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RESUMO

Os Streptococcus agalactiagdambém designados como estreptococos do grupo B
(EGB), sdo microrganismos comensais adaptadosfgaea a colonizacdo assintomatica do
tubo digestivo, e do trato geniturinario de manoi$einicialmente, reconhecida como um dos
mais importantes agentes etiologicos da mastiténbpesta espécie foi também implicada
como uma das principais causas de infec¢des iram®wm recém-nascidos humanos. As
razdes para a rapida e consistente evolucdo do &dBi importante agente causal de
infeccbes neonatais ainda nao foram completamehieidadas, uma vez que as
subpopulacdes de EGB nos isolados de humanos edscsé@o independentes e distintas com
base no reconhecimento da diversidade de suagarésticas fisiolégicas. Com o objetivo de
contribuir para a caracterizacdo das duas subpgjmgadeS. agalactiaeque coexistem no
Estado do Rio de Janeiro, este estudo avaliou tspea diversidade genética e fenotipica de
dois grupos de EGB regionais, sendo o primeiro astgopor 50 isolados obtidos a partir de
espécimes clinicos humanos, e 0 segundo constipwidd6 isolados a partir de leite de vacas
leiteiras com indicios de mastite clinica ou subcl. A caracterizacdo fenotipica dos
isolados foi baseada em testes sorologicos e dgmds, testes de suscetibilidade
antimicrobiana realizados com técnica padronizada ptilizacdo de disco de difusédo e pelo
método de microdiluicdo. O aspecto genético foiliasta pela aplicacdo de PCR para
deteccdo de genes associados a resisténcia acteteads testes fisiologicos demonstraram
que a capacidade de promofelnemolise era uma caracteristica partilhada paracdée 28%
dos isolados a partir do material de natureza laguimas que manifestava-se em todos os
isolados de origem humana. Os isolados de EGB bsviambém mostraram um perfil
diferente quanto a sensibilidade a bacitracina, veraque apenas 33% delas se revelaram
suscetiveis a esse antibidtico contra 100% de lsbdade para os isolados de origem
humana. O percentual de 100% de sensibilidade &ilpgan demonstrado por todos o0s
isolados analisados neste estudo, também corr@borgportancia do uso desse antibiotico
como procedimento geral na terapia de infeccoe€@d. De uma forma geral, neste estudo
foi observado que os isolados originados de matbaaino demonstraram percentuais de
resisténcia ao conjunto de antibidticos analisa@esoxitina, eritromicina, clindamicina,
sulfametoxazol, azitromicina e ciprofloxacina) su@es aos observados em isolados de
material humano. Foi também observado que 13,9% idokdos de EGB animais
examinados expressaram o fenotipo cMIES2,8% o fenotipo M. O fendtipo M foi o Unico
parametro MLE expresso entre os isoladosSleagalactiachumanos, com um percentual de
6%. Quanto a presenca de genes de resisténdra@déna entre as subpopulacdes de EGB,
detectou-se percentuais de 13,8% (5/36) e 14% )(p&@&tet(M), e 30,5% (11/36) e 10%
(5/50) paratet(O), respectivamente, nos isolados bovinos e humamaliados. Estes genes
estdo implicados na resisténcia a tetraciclinaysormecanismo protecdo ribossomal, pela
alteracéo estrutural mediada por acdo enzimatica.

Palavras-chave:Streptococcus agalactiaearacterizacao fenotipica, gdee



ABSTRACT

Streptococcus agalactiaalso referred as group B streptococci (GBS) amersensals
microorganisms adapted to asymptomatic colonizatain the mammalians gut and
genitourinary tract. Initially, this specie wasognized as a major etiologic agent for bovine
mastitis but has becoming a leading cause of imeasifections in human neonates. The
reasons behind the prompt and persistent emergdrn@8S neonatal disease have not been
completely elucidated, once human and bovine GB&llptions are assumed be distinct and
unrelated by divergence on their own physiolog@dracters. Aiming to contribute for the
characterization of the tw®. agalactiaesub-populations that are in a proximal coexistence
the Rio de Janeiro state, this study evaluated qifgpic and genotypidiversity aspects of
regional groups of GBS. The first made up of 50aws obtained from human specimens
whilst the other group was constituted of 36 isedatrom milk of dairy cowgpresenting
clinical or sub clinical mastitis. Phenotypic cheterization was based on physiologaadi
serological tests, antimicrobial susceptibility &ass were carried out by the disk standard
procedure and microdilution method. The genetieeswas assessbyg PCR for detection of
genes associated with resistance to tetracyclezording to the resultsf physiologic tests,
B-hemolysiswas a faculty shared by about 28% of bovine iselaed 100% of human
isolates. GBS bovine isolates also shows diffepnfile of sensitivity to bacitracin, only
33% of them were susceptive to the antibiotic, réigas of the whole human isolates set had
demonstrated a 100% susceptive pattern to thigautes A 100% sensitivity percentual to
penicillin was shared by all isolates assayed i $tudy corroborating the general procedure
for antibiotic therapy of GBS infection. Otherwisand in an overall view, bovine isolates
showed higher resistance rates to a set of aritibjoincluding cephoxitin, erytromicin,
clyndamicin, sulphamethoxazole, azithromycin angrafloxacin than in their human
counterparts. In a similar sense, it was obseruettis study that 13,9% of the animal GBS
isolates expressed cMgand 2,8 % M phenotypes. The M phenotype was egptein 6%
of the human related isolates as the unique Mp&rameter. Genetical assays performed
detected 13,8% (5/36) and 14% (7/50) tietr(M), and 30,5% (11/36) and 10% (5/50) for de
tet (O), respectively, in bovine and human isolatdsesE genes are implicated in tetracycline
resistance by ribosome protection mechanism thremglymatic structural modification.

