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RIASSUNTO: Isolamento e caratterizzazione di Streprococcus aga-
lactiae in donne gravide.

L. S. RoccAsALvA, V. GIUMMARRA, O. VALENTI, M. C. SCUDERI,
P. M. FURNERI

Negli ultimi decenni lo Streptococcus agalactiae (GBS) ha assun-
to un ruolo prioritario nel determinismo delle infezioni neonatal, con
un alto tasso di mortalita.

Nel presente studio ¢ stata valutata la frequenza della colonizza-
zione materna, la distribugione sierotipica, lefficacia della chemio-
profilassi intrapartum e ['epidemiologia molecolare di alcuni fattori di
virulenza di GBS. In particolare, sui ceppi & stato svolto uno studio per
identificare i geni codificanti per le proteine di superficie alp, la pro-
duzione di biofilm, la valutazione della sensibilita ad alcuni antibio-
tici e i geni di resistenza ai macrolidi.

Sono state studiate 60 donne gravide tra la 35%-377 settimana al-
le quali in corso di screening per la prevenzione della malattia perina-
tale da GBS, ¢ stato effettuato un doppio tampone, vaginale e rettale.

11 12% delle gravide arruolate é risultato colonizzato da GBS ed
i sierotipi identificati sono stati la, III ¢ V. Le proteine ‘alp” sono
espresse nel 72% dei ceppi isolati. La maggiore produzione di biofilm
s1 & ottenuta su terreno di coltura THB addizionato all’l % di gluco-
sio in condizioni di 5% di CO2. Tutti i ceppi isolati si sono dimostrati
sensibili all ampicillina, ma il 28,5% si & dimostrato resistente alle al-
tre classi di antibiotici saggiati (macrolids e lincosamidi).

Tutte le donne colonizzate sono state sottoposte alla chemioprofi-
lassi intrapartum; il decorso fisiologico ed afebbrile del puerperio e, so-
prattutto, la mancanza di manifestazioni nei neonati delle donne sot-
toposte a trattamento dimostra lefficacia della procedura.

SUMMARY: Isolation and characterization of Streptococcus agalac-
tide in pregnant women.

L. S. RoccaAsALvA, V. GIUMMARRA, O. VALENTI, M. C. SCUDERI,
P. M. FURNERI

During the past several decades Streptococcus agalactiae has emer-
ged as the major cause of bacterial infection in newborns with a high
rate of mortality.

In the present study the maternal colonisation, the distribution of
serotypes, the efficacy of intrapartum antibiotic-prophylaxis and the
prevalence of same factor of virulence have been estimated. Particu-
larly on GBS isolates a study has been made to identify the genes of sur-
face proteins “alp”, biofilm formation, antimicrobial susceptibility and
macrolide resistence genotypes.

A total of 60 women atr 35th-37th week of gestation were enrol-
led, to these, during the screening for prevention of perinatal GBS di-
sease, double samples have been made, from the vagina and the rec-
tum. About 12% of the pregnant women was colonised by GBS and
the characterized serotypes were: la, III and V.

About 72% of the isolated GBS express “alp” proteins. The greater
biofilm formation is obtained in THB with 1% of glucose and in at-
mosphere containing 5% COZ2. All isolated GBS have been susceptible
to ampicillin but about 28,5% have been resistent to the other tested
antibiotics (macrolide and lincosamides).

All colonisated women were undergone to intrapartum antibiotic-
prophylaxis and physiological course of puerperium and especially the
lack of events in children of women undergoing treatment demonstra-
tes the effectiveness of prophylaxis.

KEey wORDS: GBS - Colonizzazione materna - Screening colturale - Chemioprofilassi - Patogenesi - Antibiotico-resistenza.
GBS - Maternal colonisation - Culture-based screening - Antibiotic-prophylaxis - Pathogenesis - Antibiotic-resistence.
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Introduzione

Le infezioni rimangono urn’importante causa di
morbositd e mortalitd neonatale e lo Streprococcus aga-
lactiae (GBS) ¢ uno dei principali microrganismi re-
sponsabili della sepsi neonatale (1-4).

