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Resumo

Streptococcus agalactiae, uma das causas mais comuns de infeccdo neonatal, pode
causar quadros de pneumonia, sépsis e meningite em recém-nascidos, sendo
responsavel por elevadas taxas de morbilidade e mortalidade em adultos
imunodeprimidos. No presente estudo foi feita uma analise da tendéncia de distribui¢do
dos serétipos de S. agalactiae numa colecgdo de 953 estirpes de colonizagdo isoladas de
exsudados vaginais e/ou rectais de mulheres em idade fértil (15-49 anos de idade), entre
2005-2012, em sete instituicdes de saide de Portugal continental. Observou-se um
aumento notavel na frequéncia do serétipo IV, de 1,4% em 2006 para 19,6% em 2012.
A avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos definiu um novo cendrio de
resisténcias a eritromicina e a clindamicina, envolvendo sobretudo os serétipos Ib e IV,
entre 2010-2012, ndo tendo sido detectada resisténcia ou susceptibilidade reduzida a
vancomicina ou a penicilina G. O principal objectivo do presente estudo consistiu na
caracterizacdo das estirpes S. agalactiae do serétipo IV, nomeadamente pela avaliagdao
das DNases, tendo-se verificado que todas as estirpes eram produtoras. Por Multi Locus
Sequence Typing (MLST) foi possivel identificar dezasseis sequéncias tipo (ST) e cinco
complexos clonais (CC) distintos: CC1, CC12, CC17, CC19 e CC23, sendo os mais
frequentes o CC23 (35,2%) e o CCl (33%), que incluiram 72,7% das estirpes
resistentes a clindamicina e 69,2% das resistentes a eritromicina. Foram identificados
nove clones hipervirulentos CC17, relacionados com o clone emergente IV/ST291,
provavelmente originado por switching capsular. A andlise molecular destas estirpes
revelou a presenca do gene rib, IS861 e GBSil na regido intergénica scpB-Imb, reflexo
de clonalidade e de uma hipotética origem comum.

A realizacdo de estudos epidemioldgicos com vista a vigilancia de clones e
linhagens genéticas, monitorizacdo da distribuicdo de serdtipos e dos padrdes de
resisténcia aos antibidticos, sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias

mais precisas de prevencao das infeccdes por S. agalactiae.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae; colonizagdo; serétipo IV; resisténcias

aos antibidticos; linhagens genéticas; CC17
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Abstract

Streptococcus agalactiae, one of the most common causes of neonatal infection, can
cause symptoms of pneumonia, sepsis and meningitis in newborns. It is responsible for
high rates of morbidity and mortality in pregnant women and other adults, especially
among immunocompromized persons. This study aimed to analyze the trend of S.
agalactiae serotype distribution among a collection of 953 colonization strains, isolated
from vaginal and/or rectal swabs of childbearing age women (15-49 years), between
2005 and 2012, in seven health institutions of Portugal. There was a noticeable increase
in the frequency of serotype IV, 1.4% in 2006 to 19.6% in 2012. Antimicrobial
susceptibility data revealed a new scenario, consisting of changes in susceptibility to
erythromycin and clindamycin among serotypes Ib and IV between 2010-2012;
however, resistance or reduced susceptibility to vancomycin and to penicillin G were
not detected. The main objective of the present study was to characterize S. agalactiae
strains of serotype IV, namely through the evaluation of DNases production, which was
detected among all the strains. By Multi Locus Sequence Typing (MLST) sixteen
sequence type (ST) and five distinct genetic lineages were identified: CC1, CC12,
CC17, CC19 and CC23, among which CC23 (35,2%) and CC1 (33%) were the most
frequent ones, accounting for 72,7% of the clindamycin resistant strains and for 69,2%
of the erythromycin resistant. Nine hypervirulent CC17 clones were identified,
corresponding to the emerging clone IV/ST291, probably due to capsular switching.
Molecular analysis of these strains revealed the presence of rib, IS861 and GBSil in the
scpB-Ilmb intergenic region, reflecting clonality and a hypothetical common origin.

Careful monitoring of S. agalactiae clones and genetic lineages and continuous
examining of serotype distribution and antimicrobial resistance through epidemiological
studies are essential to the development of more accurate strategies for prevention of S.

agalactiae infections.

Keywords: Streptococcus agalactiae; colonization; serotype IV; antimicrobial

resistance; genetic lineages; CC17
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I - Introducao

1. O género Streptococcus

O termo Streptococcus deriva dos termos gregos strepto (curvo) e coccus (esférico).
O primeiro registo destes microrganismos, embora ainda sem uma designagdo
associada, ocorreu em 1683 em desenhos de imagens de microscopio de van
Leeuwenhoek (70).

Os microrganismos pertencentes ao género Streptococcus sdo catalase negativos e
de Gram positivo. Muitas vezes sdo observados aos pares ou em cadeias, sao esféricos,
ovéides ou cocos em forma de lanceta, e podem medir até 2 um de diametro. Sao
anaerdbios facultativos e algumas espécies requerem CO; para o seu isolamento inicial,
podendo perder essa exigéncia em subcultura (37, 81).

A primeira tentativa de diferenciar os estreptococos terd sido feita em 1903 por
Shottmuller, que usou agar com sangue (21). Os estreptococos puderam entdo ser
classificados em B-hemoliticos, a-hemoliticos ou y-hemoliticos consoante hemolisam
completa ou parcialmente os eritrécitos, ou ndo induzem hemdlise (37). A partir de
1933, as estirpes de Streptococcus P-hemoliticas foram agrupadas de acordo com a
composi¢ao em hidratos de carbono da parede, nos grupos de Lancefield (21, 37, 81).

Todos os grupos de Lancefield incluem uma ou mais espécies, por exemplo, grupo
A: Streptococcus pyogenes, grupo B: Streptococcus agalactiae (GBS, de Group B
Streptococcus), grupo C: Streptococcus equi ssp. equi € Streptococcus dysgalactiae ssp.
dysgalactiae e, mais recentemente, grupo M: Streptococcus fryi (100).

Com base nas sequéncias genéticas de 16S rRNA, foram definidos grupos que
incluem mais de 100 espécies de Streptococcus: Anginosus, Pyogenic, Bovis, Salivarius,
Mutans e Mitis. O grupo piogénico inclui S. pyogenes, S. agalactiae, S. equi, S.

dysgalactiae, Streptococcus uberis, e Streptococcus iniae (70).



2. Streptococcus agalactiae

S. agalactiae foi reconhecido em 1920 como o agente etiologico da mastite bovina e
identificado pela primeira vez em 1935 por Lancefield e Hare (57). Nesta altura este
microrganismo foi pela primeira vez associado quer a casos de colonizacdo de mulheres
assintomdticas quer a casos de sépsis puerperal (3, 51, 57). No entanto, tem sido
possivel identificar diferencas no genoma entre as estirpes de S. agalactiae bovinas e

humanas (78).

2.1. Serdtipos de S. agalactiae: epidemiologia e relevancia clinica

S. agalactiae exibe um polissacarido, o antigénio do grupo B, composto por
unidades repetidas de ramnose, comum a todas as estirpes (34). Existe ainda outro
antigénio, o polissacarido capsular (CPS, de type-specific capsular polysaccharides),
que tem sido utilizado para distinguir as estirpes de S. agalactiae por serotipagem,
nomeadamente em estudos epidemioldgicos (75, 76). A estrutura do polissacarido
capsular de S. agalactiae € determinada por genes do locus cps que codificam enzimas
responsaveis pela sintese dos polissacaridos, reconhecidos por métodos de precipitagdo
ou de aglutinacdo em latex (8, 74, 76, 90). Assim, os hidratos de carbono de superficie
constituem marcadores epidemioldgicos capazes de identificar nove tipos capsulares: Ia,
Ib, II, III, IV, V, VI, VII e VIII, tendo sido recentemente considerada a existéncia do
serétipo IX (52, 66, 72, 76). Subsistem, no entanto, algumas estirpes nao tipaveis (NT),
provavelmente por ndo expressarem o polissacarido capsular devido a inser¢do ou
mutacao nos genes capsulares (52, 71, 86, 90).

Tendo em conta que a distribuicdo dos serdtipos varia de acordo com a regido
geografica e a origem étnica, a sua monitorizacdo através de investigacoes
epidemioldgicas torna-se importante para que se possam adoptar medidas preventivas,
nomeadamente o desenvolvimento de vacinas, adequadas a cada populacdo (32, 52, 61).

Nos Estados Unidos da América (EUA), Europa e Australia os serétipos la, II, IIT e
V tém representado 80 a 90% das estirpes de S. agalactiae (29, 32, 52, 67), enquanto os
serétipos IV, VI, VII, VIII e IX tém sido raramente identificados (32, 52). Ja no Japao



sdo comuns os serotipos VI e VIII (3, 52, 55, 86). Nos udltimos anos, 7 a 32% das
estirpes de S. agalactiae de oito paises (distribuidos por todos os continentes, excepto
Africa) foram relatadas como NT (52). A nivel mundial, as estirpes do serétipo III sdao
consideradas responsaveis pela maioria dos casos de meningite neonatal (40, 61, 73, 74,
76), enquanto as do serdtipo V sdo mais frequentes na populagcdo adulta (excluindo as
mulheres gravidas) (32, 76).

Em Portugal os serétipos III e V foram identificados como os mais frequentes na
colonizagdo assintomaética (44%), enquanto o Ia e o III foram mais frequentes nos casos
de doenga invasiva (EOD, de Early Onset Disease, e LOD, de Late Onset Disease,
respectivamente) (69%). Entre as estirpes que causaram infec¢do apenas foram
identificadas duas do serétipo IV, um serétipo frequentemente associado a colonizagao
na Asia mas raramente encontrado como causa de infec¢des neonatais nos paises
ocidentais (67). Contudo, a colonizacdo pelo tipo IV tem vindo a ser mais frequente,
sendo possivel que este serdtipo possa vir a emergir como agente patogénico, tal como
ocorreu com o serétipo V na década de 1990, uma vez que a sua associacio a casos de
infeccdo tem vindo a ser relatada (2, 17, 25, 72, 89, 99). A titulo de exemplo, nos
ultimos anos o serétipo IV foi identificado em criangas com doenga de inicio precoce ou

tardio (17).

2.2. Colonizacao versus Infeccao

O tracto gastrointestinal é considerado como o mais provavel reservatério humano
de S. agalactiae (41, 64) e € a principal causa de colonizagdo vaginal (51). S. agalactiae
pode transmitir-se por contacto directo, por via fecal-oral e verticalmente (de mae para
filho) (30, 64).

Estima-se que a maioria dos adultos sauddveis esteja colonizado mas ndo evidencie
sintomas. De facto, mesmo as infec¢des do trato urindrio por S. agalactiae sdo pouco
sintomadticas (51); no entanto, a bacteritria por S. agalactiae na mulher gravida é
considerada como um marcador de colonizacdo genital (10). Durante a gravidez, S.
agalactiae pode ser responsavel por infec¢do urindria, corioamnionite, endometrite,
sépsis, meningite, tromboflebite pélvica séptica, ruptura prematura de membranas, parto

prematuro ou mesmo aborto espontaneo (3, 41, 68, 84).



A frequéncia de colonizacdo rectovaginal é semelhante em mulheres gravidas e ndo
grividas e estima-se em 10 a 30% (3, 20). No inicio dos anos 1960 estabeleceu-se a
associacdo entre a colonizacao do tracto genital materno por Streptococcus e a doenga
no recém-nascido (3, 51, 81). Mas s6 em 1979 S. agalactiae emergiu como um
importante agente patogénico para o Homem, responsdvel por infecgdes invasivas,
pneumonia, sépsis € meningite durante a primeira semana de vida do recém-nascido,
com taxas de mortalidade de 20 a 50% (10, 33, 34, 68, 81). No caso das mulheres
gravidas, estima-se que a transmissdo de S. agalactiae ao recém-nascido seja
responsavel por 1,8 infeccdes neonatais por 1.000 nados vivos por ano (3, 20). A
propor¢do de letalidade diminuiu de 50% em 1970, para 4-6% nos ultimos anos,
principalmente devido a melhoria na prestacdo de cuidados neonatais (10, 33, 60). A
mortalidade é mais elevada nas criangas pré-termo, 10% a 30%, em contraste com os 2
a 3% verificados nas criangas de termo (1, 10).

Durante a vida uterina pode ocorrer contamina¢do do liquido amnidtico por S.
agalactiae por ruptura ou invasdao das membranas, e posterior colonizacdo do tracto
respiratério do feto. No entanto, a vasta maioria das infec¢des ocorre durante o parto
por contacto directo com a mucosa vaginal materna colonizada, originando EOD (nos
primeiros 7 dias de vida), que se traduz em pneumonia, sépsis e, menos frequentemente,
em meningite (10, 39, 81, 84, 85). Existem ainda alguns factores maternos de risco para
EOD tais como idade gestacional inferior a 37 semanas, ruptura de membranas superior
a 18h, febre intraparto (> 38°C), idade materna jovem ou EOD por S. agalactiae em
parto anterior (3, 10, 33, 68). O tratamento preventivo (administracdo intravenosa de
antibidticos) é recomendado nas parturientes colonizadas por S. agalactiae e naquelas
que evidenciem qualquer um destes factores de risco (10).