Key-words: Streptococcus agalactiaéenotipic characterization, getee



1. INTRODUCAO

Os Streptococcus agalactiatambém definidos como estreptococos do grupo B
(EGB), estdo presentes em diversas partes do adopohumanos e animais, na
condicdo de componentes usuais da microbiota anf®i Em humanos, os EGB
participam na colonizagdo das mucosas intestirdas, vias aéreas superiores, e
especialmente do trato geniturinario feminino. puesenca pode manter-se de forma
assintomatica ou ocasionar eventuais infeccdess,levaracterizando o estado de
portador de EGB, uma condicdo considerada coma t&oorigem para meningites,
septicemias, endocardites e pneumonias usualmgiiteidas a esses microrganismos.
Para os humanos, a relevancia médica dos EGBeimaiinente, esta associada a casos
de contaminacbes de neonatos e parturientes, antrea sua importancia como
patégeno também tem sido reconhecida para a pé@ouéaiulta ndo gravida, e de forma
mais acentuada aos imunossuprimidos. A quimiopedfil aplicada as portadoras de
EGB, identificadas através do isolamento dessesrorg@nismos no trato
gastrointestinal e geniturinario de gestantes nmoge final da gravidez, tem sido
considerada a conduta recomendavel para se ewtaplicacdes para as criancas e
parturientes no periodo imediatamente pds-natalsésecasos, a profilaxia é feita com
penicilina ou ampicilina, e para os casos de reagiérgicas ao$-lactamicos é
recomendado o uso de clindamicina e eritromicirmacdmpo da medicina veterinaria o
EGB estd implicado em processos infecciosos de uamgedade de hospedeiros,
envolvendo equideos, bovideos, canideos, felindsps, primatas, roedores, répteis e
peixes. Nesse contexto, a importancia Sloagalactiaeé ressaltada através do seu
reconhecimento como uma das principais causas d#tendovina, um importante
problema de saude publica que, no aspecto econPpn&od grande repercussao na
industria do leite em praticamente todos os paleenundo. O EGB é relacionado as
formas contagiosas da mastite bovina, em espexjaklas caracterizadas por serem
provocadas por agentes infecciosos que necessiaambiente do 6rgado animal para
sobreviver. Nessas condi¢gfes, prevalecem as fosubslinicas de infeccdo, que
geralmente apresentam quadros infecciosos de ungg&o ou cronicos, que resultam
em maiores perdas econdmicas, uma vez que a pmdlecdeite declina de forma
consistente, sem que haja uma sintomatologia edanse tratar. O combate a
colonizacdo do Ubere bovino por EGB e consequemienelas formas de mastite

provocadas por este agente, se faz de modo pref@iestravés de um procedimento



conhecido comoblitz terapia ou terapia de ataque, que consiste da aplicacao
intramamaria de peniciina ou de uma associacdo aetibidticos —
penicilina/novobiocina. Essa pratica comum de traté humanos e animais de
interesse veterinarios acometidos por infeccées BGB com penicilina, esta
diretamente relacionada a trivial sensibilidadeg@neroStreptococcus esse farmaco,
e demonstra ser um tratamento eficiente apesaéckdds de aplicacdo. Entretanto, o
EGB no que se refere a sensibilidade a outros amtbianos, mostra um
comportamento bastante complexo e pode apresesiaténcia multipla a antibioticos
como tetraciclinas, clindamicina, eritromicina, w@enicina, estreptomicina ou
cloranfenicol. O perfil de resisténcia antimicrolaade amostras de EGB pode ser
resultante da aquisicdo de genes de resisténeaadas em transposons ou plasmideos
conjugativos proporcionando a esses microrganismoparametro diferenciador entre
amostras ou cepas bacterianas de grande utilidadeestudos epidemiolégicos. Este
estudo lanca mao da caracterizacao fisiologicgedfil de resisténcia e da deteccéo dos
principais genes de resisténcia a tetraciclina paracterizar amostras de EGB isolados
de espécimes clinicos humanos, na cidade do Ritadeiro e de quadros de mastite
bovina em fazendas de leite na regiao Sul Flum@ens

No ambito da vigilancia sanitaria direcionada adsagublica e veterinéria, a
importancia desse estudo pode ser identificada een @@ganizacdo, como uma
contribuicdo para o estabelecimento de padrbes adtonamento da distribuicdo e
dispersdo das amostras bovinas e humanas de EGBomonto das condices,
agroindustriais e nosocomiais, vigentes na regi@are-sul do Estado do Rio de

Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Génerdstreptococcus

Os estreptococos constituem um grupo de microsgeos caracterizados por se
apresentarem na forma de cocos Gram positivos,déimogue se dispdem aos pares ou
em cadeias quando em crescimento, e por ndo Sesivios para a prova da catalase.
Sao bactérias nutricionalmente exigentes, que emdig@@es laboratoriais requerem o
enriguecimento do meio de crescimento para a e#olugde suas culturas
(KONNEMAN et al., 2001). Essa exigéncia nutriciorrastringe a presenca dos
estreptococos na natureza, na maioria das vezesassoriagdo com um animal
hospedeiro, em detrimento de formas livres comcembslas em outras espécies
bacterianas (MUNDT, 1982).

A denominacdo desse grupo teve origem no teBtneptococcusaplicado por
Billroth, em 1874, para descrever os microrganisesféricos presentes em exsudatos
purulentos de feridas infectadas que cresciam fodmalinhamentos (apud MAJNO;
JORIS, 1979). Taxonomicament8ireptococcusdefine um dos géneros da familia
Streptococcaceae, que conta com dezenas de espactesanas distribuidas em seis
grupos. A heterogeneidade das espécies que comp@émerdStreptococcusem sido
responsavel por varias mudancas na classificaggasiéactérias (HARDIE; WHILEY,
1997; KONNEMAN et al., 2001; FACKLAM, 2002; KOHLERQQ7).

Em um contexto historico, a primeira classificagdas espécies que compdem o
género Streptococcusfoi proposta por Schottmuller, em 1903, baseamdma
capacidade hemolitica desses microrganismos. E@ ft®Introduzida a terminologia
alfa, beta e gama para descrever os tipos de adiwidlemolitica observadas em placas
de agar sangue (BROWN,1920; MCCARTHY,1978). Umassifecacdo dos
Streptococcusem grupos soroldgicos, identificados através dasacteristicas
antigénicas do carboidrato C de suas espécies fapopta em 1933
(LANCEFIELD,1933). Estudos complementares efetuagos Rebecca Lancefield
permitiram classificar estreptococos hemoliticooolados de bovinos, como
pertencentes ao grupo B (LANCEFIELD,1934). Em 19%herman proplbs a
diferenciagdo dosStreptococcusem quatro grupos: piogénico, viridans, latico e
enterococo, baseando-se na classificacao sorolpgipmsta por Rebecca Lancefield e

em expressodes fenotipicas como o padrdo hemaditiceesisténcia a certos antibidticos



(HARDIE; WHILEY, 1997). Nessa classificacdo as esp® promotoras dg hemolise
foram reunidas na divisdo piogénica (HARDIE; WHILEY997; FACKLAM, 2002;
KOHLER, 2007).