I polisaccaridi capsulari, le proteine di superficie,
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altre proteine e la capacita di formare biofilm sono i
fattori coinvolti nella patogenesi. Tra i polisaccaridi ca-
psulari, I'acido sialico ha proprieta di “mimetismo mo-
lecolare” e svolge un’azione antifagocitaria (5). Tra le
proteine di superficie la componente 3 svolge un ruo-
lo di elusione immunitaria mentre la componente o
ed il complesso R, noti come I'alpha-like protein (alp)
Jfamily, facilitano I'ingresso del batterio nelle cellule
epiteliali e attraverso gli strati della cervice umana, le-
gandosi ai glicosaminoglicani (5-6). Le altre proteine
di superficie promuovono I'adesione alle cellule endo-
teliali ed epiteliali ed inattivano la cascata complemen-
tare (7).

Infine il biofilm microbico, che costituisce una cre-
scita protetta, permette ai batteri di sopravvivere anche
in ambienti ostili e pare che il 65% delle infezioni
umane sia ad esso connesso (8-9).

Linfezione da GBS nel neonato ¢ acquisita, nella
maggior parte dei casi, per trasmissione verticale quin-
di o per diffusione ascendente del batterio dalla vagina
della donna colonizzata o al momento del passaggio
del canale del parto (10-12).

GBS puod colonizzare, sia la donna che 'uomo, a li-
vello del tratto gastrointestinale che funge da serbatoio
naturale per il microrganismo ed ¢ la probabile fonte
di colonizzazione vaginale (13).

La constatazione del forte impatto epidemiologico
della sepsi neonatale da GBS e della stretta associazio-
ne tra colonizzazione materna ed infezione ad esordio
precoce giustifica I'interesse della ricerca internaziona-
le per la prevenzione della malattia perinatale median-
te la chemioprofilassi intrapartum alle gravide coloniz-
zate (14, 15).

Lo screening colturale, con doppio tampone (vagi-
nale e rettale), eseguito tra la 35%-37% settimana ¢ il me-
todo migliore per individuare le donne colonizzate da
GBS (16, 17).

La profilassi antibiotica intrapartum deve comin-
ciare dopo I'inizio del travaglio e per almeno quattro
ore prima della nascita del bambino (17, 18).

Le B-lattamine sono gli antibiotici raccomandati
dalle linee guida data la dimostrata efficacia (17, 19,
20); tuttavia nell’eventualita di fenomeni allergici sono
da preferire i macrolidi ed in caso di resistenza a que-
sti ultimi la vancomina ¢ il farmaco d’elezione.

Nel presente studio ¢ stata valutata la frequenza
della colonizzazione materna, la distribuzione sieroti-
pica, lefficacia della chemioprofilassi intrapartum e l'e-
pidemiologia molecolare di alcuni fattori di virulenza
di GBS . In particolare sui ceppi ¢ stato svolto uno stu-
dio per identificare i geni codificanti per le proteine di
superficie alp, la produzione di biofilm, la valutazione
della sensibilita ad alcuni antibiotici e i geni di resi-
stenza ai macrolidi.
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Materiali e metodi
Pazienti e prelievo del campione biologico

Lo studio ¢ stato svolto presso il Dipartimento di
Scienze Microbiologiche e Ginecologiche dell’Univer-
sita di Catania. Sono state arruolate 60 donne gravi-
de, tra la 35 e 37 settimana di amenorrea, tra feb-
braio 2007 e maggio 2008. Queste donne, dopo esse-
re state informate sullo scopo del lavoro e dopo aver
dato il consenso alla partecipazione e all’'uso dei dati,
sono state sottoposte, in corso di screening colturale
per la prevenzione della malattia perinatale da GBS,
ad un doppio tampone: uno vaginale (con prelievo nel
terzo inferiore della vagina senza utilizzo dello specu-
lum) ed uno rettale (con prelievo a circa 1 cm dall’o-
rificio anale).

Indagini microbiologiche

I tamponi sono stati seminati, previo arricchimen-
to in THBCN (Todd-Hewitt Broth-Colistina-
Nalidixico), su terreno solido cromogeno per GBS
(strepto B-Biomerieux), su cui hanno dato luogo a co-
lonie pigmentate da rosa pallido a rosso. Queste colo-
nie sono state confermate come appartenenti ai GBS
mediante test di agglutinazione al lattice (Strepto-kit-
Biomerieux).