A implementacdo de estratégias de prevengdo implicou uma diminuicao dréstica da
incidéncia da EOD (i.e. EUA: de 1,7 para cerca de 0,37 por 1000 nascimentos entre
1993 e 2008; Espanha: de 2,4 para 0,45 por 1000 nascimentos entre 1996 e 2008) (10,
33, 68). No caso dos paises subdesenvolvidos t€ém sido reportadas baixas taxas de
incidéncia da doenca (i.e. 0,17/1000 nados vivos na fndia) que, muito provavelmente,
reflectem a insuficiente vigilancia da EOD (68, 88). No entanto, as variagdes na
incidéncia da EOD podem ainda estar relacionadas com diferentes taxas de colonizagao
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agalactiae (étnica ou racial), local (hospital ou outro) e tipo de parto, abordagens
diagndsticas e ainda com diferencas de viruléncia entre estirpes de S. agalactiae (68).
Actualmente estima-se que a profilaxia antibidtica intraparto (penicilina G e ampicilina)
tenha uma eficiéncia de 86-89% na prevencdo da EOD em recém-nascidos de maes
colonizadas por S. agalactiae (3, 10, 23).

ApOs o parto, a transmissdo de S. agalactiae pode ocorrer por via horizontal pela
amamentagdo e por contacto directo (material hospitalar, comunidade), dando origem a
infec¢des de inicio tardio ou LOD (geralmente entre o 1° a 3° meses de vida) (10, 60,
68, 81).

A incidéncia da LOD tem-se mantido estavel (0,4/1000 nados vivos) ao longo dos
ultimos 20 anos dado ndo ser evitdvel pelas estratégias preventivas implementadas para
a EOD (68).

Os recém-nascidos que sobrevivem a EOD ou LOD sofrem frequentemente de
deficiéncias de desenvolvimento, incluindo atraso mental e perda auditiva ou de visdo
(84).

Em adultos n3o gestantes, e em particular nos idosos e nos individuos
imunocomprometidos, S. agalactiae pode causar bacteriémia, endocardite, infeccoes da
pele e tecidos moles, artrite, pneumonia, meningite e osteomielite (10, 64, 68, 81, 84).

Perante a necessidade de reduzir a morbilidade e mortalidade associadas as
infeccdes por S. agalactiae foram adoptadas algumas estratégias de prevencao (15, 21,

39).

2.3. Prevenciao da infeccio por antibioterapia

Apesar do progresso substancial na prevencdo da doenga perinatal por S. agalactiae
desde 1990, esta infeccdo permanece a principal causa de EOD nos EUA (10, 11).
Assim, o rastreio as 35-37 semanas de gravidez e o tratamento intraparto das gravidas
portadoras tem sido considerado fundamental na preven¢ao da infec¢do neonatal, apesar
da correlagdo entre o isolamento no dltimo trimestre da gravidez e no momento parto
ndo ser evidente — uma vez que a colonizagdo com S. agalactiae pode ser transiente,
intermitente ou persistente —, existindo o risco de toma antibiética desnecessaria (3, 15,

39, 63).



Foram elaboradas vérias directrizes para a profilaxia intraparto como prevenc¢do da
EOD por S. agalactiae. As primeiras foram emitidas em 1996 pelo American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) (10). Estas directrizes foram actualizadas e republicadas em 2002 e,
novamente, em 2010 e contém orientagdes especificas para a identificacdo precoce e
tratamento de mulheres colonizadas por S. agalactiae, bem como para a identificacdo e
tratamento de recém-nascidos em risco de desenvolver EOD (10).

Uma alternativa ao rastreio as 35-37 semanas de gestacdo seria o desenvolvimento
de um teste rdpido que permitisse uma triagem intraparto das grdvidas portadoras,

restringindo e afinando a profilaxia antibidtica (15, 39).

3. O diagnoéstico laboratorial de S. agalactiae

O tempo de gestacdo da grivida e as condi¢des de transporte das amostras
anogenitais influenciam o sucesso da deteccdo de S. agalactiae, cuja cultura pode ser
ainda prejudicada por factores maternos, tais como a toma antibidtica ou o uso de
antissépticos de higiene feminina antes da colheita. (68).

Para a pesquisa de S. agalactiae fazem-se colheitas do intréito vaginal e do recto
inferior com zaragatoas de algoddao que devem ser colocadas em meio de transporte
(Amies ou Stuart’s) e conservadas a 4°C até ser efectuada sementeira para cultura
(método de referéncia) nas 24 horas seguintes (3, 10, 68).

O crescimento € efectuado em meio de enriquecimento selectivo (i.e. caldo Todd-
Hewitt suplementado com antibidticos — dcido nalidixico e colistina ou dcido nalidixico
e gentamicina) de forma a impedir o crescimento de Gram negativos e outras bactérias
saprofitas e a favorecer a multiplicacdo de S. agalactiae melhorando em cerca de 50% o
sucesso da cultura (3, 10, 20).

Ap6s enriquecimento é efectuada subcultura em placas de gelose com sangue de
carneiro para observar as caracteristicas das coldnias, nomeadamente as propriedades
hemoliticas (10, 20, 37). As colénias de S. agalactiae, 3 ou y-hemoliticas, variam na cor
(cinza a esbranquicadas) e geralmente possuem algum brilho (81). Alternativamente,
podem ser utilizados meios cromogénicos (por exemplo, Granada) nos quais as colénias

B-hemoliticas de S. agalactiae aparecem de cor rosa ou laranja. Tal como acontece com



os caldos de enriquecimento pigmentados, estes agares cromogénicos podem facilitar a
deteccdo de S. agalactiae B-hemoliticos mas a maioria ndo permitird a deteccdo de
estirpes ndo hemoliticas (10).

A observacdo microscopica de esfregacos das coldnias corados pela técnica de
Gram permitird identificar os cocos Gram positivos em cadeia caracteristicos de S.
agalactiae. Mas a confirmacdo da identificacdo € habitualmente feita com recurso a
testes seroldgicos por aglutinacdo de suspensdes celulares, obtidas a partir de colénias
isoladas de S. agalactiae, com anti-soros especificos para os grupos A, B, C, D, Fe G

de Lancefield (3, 10).

4. Profilaxia Antibiotica Intravenosa Intraparto

S. agalactiae € sensivel aos antimicrobianos [-lactdmicos, nomeadamente a
penicilina G e a ampicilina (3, 23), sendo que a penicilina G constitui o antibidtico de
eleicdo quer na profilaxia intraparto quer no tratamento das restantes infec¢des por S.
agalactiae nos adultos (3, 49). O uso da penicilina G intraparto prende-se com a sua
eficdcia na passagem transplacentaria € com o seu baixo custo (3). Doses mais elevadas
de penicilina G sdo recomendadas para o tratamento de infec¢Oes graves por S.
agalactiae, particularmente meningite (10).

Os macroélidos (eritromicina) e as lincosamidas (clindamicina) surgiram como
alternativas terapéuticas para maes alérgicas a penicilina (3, 36). Os dados sobre a
capacidade da clindamicina e da eritromicina alcancarem niveis bactericidas na
circulagdo fetal e liquido amnidtico sdo muito limitados, mas suspeita-se que pelo
menos a eritromicina ndo atinja de forma fidvel os tecidos fetais, pelo que as novas
directrizes do CDC ndo recomendam a eritromicina na profilaxia intraparto (10). Em
mulheres alérgicas a penicilina e com alto risco de anafilaxia € actualmente
recomendada a administracdo de clindamicina. Se o isolado for intrinsecamente
resistente a clindamicina, se tiver resisténcia a clindamicina induzida pela eritromicina,
ou se a susceptibilidade de ambos os agentes for desconhecida, ¢ administrada, em

alternativa, vancomicina (10).



4.1. Resisténcia aos antibioticos

O uso generalizado de profilaxia antibidtica intraparto para prevenir a doenca de
inicio precoce por S. agalactiae tem gerado preocupacado acerca do desenvolvimento de
resisténcia aos antibidticos entre os isolados (10).

As modificacdes metabdlicas que permitem que as células lidem com a acgdo
inibitéria de antimicrobianos incluem inactiva¢do do antibidtico (através de enzimas
que o destroem), bombas de efluxo (expulsdo do antibidtico das células antes que atinja
o seu alvo e produza efeito) e modificagdo do alvo (aquisi¢ao de genes que promovem
alteracdes no sitio de ligacdo do antimicrobiano ou mutagdes que limitam o seu acesso
ao alvo intracelular) (95, 102).

Tem sido documentada a existéncia de isolados com susceptibilidade reduzida a
penicilina ou ampicilina (10, 49); contudo, ndo estdo descritos casos de resisténcia a
estes antibidticos em S. agalactiae, contrariamente ao que tem vindo a ser reportado
para os macrdlidos, para os quais se verifica resisténcia, principalmente por um
mecanismo de efluxo mediado por uma proteina codificada pelos genes mef (macrolide
efflux), mefA/mefE (19, 32). Os genes mefA e mefE originam um fendtipo de resisténcia
somente a macrdlidos (fenétipo M) (36). Outro mecanismo de resisténcia € uma
modificacdo ribossémica mediada por uma metilase codificada pelos genes erm
(erythromycin ribossome methylase), ermB e ermA subclasse ermTR (19, 32). Esta
modificacdo consiste na metilacdo da regiao 23S rRNA que altera a ligacdo do alvo aos
antibidticos, conferindo um fendtipo MLSgp e resisténcia cruzada aos macroélidos,
lincosamidas e estreptograminas B (36, 80). Esta resisténcia pode ser expressa de forma
constitutiva (c(MLSg, de constitutive macrolide-lincosamide-streptogramin B resistance
phenotype) ou induzida pela eritromicina (iIMLSg, de induced macrolide-lincosamide-
streptogramin B resistance phenotype), quando a presenca do antibidtico € necessaria
para induzir a producdo da enzima (16, 19, 32, 36, 87).

Nos EUA, a percentagem de estirpes de S. agalactiae resistentes a eritromicina
variou de 25% a 32% e a de resistentes a clindamicina de 13% a 20% no periodo 2006 a
2009 (10). Em Portugal, num estudo realizado entre 2005 e 2007, foi detectada
resisténcia a clindamicina e eritromicina em 10% e 19% das estirpes, respectivamente.
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Entre as 19 estirpes resistentes a eritromicina, 53% apresentaram o fendtipo cMLSg



(conferindo alto nivel de resisténcia a macrélidos), 42% o fenétipo iMLSg e 5% o
fenétipo M (29).

Um estudo longitudinal de sépsis de inicio precoce por S. agalactiae revelou que,
embora a taxa global da EOD tenha diminuido ao longo do tempo, as estirpes de S.
agalactiae resistentes a eritromicina induziram um aumento da propor¢do da doenca
durante este intervalo (10). Justifica-se, por isso, a necessidade de constante
monitorizacdo dos padrdes de susceptibilidade aos antimicrobianos em S. agalactiae
(23, 27, 84).

Estirpes de S. agalactiae altamente resistentes a fluoroquinolonas tém sido relatadas

em diferentes localizagdes geograficas (46, 47, 101).

4.2. Associacao entre serdtipos e resisténcia a antibiéticos

A resisténcia a eritromicina e clindamicina tem sido associada a determinados
serotipos de S. agalactiae, especialmente aos serdtipos Il e V (3, 23, 27, 29). A
disseminacdo clonal e a transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre estirpes do
serétipo V, tais como ermB, t€m sido apontadas como as principais causas de resisténcia
aos macroélidos neste serétipo (62). Ferrieri e colaboradores (25) relataram mais de 60%
de resisténcia a clindamicina em estirpes dos serétipos Ib, IV ou V, em comparagdo
com o observado em estirpes dos serdtipos predominantes la (8,3%) e III (11,1%). A
resisténcia a clindamicina foi significativamente associada ao serétipo IV que, em 2010,

representou 28,6% de todas as estirpes resistentes (25).

5. Caracterizacao molecular das estirpes de S. agalactiae

A sequenciacdo do cluster cps de S. agalactiae permitiu determinar a correlagao
entre serdtipos e gendtipos capsulares e reduziu o nimero de estirpes ndo tipaveis (NT)
por aglutinacdo. No entanto, algumas estirpes permanecem ndo tipaveis por
genotipagem molecular (52, 90). A genotipagem molecular (baseada na amplificacdo e

sequenciagdo génica) possui elevada reprodutibilidade e potencial discriminatério,



permitindo ndo s6 a resolucdo de discrepancias em resultado da aplicacdo de outros
métodos, mas também a identificagdo de novos serdtipos (52, 54).

O cluster cps compreende os genes cpsA-O, cpsR, cpsS, cpsY que, na sua maioria,
existem e sdo conservados em todas as estirpes. No entanto, os genes cpsG-K s@o
altamente varidveis nos serotipos la, Ib e II a VII, enquanto que no serétipo VIII os

genes variaveis sao cpsE-cpsK (figura 1) (11, 63).