A identificacdo das espécies de estreptococosdasaestes fenotipicos é
possivel na maioria das oportunidades (HARDYE; WIRYI. 1997) porém, algumas
dessas propriedades avaliadas, como a resisténcatimicrobianos, pode ser
controlada por genes segregados em plasmideos (MUNIB?2).

A partir dos estudos de Kawamura et al. (1995grau de homologia das
sequéncias do rRNA 16S passou a ser usado parardaedirametros taxondmicos
(HARDYE; WHYLEY, 1997). O procedimento descrito piawamura possibilitou
sistematizar as espécies de estreptococos em rspigsgtaxonomicamente definidos:
grupo ‘bovis, grupo “salivarius, grupo ‘mutang, grupo ‘mitis’, grupo “anginosu$
ou “mileri” e o grupo pyogenes(KAWAMURA, 1995).

Entre as técnicas moleculares desenvolvidas pardificar ou definir espécies
pelo grau de homologia de material genético desjgtstcocos, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem uma grande aplicabilidadejddea maior facilidade de sua
execucdo em relacdo a outros procedimentos (MARZINE al., 2000; MEIRE-
BENDEK et al., 2002; PICARD; BERGERON, 2004). Enagdo aos estreptococos a
técnica de PCR e suas derivacdes, também tem sigoadde importancia na detecgéo

de genes de resisténcia a antimicrobianos (DUARHEE,e2005).

2.2. A importancia clinica do génerdstreptococcus

A importancia clinica do géneigtreptococcusem sido ressaltada pela forma
como a variedade das manifestacbes patologicasinanies por infeccdes
estreptocécicas predomina sobre as provocadas rpelaria dos outros géneros
bacterianos (FACKLAM, 2002) e justifica a sua prese entre 0s principais temas
abordados pela clinica médica humana e veterinaria.

Os estreptococos constituem a microbiota anfibioptedominante nas
membranas mucosas do trato respiratorio supetioretar e geniturinario, bem como
da pele dos humanos e de forma correlata, na rmadws animais de interesse
veterinario (MUNDT, 1982). Esses ambientes, especialmente nos animais
homeotérmicos, representam nichos ecoldgicos dgpschos quais 0s estreptococos
estabelecem uma relacdo compulsoria de dependéntiaelacdo aos hospedeiros.
(MUNDT, 1982; DEVRIESE, 1991; KOHLER, 2007). Essa relacdo, embenha um



perfil de comensalidade, freqientemente toma urateracontraproducente porque a
viruléncia do microrganismo pode levar a morte ltmspedeiros (MUNDT, 1982).

A importancia dos estreptococos como agente etmidgara humanos foi
originalmente reconhecida por Pasteur e outrosumsdpres, ainda no seculo XIX,
guando observaram microrganismos com o0 encadeantig@nto de crescimento do
género em amostras clinicas, obtidas de mulhemasfebre puerperal (SCHUCHAT,;
WENGER, 1994).

O primeiro relato que permite associar esses ngamsmos e sua importancia
para clinica animal pode ser atribuido a Nocardjévieau que em 1887, descreveram a
presenca de estreptococos a mastite bovina (apHtVSBAT; WENGER, 1994).

Varias espécies de estreptococos sdo associadasndeparticular, a infecgbes
de bovinos, equinos, suinos, ovinos, passaros, ie@asiaquaticos e peixes (HARDIE;
WHILEY, 1997; KOHLER, 2007). A maioria das espécesireptocicicas envolvidas
nessas infeccdes mantém uma relacdo epidemiolbgitada a um dado hospedeiro
(MUNDT, 1982; FACKLAM, 2002), e nao representam rgi@s riscos para 0S
humanos (HARDIE; WHILEY, 1997). Em alguns casoshageiras interespécies, sdo
sobrepujadas e pode-se verificar que algumas gecies estreptocdcicas de origem
animal podem infectar humanos, a exempl&dagalactiae, S. bovis, S. dysgalactiae.
(DEVRIESE, 1991; HARDIE; WHILEY, 1997; KOHLER, 200 7Verifica-se também
que dentro do género dos estreptococos, variagsiespgodem estar implicadas em
determinados quadros infecciosos, a exemplo daitmdsivina, um mal de grande
importadncia para a industria leiteira, onde podestare envolvidos:S. canis, S.
agalactiae,S. dysgalactiae, S. paraubees. uberigHARDIE; WHILEY, 1997).

2.3.Streptococcus agalactiae

2.3.1. Aspectos taxondmicos e evolutivos dos EGB

A classificacado doStreptococcusgalactiaecomo componente Unico do grupo
B dos estreptococos fundamenta-se na propriedateinsoentre suas amostras, em
compartilhar os antigenos especificos de grupo stautera da parede celular
(KONNEMAN et al., 2001).0s antigenos especificos do grupo B sdo composios p
polissacaridios constituidos por uma estrutura gmiamcentral formada por ramnose,
glucose e fosfato, onde se agregam cadeias lat@maisndo ramnose, galactoséle
acetilglucosamina organizados na forma de trisg#mes (PRITCHARD et al.,1984).