E stata valutata la chemiosensibilita dei ceppi isola-
ti per i seguenti antibiotici: ampicillina, eritromocina,
josamicina e clindamicina. In accordo con CLSI (Cli-
nical and Laboratory Standards Institute) & stata deter-
minata la MIC (minima concentrazione inibente), con
il metodo della microdiluizione in piastra, ed a ciascun
ceppo ¢ stata assegnata la categoria “sensibile” e “resi-
stente” (21, 22).

Per I'estrazione del DNA i microrganismi sono sta-
ti fatti crescere in piastre di agar-sangue e una singola
colonia ¢ stata inoculata in 50 ml di Todd-Hewitt
Broth. Dopo incubazione a 37°C “overnight” sono sta-
ti effettuati dei lavaggi con PBS (Phosphate-Buffer Sali-
ne) e trattamenti con lisozima, SDS (sodio dodecil sol-
fato) e proteinasi K. Il DNA ¢ stato fatto precipitare in
etanolo al 70% (23).

Per ricercare i genotipi di resistenza sono stati uti-
lizzati primers specifici e le condizioni di amplificazio-
ne e le modalita di rivelazione della presenza dei geni
di resistenza sono state quelle standard (24, 25).

Per la ricerca di proteine della “famiglia alpha-like”
¢ stato utilizzato “PCR multiplex” cosi come per la de-
terminazione del sierotipo per la quale sono state pre-
parate due mix in modo da ottenere un controllo in-
terno (27-30).

I prodotti della PCR, sia delle proteine alp che dei
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polisaccaridi capsulari, sono stati analizzati in un gel di
agarosio al 2% in 100 ml di tampone TBE (Tris-acido
Borico-EDTA), a cui ¢ stato aggiunto bromuro di eti-
dio. I campioni sono stati caricati nei pozzetti insieme
a “loading buffer”. Per entrambe le ricerche, il marker
utilizzato ¢ stato il 100bp. Il gel ¢ stato fatto correre a
70 Volt per circa 40 minuti e, dopo essere stato visua-
lizzato al transillunimatore a raggi UV, dall’altezza del-
le bande ¢ stato possibile ricavare le dimensioni degli
ampliconi identificando cosi in un caso le proteine di
superficie possedute e nell’altro i polisaccaridi capsula-
ri e quindi il sierotipo.

Per la formazione del biofilm ¢ stato utilizzato il
protocollo usato per S. pyogenes (34). 1 batteri sono sta-
ti seminati in piastre da microtitolazione in polistirene
a 96 pozzetti in tre terreni diversi: THB (Todd-Hewitt
Broth), THB+glucosio 1%, THB+destrano 1%, ed in
ognuna di esse ¢ stata inoculata una diluizione 1:10
della coltura “overnigth”. Sono state saggiate tre condi-
zioni diverse (aria, 5% CO,, anaerobiosi), per valutare
in quale GBS era maggiormente capace di formare
biofilm. Dopo incubazione a 37°C per 18 ore, si sono
effettuati tre lavaggi con PBS (Phosphate-buffered sali-
ne) e fissazione per un’ora a 60°C, successivamente so-
no stati colorati con cristal violetto, e il colore in ec-
cesso ¢ stato lavato via con acqua. Infine, si ¢ misurata
la densita ottica del biofilm a 570 nm (OD570) con
uno spettrofotometro. Per valutare la capacita di for-
mare biofilm ¢ stata utilizzata la seguente formula con-
tenente un fattore di correzione: Biofilm Index = Den-
sitd media del biofilm (OD570) * 0,5/crescita media
(OD600) ed i ceppi che hanno ottenuto Biofilm Index
<0,061 sono stati considerati non formanti biofilm

(34).

Trattamento

Le donne colonizzate sono state sottoposte, come
da protocollo delle linee guida (11), alla profilassi 77-
trapartum con la somministrazione e.v. dell’ampicilli-
na, data la negativita anamnestica per fenomeni aller-
gici, alla posologia di 2 g e.v. e poi 1 g e.v. ogni 4 ore,
cominciando la profilassi dopo I'inizio del travaglio.

Risultati

11 12% (n = 7) delle donne arruolate ¢ risultato co-
lonizzato da GBS, 3 delle quali erano alla prima gravi-
danza. Dalla sierotipizzazione dei ceppi isolati ¢ emer-
so che i sierotipi identificati sono stati: Ia (28,5%, n =
2), IIT (43%, n = 3) e V (28,5%, n = 2).