Ib D
.. =y
- = =
v Depen) )

v e e
v ST
i, S e
Vil 55 S

Figura 1 — Representacdo do cluster CPS dos varios serétipos (adaptado de Cieslewicz et al., 2005).
Os cpsA-E e cps-L bem como NeuB, -D, -A e -C sdo conservados nos nove serdtipos e representados
apenas no cluster Ia. Entre cpsH e cpsl foi introduzido um espago para permitir o alinhamento dos
clusters para os varios serétipos.

Para além da anédlise das sequéncias dos locus cps foram desenvolvidas técnicas
para caracterizacdo molecular das estirpes de S. agalactiae como é o caso do PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis) e MLST (Multi Locus Sequence Typing) (31).

A técnica de PFGE consiste na separa¢do por um sistema de electroforese em campo
pulsado de fragmentos de DNA cromossomal de peso molecular elevado originados
pela clivagem com enzimas de restri¢io de “corte raro”. E uma técnica com elevado
poder discriminatdrio que permite a identificacdo da relagdo genotipica e clonal entre
estirpes. No entanto, os critérios para andlise dos padroes de PFGE ndo estdo
padronizados o que pode originar diferentes interpretacdes e, consequentemente, baixa
reprodutibilidade interlaboratorial (77, 96).

A metodologia MLST tem sido utilizada na caracterizacdo molecular das estirpes de

S. agalactiae permitindo definir estruturas populacionais através da identificacdo de
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linhagens genéticas (44, 69). E um método de tipagem que envolve a sequenciacio de
fragmentos com aproximadamente 500 pb de sete genes constitutivos (adhP, pheS, atr,
glnA, sdhA, glcK, tkt) que representam o "nuicleo" estavel do genoma (“core-genome”)
(44, 69, 99). A combinagdo dos alelos dos sete loci atribui a cada um dos isolados um
perfil alélico ou sequence type (ST) que pode reunir estirpes de diferentes serdtipos
capsulares. Por este motivo, supde-se que os genes da biossintese capsular de S.
agalactiae estejam sujeitos a transferéncia horizontal com relativa frequéncia, tal como
descrito em Streptococcus pneumoniae (8, 44, 69, 99).

A tipagem por MLST € uma ferramenta valiosa que parece ser suficientemente
discriminatdria para estudos epidemioldgicos e que fornece um modo preciso e
inequivoco de caracterizacdo das estirpes de S. agalactiae, permitindo promover uma
investigacdo mais aprofundada sobre a biologia populacional deste microrganismo. Por
outro lado, possui elevada reprodutibilidade intra e interlaboratorial, pelo que tem sido
destacada como método padrdo para a identificacdo da estrutura clonal das populacdes
de S. agalactiae (17, 44, 59).

O critério para agrupar diferentes ST num complexo clonal (CC) baseia-se no

nimero de alelos iguais partilhados entre varios ST (28, 44).

5.1. Linhagem genética ST17

O CC17 de S. agalactiae é o protétipo de um clone emergente que se propagou com
sucesso a nivel mundial. O aumento da prevaléncia de infec¢do invasiva neonatal
observada a partir de 1960 foi fortemente associada a linhagem hipervirulenta CC17,
quase exclusivamente composta por estirpes do serétipo III (5, 43, 56). Recentemente,
Bellais e colaboradores (5) detectaram o clone hipervirulento CC17 entre estirpes de S.
agalactiae do serétipo IV. A andlise da sequéncia revelou que a mudanca de capsula do
serétipo III para IV terd ocorrido devido a troca de um fragmento de DNA de 35,5kb
contendo a totalidade do operdo cps. O facto dos fragmentos de DNA sequenciados
serem idénticos entre as estirpes sugere que estas sejam derivadas de um ancestral

comum (5).
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Lamy e colaboradores (56) identificaram um gene (gbs2018) que codifica uma
proteina de superficie de S. agalactiae especifica do clone ST17. Esta sequéncia alvo foi
utilizada para desenvolver um ensaio de PCR rdpido (menos de 2 horas), aplicavel ao
rastreio molecular de estirpes S. agalactiae ST17, altamente virulentas, particularmente
util na identifica¢do de recém-nascidos em risco de EOD (56).

O aparecimento de clones hipervirulentos de S. agalactiae pode ser resultado de
eventos de transferéncia genética horizontal (34). A andlise filogenética indica que o

clone hipervirulento ST17 surgiu a partir de uma linhagem de isolados de bovinos (7).

5.2. Elementos genéticos méveis como marcadores epidemioldégicos

Tal como acontece com muitas outras espécies bacterianas, a transferéncia
horizontal de genes teve um papel significativo na evolugdo de S. agalactiae (78).

A presenca de MGE (Mobile Genetic Elements) em S. agalactiae sugere que a
recombinacdo e a transferéncia genética horizontal podem desempenhar um papel
importante na adaptacdo de S. agalactiae ao ambiente em que se encontram,
contribuindo para a diversidade do genoma e para a emergéncia de clones virulentos
(38, 82).

Os MGE incluem bacteri6éfagos, transposoes, sequéncias de inser¢ao e intrdoes do
grupo II. As sequéncias de insercdo sdo pequenos elementos genéticos, que codificam
apenas a sua préopria mobilidade, ao passo que os intrdes do grupo II t€ém um
mecanismo de transposi¢do mais complexo (9, 38). S. agalactiae possui varios MGE,
cinco dos quais estdo bem caracterizados: IS1548, IS1381, 1S861, 1SSa4 e GBSil (38).

A regido intergénica scpB-Imb é um hot-spot para a integracdo de dois MGE
(mutuamente exclusivos), a sequéncia de inser¢do IS/548 ou o intrdo do grupo II
GBSil (38, 61, 82). Os genes scpB e Imb, que codificam proteinas de superficie que se
ligam a fibronectina e laminina, estdo presentes em quase todas as estirpes humanas de
S. agalactiae (9, 82). A presenca de MGE ndo tem influéncia sobre a expressdao do gene
scpB mas a transcricdo e a expressdao do gene /mb € significativamente maior nas
estirpes que possuem a IS 7548 na regido intergénica scpB-Imb (82). O facto da IS1548 e
do GBSil nunca coexistirem na mesma estirpe pode sugerir que constituam marcadores

de linhagens genéticas distintas. De facto, GBSil € habitualmente identificado nas
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estirpes da linhagem CC17 e a sequéncia de inser¢do 1S/548 nas da linhagem CC19;
contudo, existem estirpes CC19 com GBSil na regido intergénica scpB-Imb (38, 61,
82). Outras sequéncias de insercao t€m sido associadas a linhagens genéticas especificas
de S. agalactiae, nomeadamente a IS/381 aos CC1, CC12 e CC19, a IS861 aos CC12,
CC19 e CC17 e a ISSa4 ao CC23 (38).

A distribuigdo peculiar dos MGE (mutuamente exclusivos e com associacio
preferencial) pode ser explicada pela ligagdo aos ecossistemas em que as estirpes sao
isoladas. Os MGE contribuem, através de recombinacdo e transferéncia genética

horizontal, para a adaptacdo de S. agalactiae ao ambiente em que se encontra (38).

6. Analise genémica comparativa

S. agalactiae compreende um grande nimero de ilhas genémicas. Com base nesta
constatacdo foi proposto que S. agalactiae se tenha tornado um agente patogénico
através de aquisicdes sucessivas de factores de viruléncia exdégenos (34). Por exemplo,
no caso da mastite bovina, a troca de material genético entre diferentes espécies que
infectam o ubere (S. uberis, S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae e Staphylococcus aureus,
por exemplo) pode ter auxiliado a adaptacdo de S. agalactiae e a incorporacdo de
factores de viruléncia no genoma (78, 98).

Foram identificados genes especificos de S. agalactiae que desempenham um papel
na coloniza¢do ou doenc¢a, nomeadamente proteinas de superficie, genes de sintese da
capsula, hemolisina, e varios reguladores transcripcionais. Muitos destes genes
especificos tém sido associados a elementos mdveis, incluindo bacteri6fagos,
transposoes, e sequéncias de insercao (98).

A sequenciagdo do genoma completo de oito estirpes de S. agalactiae,
nomeadamente das estirpes de referéncia 2603V/R (V/ST110), NEM316 (III/ST23) e
COHI1 (III/ST17), revelou um nimero semelhante de genes por estirpe, bem como de
contetido GC (35,3% em COHI e 35,6% em 2603V/R e NEM316) (34, 97, 98). A
andlise destes genomas demonstrou que as estirpes de S. agalactiae podem ser
consideradas um pan-genome que consiste num core-genome partilhado por todas as

estirpes (representando 80% do genoma) e por um acessory-genome especifico de cada
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estirpe. A identificacdo de varios novos genes especificos por genoma sequenciado
reflecte a diversidade gendmica de S. agalactiae (open pan-genome) (97).

Os genes adquiridos tém tendéncia a localizar-se em regides cromossémicas do
accessory-genome designadas por ilhas gendmicas de patogenicidade e contribuem para
a diversidade genética e para a adaptacdo de S. agalactiae a nichos ecoldgicos
especificos, auxiliando a emergéncia desta bactéria como um importante agente
patogénico (97, 98). Vdrias dessas ilhas genémicas codificam hipotéticas proteinas de
superficie e factores de viruléncia ainda ndo caracterizados, cuja andlise futura podera

contribuir significativamente para a compreensao da evolucdo de S. agalactiae (9).

7. Factores de viruléncia em S. agalactiae

Um dos principais factores de viruléncia em S. agalactiae € o polissacarido
capsular que auxilia a evasao bacteriana ao interferir com a fagocitose da bactéria. Os
pili constituem outro factor de viruléncia importante, ja que facilitam a adesdo de S.
agalactiae as células epiteliais e ao endotélio vascular (58, 68).

Por outro lado, a disseminacdo da infeccdo (podendo causar meningite e
osteomielite) pressupde que algumas estirpes tenham capacidade de escapar as defesas
imunoldgicas naturais do hospedeiro (68). A titulo de exemplo, a CS5a peptidase
codificada pelo gene scpB de S. agalactiae, impede o recrutamento de neutréfilos para
os locais de infec¢do e medeia a ligagdo da bactéria a fibronectina humana, contribuindo
para a invasdo das células epiteliais (68, 91). Outro exemplo é a lipoproteina de
superficie Lmb que medeia a ligacdo de S. agalactiae com a laminina da membrana
basal (9, 82).

Dos varios factores de viruléncia identificados em S. agalactiae descrevem-se de

forma sumadria aqueles que foram alvo de estudo nesta dissertagao.
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7.1. Alpha-like Proteins

As proteinas da membrana externa das bactérias desempenham normalmente um
papel importante na interac¢do com o hospedeiro, podendo mediar a invasao e, como
tal, sdo muitas vezes consideradas como factores de viruléncia (82, 91). S. agalactiae
ndo constitui excepcdo, sendo as proteinas do antigénio C as melhor caracterizadas.
(91). Este complexo € composto pelas proteinas de superficie da familia Alpha-like
proteins (Alp): Alpha C, Rib, Epsilon (Alp1l), Alp2, Alp3 e Alp4. As seis proteinas da
familia sdo codificadas por genes mosaico gerados por recombinacdo no mesmo locus
cromossOmico; caracterizam-se por longas sequéncias de repeticio em tandem, cujo
nimero de repeticdes tem implicacdes no reconhecimento pelo sistema imunitdrio do
hospedeiro, pelo que no decurso da infeccdo o nimero de repeticdes pode sofrer
delecdes internas (9, 13).

O serdtipo Ia associa-se normalmente a presenca das proteinas Alpha C, Alpl e
Alp2, enquanto os serétipos Ib e IV a Alpha C, os serétipos II e III a Rib e o serétipo V
a Alp3 (32). Contudo, a proteina Alfa C existe na maioria dos serétipos, a Rib foi
detectada nos serétipos II, V e VIII e em estirpes NT, e a Alp3 também existe nos
serétipos VII e VIII (13).

Apesar do papel bioldgico das proteinas da familia Alp na infec¢do de S. agalactiae
ainda ndo ser totalmente compreendido, foi-lhes reconhecida influéncia na patogénese
das infeccdes por S. agalactiae (53). As Alp induzem imunidade protectora e, como tal,

0 seu uso em vacinas conjugadas de polissacaridos esté sob investigacdo (13, 53).

7.2. DNases

Os neutréfilos sdo considerados como os principais efectores da resposta imune
inata do hospedeiro contra a infeccdo bacteriana e a descoberta das Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) contribuiu para a compreensdao do modo de actuacdo desses
leucdcitos perante os agentes patogénicos. As NETs consistem numa matriz constituida
por uma cadeia de DNA nuclear associada a péptidos antimicrobianos, histonas e

protéases na qual os microrganismos ficam aprisionados e mais facilmente podem ser
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destruidos (6). Assim, a capacidade de secretar nucleases evidenciada por algumas
bactérias Gram positivas permitir-lhes-a resistir a destruicao nas NETs (6) e facilitar a
difusdo e disseminacdo dessas bactérias no organismo (92). J4 em 1980 Ferrieri e
colaboradores (26) examinaram a possibilidade de S. agalactiae produzir nucleases
extracelulares que poderiam ser marcadores antigénicos valiosos, utilizados para seguir
a resposta imunitdria a colonizagdo ou infec¢do por S. agalactiae (92).

