a tetraciclina é entre os genes erm(B) e tet(M) (Culebras et al., 2002).

O gene erm(B) tem sido o principal determinante genético detectado em isolados
resistentes a eritromicina, o que se observou em estudos efectuados na Coreia do Sul
(Uh et al., 2005), no Japao (Murayama et al., 2009), em Italia (Gherardi et al., 2007), no
Brasil (Palmeiro et al., 2010) e em Portugal (Florindo et al., 2010; Pinheiro, 2009). Tal
ndo se verificou, por exemplo, em estudos efectuados no Canada (de Azavedo et al.,
2001) e em Franca (Poyart et al., 2008), nos quais 0s determinantes genéticos
encontrados como responsaveis pela resisténcia a eritromicina foram os genes erm(A)
[erm(TR)] e mef(A), respectivamente. Contudo, é necessario ndo esquecer que a mesma
estirpe pode adquirir mais do que um determinante genético que Ihe confira resisténcia,
como observado num estudo efectuado em Madrid por Culebras e colaboradores (2002),
0s quais encontraram 44.5% dos isolados com mais do que um gene de resisténcia aos
macrolidos (Culebras et al., 2002). No presente estudo, cada isolado apresentou apenas
um dos trés genes pesquisados para resisténcia aos macrolidos. Observou-se que todos
os isolados de fendtipo M, cMLSg e iMLSg apresentaram os genes mef(A), erm(B) e
erm(A) [erm(TR)], respectivamente. Assim, considerando o facto de ndo se ter
encontrado nenhum fendtipo de resisténcia dominante, também ndo se detectou a

predominancia de um Unico determinante genético de resisténcia aos macrolidos.

A resisténcia a tetraciclina em S. agalactiae tem-se revelado bastante elevada,
superior a 80% em muitas regides do mundo, chegando mesmo a atingir valores de 96%
como se verificou na Coreia do Sul (Uh et al., 2005) e na Franca (Poyart et al., 2008)
enguanto que noutras regides como a ltalia (Gherardi et al., 2007) a resisténcia embora
elevada € um pouco mais baixa (68.1%). No presente estudo a resisténcia a tetraciclina
foi também elevada independentemente do ano, estando compreendida entre 78.9% e
93.1%. Considerando a totalidade dos quatro anos, a percentagem de isolados que
apresentaram resisténcia a este antimicrobiano foi de 86.8%, com predominio de
isolados de seroOtipo capsular la (22.9%), sendo também o serOtipo com maior
prevaléncia de resisténcia aos macrolidos. Noutros estudos efectuados em Portugal, a
percentagem de resisténcia a tetraciclina ndo apresenta grandes variagdes, com valores
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de 82.4 % (Guimardes, 2008) e 80% (Rodrigues, 2009). O determinante genético mais
prevalente entre as bactérias de coloracdo gram positiva que apresentam resisténcia a
tetraciclina € o tet(M), embora os genes tet(O), tet(K) e tet(L) também possam estar a
ela associada (Culebras et al., 2002). Esta descrita uma associacdo entre 0s genes
erm(B) e tet(M) (Culebras et al., 2002), podendo estes genes estar inseridos no mesmo
transposdo conferindo desta forma resisténcia simultanea a eritromicina e tetraciclina.
No presente estudo, apenas dois dos isolados com resisténcia a eritromicina nao
apresentaram resisténcia a tetraciclina. A elevada resisténcia a este antimicrobiano nédo
deve ser causada pelo consumo uma vez que ndo é utilizado como medida preventiva

nem terapéutica e/ou profiléctica (CDC, 2010).

Considerando as caracteristicas estudadas por isolado, procurou-se verificar a
existéncia de associacdo entre elas. Assim, de acordo com os resultados obtidos,
conclui-se que, apenas para os isolados caracterizados no presente estudo, existe uma
associacdo entre o serdtipo capsular la, o fen6tipo M e a presenca do gene mef(A), ndo
tendo sido detectado o serétipo capsular la em nenhum dos restantes fenotipos de
resisténcia aos macrdlidos. Esta associacdo foi constante em todo o estudo, com
excepc¢do do ano 2007, em que ndo foram detectados isolados resistentes a eritromicina
e/ou clindamicina. N&do foi possivel determinar outras associa¢fes devido a dispersdo
dos restantes serdtipos capsulares pelos fenétipos de resisténcia aos macrdlidos.
Contudo, observou-se uma associacao entre os fendtipos M, cMLSg e iMLSg € 0s genes
mef(A), erm(B) e erm(A) [erm(TR)], respectivamente. No estudo efectuado por
Guimardes (2008), também com estirpes isoladas em Portugal, embora ndo se tenha
observado uma correlagdo constante ao longo do estudo, considerando a globalidade
dos anos estudados, a autora sugere a existéncia de uma associacdo entre o fenétipo
IMLSg e o serdtipo capsular 111 e o fenétipo ctMLSg e 0s tipos capsulares 1l e 111. Tendo
sido apenas detectado um isolado de fendétipo M, ndo foi possivel estabelecer

associac0es entre este fenotipo e os serdtipos capsulares.