Dall'identificazione delle proteine di membrana ¢
emerso che: 3 GBS esprimevano la proteina epsi-

lon=200 bp; 2 GBS esprimevano la proteina 7i6=298
bp; 2 GBS non esprimevano alcuna proteina di super-
ficie.

Le tabelle 1-3 mostrano i risultati della formazione
di biofilm in diverse condizioni ed appare evidente che
la maggiore produzione di biofilm si ¢ avuta nel terre-
no THB addizionato all'1% di glucosio e in condizio-
ni di 5% CO,. Due dei ceppi isolati, uno appartente
al sierotipo III e I'altro al sierotipo V, sono stati i mag-
giori produttori di biofilm nelle diverse condizioni
saggiate.

Nella Tabella 4 sono riportati i risultati delle mini-
me concentrazioni inibenti per i vari antibiotici sag-
giati. Tutti i sette ceppi erano sensibili all'ampicillina,
mentre due dei microrganismi, appartenenti al sieroti-
po V, erano resistenti alle altre classi di antibiotici.

Per questi due ceppi di GBS ¢ stato, dunque, effet-
tuato lo studio dei geni che ha mostrato la presenza in
particolare del gene erm (B) associato con mef (A), no-
ti per determinare resistenza batterica.

Discussione
Il tasso di colonizzazione riscontrato (12%) & stato
pil basso di quello riportato dagli studi epidemiologi-

ci statunitensi (10-40%) ma entro il range d’incidenza
europea (1,5-30%), ed ¢ paragonabile ai pochi dati ita-

TaBeLLA 1 - FORMAZIONE DEL BIOFILM IN ARIA.

ARIA
N. Sierotipo THB  THB + destrano  THB +glucosio
1 Ia 0,069 0,058 0,060
2 A\ 0,049 0,104 0,063
3 111 0,064 0,050 0,081
4 A4 0,047 0,050 0,085
5 111 0,077 0,046 0,058
6 II1 0,070 0,044 0,179
7 Ia 0,077 0,060 0,107

TaBELLA 2 - FORMAZIONE DEL BIOFILM IN 5% CO2 (MI-
CROAEROFILIA)

5% CO, (microaerofilia)
N. Sierotipo THB  THB + destrano  THB + glucosio
1 Ia 0,157 0,134 0,212
2 \4 0,518 0,417 3,645
3 111 0,552 0,281 3,000
4 A\ 0,101 0,089 0,269
b) 111 0,125 0,063 0,225
6 111 0,104 0,066 0,267
7 Ia 0,324 0,122 0,570
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TaBeLLa 3 - FORMAZIONE DEL BIOFILM IN ANAERO-
BIOSI.

ANAEROBIOSI
N. Sierotipo THB  THB + destrano  THB + glucosio
1 Ia 0,101 0,068 0,156
2 Vv 0,437 0,418 2,562
3 111 0,496 0,453 2,923
4 A\ 0,142 0,097 0,165
5 111 0,181 0,068 0,161
6 111 0,269 0,090 0,276
7 Ia 0,278 0,169 0,565

TABELLA 4 - MIC(pg/ml) GBS.

N. Sierotipo Eritromicina  Josamicina Clindamicina Ampicillina
1 Ia <0,125 0,25 <0,125 0,06

2 A4 >64 >64 >64 0,03

3 111 0,125 0,25 0,125 /

4 \% >64 >64 >64 0,12

5 111 <0,125 0,25 <0,125 0,06

6 11 <0,125 0,25 <0,125 0,06

7 Ia <0,125 0,25 <0,125 0,03

TaBeLLA 5 - CARATTERISTICHE MATERNE E CARATTERI-
STICHE GBS.

N. etd Parita Settimana Sierotipo  Prot. superf.
1 22 primigravida 35a Ia epsilon

2 25 primigravida 35a I /
327 pluripara 35a \% epsilon

4 30 pluripara 36a Ia epsilon

5 28 pluripara 35a I rib

6 31 primigravida 36a \% /

7 30 pluripara 35a I rib

liani (Modena 14%) (31, 5).