Essa organizacao estrutural manifesta uma antigadie exclusiva da espécie que pode
ser detectada sorologicamente. Entretanto, nos &@&e diversidade intragrupo que
pode ser revelada de diferentes formas. A cépsalsspcaridica, que permite o
microrganismo evadir-se do mecanismo de defesahdsgedeiros, também apresenta
uma composicao variavel que possibilita a difelsg@m dos EGB em nove sorotipos
diferentes: la, Ib, I, I, 1V, V, VI, VI, VIIl. (JOHRI et al.,, 2006). No entanto, a
sorotipagem, nem sempre é sensivel de forma suficipara detectar importantes
diferencas entre amostras de EGB epidemiologicamdistintas, e sua aplicacdo nao
resulta na caracterizacdo de grupos homogéneos, pqesam ser considerados
variedades genéticas identificaveis por outrasitésn(MARTINEZ et al., 2000;
MANNING et al., 2003; TETTELIN et al., 2005). Umaanedade de métodos
moleculares, baseados nas estruturas primariaproésinas e DNA, destacando-se
entre esses a tipagem por sequenciamentlilocus (MLST), tem sido usada para
definir as relacdes filogenéticas entre amostras ude mesmo tipo de EGB
(MARTINEZ et al., 2000, THONG et al., 2004; BROCHIeT al., 2006). Os resultados
obtidos a partir da aplicacdo dessas técnicasandigue a sorotipagem de EGB néo
correlaciona de forma absoluta o parentesco ewwiado de diferentes amostras de
Streptococcus agalactigélAUGE et al., 1996; MANNING et al., 2003; TETTH\Llet
al., 2005). A diferenciagdo das amostras de EGBvésr de suas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas, incluindo-se entre edasresisténcia antimicrobiana,
possibilitou o delineamento d&reptococcus agalactiamm duas populagdes distintas,
compreendendo um numero limitado de linhagens dgerar bovina e outro nimero
restrito de linhagens procedentes de nichos humgRt$CH; MARTIN, 1984,
DEVRIESE, 1991; BOHNSACK et al., 2004; DOGAN et, £005; HERY-ARNAUD

et al., 2007). Aléem desses hospedeiros, sdo fréegi@s relatos de colonizacdo por
EGB de outros animais como: caes, cavalos, cob@gats, macacos e peixes
(YILDIRIM et al., 2002; BROCHET et al., 2006; FIGUREDO et al., 2006JOHRI et
al., 2006). As caracteristicas das amostras isoladas a partodds, cavalos, gatos e
macacos, se aproximam das observadas nas linham&gisadas em humanos
(YILDIRIM et al., 2002) Para assinalar diferenciacao intra-espécie dos EGB, alguns
autores adotam definicbes préprias ou assimilanceitos como biotiposgcovas ou
subtipos (DEVRIESE; 1991; MARTINEZ et al., 2000; BRTE et al., 2004,
SUKHNANAND et al., 2005). Uma maior compreensaosgediagrama bioldgico foi

possivel de ser alcancado a partir da determindga&eqiéncia gendmica completa do



EGB, bem como da andlise da sua organizacdo gen@W&DINI et al., 2005;
TETTELIN et al., 2005; BROCHET et al., 2006). O gara da espécie contém 2713
genes, dos quais 1806 formam o core gendémico quereende um conjunto de genes
essenciais para a manutencdo dos aspectos basitislabia da espécie (MEDINI et
al., 2005; TETTELIN et al., 2005). A diversidaddraespécie tem sua origem no
genoma nado essencial que codificam vias bioquinméasessenciais ao crescimento
bacteriano, mas que podem conferir vantagens \wettais como a adaptacdo a
diferentes nichos, resisténcia antimicrobiana ocol@anizacdo de novos hospedeiros
(MEDDINI et al., 2005, TETTELIN et al., 2005; BROEH et al., 2006). Os genes nao
essenciais sao segregados de forma agrupada eizad@s como estruturas
denominadas ilhas genomicas (MEDINI et al.,, 200&5TTELIN et al., 2005;
BROCHET et al., 2006).

2.3.2. Importancia clinica e epidemiolégica dos@&B

As demonstragfes iniciais da importancia clinica BEGB sdo atribuidas a
Nocard e Mollereau que, em 1887, identificaram oramganismo como um patégeno
animal e causa de mastite bovina, enquanto queimeifas infeccbes humanas so
foram descritas 50 anos depois, durante a terdégada do século XX (BISHARAT et
al., 2004). Uma grande incidéncia de infec¢cOes elenatos humanos por EGB foi
observada a partir da sexta década do século passasl anos seguintes houve um
agravamento desse quadro e, esse microrganisnuutseno principal patdbgeno para os
recém-nascidos (SCHUCHAT, 1998; BISHARAT et al.02

O conceito de que oStreptococcus agalactiaeram formados por duas
populacdes distintas foi mantido, apesar do esf@a@ se determinar um carater
zoonotico entre amostras associadas a mastite devaos quadros mais invasivos de
doenca humana (FINCH; MARTIN, 1984; MARTINEZ et,a2000; MANNING et
al.,2003; BOHNSACK et al., 2004; SUKHNANAND et a2005; HERY-ARNAUD et
al., 2007).

2.3.2.1. Clinica animal

No ambito da ciéncia veterinaria, o interesse pstado de EGB tem se mantido
por todos os continentes, em razdo de sua siginicparticipagdo como agente causal
de mastite bovina (KEEFE et al.,1997; BRADLEY 20BSTUNINGSIH et al., 2002;
ANDERSEN et al., 2003; MERL et al., 2003, CARNEIRZD06). A mastite bovina



permanece como a maior causa de perdas econfragmasaalas a cadeia produtiva do
leite, mesmo depois do advento das técnicas deaotere tratamento do rebanho
(DINSMORE et al., 1991; KEEFE et al.,1997; ANDERSENal., 2003; BRADLEY,
2002; ESTUNINGSIH et al., 2002; MERL et al., 2008ARNEIRO, 2006).
Streptococcus agalactiggode permanecer por longos periodos na glanduiaéniea de
um animal infectado, que se nao for identificadis@ado para tratamento podera se
converter em reservatorio de infecgdo para o reb@ERL et al., 2003; CARNEIRO,
2006). Entretanto, verifica-se que, o desvio dal@o de alta prevaléncia de infeccbes
subclinicas por EGB nos rebanhos bovinos, obsermadsétima e oitava década do
século passado, para uma condicdo de baixa preiamlém década subseqiente
(KEEFE et al., 1997) e corroborada nos primeirassagieste século (ANDERSEN et
al., 2003; BRADLEY, 2002; ESTUNINGSIH et al., 200RBJERL et al., 2003,
CARNEIRO, 2006), demonstram a eficiéncia das pmétide prevencdo e controle da
disseminagdo de EGB, bem como pelo tratamento do igdectado, com o propdsito
de erradicagao da mastite bovina. No Brasil, oadeprimeiras comunicacfes da
presenca d&trepococcus agalalactiasmmo agente etioldgico de mastite bovina, datam
da primeira metade do século XX, estudos deserdadwno Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, ishain com as politicas de controle
microbiolégico do rebanho leiteiro, adotadas enerdifites paises. Nesses estudos, a
viabilidade técnica e o impacto econémico da ecesgdio deStreptococcus agalactiae
em rebanhos bovinos, sdo examinados com base Idadeada pecuaria brasileira
(CARNEIRO, 2006).