Recentemente tem sido evidenciada a existéncia de uma rela¢do entre a produgao
de DNases e a formagdo de biofilmes. Biofilmes definem-se como comunidades
bioldgicas estruturadas constituidas por conjuntos de células agregadas envolvidas por
uma matriz polimérica, permitindo o aumento da resisténcia dos microrganismos as
agressoes do meio em que se encontram (45, 48). Um estudo em S. aureus demonstrou
que o DNA extracelular (¢eDNA) tem um papel estrutural na composicdo da matriz que
envolve os biofilmes, pelo que a produ¢do de DNases poderd inibir a sua formagdo.
Pensa-se que existird uma regulacido do gene que codifica a enzima (gene nuc) de modo

a controlar os niveis de eDNA durante a maturacdo do biofilme (48).

8. Perspectivas futuras na prevencao da infeccio por S. agalactiae

Embora o uso de profilaxia antibidtica intraparto tenha reduzido consideravelmente
a incidéncia de doenga neonatal por S. agalactiae, tem sido considerado necessario
encontrar novas formas de prevenir as infec¢des causadas por este microrganismo,
nomeadamente o desenvolvimento de vacinas, para as quais as mulheres em idade fértil
constituem a populacdo alvo (60, 76).

As vacinas tém sido investigadas com o objectivo de promover a reducdo da
coloniza¢do materna e prevenir a EOD no recém-nascido, ja que os anticorpos maternos
sdo transferidos activamente para o feto durante o terceiro trimestre da gravidez. Assim,
as concentragdes de anticorpos IgG anti-CPS em criangas seriam inversamente
proporcionais ao risco de desenvolver EOD e LOD, protegendo contra a doenca
invasiva neonatal (10, 68). A vacinagdo para S. agalactiae poderia ainda ser utilizada

para proteger adultos ndo gestantes, nomeadamente idosos, nos quais a incidéncia da
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doenca e as taxas de letalidade sdo elevadas (68, 84). No entanto, nenhuma vacina para
S. agalactiae foi ainda licenciada (10).

Os polissacaridos capsulares tém sido considerados como o antigénio vacinal de
eleicdo para o desenvolvimento de uma vacina (3, 52, 76, 91); no entanto, o
desenvolvimento de vacinas com base no serdtipo capsular serd sempre dificultado
pelas diferencas na distribuicdo de serétipos de S. agalactiae entre diferentes regides
geograficas e ao longo do tempo (17, 42). Por exemplo, o desenvolvimento de uma
vacina pentavalente contra os serétipos tradicionalmente mais frequentes na Europa (Ia,
Ib, 11, IIT e V) € actualmente questiondvel, dada a recente emergéncia do serétipo IV e o
conhecimento da existéncia de fendmenos de switching capsular (17, 42, 52).

Para superar a especificidade de serdtipo t€ém vindo a ser ensaiados outros alvos
vacinais, tais como a proteina Sip, localizada na superficie celular de S. agalactiae, e as
proteinas imunogénicas da estrutura pili de S. agalactiae (42, 68).

Até que uma vacina segura e eficaz seja licenciada, particularmente se baseada em
polissacaridos da cédpsula, € necessdria a vigilancia permanente dos serétipos circulantes
de S. agalactiae (17). E igualmente essencial a monitorizacio continua das potenciais
consequéncias da quimioprofilaxia antibidtica intraparto, de forma a evitar a emergéncia
de estirpes S. agalactiae resistentes a penicilina e o aumento da incidéncia das infeccdes

neonatais por outros microrganismos (10).

9. Objectivo geral

Caracterizar as estirpes de S. agalactiae pertencentes ao serétipo IV numa colec¢do
de 953 estirpes isoladas em exsudados vaginais e/ou rectais de mulheres em idade fértil
(15-49 anos de idade), entre 2005 e 2012, em sete instituicdes de saide de Portugal

continental.
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9.1. Objectivos especificos

Conhecer a prevaléncia do serétipo IV e identificar o seu contributo no perfil de

distribuicao de resisténcia aos antimicrobianos entre 2005 e 2012;
Em todas as estirpes do serétipo IV:

v" Avaliar a actividade das DNases;

v" Identificar linhagens genéticas e avaliar a sua evolugio temporal;
v' Avaliar os fenétipos e genétipos de resisténcia aos macrolidos;

v Procurar associagdes entre linhagens genéticas e resisténcia aos

antimicrobianos de segunda linha;
v" Avaliar a relacdo filogenética entre linhagens genéticas;

v' Subcaracterizar as linhagens genéticas através da detec¢do de alguns

biomarcadores moleculares.
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II — Material e métodos

1. Origem das estirpes de S. agalactiae

Para este trabalho foi-nos disponibilizada uma colec¢do de 953 estirpes de S.
agalactiae associadas a colonizacdo, isoladas entre 2005 e 2010 em exsudados vaginais
e/ou rectais de mulheres saudédveis em idade fértil (15-49 anos de idade), 668 das quais
gravidas, em sete instituicdes de Portugal (INSA Lisboa, Hospital CUF Descobertas,
Hospital Garcia de Orta, Hospital Dona Estefania, Hospital de Santarém, Maternidade
Alfredo da Costa e Hospital Fernando da Fonseca).

Desta colecg¢ao inicial foram seleccionadas para o presente estudo todas as estirpes
de serdtipo IV (n=89) identificadas pelo método de serotipagem por aglutinacdo em
latex. Dessas 89 estirpes, uma (isolada em 2005 no Hospital Fernando da Fonseca) nao
foi incluida no estudo devido a perda de viabilidade da cultura (apesar de ter sido
conservada a -80°C, como descrito em II. 2.). Assim, foram utilizadas no presente
trabalho 88 estirpes de S. agalactiae isoladas entre 2005 e 2010 em cinco hospitais e no
INSA, as quais foram associadas a colonizacdo de mulheres em idade fértil, 72 das
quais gravidas (ver Tabela 1).

Neste estudo foi apenas incluido um isolado por cada mulher. As estirpes isoladas
entre 2005 e 2010 foram parcialmente caracterizadas em trabalhos anteriores (14, 22,

35,79).
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Tabela 1 — Distribuicdo anual (2005-2010) das estirpes de S. agalactiae por instituicdo de satide

Hospital/Instituicdo  Local de Ano de Isolamento Total
de origem Isolamento
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

INSA Lisboa 2 1 3 6 6 2 7 1 28

CUF Lisboa 1 1

HGO Lisboa 2 1 2 5 5 7 8 18 48

HE Lisboa 1 1

HDS Santarém 4 5 9

MAC Lisboa 1 1

Total 6 2 9 16 12 9 15 19 88

INSA - Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge, CUF — Hospital CUF Descobertas, HGO —
Hospital Garcia de Orta, HE — Hospital D. Estefania, HDS — Hospital de Santarém, MAC — Maternidade
Alfredo da Costa

2. Propagacao das estirpes de S. agalactiae

Todas as estirpes utilizadas neste estudo estavam conservadas a -80°C em tubos de
criopreservacao Cryoinstant Red (VWR, Prolabo, Bélgica) ou em TSB (Trypticase Soy
Broth) com 20% de glicerol. A propagacdo nas culturas a partir das amostras
congeladas foi feita em gelose Columbia com 5% de sangue de carneiro (BioMérieux,
Marcy I’Etoile, France), tendo sido efectuada incubacdo a 37°C durante 24 a 48h numa

atmosfera com 5% de CO,.

3. Extraccao de DNA

O DNA foi extraido segundo o método descrito por Bell e colaboradores (4). Assim,
apos propagacgdo das estirpes no meio de cultura sélido referido em II. 2. procedeu-se a
recolha de coldénias com uma ansa estéril de 10ul e a sua suspensdo em 200 ul de
tampao TE (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA [pH 8,0]). Estas suspensdes foram

posteriormente aquecidas a 95°C durante 20 min e centrifugadas a 13000 rpm durante 2
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min. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi aspirado e transferido para microtubos de

1,5 ml e armazenado a -20°C.

4. Serotipagem capsular de S. agalactiae

A tipagem capsular das estirpes de S. agalactiae foi realizada por serologia, com
recurso a anticorpos especificos para os antigénios capsulares. Foi utilizado o sistema
comercial Essum GBS Serotyping Kit (Essum ProBiotics, Umea, Sweden) tendo-se
procedido de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Este sistema permite determinar o
serétipo de S. agalactiae por observacdo de aglutinacdo das colénias com o anti-soro
correspondente. O kit inclui nove anti-soros ligados a particulas latex, de forma a
possibilitar a identificacdo de nove dos dez serétipos actualmente reconhecidos (Ia, Ib,
IL IIL, TV, V, VI, VII, VIII). O serétipo IX ainda nao estd incluido.

No ambito deste trabalho procedeu-se a serotipagem capsular das 192 estirpes de S.
agalactiae obtidas em 2011 e 2012, uma vez que este ensaio tinha ja sido anteriormente
efectuado para as estirpes de 2005 a 2010 (14, 22, 35, 79). Posteriormente, e tal como
referido em II. 1., este trabalho centrou-se na caracterizacdo das estirpes de serétipo IV
pelo que, apds seleccdo das mesmas, se procedeu a confirmagdo do seu serdtipo por

genotipagem capsular.

5. Genotipagem capsular de S. agalactiae

N

A genotipagem capsular corresponde a andlise de polimorfismos nas sequéncias
nucleotidicas dos loci capsulares cpsD-cpsE-cpsF apds amplificacio por PCR e
sequencia¢do. O método seguido foi o descrito por Florindo e colaboradores (29). A

mistura reaccional para amplificagdo por PCR (volume final de 25 ul) foi composta por:
200 uM de dNTP’s (Bioline, Londres, Inglaterra);

Solucdo tampao 1X (Bioline, Londres, Inglaterra);

2,8 mM MgCl, (Bioline, Londres, Inglaterra);
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25 pmol primer foward (anexo 1);

25 pmol primer reverse (anexo I);

1,5 U de Bio-X-Act Proof-reading DNA polymerase (Bioline, Londres,
Inglaterra);

5 ul de DNA;

Agua bidestilada estéril e apirogénica (Labesfal, Campo de Besteiros, Portugal).

A amplificacdo de produtos de PCR foi realizada nas seguintes condi¢des [adaptado
de Kong e colaboradores (54)]: 1 ciclo [95°C (3 min), 51°C (1 min)], 35 ciclos [72°C (2
min e 25 s), 95°C (30 s), 51°C (30 s)], 1 ciclo a 72°C (10 min), correspondendo a um
ciclo inicial de desnaturacdo e emparelhamento seguido de 35 ciclos de extensdo,
desnaturagdo e emparelhamento, terminando com um ciclo final de extensao a 72°C. O
termociclador utilizado foi o GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, EUA).

Os produtos de PCR foram visualizados apds electroforese em gel de agarose a 1%
(p/v) (Lonza, Rockland, USA) adicionado de 5 ul de corante de DNA SYBR Safe
(Invitrogen, EUA) em solucdo tampao TBE 1X (44,5 mM Tris, 44,5 mM é&cido bdrico,
1 mM EDTA pH 8,3) (Sigma, St Louis, EUA) [90 V, 90 min]. Foi utilizado o marcador
de peso molecular Hyperladder I (Bioline, Londres, Inglaterra) para melhor identificar a
banda de aproximadamente 1900 pb do produto amplificado. O gel foi visualizado e

fotografado através do sistema GEL DOC (BioRad, Richmond, California).

5.1. Purificacdo dos produtos amplificados por PCR

Foi necessario purificar os produtos de PCR antes de proceder a respectiva
sequenciag¢do. Tal purificacdo foi realizada através do sistema comercial peqGOLD
Cycle-Pure Kit (PeqlLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Alemanha), conforme as
indicacdes do fabricante. Esta metodologia compreende a ligagdo do DNA de forma
reversivel a matriz de silica da coluna de purificacdo, sendo posteriormente removidos

sais, nucleétidos, oligonucledtidos e polimerases de DNA através de dois passos de
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lavagem, de forma a obter DNA purificado em 35 pl do tampao de elui¢do fornecido

pelo fabricante do kir.

5.2. Sequenciacio dos produtos de PCR purificados

Para a reacc@o de sequenciacdo utilizou-se a metodologia Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O volume total de
cada reaccao foi de 10 pl, sendo que 0,5 ul sdo correspondentes ao volume de DNA
amplificado e purificado e 9,5 ul ao volume de Big Dye (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). A reaccdo de sequenciacdo seguiu as seguintes condi¢des: 95°C (30 s) e 25
ciclos [95°C (10 s), 50°C (5 s), 60°C (4 min)], correspondendo a um ciclo inicial de
desnaturacdo seguido de 25 ciclos de desnaturacdo, emparelhamento e extensdo. Os
produtos desta reac¢do foram posteriormente sequenciados na Unidade de Tecnologia e
Inovacdo do INSA, com recurso ao sequenciador de DNA ABI Prism 3700 (Applied
Biosystems, Foster City, EUA).