Il campione ¢ risultato piuttosto omogeneo per eta
(range 22-31), razza (bianca), etnia (caucasica) e pro-
venienza geografica, pertanto non ¢ stato possibile ne’
confermare ne’ confutare i dati riportati da alcuni la-
vori presenti in letteratura, i quali sostengono che I'eta
materna (< 20 anni), la razza (nera) e I'etnia (ispanica,
caraibica e afro-americana) siano in grado di influen-
zare la colonizzazione (32, 33) (Tab. 5).

Il campione ¢ stato equamente rappresentato da
primigravide (n=30) e pluripare (n=30), e nel gruppo
di donne positive allo screening il numero delle primi-
gravide (n=3) e quello delle pluripare (n=4) ¢ risultato
sovrapponibile; tuttavia, questo non ci permette di af-
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fermare che la parita non sia in grado di influenzare la
colonizzazione perché il risultato ottenuto potrebbe
derivare dal numero non eccessivamente ampio del
campione esaminato.

I sierotipi isolati (2 Ia, 2 V e 3 III) sono quelli che
hanno la maggiore diffusione in America ed in Europa
e sono noti come i maggiori responsabili delle infezio-
ni nei neonati e nelle donne gravide.

In accordo con i dati riportati in letteratura, si ¢
evidenziata I'associazione per entrambi i sierotipi Ia
con la proteina epsilon, 'associazione per uno solo dei
due sierotipi V con la proteina di membrana ipsilon,
mentre due dei tre sierotipi III esprimono la proteina
di superficie 77b; per i rimanenti due ceppi non ¢ stata
identificata alcuna proteina di membrana.

Non ¢ possibile associare la produzione-non pro-
duzione di biofilm con la presenza-assenza dei geni di
resistenza (34) poiché dei due ceppi eritromicina-resi-
stenti solo uno ¢ iperproduttore di biofilm. Fra i siero-
tipi IIT (cosiddetti ceppi invasivi), la produzione di
biofilm sembra essere pitt dipendente dal mezzo di col-
tura che dall’appartenenza sierotipica. Infine non ¢ sta-
ta individuata una correlazione tra produzione di bio-
film e proteme alp, probabilmente perché queste, seb-
bene siano in grado di evocare un’elevata risposta im-
munitaria non parteciperebbero in maniera determi-
nante alla virulenza (adesivita alle cellule, fibronectina,
ecc.). Possiamo quindi concludere che la produzione
di biofilm sembra essere una caratteristica ceppo-di-
pendente nel cui determinismo sembrano essere coin-
volti fattori che noi non abbiamo evidenziato. Tutta-
via, va comunque segnalato che il passaggio dall’aero-
filia alla microaerofilia-anaerobiosi sembra essere 'uni-
co comune denominatore nella produzione di biofilm.

In accordo ai dati presenti in letteratura tutti i cep-
pi isolati si sono mostrati sensibili alle penicilline,
mentre due dei GBS (28,5%), entrambi appartenenti
al sierotipo V, hanno mostrato un elevato grado di re-
sistenza per i tre antibiotici saggiati. Per questi due ul-
timi ceppi di GBS ¢ stato effettuato lo studio dei geni
che ha segnalato, come prevedibile basandoci sul feno-
tipo costitutivo (resistenza sia ai macrolidi che ai lin-
cosamidi), la presenza in particolare del gene erm (B)
associato con mef (A), noti per determinare resistenza
batterica.

Le sette donne del nostro studio, risultate positive
allo screening colturale, hanno partorito spontanea-
mente, per via vaginale, a termine di gravidanza (392-
412 settimana). Tutte sono state sottoposte, come da
protocollo, alla chemioprofilassi intrapartum.

Il decorso fisiologico ed afebbrile del puerperio e,
soprattutto, la mancanza di manifestazioni da infezione
da GBS, sia ad esordio precoce che tardivo dei neonati
delle donne sottoposte a trattamento, dimostra e con-
ferma l'efficacia della profilassi antibiotica intrapartum.
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In conclusione, nonostante siano in fase di studio

nuove metodiche di prevenzione delle infezioni da
GBS, come il vaccino, ¢ auspicabile che, nell'imme-
diato futuro, vengano adottate le linee guida su tutto il
territorio nazionale per eseguire correttamente sia lo
screening colturale sia la chemioprofilassi intrapartum
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