No presente estudo, mediante analise dos dendrogramas gerados com os perfis

de PFGE, verificou-se que praticamente todos os isolados provenientes da mesma
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gravida foram classificados como geneticamente relacionados, apresentando 0 mesmo
serdtipo capsular e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. Contudo, ocorreram
duas excepg¢des em que tudo parece indicar que as duas gravidas em questdo estivessem
colonizadas com mais do que uma estirpe de S. agalactiae. Uma dessas situacoes foi a
tripla de isolados GO7184U, GO7191V e GO7189U, em que os isolados GO7184U e
GO7191V apresentaram serotipo I, resisténcia a tetraciclina e perfis de PFGE
indistinguiveis, agrupados no cluster 8, enquanto que o isolado GO7189U, pertencente
a mesma gravida, de serétipo capsular la e resisténcia a tetraciclina, foi considerado nédo
relacionado geneticamente com os isolados anteriores. E ainda necessario referenciar
que os isolados GO7191V (exsudado vaginal) e GO7189U (urina) tém a mesma data de
isolamento no HGO, contudo apresentam serdtipos capsulares e perfis de PFGE
diferentes, o que sugere que a gravida em questdo provavelmente apresentava
colonizacdo vaginal por duas estirpes de S. agalactiae diferentes. A outra excepcéo
relaciona-se com os isolados GO10125R (exsudado rectal) e GO10126V (exsudado
vaginal) pertencentes a outra gravida e que apresentaram serotipos capsulares, perfis de
susceptibilidade aos antibiotidos e perfis de PFGE diferentes, tendo sido considerados
ndo relacionados geneticamente, o que € sugestivo de que a gravida em questdo também
se apresentava colonizada por duas estirpes de S. agalactiae, uma no trato
gastrointestinal e outra no trato genitourinario. O facto do aparelho gastrointestinal ser a
principal fonte de colonizacdo vaginal e o facto de uma estirpe ter sido isolada no
exsudado rectal e outra no exsudado vaginal parece sugerir que a estirpe vaginal possa
ter sido aquirida por outra via, como por exemplo, por via sexual. Desta forma, verifica-
se que a mesma gravida pode apresentar diferentes estirpes de S. agalactiae no trato
gastrointestinal e no trato genitourinario, assim como também pode apresentar duas
estirpes diferentes por exemplo, no trato genitourinario, como se verificou no presente

estudo.

Dos 179 isolados caracterizados nesse estudo, 86 foram caracterizados por
PFGE (48%). Foram gerados dendrogramas no software BioNumerics utilizando uma
optimizacgéo de 0% e uma tolerancia de 1.5% e um cut-off de semelhanga de 80% para
avaliar a clonalidade dos isolados. Os 86 isolados foram agrupados em 27 clusters
compostos por um ndmero minimo de dois isolados, tendo-se verificado a existéncia de

50 perfis de PFGE diferentes (que apresentam pelo menos uma banda de diferenca entre
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si). Em 19 dos 27 clusters os isolados apresentaram um Unico serétipo capsular assim
um unico fenotipo e gendtipo de resisténcia. Apesar de o cluster maioritario, apresentar
predominio de isolados de serétipo capsular la, este serotipo encontra-se disperso por
muitos outros clusters, ndo havendo por isso associacao entre o serétipo la com nenhum
cluster, tendo o mesmo sido verificado para os restantes serétipos capsulares. Estes
dados sugerem que a populacdo de S. agalactiae caracterizada neste estudo é bastante
heterogénea, tal como ja se tinha verificado em outros estudos efectuados em Portugal
[Guimardes (2008), Rodrigues (2009)]. Em Espanha, num periodo de 18 anos (1992-
2009) observou-que que apesar de ter sido detectado uma largo nimero de linhagens
distintas, os autores concluiram que a populacdo de S. agalactiae responsavel por
infeccdo neonatal precoce ao longo do tempo era uma populacédo clonal estavel (Martins
et al., 2011). No presente estudo, do ponto de vista da resisténcia a eritromicina e/ou
clindamicina, verificou-se também uma grande dispersdo dos isolados com estas
caracteristicas, independentemente do fenotipo de resisténcia apresentado, 0 mesmo
aconteceu quando se analisou a dispersdo dos isolados de acordo com o ano de
isolamento, o que permite afirmar que, de acordo com os perfis de PFGE, a populacdo
de S. agalactiae caracterizada é bastante heterogénea e, no que diz respeito a resisténcia
a eritromicina e/ou clindamicina é possivel afirmar que a sua disseminacéo tem origem
multiclonal e ndo na propagacdo de um Unico clone, tal como aconteceu por exemplo
em Espanha (Culebras et al., 2002). Considerando os isolados provenientes do HGO
(2004-2006) caracterizados por Guimaraes (2008), foi criado um dendrograma total,
que permitiu avaliar a clonalidade dos isolados de S. agalactiae obtidos no HGO entre
2004 e 2010. Os 155 isolados foram agrupados em 45 clusters, tendo-se observado a
presenca de 109 perfis de PFGE distintos.Tal como no presente estudo (2007 a 2010), a
dispersdo de cada serétipo pelos diversos clusters foi grande, assim como a resisténcia

aos antimicrobianos.