2.3.2.2. Clinica humana

A importancia clinica dos EGB para os humano®keiona principalmente, ao
envolvimento dessa espécie bacteriana com doengasivas, de alta morbidade e
mortalidade (POGERE et al., 2005). Os neonatosfs#iados com maior freqiiéncia as
infeccdes por EGB e, em especial, os prematuras raemos desenvolvidos ao nascer
estdo sujeitos a maior risco de desenvolverem qugdaves como septicemias,
pneumonias e meningites (BERALDO et al., 2004; PREIet al., 2005). Ha registros
que a incidéncia de infec¢ao global em neonatas veiado entre 0,5 e 0,6 casos para
cada 1000 nascimentos vivos (HANSEN et al., 20043, Estados Unidos esses indices
variavam entre 1,0 e 4,7 casos/1000 nascimento&KHRA 1979) enquanto na Europa
se registrava entre 0,2 e 2,0 casos/1000 nascim€hRIJBELS-SMEULDERS et al.,



2004). Parturientes também estéo incluidas nos aitices de morbidade associados
as infeccdes por EGB e podem ser causa de sindroomes cistite, pielonefrite,
endocardite, endometrite, corioaminionite. Em ambms situagcdes, a origem
predominante das infeccdes € a microbiota dosstrgémiturinario e gastrintestinal,
onde os EGB tomam parte e estabelecem uma relam@ensal e, usualmente,
assintomatica com os hospedeiros. Os indices denizatdo assintomética entre
adultos sadios variam entre 16% e 40% (SCHUCHAR81BLISS et al.,, 2002,
MANNING et al, 2003; HANSEN et al., 2004). A pregatia de colonizacdo entre
idosos sadios, com taxas proximas a 25%, aprox@rmas observadas nas mulheres em
idade fértii (EDWARDS; BAKER, 2005). A transicdomtee o estado de portador
saudavel, para o quadro de doenca é pouco esdkreci relagdo a significancia da
densidade da colonizacdo, da diversidade da voiaémntre os clones de EGB, e da
suscetibilidade a infeccdo para determinados iddos (HANSEN et al., 2004).
Fatores geogréficos, étnicos e socioeconémicos éamdxercem grandes influéncias
nessa relacdo, uma vez que podem determinar vesiagdbientais ou flutuagbes
temporarias na composicdo da flora anfibionte depedeiro (BAKER, 1979;
SCHUCHAT, 1998; BLISS et al., 2002; HANSEN et a002; BORGER et al., 2005;
POGERE et al., 2005).

As infec¢Oes neonatais por EGB podem evoluir pai@s sindromes distintas:
precoce e tardia. A sindrome precoce manifestars@6 dos casos infecciosos em
neonatos pofStreptococcus agalactiae desenvolve-se na primeira semana de vida,
normalmente, nas primeiras 24 horas (BAKER, 19THSCHAT, 1998). Atribui-se a
origem da sindrome precoce a transmissao vertic&l@B a partir de mées portadoras
do microrganismo no trato geniturinario duranteant@@ Essa sindrome caracteriza-se
por uma disseminacao bacteriana ascendente pamado &mniotico (BAKER, 1979;
SCHUCHAT, 1998). A aspiracao do fluido contaminatksencadeia a infeccdo das
vias aéreas do recém-nato e proporciona a viagksa@s doencgas invasivas, sobretudo
pneumonia. A transposicdo da barreira da mucokaopar é a via de acesso para o
EGB provocar septicemias (BAKER, 1979; SCHUCHAT98P A taxa de fatalidade
das sindromes precoces da infeccdo por EGB nosfaisstimada em 5% (DERMER
et al., 2004).

A sindrome de ocorréncia tardia caracteriza-seoporrer, no intervalo entre a
primeira semana e o terceiro més apos 0 nasciméhjarocesso infeccioso geralmente

esta associado ao contato intimo com a mée poaatiEGB nos primeiros dias de



vida, entretanto, a transmisséo horizontal, pralongnte de natureza nosocomial, tem
sido registrada. As meningites representam o queltrizo predominante da sindrome
de ocorréncia tardia, que sobrecarrega os sobrgesye&eom uma significante taxa de
sequelas neurologicas. (BAKER, 1979; SCHUCHAT, 2998

No Brasil os dados a respeito da colonizacdo décade infeccdo de neonatos
sdo escassos, além disso, os indices observadeseajam grande variabilidade, que
pode representar realidades regionais especificagm particular, onde as taxas de
colonizacdo sdo baixas em relacdo a outras regidepaises, pode representar
problemas metodolégicos de avaliagdo (BERALDO et 2004; AMARAL, 2005;
BORGER et al., 2005; POGERE et al., 2005)

2.3.5 Estratégias para profilaxia e prevencao

A incidéncia de doenca neonatal por EGB declimmsitleravelmente nos EUA
a partir de 1990, como resultado da introducdo dmgrpma de vigilancia e a
implantacédo da profilaxia antimicrobiana intra-paf8CHUCHAT, 1998; MOORE et
al., 2003; BLISS et al., 2002; MANNING et al., Z)0 Na Europa, estratégias de
prevencéao similares foram adotadas em outras parteando como base os resultados
americanos (HANSEN et al., 2004). Nos EUA a incadé&nda sindrome precoce
declinou 70% como consequiéncia da adocdo de megmddigaticas, entretanto os
indices relativos a sindrome de ocorréncia tardizcp se alteraram (SCHRAG et al.,
2000).