5.3. Analise das sequéncias cpsD-cpsE-cpsF

Para identificar o gendtipo capsular das estirpes em estudo procedeu-se a andlise das
sequéncias dos loci cpsD-cpsE-cpsF por comparacao com a sequéncia de uma estirpe de
referéncia, neste caso correspondente ao serétipo IV (nimero de acesso no GenBank:
AF332908). Para isso foram utilizadas as aplicacdes bioinformdticas Chromas Lite

(versdao 2.01) e Lasergene 9 Core Suite (DNASTAR, Madinson, EUA).

6. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Todas as estirpes tinham sido ja avaliadas quanto a susceptibilidade a penicilina G e

vancomicina. Igualmente, algumas das estirpes tinham sido ja parcialmente
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caracterizadas no que respeita a susceptibilidade a eritromicina e clindamicina (14, 22,

35, 79) por um dos seguintes trés métodos:
Meétodo de difusdo em disco (Método de Kirby-Bauer);
Método de Macrodiluicdo;

E-test (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, France).

No presente trabalho apenas foi realizado o ensaio com tiras de E-fest (BioMérieux,
Marcy I’Etoile, France) para avaliar a CMI (concentragdo minima inibitdria) para a
eritromicina e clindamicina de acordo com os parametros definidos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (12).

Cento e noventa e duas estirpes de S. agalactiae foram propagadas como descrito
em II. 2., tendo sido efectuada uma suspensdo bacteriana com concentracdo celular de
0,5 na escala de McFarland (BioMérieux, Marcy I’Etoile, France). Apoés
homogeneizacdo da suspensao foram inoculadas placas de Mueller-Hinton com 5% de
sangue de carneiro (BioMérieux, Marcy I’Etoile, France) por espalhamento com
zaragatoa. Posteriormente foram colocadas tiras de E-test de clindamicina (S30,
BioMérieux, Marcy I’Etoile, France) e de eritromicina (S30, BioMérieux, Marcy
I’Etoile, France) e foi efectuada incubagao a 37°C, numa atmosfera de 5% CO,, durante
20 a 24h. As tiras de E-test foram colocadas a meio da placa, tendo sido utilizada uma
placa para cada estirpe e antibiotico. As tiras contém um gradiente de concentracido do
antimicrobiano em pg/ml. O valor da CMI em pg/ml foi determinado pela presenca de
uma elipse de inibicdo de crescimento bacteriano em redor da tira e foi interpretado de
acordo com os parametros definidos pelo CLSI (12), conforme indicado na Tabela 3.

O fendtipo de resisténcia a clindamicina induzida pela eritromicina tinha sido ja
identificado em estudos anteriores (22, 35, 79) ndo tendo sido estudado no presente

trabalho.
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Tabela 2 — Critérios de avaliagdo das concentragdes minimas inibitérias (CMI) em Streptococcus

spp. (excepto Streptococcus pneumoniae) (12)

Classe de Antimicrobiano Resistente gl is:::zgg;: Susceptivel
Antimicrobiano CMI (pg/ml) CMI (ug/ml) CMI (ng/ml)
Macrélido Eritromicina >1 0,5 <0.25

Lincosamida Clindamicina >1 0,5 <0.25

O controlo de qualidade do método E-fest foi realizado com a estirpe de referéncia

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (12).

6.1. Deteccao dos genes de resisténcia aos macrolidos

No caso das estirpes resistentes ou com resisténcia intermédia aos macrélidos
pesquisou-se, por PCR, a presenca dos genes mefA, ermA e ermB, segundo o método
descrito por Florindo e colaboradores (29).

A mistura reaccional utilizada foi idéntica a descrita em II. 5., com excep¢ao dos
primers (Anexo I), da temperatura de emparelhamento (55°C) e do tempo de extensdo
[72°C (1min e 10s)].

A visualizacdo dos produtos de PCR foi efectuada por electroforese em gel de
agarose a 2% (p/v) (Lonza, Rockland, USA) tendo sido as condi¢des da electroforese
idénticas ao descrito em II. 5., com excepcao do marcador de peso molecular utilizado,
Hyperladder IV (Bioline, Londres, Inglaterra), adequado ao tamanho dos fragmentos
amplificados dos genes mefA, ermA ou ermB: 346 pb, 395 pb ou 639 pb,

respectivamente, conforme descrito por Florindo e colaboradores (29).

7. Avaliacao da producio de DNases

A avaliagdo da producdo de DNases foi realizada de forma qualitativa em placas de

DNA methyl green agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), pela visualizacdo de um halo
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transparente em redor das coldnias produtoras, devido a hidrélise do DNA existente no
meio pelas nucleases extracelulares, apds incubagdo de 24h a 37°C em atmosfera com
5% de CO,. Como controlo positivo utilizou-se a estirpe de referéncia de S. agalactiae

O90R.

8. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

A metodologia designada por MLST foi descrita pela primeira vez para S.
agalactiae por Jones e colaboradores (44), envolvendo a amplificacdo por PCR e a
sequenciagdo de fragmentos internos, com aproximadamente 459-519 pb, de sete genes
housekeeping (adhP, pheS, atr, ginA, sdhA, gicK, tkt) de S. agalactiae.

A mistura reaccional utilizada foi idéntica a descrita em II. 5., com excep¢ao dos
primers (anexo I). O perfil de amplificagdo variou apenas na temperatura de
emparelhamento (55°C) e no tempo de extensdo [72°C (Imin e 10s)]. Na electroforese
foi utilizado um gel de agarose a 2% (p/v), tendo as restantes condi¢des sido idénticas
ao descrito em II. 5., com excep¢dao do marcador de peso molecular utilizado —
Hyperladder 1V (Bioline, Londres, Inglaterra), para melhor visualizar o peso molecular
dos produtos de amplificacdo dos genes adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glck e tkt: 672,
723, 627, 589, 646, 607 e 859 pb, respectivamente.

A purifica¢do e sequenciagdo dos amplicoes foram realizadas como anteriormente
descrito (I. 5.1. e II. 5.2.).

A introducdo individual das sequéncias na base de dados publica MLST
(pubmlst.org/sagalactiae/) permitiu analisar os alelos dos sete loci e a sua combinagdo

definiu um perfil alélico ou sequéncia tipo (ST), para cada estirpe.

9. Deteccao do clone ST17 de S. agalactiae

Os complexos clonais (CC) foram definidos como agrupamentos de ST em
linhagens compostas por grupos de dois ou mais isolados independentes que possuam

cinco ou mais loci idénticos aos de pelo menos um outro membro do grupo. A variagdo
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em um ou dois dos sete loci € denominada de SLV (single-locus variant) ou DLV
(double-locus variant).

Tendo em conta que alguns resultados de MLST sugeriram a existéncia de estirpes
de serdtipo IV com SLV do clone ST17 (geralmente associado ao serétipo III),
procedeu-se a amplificagdo do gene gbs2018, que codifica uma proteina de superficie e
que € considerado associado ao ST17, segundo o método descrito por Marie-Cécile
Lamy e colaboradores (56).

A excepcio dos primers (anexo I) a mistura reaccional utilizada foi idéntica a
descrita em II. 5. O perfil de amplificagdo também foi semelhante ao descrito em II. 5.
tendo variado apenas na temperatura de emparelhamento (55°C) e no tempo de extensao
[72°C (30 s)]. A visualizacdo dos produtos PCR foi efectuada de uma forma geral como
descrito em II. 5., com a excepg¢do de ter sido utilizado um gel de agarose a 1,5% (p/v)
(Lonza, Rockland, USA) e o marcador de peso molecular Hyperladder IV (Bioline,
Londres, Inglaterra), ja que o produto de amplificagdo tinha 210 pb.

10. Analise Filogenética

Foi efectuada a andlise filogenética das sequéncias dos loci MLST com recurso a
aplicagdo informdtica MEGAS (93) e foi inferida a respectiva histdria evolutiva pelo
método Neighbor-Joining (83), dando origem a darvore filogenética apresentada na
seccao de Resultados (III. 3.4.). O valor de bootstrap, correspondente ao nimero de
arvores que apresenta uma determinada caracteristica no mesmo cluster (em 1000
réplicas), € representado (sob a forma de percentagem) em cada ramo (24). Os valores
de bootstrap devem ser superiores a 50%, considerando-se que um agrupamento tem
um suporte Optimo se ocorreu em mais de 80% das 4rvores inferidas (idealmente em
mais de 95%).

Os comprimentos de ramificacdo da darvore filogenética sdo proporcionais as
distancias evolutivas. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método de
Kimura-2 parametros (50) e estdo representadas em unidades do numero de

substitui¢des de bases por local. A andlise envolveu dezasseis sequéncias nucleotidicas

referentes aos dezasseis ST determinados por MLST. Todas as posicoes ambiguas
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foram removidas para cada par de sequéncias. Cada uma das dezasseis sequéncias

analisadas possuia um niimero total de 3456 bases.

11. Deteccio dos MGE (Mobile Genetic Elements) 1S1548 e GBSil na regiao
intergénica scpB-Imb

A regido intergénica scpB-Imb € o local preferencial para a integracdo de dois
elementos genéticos moéveis: a sequéncia de insercdo IS/548 e o intrdo do grupo II
GBSil. A estrutura da regido intergénica scpB-Imb das estirpes foi estudada de acordo
com o método descrito por Safadi e colaboradores (82).

A mistura reaccional utilizada e o perfil de amplificacdo foram idénticos aos
descritos em II. 5., com excepcdo dos primers (anexo 1), da temperatura de
emparelhamento (55°C) e do tempo de extensdo [72°C (2 min)]. A visualizacdo dos
produtos de PCR foi efectuada por electroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v) (Lonza,
Rockland, USA) tal como descrito em II. 5..

A deteccdo de um amplicao de 400 pb indicou a auséncia de elementos moveis na
regido intergénica. A detec¢do de amplicdes de 2200 pb e 1600 pb sugeriu a presenca de

GBSil e de IS71548, respectivamente, de acordo com Safadi e colaboradores (82).

12. Deteccao das Sequéncias de Insercao 1S1381, IS861 e ISSa4

A avaliagdo da presenca das sequéncias de insercdo IS/381, IS861 e ISSa4 foi
realizada segundo o método descrito por Héry-Arnaud e colaboradores (38).

As misturas reaccionais utilizadas para amplificacdo de cada uma das sequéncias de
insercao foram idénticas as descritas em II. 5., com excepcao dos primers (anexo I) e do
perfil de amplificacdo que variou apenas na temperatura de emparelhamento (50°C) e no
tempo de extensdo [72°C (1 min)]. A visualizagdo dos produtos de PCR foi efectuada
por electroforese em gel de agarose tal com descrito em II. 5., tendo sido utilizado um
gel de agarose a 2% (p/v) (Lonza, Rockland, USA) e o marcador de peso molecular

Hyperladder 1V (Bioline, Londres, Inglaterra), jd que a amplificacio por PCR das
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IS71381, IS861 e 1SSa4 origina amplicdes de 431 pb, 472 pb e 102 pb, respectivamente,

conforme descrito por Dmitriev e colaboradores (18).

13. Deteccao dos genes da familia Alpha-Like Protein

Os principais antigénios localizados a superficie de S. agalactiae pertencem a
familia de proteinas designada por Alp. Esta familia € formada pelas proteinas Alpha-C,
Rib, Epsilon (ou Alpl), Alp2/Alp3 e Alp4, consideradas potenciais factores de
viruléncia (13). Dado que t€m sido descritas associacdes entre os serdtipos capsulares e
algumas destas proteinas de superficie, procedeu-se a deteccao dos genes que codificam
as protefnas acima indicadas pelo método descrito por Creti e colaboradores (13).
Assim, procedeu-se a amplificacdo simultanea dos vérios genes através de uma reaccao
de PCR Multiplex. Tanto as misturas reaccionais como o perfil de amplificacdo e as
condicdes da electroforese em gel de agarose foram semelhantes ao descrito em II. 5.,
excepto no que respeita aos primers utilizados (anexo I), a temperatura de
emparelhamento (58°C), ao tempo de extensdo (45 s), a densidade do gel de agarose
[1,5% (p/v) (Lonza, Rockland, USA)] e ao marcador de peso molecular utilizado
[Hyperladder IV (Bioline, Londres, Inglaterra)], ja que amplicdes de 398, 295, 200, 334
ou 110 pb foram considerados indicativos da presenga dos genes alpha-C, rib, epsilon,

alp2/3 e alp4, respectivamente (13).
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III — Resultados

1. Analise da distribuicao dos serétipos de S. agalactiae

A andlise da distribuicdo dos serétipos das 953 estirpes de S. agalactiae, entre 2005
e 2010, evidenciou que os serdtipos mais frequentes durante este periodo foram o III, Ia
e V: 23,3%, 21,3% e 20,1%, respectivamente; ja os serdtipos II, IV, Ib e NT foram
identificados em 14,2%, 9,3%, 7,6 % e 4,2%, respectivamente (Figura 2). Os serdtipos
VI a VIII ndo foram identificados.