Mediante analise dos dendrogramas dos isolados de resisténcia aos macrolidos
de 2004 a 2006 e de 2007 a 2010, obtidos no HGO, verificou-se que no periodo de
2004-2006 os isolados ndo foram classificados como geneticamente relacionados,
enguanto que no periodo de 2007-2010, detectaram-se 7 clusters, um deles maioritéario
constituido por 6 isolados de fendtipo M+TET. A presenca destes 7 clusters entre os 21

isolados detectados como resistentes a eritromicina (2007-2010) e, o facto de os
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isolados com resisténcia aos macrolidos no periodo de 2004 a 2006 ndo serem
agrupados em nenhum cluster permite concluir que a resisténcia aos macrolidos na
populacdo estudada ndo é derivada da disseminacdo de um Unico clone, mas sim

resultado de disseminacdo multiclonal de S.agalactiae.

Em conclusdo, o desenvolvimento de estudos epidemioldgicos longitudinais
constitui uma ferramenta indispensavel para o conhecimento das estirpes de S.
agalactiae dispersas em Portugal e no resto do mundo. E com base neste tipo de estudos
que é possivel analisar a evolucdo das prevaléncias de cada ser6tipo, a resisténcia aos
diversos antimicrobianos e a diversidade genética entre os isolados de S. agalactiae. A
analise conjunta destes estudos permitira inferir sobre qual a melhor estratégia a seguir
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz e adequada a variabilidade populacional

de Streptococcus agalactiae.

Relativamente ao presente estudo, foi possivel concluir que os serdtipos mais
prevalentemente detectados foram os ser6tipos la (24.3%), 11 (15.3%), 111 (15.3%), IV
(16%) e V (20.1%), embora o ser6tipo 1V ndo tenha sido frequentemente associado a
colonizagdo na Europa. Entre os isolados de S. agalactiae caracterizados, detectou-se
uma percentagem de isolados resistentes a eritromicina, clindamicina e tetraciclina de
14.6%, 9.7% e 86.8%, respectivamente. O ser6tipo mais frequentemente associado a
resisténcia a eritromicina foi o serétipo la, tendo-se verificado uma associacao entre este
serétipo, o fendtipo M e o gene de resisténcia mef(A). Contudo, ndo se encontrou
nenhum fendtipo de resisténcia a eritromicina dominante. A analise por PFGE permitiu
concluir que a populagdo de S. agalactiae caracterizada neste estudo é heterogénea e
que a resisténcia aos macrolidos ndo e causada pela disseminacéo de um unico clone. O
acesso a base de dados existente no software BioNumerics (existente no ICAT), que
contém perfis de PFGE e outras informacdes relativas a isolados de S agalactiae de
origem humana e bovina, revelou-se uma mais valia pois permitiu que fosse efectuada
uma andlise abrangendo isolados obtidos no HGO entre 2004 e 2010, permitindo
reforgar os nossos resultados.
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Dendrograma representativo de isolados de Streptococcus agalactiae recolhidos no periodo
de 2007 a 2010, no Hospital Garcia de Orta. Perfis de macrorestricdo obtidos com as endonucleases
Smal ou Cfrl9l. Para a construcdo do dendrogama foi utilizado o coeficiente de semelhanca de Dice e
uma optimizacdo de 0% e tolerancia de 1.5%. O método de aglomeracdo foi UPGMA (Unweigthted pair
group method with aritmetic average). A=Percentagem de semelhanca; B=Perfis de macrorestri¢do;
C=Caddigo do isolado; D=Serétipo capsular; E= Fenotipo de resisténcia; F= Ano. A negrito encontram-se
o0s 27 clusters constituidos por isolados com uma semelhanga minima de 80% entre os seus perfis de
macrorestricao.
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ANEXO Il - DENDROGRAMA TOTAL (2004-2010) (continuacao)
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Dendrograma representativo de isolados de Streptococcus agalactiae recolhidos no periodo
de 2004 a 2010, no Hospital Garcia de Orta. Perfis de macrorestricdo obtidos com as endonucleases
Smal ou Cfrl9l. Para a construcdo do dendrogama foi utilizado o coeficiente de semelhanca de Dice e
uma optimizacdo de 0% e tolerancia de 1.5%. O método de aglomeragéo foi UPGMA (Unweigthted pair
group method with aritmetic average). A=Percentagem de semelhanca; B=Perfis de macrorestri¢o;
C=Cddigo do isolado; D=Ser6tipo capsular; E= Fendtipo de resisténcia; F= Ano. A negrito encontram-se
0s 45 clusters constituidos por isolados com uma semelhanga minima de 80% entre os seus perfis de
macrorestricao.
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