Apesar dos resultados satisfatorios obtidos arade aplicacdo profilatica
antimicrobiana, o procedimento suscitou preocupmagf@n respeito a selecao de

bactérias resistentes e o risco de reacoes alemgsamaes (LAW et al., 2005).

2.3.4. Resisténcia antimicrobiana dos EGB

O comportamento da espé@e agalactiae frente aos antimicrobianos nédo se
diferencia significantemente dos outros componedtegénero estreptococos e, pelo
senso comum, a penicilina é a droga indicada ppraféaxia e tratamento das doencas
causadas por EGB (BAKER, 1979; BETRIU et al., 199BRNANDEZ et al., 1998;
AZAVEDO et al., 2001). O sucesso de procedimerm®o a profilaxia antibidtica
intraparto e ablitz terapia, aplicados respectivamente no controle idéeccdes
neonatais por EGB em humanos (BAKER, 1979; SCHUCHKIRS; JAUREGUY et
al., 2004; MONEY; DOBSON, 2004; MARLE et al., 20G5na erradicacdo da mastite
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bovina em rebanhos leiteiros (KEEFE, 1997; GRUE®@I¢t2001; CARNEIRO, 2006)
demonstram que a resisténcia a penicilina e sausmdes ndo é um evento comum na
fisiologia desses microrganismos. Entretanto, neec¢des em humanos, a evolugéo da
resisténcia antimicrobiana dos EGB as lincosamigdaaos macrolideos tem sido
percebida com grande preocupacdo em diversos papees serem as drogas
recomendadas como alternativas para casos deaaksogi antibiético$-lactamicos,
(FERNANDEZ et al., 1998; BORGER et al., 2005; MAN et al., 2005).
Diferentes estudos sobre a segregacdo de marsadereesisténcia em EGB
demonstram que, a resisténcia antimicrobiana, enpaie ser reconhecida como
fendtipo bacteriano e ser adotada como um paranpssivel de ser usado na
diferenciagdo entre amostras ou cepas dessa e$pP&@EAN et al., 2005; DUARTE et
al., 2005). O processo de manifestacao da resigténs macrolideos e as lincomicinas
geralmente envolve a expresséo de proteinas a@spscifjue atuam como metilases do
rARN ou parte do mecanismo, préton dependenteefldgo do antibidtico através de
membranas. Nessas circunstancias, as metilasesg@notos ribossomos bacterianos
opondo-se diretamente a acéo das drogas, enquamtasgoombas de efluxo afastam a
droga da fisiologia microbiana (SALYERS et al.,1999ARIMOM et al., 2005). Na
estrutura do DNA dos EGB, os genes codificantesadepromotores de resisténcia se
agrupam no genoma nao essencial. Organizam-senamgendmicas, freqientemente
flanqueadas por elementos de insercdo, que apaesartmposicdes de nucleotideos
atipicas e sugerem a possibilidade de serem cHstic#s genéticas adquiridas por
mecanismos de transferéncia horizontal (MEDINIIgt2®05; TETTELIN et al., 2005).
A viabilidade desse mecanismo ganha sustentacaduodquse observa a presenca de
elementos de resisténcia a tetraciclina na secgiédei Tn916, um transposon
conjugativo frequente entre os cocos Gram positieos diferentes amostras de EGB
(SALYERS et al., 1995; POYART et al., 2003; TETTHL#t al., 2005). O  arquétipo
da organizacdo gendmica do EGB resulta em umadaa@ifuncional e distingue um
processo evolutivo acelerado baseado na presengdedentos genéticos moveis,
associados a agrupamentos de genes dispensaveismanutencdo de uma estrutura
genética basica, fundamentada na manutencdo des gssenciais, para garantir a
sobrevivéncia da espécie (BROCHET et al., 2006)tra&lucdo das informacdes
contidas nos genes dispensaveis, entre elas aéresis antimicrobiana, promove a
variacao intra-espécie, enquanto que na organizigsigenes essenciais, a presenca de

sequéncias peculiares contribui para caracterizespg&cie e determina o espectro da
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relacdo do microrganismo com o seu hospedeiro mimeate (MEDINI et al., 2005;
TETTELIN et al., 2005; BROCHET et al., 2006). Ess#encial tem sido usado para
agrupar amostras, de origem bovina ou humana, éenntieados biotipos ou ecovars,
tomando como referéncia o compartihamento de taiaticas fenotipicas e
marcadores genéticos de resisténcia antimicrof@®@BAVEDO et al., 2001; MERL et
al., 2003; DOGAN et al., 2005; DUARTE et al., 200&sse procedimento tem se
mostrado particularmente importante na caractéizage amostras originadas de
animais de uma dada regido, em funcdo da maiosaadeamostras se mostrarem
refratarias ao procedimento de sorotipagem (MARTUN#E al., 2000; MERL et al.,
2003; EKIN; GURTURK, 2006). Por outro lado verifisa que a maioria das amostras
de EGB tem sido caracterizada como resistentestrasitlinas (SALYERS et al.,1995;
AZAVEDO et al., 2001; CHOPRA; ROBERTS, 2001; CULEBR et al., 2002). Os
determinantes de resisténcia mais comuns aos EGBos#ificados pelos genési(M)

e te{O) que sdo proteinas que protegem os sitios @eddy das tetraciclinas aos
ribossomos bacterianos protegendo-os contra aaaganicrobiana da droga. De forma
menos frequente, porém usual, 0 mecanismo de éesiatdos EGB as tetraciclinas
pode ser determinado pela expressao de proteimhficadas pelos gendgiK) ou
tet(L) que promovem o bombeamento do antibiético para das células (SALYERS
et al.,1995; CHOPRA; ROBERTS, 2001; CULEBRAS et 2002; ZENG et al., 2006).
O gene de resisténciat(M) € freqlientemente segregado por transposonsigatnjos
da familia Tn916, que também estdo envolvidos geegacéo de genes do tipo erm que
promovem a resisténcia a eritromicina (SALYERSIe1895; CHOPRA; ROBERTS,
2001; CULEBRAS et al., 2002; ZENG et al., 2006).