As variagdes na distribui¢do de serdtipos foram observadas em especial nos ultimos
anos, altura em que se pode notar o incremento dos serétipos Ib e IV (anteriormente
menos frequentes). Observou-se um aumento da frequéncia do serétipo IV, de 1,4% em
2006 para 19,6% em 2012, ano em que foi o segundo serétipo mais detectado (Figura
2). E de realcar que o serétipo II se manteve estdvel ao longo deste periodo, com a sua

frequéncia a variar entre 12,2% e 15,8%.

35 7 Ia Ib I —— Ssss[y —Y NT

%

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
(n=143) (n=148) (n=97) (n=172) (n=120) (n=81) (n=95) (n=97)

Ano

Figura 2 — Distribui¢do dos serétipos das estirpes de S. agalactiae de colonizagdo (n=953) isoladas
de mulheres em idade reprodutiva, em Portugal, de 2005 a 2012
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2. Susceptibilidade aos antimicrobianos

Nao foram detectadas estirpes resistentes ou com susceptibilidade reduzida a
vancomicina ou a penicilina G.

As percentagens de resisténcia a eritromicina e a clindamicina variaram de 14,2% a
232% e de 5,8% a 17,5%, respectivamente (Tabela 3). As taxas mais altas de
resisténcia para ambos os antibidticos foram observadas nos dois dltimos anos (2011 e

2012) (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das resisténcias a eritromicina e a clindamicina para as 953 estirpes em
estudo, de 2005 a 2012

Ano Resisténcia a Eritromicina Resisténcia a Clindamicina

(N.° estirpes) N.° estirpes (%) N.° estirpes (%)

2005 (n=143) 22 (15,4%) 12 (8,4%)

2006 (n=148) 21 (14,2%) 12 (8,1%)

2007 (n=97) 18 (18,6%) 12 (12,4%)

2008 (n=172) 25 (14,5%) 12 (7%)

2009 (n=120) 17 (14,2%) 7 (5,8%)

2010 (n=81) 17 (21%) 10 (12,3%)

2011 (n=95) 22 (23,2%) 16 (16,8%)

2012 (n=97) 20 (20,6%) 17 (17,5%)

Estirpes de vérios serdtipos evidenciaram resisténcia a eritromicina e a clindamicina
(Figura 3). Apesar da predominéncia dos serétipos III e V entre 2005 e 2008, de 2010 a
2012 observou-se um aumento da frequéncia da resisténcia a eritromicina e a
clindamicina nos serétipos Ib e IV (Figura 3).

De notar que em 2006 e 2007 nenhum isolado do serdtipo IV foi resistente a
eritromicina ou a clindamicina (Figura 3) e que em 2005, 2008 e 2009 a resisténcia a
eritromicina e a clindamicina variou de 0,6% a 0,8% e de 0,7% a 1,2%,

respectivamente. A partir de 2010 e até 2012 verificou-se um aumento da percentagem
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de estirpes do serdtipo IV resistentes a ambos os antimicrobianos. Em 2010, 2011 e
2012 o serdtipo IV apresentou uma frequéncia de resisténcia a eritromicina de 2,5%
(n=2/81), 4,2% (n=4/95) e 3,1% (n=3/96) e de resisténcia a clindamicina de 1,2%
(n=1/81), 2,1% (n=2/95) e 3,1% (n=3/96), respectivamente.

A. Eritromicina
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B. Clindamicina
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Figura 3 — Percentagem dos diferentes serétipos nas estirpes resistentes a eritromicina (A) e
clindamicina (B) em Portugal, de 2005 a 2012
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3. Caracterizacao das estirpes de S. agalactiae do serétipo IV

No presente estudo foram identificadas 88 estirpes de S. agalactiae do serétipo 1V,
inicialmente por serotipagem e posteriormente por genotipagem molecular. Estas 88
estirpes foram caracterizadas através da avaliacdo da producdo de DNases, MLST,
deteccao das sequéncias de insercdo IS/387 e IS861, de elementos mdveis na regido

intergénica scpB-Imb e de proteinas de superficie da familia Alp.

3.1. Avaliacao da producao de DNases

Foi detectada producdo de nucleases extracelulares em todas as 88 estirpes.

3.2. Identificacao de Linhagens Genéticas por MLST

Por MLST foi possivel identificar 16 sequéncias tipo (ST) diferentes: ST1, ST2,
ST3, ST8, ST10, ST12, ST19, ST23, ST24, ST28, ST130, ST144, ST162, ST196,
ST288 e ST291, pertencentes a cinco linhagens genéticas ou complexos clonais (CC)
distintos: CC1, CC12, CC17, CC19 e CC23. CC23 e CCI foram os mais frequentes,
tendo representado 35,2% e 33% das estirpes, respectivamente (Figura 4). Identificou-se

ainda o singleton ST130 que ndo esta incluido em qualquer complexo clonal.
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0O CC12

Singleton

Figura 4 — Grifico circular ilustrativo da distribui¢do das linhagens genéticas ou complexos clonais
(CC) definidos por MLST das 88 estirpes do serétipo capsular IV de S. agalactiae

E de destacar a existéncia de nove estirpes da linhagem hipervirulenta CC17,
isoladas em 2008 (n=3), 2009 (n=1), 2010 (n=1) e 2012 (n=4). A linhagem CC17 ¢é a
mais homogénea de todas as linhagens identificadas, jid que as nove estirpes
identificadas pertenceram ao ST291. As restantes linhagens apresentaram-se de um
modo geral heterogéneas, com o CC1 constituido por cinco ST diferentes [ST1 (n=7),
ST2 (n=12), ST3 (n=1), ST196 (n=8), ST288 (n=1)], o CC12 por trés [ST8 (n=2), ST10
(n=3), ST12 (n=1)], o CC19 por dois [ST19 (n=7), ST28 (n=2)] e o CC23 por quatro
[ST23 (n=11), ST24 (n=15), ST144 (n=4), ST162 (n=1)].

As linhagens genéticas CC1 e CC23, em conjunto, representaram 68,2% das estirpes
em estudo (n=60). Contudo, a distribui¢cdo dos CC nao foi homogénea ao longo dos oito

anos de estudo (Figura 5).

34



OCCI12 OCC17 mCC19 @CC23 mCC1 OSingleton

10 -

5 A Ill III
2= WA 8RR

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
m=6) ®=12) @®=19) @®=16) ®=12) ®9) ®=15) ([©=19)

Ano

Figura 5 — Percentagem do serdtipo IV de 2005 a 2010 e proporcdo das linhagens genéticas ou
complexos clonais (CC) por ano de estudo

Apesar da proporcao das linhagens genéticas por ano de estudo se revelar
heterogénea, foi possivel verificar que os CC mais frequentes em cada ano foram o CCl1
e o CC23. Em conjunto, € com uma Unica excep¢ao, estas duas linhagens representaram
anualmente pelo menos 50% das estirpes do serétipo IV; a excepcao verificou-se no ano
de 2010, no qual a percentagem foi de 44,4%.

O CC17 foi detectado apenas a partir de 2008, por trés anos consecutivos, ndao tendo
sido identificada esta linhagem genética em 2011. Em 2012 o CC17 voltou a ser
detectado e apresentou maior propor¢do entre os isolados do que em 2008, 2009 ou
2010, representando 21% das estirpes de S. agalactiae do serétipo IV.

Em 2006 e 2012 nao foi detectada nenhuma estirpe de S. agalactiae pertencente ao
CC12 (Figura 5). Nos restantes anos em estudo a sua proporc¢ao variou entre 6,3% (em
2008) e 16,7% (em 2005).

O CCI19 nao foi detectado de 2006 a 2008 (Figura 5) mas em 2011 foi mais
frequente (26,7%) do que em 2005 (16,7%), 2009 (8,3%), 2010 (11,1%) e 2012
(10,5%).
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No que diz respeito ao ST130 apenas se verificou a presenca de estirpes desta
linhagem nos anos 2005 (n=1), 2010 (n=2) e 2012 (n=1) (Figura 5).

A heterogeneidade de distribuicdo das linhagens genéticas entre 2005 e 2012
permite concluir que o aumento da frequéncia do serétipo IV nao foi devida ao aumento

de um CC em particular ou a existéncia de uma nova linhagem (Figura 5).

3.3. Relacdo entre linhagem genética e resisténcia a eritromicina e
clindamicina

N

[

Dez das 88 estirpes em estudo (11,4%) revelaram resisténcia simultanea

o/

eritromicina e a clindamicina e trés estirpes (3,4%) foram apenas resistentes

eritromicina.

fablg

Apenas a linhagem genética ST130 ndo evidenciou estirpes resistentes
eritromicina e/ou a clindamicina.

O CC1 e 0 CC23 retinem 69,2% e 72,7% das estirpes com resisténcia a eritromicina
e a clindamicina, respectivamente. O CC12 reuniu duas estirpes com resisténcia, uma de
2005 (eritromicina e clindamicina) e outra de 2011 (apenas eritromicina). Apenas uma
estirpe do CC17 em 2012 e uma do CC19 em 2009 foram resistentes a eritromicina e a
clindamicina.

Uma estirpe CC23 isolada em 2008 apresentou um perfil de resisténcia a
clindamicina e de susceptibilidade a eritromicina, indicando um fendtipo de resisténcia
as lincosamidas (Lin).

A amplificacdo por PCR dos genes de resisténcia ermA, ermB e mefA permitiu
identificar os diferentes fenotipos de resisténcia aos macrélidos. Em oito das nove
estirpes simultaneamente resistentes a eritromicina e clindamicina e com CMI > 256
ug/ml, foi detectada a presenca do gene ermB (fenétipo cMLSg). Uma das nove estirpes
com CMI > 256 pg/ml para a eritromicina e clindamicina tinha o gene ermA. Este gene
foi ainda detectado numa estirpe com resisténcia a clindamicina induzida pela
eritromicina (fenétipo iMLSg). Nas estirpes que foram apenas resistentes a eritromicina

(com CMI entre 6 e 32 ug/ml) foi detectado o gene mefA (n=3, fenétipo M).
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3.4. Analise Filogenética

A técnica de MLST, como ja foi referido, permitiu a identificacdo de dezasseis ST
distintos nas estirpes de S. agalactiae do presente estudo, correspondendo a cinco
linhagens genéticas designadas por CCI1, CC12, CC17, CC19 e CC23 e a um singleton
(ST130).

As sequéncias obtidas por MLST permitiram construir uma drvore filogenética
(Figura 6), tendo os véarios ST sido agrupados nos CC esperados, de acordo com
associagdes identificadas em estudos anteriores (44), a excep¢ao dos ST3 e ST288 que,
apesar de pertencerem ao CC1 (DLV de ST1), ndo agruparam com os restantes ST desta
linhagem genética (Figura 6). Tal deveu-se provavelmente ao facto dos ST3 e ST288
apresentarem apenas uma diferenca nucleotidica entre si € um maior nimero de
diferencas nucleotidicas relativamente aos outros ST do CC1 (STI1, ST2 e ST196).
Através da andlise das sequéncias verificou-se que o ST3 possuia sete, oito € nove
nucledtidos diferentes de ST1, ST2 e ST196, respectivamente, e que o ST288 possuia
oito diferengas nucleotidicas de ST1, nove de ST2 e dez de ST196. Os ST1, ST2 e
ST196 apresentaram entre si apenas entre uma a duas diferengas de nucledtidos.

As estirpes dos CC1 e CC19 sdo provavelmente relacionadas ja que o ST2 constitui
um SLV de ST1 e um DLV de ST19. As estirpes dos CC12, CC17 e CC23 foram
consideradas menos relacionadas.

No CC23 observou-se a existéncia de ramos divegentes (Figura 6). Isto justificou-
se, mais uma vez, pelo nimero de diferencas de nucledtidos existentes entre as
sequéncias dos varios ST. Assim, o ST162 apresentou dez nucledtidos de diferenca em
relacdo ao ST23, onze em relacdo ao ST144 e apenas cinco em relagdo ao ST24, motivo
pelo qual se encontra filogeneticamente mais préximo deste ultimo. Por sua vez, o ST24
foi mais préoximo do ST23 (cinco diferencas nucleotidicas) que do ST144 (seis
diferengas nucleotidicas). Os ST23 e ST144 tiveram origem no mesmo ramo da arvore
(Figura 6) e distaram apenas trés nucledtidos (ST144 € um SLV de ST23 enquanto que
0 ST24 e ST162 sdo ambos DLV de ST23).

O STI130 é considerado um singleton uma vez que possui mais de dois alelos
diferentes dos sete loci das restantes estirpes, ndo pertencendo portanto a nenhum dos

complexos clonais identificados nesta coleccao (conforme critério definido em II. 9.). A
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linhagem mais préxima do ST130 é o CC12, o qual tem polimorfismos em quatro alelos

(sdhA, adhP, pheS e tkt), correspondendo a sete nucledtidos de diferenca.

CC1

80
CC19
56 CCt
65 ]
‘ Singleton
93
cc23
98
0.001

Figura 6 — Arvore filogenética construida com base na analise das sequéncias dos loci de S.
agalactiae incluidos no MLST. A histéria evolutiva foi inferida pelo método Neighbor-Joining e as
distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método de Kimura-2 parametros (unidades do nimero
de substitui¢cdes de bases por local)

O namero médio de diferencas entre as sequéncias analisadas foi de 19,292 em 3456
nucledtidos. A distdncia maxima foi de 35 nucleétidos (entre ST144 e ST196) e a
distancia minima de apenas um nucledtido (entre ST1 e ST2, ST3 e ST288, ST8 e
ST10, ST10 e ST12, ST2 e ST196, ST19 e ST28).
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3.5. Subcaracterizacao das linhagens de S. agalactiae

As sequéncias de inser¢ao IS1381, IS861 e 1SSa4, os elementos mdveis da regido
intergénica scpB-Imb (GBSil e IS1548) e as proteinas de superficie da familia Alp sao
biomarcadores que permitiram subcaracterizar as linhagens de S. agalactiae do serétipo
IV (Figura 7). Neste trabalho verificou-se a existéncia de baixa especificidade (com
visualizacdo de multiplas bandas no gel) na deteccdao da ISSa4, o que impossibilitou a
interpretacdo dos resultados.

No caso da linhagem genética CC1 o perfil mais comum foi a auséncia de elementos
moveis na regido intergénica scpB-lmb (93,1%), a presenca de ambas as sequéncias de
insercdo, IS/1381 e I1S861 (86,2%), e a presenca do gene que codifica a proteina de
superficie Alpl (65,5%) (Figura 7). No entanto, o elemento mével GBSil bem como a
IS7548 foram detectados, cada um, com uma frequéncia de 3,4% (n=1). Relativamente
aos genes que codificam proteinas de superficie da familia Alp o Unico ndo detectado
nas estirpes do CC1 foi o alp4. A deteccdo dos genes que codificam a Alp 2/3, Alpha C
e Rib oscilou entre os 3,4% (Rib) e os 24,1% (Alp 2/3).

O perfil do CCI12 € bastante semelhante ao do CC1 (Figura 7), embora mais
homogéneo, com total auséncia de MGE na regido intergénica scpB-Imb e com todas as
estirpes a evidenciarem as sequéncias de inser¢dao (IS/387 e IS861). Foram detectados
genes que codificavam a proteina Alpha C ou Alp4 em 83,3% e 16,7% das estirpes,
respectivamente.

A linhagem genética CC17 foi considerada tao homogénea quanto a CC12, tendo-se
obtido resultados muito semelhantes para os biomarcadores estudados em todas as
estirpes (Figura 7). Assim, as nove estirpes CC17 apresentaram o elemento médvel
GBSil na regido intergénica scpB-Imb, a sequéncia de inser¢ao IS86/ e o gene rib.
Apenas numa das estirpes (isolada em 2010) foi detectada também a presenca da
IS7381 (11,1%), para além da IS861.

O CCI19 apresentou homogeneidade para as sequéncias de insercdo e para as
proteinas de superficie, ja que todas as estirpes possuiam IS/381, IS861 e o gene rib
(Figura 7). No caso dos MGE (GBSil e IS1548) o perfil apresentado ndo foi uniforme;
o GBSil foi detectado em duas estirpes, enquanto a IS/548 foi detectada em quatro.

Numa das estirpes CC19 nao foi possivel detectar a presenca/auséncia de MGE na
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regido intergénica scpB-Imb, motivo pelo qual os resultados ndo foram considerados
para a constru¢do do grafico térmico (Figura 7). No entanto, os restantes resultados
obtidos para esta estirpe (sequéncias de insercao e gene alp) foram uniformes com os
resultados obtidos para esta linhagem. O facto de nao se ter detectado presenca/auséncia
de MGE na regido intergénica scpB-Imb pode significar que esta estirpe (ST28, isolada
em 2009) podera ndo possuir esta regido.

No caso do CC23 a frequéncia de auséncia de elementos moéveis na regido
intergénica scpB-Imb foi de 96,8% e de presenca de ambas as sequéncias de inser¢ao
(IS1381 e 1S861) foi de 93,5%. Apenas em dois casos ndo se detectou a presenca da
IS7381, sendo a totalidade das estirpes positivas para a IS861. A maioria das estirpes
possuia o gene que codifica a proteina de superficie Alpha C (51,6%). As restantes
possuiam o gene alpl (35,5%) ou rib (13%) (Figura 7).

O perfil do ST130 foi comum em todas as estirpes desta linhagem genética (sem
GBSil ou 1S7548 na regido intergénica scpB-Imb, com deteccdo das IS/381 e 1S861 e
do gene alphaC) (Figura 7). De notar que este ST apresenta um perfil semelhante ao do

CC12 para os biomarcadores estudados.

Sequéncias de
scpB-lmb Insercao Alpha-like proteins

Sem
MGE GBSil 1S1548 1S1381 1S861 Alp2/3 Alp1 Alpha Rib Alp4

CC1
CC12
CC17
CC19
CC23

Singleton

0-25% 25 -50% 50 -75% 75 - 100%

Figura 7 — Grifico térmico representando os perfis dos biomarcadores moleculares (presenga de
MGE IS71548 e GBSil na regido intergénica scpB-Imb; sequéncias de inser¢do IS/387 e IS861; e genes
da familia Alpha-Like Protein) nos complexos clonais (CC) das 88 estirpes de S. agalactiae do serétipo
1AY
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De um modo geral, foi observada associacdo entre a presenca de GBSil na regido
intergénica scpB-Imb e o CC17, enquanto a maioria das restantes estirpes (76,1%) nao
possuia qualquer elemento mével nesta regido. Observou-se ainda que a presenca das
IS7381 e 1S861 foi uma caracteristica comum a 84,1% das estirpes estudadas, sendo que
no CC17 normalmente se detectou exclusivamente a IS86/ (88,9%). Relativamente as
proteinas de superficie da familia Alp verificou-se uma associa¢do entre Alpl e CCl,

Alpha C e CC12, Rib e CC17/CC19 e Alpha C e ST130.
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IV - Discussao

S. agalactiae € responsavel por elevadas taxas de morbilidade e mortalidade na
gravida e no recém-nascido e também em adultos ndo gestantes, particularmente nos
imunodeprimidos e nos idosos (3). Apesar do tratamento atempado e da melhoria nos
cuidados perinatais, estima-se que até 10% das infeccdes neonatais por S. agalactiae
sejam letais e que entre 25% a 35% das criangas com meningite desenvolvam sequelas
neuroldgicas permanentes (5). Assim, as principais linhas de investigacio em S.
agalactiae visam contribuir para a descoberta de mecanismos de prevencdo mais

eficazes (21).

1. Distribuicao dos serétipos e dos perfis de resisténcia aos antibidticos nas
estirpes de S. agalactiae da colec¢ao em estudo

No presente estudo, a andlise da tendéncia da distribui¢do dos serdtipos de S.
agalactiae em 953 estirpes de colonizacdo isoladas em sete instituicdes de satde
portuguesas entre 2005 e 2012 permitiu identificar um notdvel aumento na frequéncia
do serétipo IV entre 2006 e 2012 (18,2%). Esta observacdo corrobora os resultados de
estudos efectuados nos EUA, nos Emirados Arabes Unidos e no Brasil 2,17, 72). O
relativo predominio do serétipo IV podera relacionar-se com uma melhor adaptagcdo ao
hospedeiro que proporcione maior facilidade de colonizac¢do/infeccdo. De facto, nos
EUA, durante a ultima década, foi evidenciada a emergéncia de estirpes invasivas de S.
agalactiae de serétipo IV (25), situagdo que ndo foi possivel avaliar no presente
trabalho ja que a coleccao disponibilizada apenas incluia estirpes de colonizacao.

Dada a possibilidade do serétipo IV poder vir a emergir como um importante agente
infeccioso, tal como aconteceu com o serétipo V em 1990 (17, 89), o principal objectivo
do presente trabalho foi caracterizar as estirpes do serdtipo IV de entre as estirpes
incluidas na coleccdo de S. agalactiae. Pretendeu-se igualmente determinar a evolucdo
da frequéncia do serétipo IV e o seu contributo no perfil de distribui¢do de resisténcia

aos antimicrobianos entre 2005 e 2012.
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No que diz respeito a susceptibilidade aos antimicrobianos todas as estirpes foram
totalmente sensiveis a penicilina G e vancomicina. O perfil da distribuicdo das
resisténcias a eritromicina e clindamicina manteve-se muito semelhante durante os
dltimos trés anos (2010-2012). E de realcar o contributo das estirpes do serétipo IV
neste periodo, no qual se observou o decréscimo da importancia do serétipo III (e V),
anteriormente descrita em Portugal e Espanha (29, 65). Tal observagao coincide com o
recentemente descrito nos EUA por Ferrieri e colaboradores (25), num estudo
compreendendo estirpes invasivas do serdtipo IV. A emergéncia de novos serétipos
resistentes aos antibidticos de segunda linha suscita sérios problemas para a profilaxia

antibidtica intraparto em gravidas alérgicas a penicilina.

2. Avaliacao da actividade das DNases

Todas as estirpes do serdtipo 1V revelaram ser produtoras de DNases o que pode
significar uma maior patogenicidade deste serétipo, dado o reconhecido papel das
DNases na evasao a resposta imunitdria inata, ao promoverem a destrui¢io das NETs

(Neutrophil Extracellular Traps) (92).

3. Linhagens genéticas e resisténcia aos antibiéticos de segunda linha

Com o intuito de proceder a identificacdo das linhagens genéticas das estirpes do
serétipo IV, recorreu-se a metodologia MLST pelo seu elevado poder discriminatério.
Foram identificadas as cinco linhagens genéticas principais (CC1, CC12, CC17,CC19 e
CC23) e ainda um singleton (ST130), num total de dezasseis ST e verificou-se a
existéncia duma elevada heterogeneidade entre as estirpes do serétipo IV. Esta
heterogeneidade foi recentemente descrita num estudo abrangendo estirpes .
agalactiae invasivas (25), no qual foram identificados cinco ST nas oito estirpes do
serétipo IV em estudo.

E importante notar que, quer no nosso estudo com estirpes de colonizagio quer no
estudo de Ferrieri e colaboradores (25) com estirpes invasivas, o aumento do nimero de

estirpes do serdtipo IV ndo se deveu a uma linhagem genética em particular. As
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linhagens genéticas mais frequentes no presente estudo foram o CC1 e o CC23 que, em
conjunto, representaram 68,2% das estirpes em estudo. Mais uma vez este resultado
esteve em consonancia com o estudo de Ferrieri e colaboradores (25) no qual 75% das
estirpes de serétipo IV pertenciam exactamente aos CC1 e CC23. Serdo necessarios
mais estudos para avaliar a associacdo entre linhagens e aumento da frequéncia de
determinados serétipos, tal como observado para o serétipo I'V.

Relativamente a relacdo entre linhagem genética e resisténcia aos antimicrobianos,
mais concretamente a eritromicina e clindamicina, verificou-se que as linhagens mais
representativas foram o CC1 e o CC23. Contudo, tal observacao reflecte, provavelmente

e apenas, a maior frequéncia dos dois CC nas estirpes em estudo.

4. Analise Filogenética

A andlise das sequéncias obtidas por MLST para as estirpes do serétipo IV permitiu
a constru¢do de uma arvore filogenética que representa de forma fidedigna a relagdo das
linhagens genéticas entre si. Todos os ST, com excepcdao dos ST3 e ST288 foram
agrupados nos CC esperados de acordo com a literatura (44). Apesar de ST3 e ST288
serem DLV de STI, é importante considerar as diferencas nucleotidicas existentes, sete
em ST3 e oito em ST288 (num total de 3456 nucledtidos), j4 que a andlise das
sequéncias e da arvore filogenética sugere que os ST3 e ST288 poderdo ndo pertencer
efectivamente ao CC1. A vantagem deste tipo de andlise filogenética relativamente a
outras, nomeadamente com recurso ao algoritmo BURST (eBURST;
http://eburst.mlst.net/), é o agrupamento com base na comparacdo das sequéncias
nucleotidicas e ndo apenas no nimero de alelos diferentes, permitindo identificar com
precisdo os isolados que mais se relacionam. Neste caso, se tivesse sido utilizado o
programa eBURST ter-se-ia inferido incorrectamente a proximidade dos ST3 e ST288
com o CCIl. Uma forma de evitar este tipo de erros seria considerar-se que uma
linhagem € definida pela partilha entre isolados de seis (e ndo cinco como definido em
IL. 9.) ou mais loci com pelo menos um outro membro do grupo, de forma a obter um

critério mais discriminatorio.
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A andlise da arvore filogenética evidencia a proximidade entre CCl e CCI19,
permitindo pensar na existéncia dum provavel ancestral comum; o mesmo fenémeno

pode ser equacionado entre ST130 e CC12.