O perfil de resisténcia antimicrobiano, dentreseée tetraciclina, tem sido
associado as caracteristicas fenotipicas de amadrd&GB, isoladas de animais ou
humanos, como um procedimento muito Util para ssbekecer relagbes filogenéticas,
identificar ou caracterizar amostras identificadasmo de maior potencial patogénico,
ou mesmo para estudos epidemiologicos (BETRIU gt1894; AZAVEDO et al.,
2001; CULEBRAS et al., 2002; MERL et al., 2003; PERT et al., 2003; DOGAN et
al., 2005, DUARTE et al., 2005; ZENG et al., 2006)
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3. MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo deste estudo forahzados 86 isolados d8treptococcus
agalactiae,dos quais 50 de espécimes clinicos humanos e 86iais.

3.1. Amostras

3.1.1. Amostras de Origem Animal

As amostras de origem animal foram provenientekeiti® de vacas com sinais
evidentes de mastite, obtidas de propriedadessrymaidutoras de leite bovino em
municipios da Regido Sul-Fluminense do Estado do @ Janeiro. O material
analisado foi coletado no periodo entre abril erabto de 2007. A evidéncia da mastite
nesses animais foi determinada pelo méto@alifornia Mastitis Test” (CMT).
Técnicas de assepsia e antissepsia peculiarediéapté ordenha foram aplicadas na
coleta das amostras de leite, que acondicionadas@pientes estéreis e mantidas sob
refrigeracdo foram encaminhadas para processament@boratério de Bacteriologia
do Departamento de Microbiologia e Imunologia Vie@nia, no Instituto de Veterinaria

da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.1.2. Amostras de Origem Humana

As amostras de origem humana foram obtidas a pdetiespécimes clinicos
encaminhados para andalise no Laboratorio de Baligid do Instituto Fernandes
Figueira IFF / FIOCRUZ — Rio de Janeiro no perieddre fevereiro de 2006 e janeiro
de 2007. As amostras foram catalogadas segundspésimes clinicos de onde foram
originados: sangue (04), proveniente de criancesnadas, urina (18) de mulheres
adultas internadas ou ndo e (28) secrecdes de meslhdultas internadas ou néo, as
amostras apos serem coletadas foram encaminhadaeangdise laboratorial.

3.3. Isolamento e Identificacdo d&treptococcus agalactiae

O isolamento bacteriano foi realizado em agar azigdementado com 5% de
sangue de carneiro desfibrinado. As placas foraubadas a 35°C em ambiente de

microaerofilia (de modo a obter 3-5% de L£@or 18 a 24 horas e, posteriormente
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observadas as caracteristicas das col6nias confoeswito por (KONEMAN et al.,
2001).

A identificacdo inicial de cada isolado foi realzaa partir da observacdo da
morfologia colonial e do padrdo hemolitico em &gargue, associados a coloracéo pelo
meétodo de Gram e prova da catalase. Para idegéficde espécie, foram realizados os
seguintes testes: resisténcia a bacitracina, acgite do fator CAMP (assim
denominado por Christie, Atkins e Munch-Petersarfjdrélise do hipurato e da bile-
esculina. Para classificagcdo dos isolados segondgrupamento de Lancefield, foi
utilizado o kit comercial Slidex Strepto Plus (bieNéux, Franca) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Os isolados iderddE@omoStreptococcus agalactiae
foram mantidos congelados entre “@8 -20°C, sob forma de suspensdes densas em
leite desnatado Molico (Nestlé, Aracatuba, Sdod®aull0% (p/v) acrescido de glicerol
a 10% (v/v).

3.4. Teste de suscetibilidade aos farmacos de ed&ic

Apos identificacdo, os isolados &reptococcus agalactia®ram submetidos
aos testes de suscetibilidade segundo os padrd€d 84 2006). Que sucintamente sao
descritos a seguir.

3.4.1. Preparo de placas para o teste de susceiitdlde antimicrobiana

Para o teste de suscetibilidade antimicrobiandaasip foram preparadas segundo
um mesmo padrao, isto é, as bactérias testadas fawapensas em caldo Tripticase-
Soja (TSB, Merck), incubadas durante 24 horas dé¢eatura de 35°C e diluidas ao
nivel de turvacdo de 0,5 da escala de Mc Farlandyalente a 1,5 x f&élulas/mL.

3.4.2. Controle

Para estabelecer parametros comparativos e cantsotastes de identificacao e
caracterizacdo das amostras de EGB, foram utikzadanostras-padrédo de
Streptococcus agalactigeL-5305, CL-5808 e CL-5848) &. aureugATCC 25923 e
MB-42) obtidas respectivamente do Instituto de Wbloologia Prof. Paulo de
Gobes/UFRJ e do Instituto Nacional de Controle dali@ade/INCQS/FIOCRUZ.
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3.4.3. Antibidticos

Para o teste de antibiograma foram utilizados gsistes discos de antibiéticos
(SENSIFAR-CEFAR"): penicilina (10UI), eritromicina (1), clindamicina (2pg),
cefotaxima (3fg), tetraciclina (3Qg), novobiocina (fg), cefoxitina (3QQ),
sulfametoxazol-trimetoprim (2fy), azitromicina (15ug), ciprofloxacina (5uQ),

gentamicina (10ug) e vancomicina (30ug), para tadammostras.

3.4.4. Teste de sensibilidade antimicrobiana por flisdo em disco
Nesse procedimento a suspensao bacteriana (0,5fanldistribuida sobre as
placas em meio solido (dgar Mueller Hinton (MH)/kleacrescido de 5% de sangue de
carneiro). Foram avaliadas as concentracfes tdrege€udas drogas testadas ja
presentes em discos de sensibilidade. Apds incabpod 18-24 horas a 35, os
didmetros da zona de inibicdo ao redor do depdsisofarmacos foram observados e
medidos. O quadro 01 especifica as zonas de inoibd@ diametro avaliado em

milimetros dos antibioticos utilizados.

Quadro 01 Zonas de inibicdo avaliadas pelo diametro (mns)aitdibidticos utilizados.