5. Subcaracterizacio das estirpes da linhagem hipervirulenta CC17

A linhagem hipervirulenta CC17 de S. agalactiae, assim designada devido a sua
associacdo com a meningite neonatal, € o protétipo dum clone emergente que se
disseminou com sucesso. O aumento da prevaléncia de infec¢do neonatal observada
apds 1960 estd provavelmente associado a esta linhagem genética, até entdo quase
exclusivamente composta por estirpes pertencentes ao serdtipo III, sendo por esse
motivo considerado como um clone de epidemia homogéneo (5, 43). No entanto, foi
recentemente descrita uma comutagcdo capsular na linhagem CCI17 (troca de um
segmento de 35,5 kb de DNA contendo a totalidade do operdao da capsula, culminando
num switching de cdpsula do serétipo III para o IV) em estirpes isoladas nos anos 2009,
2010 e 2011. Tal comutagdo, que pode ser considerada expectédvel ja que é em torno do
locus cps que existe maior densidade de pontos de recombinacdo, terd originado clones
hipervirulentos CC17 com cédpsula do serétipo IV, descritos em vdrias regides do
mundo (5, 25, 99) e mais recentemente em Portugal (nove estirpes desde 2008). Esta
associacdo € motivo de grande preocupacdo uma vez que este novo clone, associado a
maior frequéncia do serdtipo IV entre as estirpes circulantes, a produ¢do de DNases e a
resisténcia aos antibidticos de segunda linha, retdne as condi¢des para alcangar notdvel
sucesso epidemioldgico.

As estirpes da linhagem hipervirulenta CC17 e capsula de serétipo IV isoladas em
Portugal, em Franca e nos EUA partilham o mesmo ST, ST291, que difere do ST17 por
um SNP (single-nucleotide polymorphism) na posicao 492 do gene pheS (5). Tal facto
sugere que possa ter ocorrido um evento de recombina¢io Gnico num ancestral comum,;
no entanto, esta hipétese precisa de uma avaliacdo mais aprofundada, ja que as estirpes
surgiram aparentemente em simultdneo em regides geograficamente distantes.

No presente estudo a pesquisa de elementos genéticos méveis na regido intergénica

scpB-lmb e das IS1381 e 1S861 para as estirpes ST291 procurou avaliar a hipdtese de
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origem clonal, uma vez que a sua aquisicio via eventos de recombinagdo ou
transferéncia horizontal estd relacionada com a evolugdo e adaptacdo de S. agalactiae
ao ambiente em que se encontram (38). Todos os isolados do clone IV/ST291 revelaram
partilhar o mesmo perfil, apresentando GBSil na regido intergénica scpB-lmb e 1S861.
Apenas um clone isolado em 2010 apresentou igualmente a IS/381. Este perfil estd
assim de acordo com o esquema evolutivo proposto por Héry-Arnaud e colaboradores
(38) para o CC17. No que diz respeito a susceptibilidade aos antimicrobianos, um dos
nove clones IV/ST291 (isolado em 2012) revelou resisténcia a eritromicina e a
clindamicina. A existéncia de variantes com IS/38/ ou com resisténcia a antibidticos
sugere um estado evolutivo diferencial a partir de um antepassado comum.

Relativamente as proteinas de superficie da familia Alp, todas as estirpes exibiram o
gene que codifica a proteina Rib, o que se assemelha ao descrito em estudos anteriores
que relatavam uma associacdo desta linhagem com o serétipo III (13, 32).

Apesar da linhagem hipervirulenta CC17 estar fortemente associada a infeccdo
neonatal (5, 43), o mesmo nao se tem verificado especificamente para as estirpes do
clone IV/ST291. De facto, dois estudos envolvendo estirpes invasivas efectuados em
locais geograficamente distantes (Franca e EUA), revelaram que apenas uma das cinco
estirpes tinha sido isolada de um caso de EOD, tendo as restantes quatro sido isoladas

em adultos (5, 25).

6. Subcaracterizacio das estirpes das restantes linhagens genéticas
identificadas

A linhagem genética CC19 apresentou um perfil relativamente homogéneo para os
biomarcadores moleculares avaliados neste estudo, apresentando IS/381, IS861 e o
gene rib em todas as estirpes. No que se refere aos elementos modveis da regido
intergénica scpB-lmb, segundo Héry-Arnaud e colaboradores (38) esta linhagem ¢é
normalmente marcada epidemiologicamente pela presenga da IS/548. No presente
estudo, este MGE foi identificado em 75% das estirpes de serétipo IV, sendo que as
restantes apresentavam GBSil. Esta discrepancia pode resultar do facto do esquema
evolutivo proposto por Héry-Arnaud e colaboradores (38) ter sido baseado em estirpes

da linhagem CC19 dos serétipos II, III, V e NT, mas podera igualmente ser o reflexo da
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constante evolucdo de S. agalactiae. Dois estudos parecem corroborar esta
interpretacdo. Por um lado, o estudo de Luan e colaboradores (61) identificou IS1548
como marcador genético do CC19 mas apenas foram avaliadas estirpes de serétipo II1.
Por outro, Safadi e colaboradores (82) verificaram a presenca de GBSil em 38,1% das
estirpes CC19 dos serétipos I e NT.

No presente estudo, numa das estirpes CC19 (ST28, isolada em 2009) ndo foi
possivel detectar a presenca/auséncia de elementos genéticos moveis na regido scpB-
Imb o que podera ser indicativo da auséncia desta regido do seu genoma. Tal observagao
pode ser sugestiva de origem bovina (directa ou indirecta), uma vez que os genes scpB e
Imb estdao normalmente ausentes nas estirpes isoladas de amostras bioldgicas bovinas
(28).

Para as linhagens CC1, CC12 e CC23 nao se verificou a existéncia de elementos
genéticos moéveis na regido intergénica scpB-Imb, mas foram detectadas as IS/381 e
IS861 nas estirpes pertencentes ao CC1 e CC12, tal como descrito por Héry-Arnaud e
colaboradores (38). A identificacdo da IS867 em apenas 86,2% das estirpes da linhagem
CCl1, e nao na sua totalidade, pode dever-se a perda da IS861 apds aquisi¢do por um
ancestral comum, tal como proposto por aqueles autores (38). No que diz respeito ao
CC23, a frequéncia das IS/387 e IS861 no presente estudo ndo estd de acordo com o
esquema evolutivo proposto por Héry-Arnaud e colaboradores (38), mas tal pode dever-

se ao escasso numero de estirpes do serétipo IV avaliadas por estes autores.

7. Associacio entre linhagens genéticas e proteinas da familia Alp

Estudos anteriores (13, 53) estabeleceram uma associag@o entre serétipos e proteinas
Alp. No entanto, no presente estudo, as vdrias proteinas desta familia puderam ser
observadas nas estirpes do serétipo IV, o que provavelmente se deve ao facto de se ter
incluido neste estudo um maior nimero de estirpes deste serétipo, podendo mesmo

verificar-se uma associagdo entre complexos clonais e proteinas da familia Alp.
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V - Conclusoes

Este trabalho revelou um notdvel aumento na frequéncia do serétipo IV entre as
estirpes de colonizac¢do, bem como a sua associacdo com a resisténcia a antibiéticos de
segunda linha (sobretudo entre 2010 e 2012). Este cendrio torna-se mais preocupante
uma vez que foi detectada entre as estirpes do serdtipo IV a linhagem hipervirulenta
CC17, a qual representa um grupo clonal emergente que relne caracteristicas para
alcancar sucesso epidemioldgico.

Considera-se ainda importante realcar a proximidade das linhagens CC17 e CC19
entre as estirpes do serdtipo IV. A linhagem CC17, antes quase exclusivamente
composta por estirpes pertencentes ao serétipo III, e associada sobretudo a infecgdo, foi
agora detectada em estirpes do serétipo IV de coloniza¢do. Por outro lado, o CC19,
tradicionalmente associado a estirpes de colonizacao do serétipo III e habitualmente
distinguido pela presenca da IS1548, associou-se ao serétipo IV e evidenciou GBSil na
regido intergénica scpB-Imb em duas estirpes. Torna-se assim claro que as
caracteristicas das linhagens genéticas sdo dispares em serétipos diferentes e
evidenciam a constante evolucdo/adaptacdo de S. agalactiae. Acresce ainda que a
frequéncia do serétipo IV ndo tem por base apenas a emergéncia do clone IV/CC17, ja
que foram identificadas outras linhagens genéticas com destaque na distribuicio do

serétipo IV neste periodo de oito anos (i.e. CC1 e CC23).

Em termos de perspectivas futuras, considera-se importante a monitorizacdo das
infeccdes por S. agalactiae de forma implementar estratégias preventivas adequadas,
nomeadamente o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Uma cuidadosa
vigilancia do clone emergente S. agalactiae IV/ST291 é recomendada, a fim de definir a
sua especificidade ao hospedeiro, tropismo, potencial de viruléncia e fendtipo de
resisténcia a antibidticos. Seria igualmente importante avaliar o papel das linhagens
genéticas CC1 e CC23 no aumento da prevaléncia do serétipo IV e na resisténcia aos
antibidticos de segunda linha. Assim, a realizacdo de estudos epidemioldgicos em
regides geograficas diversas poderia esclarecer sobre a origem de novos clones e sobre

o verdadeiro contributo dos diferentes serétipos (actualmente com especial foco no

48



serotipo IV), linhagens genéticas e clones de S. agalactiae em situacdes de

colonizacdo/infec¢do e na resisténcia aos antibioticos.
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Anexo 1

Primers para amplifica¢do e sequenciagdo de DNA utilizados no presente trabalho

Tamanho do

Método Locus Primer Sequéncia amplicao Referéncia
(pb)
cpsD-1
g% (Forward) GTTGTTGATGCCGCAATAATC
[ PRI
g E ‘§ . 1902 ou Florindo et
=<3 cpsD-F cpsE-TI* TCTTACGCTAAGTTTTCACG
= i S 1911 al., 2010
L = 1S
co cpsF-1 CTACAGCGGCACCAGATGATA
(Reverse)
§ Forward AGTATCATTAATCACTAGTGC
.g mef(A) 346
<§ Reverse TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG
172
.g )
g § Forward GAAGTTTAGCTTTCCTAA )
2 § erm(A) 395 Florindo et
= 9 al., 2010
% E Reverse GCTTCAGCACCTGTCTTAATTGAT
w
S
S Forward GAAAAGGTACTCAACCAAATA
g erm(B) 639
2 Reverse AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
Forward GTTGGTCATGGTGAAGCACT
adhP 672
Reverse ACTGTACCTCCAGCACGAAC
Forward GATTAAGGAGTAGTGGCACG
pheS 723
Reverse TTGAGATCGCCCATTGAAAT
Forward CGATTCTCTCAGCTTTGTTA
§‘° atr 627
E; Reverse AAGAAATCTCTTGTGCGGAT
3
§ Forward CCGGCTACAGATGAACAATT
5;; glnA 589 Jongzg; al.,
E Reverse CTGATAATTGCCATTCCACG
3
‘-:; Forward AGAGCAAGCTAATAGCCAAC
= sdhA 646
Reverse ATATCAGCAGCAACAAGTGC
Forward CTCGGAGGAACGACCATTAA
glcK 607
Reverse CTTGTAACAGTATCACCGTT
Forward CCAGGCTTTGATTTAGTTGA
tkt 859
Reverse AATAGCTTGTTGGCTTGAAA
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Primers para amplificacdo e sequenciacdo de DNA utilizados no presente trabalho (Cont.)

Tamanho
Método Locus Primer Sequéncia do amplicio  Referéncia
(pb)
=
% g ST-17S ATACAAATTCTGCTGACTACCG
N S
S 3 amy et al.,
e gbs2018 210 o
§ 4
g 3 ST-17AS TTAAATCCTTCCTGACCATTCC
2
° g
33
o B scpB3382 TTATGACCACTTTCTTCTTGGGA
=] Y
223
S = 400, 1600 ou Safadi et
1« v - s
= 8 & scpBimb 2200 al., 2010
S 5 3
s &
:5;» = rimb51 CTATCATTACTAAACTCACAAC
o M
8 0
o Forward GTTAAGCTTAGAAGATCTCCTCATGG
]
s 151381 431
£a Reverse CCTTGATAACCACTGTCTGCCA
84
U
£ 2 Forward ATGACAGAGCTCGAGCGACTT
) Dmitriev et
<«
23 IS861 472 al., 2004
AR Reverse TATCAGCCTTCTTACCAACCTCA
RS
=3
g = Forward GAGAGTTAGTCCCAATGAGCCA
1
< ISSa4 102
= Reverse TCCCTATACAGCTGATGGCAT
2 Universal TGATACTTCACAGACGAAACAACG -
N (Forward)
53
-~
= Alpha-C TACATGTGGTAGTCCATCTTCACC 398
< (Reverse)
g Rib
£ < ! CATACTGAGCTTTTAAATCAGGTGA 295
= S (Reverse) .
G Creti et al.,
2 ; 2004
g Epsilon CCAGATACATTTTTTACTAAAGCGG 200
g (Reverse)
2 Alp2/
° Alp3 CACTCGGATTACTATAATATTTAGCAC 334
s, (Reverse)
&
D
2 Alp 4 TTAATTTGCACCGGATTAACACCAC 110
=] (Reverse)

%0 cpsE-1 apenas foi utilizado em sequenciagao.
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