Zonas de Inibicao

Antibioticos
Resistente Intermediario Sensivel

Tetraciclina <18 19-22 >23
Eritromicina <15 16-20 >21
Azitromicina <13 14-17 >18
Penicilina - - >24
Cefotaxima <25 26-27 >28
Cefoxitina <14 15-17 >18
Clindamicina <15 16-18 >19
Novobiocina <17 18-21 >22
Vancomicina - - >17
Sulfametoxazol-trimetoprim <10 11-15 >15
Gentamicina <12 13-14 >15
Ciprofloxacina <15 16-20 >21
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3.5. Teste de suscetibilidade a oxitetraciclina

Para a realizagdo dos testes de suscetibilidadeitétraciclina, usou-se uma
solugcdo padrdo do antibiotico (1,0mg/mL), a padé qual foram feitas diluicbes
seriadas. Essas diluicbes foram usadas para prepargplacas e determinar a

concentracdo minima do antibidtico inibitoria desmimento das amostras de EGB.

3.5.1.Microdiluicdo em agar (determinagdo da concentracamibitdria minima)

O desenvolvimento desta técnica se fez atravésdecancentracao inicial de
0,01mg/mL de oxitetracilina que foi diluida em alyiii acrescido de 5% de sangue de
carneiro as concentracdes de QJasL; 0,5ul/mL; 1,0ul/mL; 2,0ul/mL; 4,0ul/mL;
8,0ul/mL; 16pl/mL e 32pl/mL. O resultado foi obtidela avaliagdo do crescimento de
coldnias que indicou resisténcia a concentracaGldafoi considerada como a
primeira concentracdo de oxitetraciclina que naesgmtou crescimento. Como
controle positivo foi utilizado agar MH sem antitiod (MANN; MARKHMAN, 1998).
Isolados que cresceram em agar contendo valoréiMilenaior ou igual a 803/mL

foram considerados resistentes (CLSI, 2006).

3.5.2. Avaliacéo do fenotipo de resisténcia aos natideos (método do duplo disco)

Os fenétipos de resisténcia aos macrolideos ndadis® de EGB foram
avaliados através do método do duplo disco. Pata,t@lacas de Petri com meio de
agar Mueller-Hinton suplementado com 5% de san@séildinado de carneiro foram
inoculadas com suspensdes bacterianas contendo ke@tr2 x 18 UFC/mL; sobre a
semeadura foi disposto um disco impregnado comgléeLeritromicina distanciado por
15 mm de outro disco impregnado com 2 pg de clinclam Apos um periodo de 24
horas de incubacdo a 35°C, as placas foram aradispdra se detectar sinais de
resisténcia antimicrobiana, na forma de halos dec#o do crescimento bacteriano ao
redor dos discos. Define-se o fendtipo ML%ela constatacdo de resisténcia aos dois
antimicrobianos testados. O fendtipo MLBode ter um carater constitutivo que se
caracteriza pela ndo observacao de halos inib#t@®ocrescimento microbiano ao redor
dos dois discos, indicando uma producédo continuandama metilase. O fendtipo

MLSg também pode ter um carater indutivo que se evidegrela reducdo do halo de
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inibicdo do crescimento bacteriano ao redor doodbe clindamicina. Essa reducao
ocorre particularmente na regidao proximal ao deceritromicina, como resultado da
eritromicina no meio de cultura. O fenétipo M dimido quando se observa apenas a

resisténcia a eritromicina.

3.6. Caracterizagdo de marcadores genotipicos desisténcia a tetraciclina em

isolados deStreptococcus agalactiae

Para se detectar marcadores genéticos de resistétetraciclina entre os isolados
de Streptococcus agalactiae partir de espécimes clinicos humanos e de oragemal
no estado do Rio de Janeiro, seguiu-se o procetnusado por Duarte et al. (2005). O
método aplicado constituiu-se basicamente da acgjdo de oligonucleotideos
iniciadores contendo sequéncias especificas datwstrde genes de resisténcia ao
antimicrobiano pela técnica de PCR. De tal modq deeada um dos isolados de EGB
nesse estudo, foram preparadas suspensdes bagegaa tiveram seus genomas
extraidos para servirem de base para amplificagofmicleotideos iniciadores contendo
sequéncias especificas) os mais comuns genes disslemes de resisténcia as
tetraciclinastet(K), tet(L), tet(M) e tet(O) .

Para a extracao de DNA foram tomadas entre 10a@I@dias de EGB, cultivadas a
35°C por 24 horas em meio de agar sangue, e dilufdaS0OeuL de agua miliq estéril
para serem, sequencialmente, submetidas a fereugarmin.

As misturas finais de reacdes usadas para amplifag@am preparadas em volumes
de 50uL, de forma a conter 20mM de Tris-HCI (pH)83DmM de KCI, 3mM de
MgCI2, 0.2mM de dNTP cada nucleotideo, 0.5 uM déacprimer, 2.5 U de Taq
polimerase (Boehringer Mannheim Biochemicals; Indolis, IN, EUA) e 5ul de
extrato de DNA.

A reacdo de PCR foi realizada em um termocicla@GaneAmp PCR System 2400,
Perkin Elmer, Branchburg, New Jersey, EUA) progmonpara ter uma desnaturacao
inicial a 93C por 3 min, seguida de 35 ciclos com desnaturac8®C por 1 min,
anelamento a 3G por 1 min e extensdo a @2 por 1 min. Diferentemente, a
temperatura de anelamento para oligonucleotidgeti®) usada foi de 3&. A etapa

final de extensdo ocorreu a’@2por 5 min.
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As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadorelizados estdo relacionadas

abaixo:

Quadro 02. Relacdo entre genes de resisténcia a tetracidingequéncias de

oligonucleotideos iniciadores usados na reacadCie P

Genes Foward (5’-3) Numero de
bases
tet(K) TATTTT GGC TTT GTATTC TTT CAT 24
tet(L) ATA AAT TGT TTC GGG TCG GTA AT 23
tet(M) AGT TTT AGC TCATGT TGA TG 20
tet(O) AGC GTC AAA GGG GAATCACTATCC 24
Reverse (5'-3")
tet(K) GCT ATA CCT GTT CCC TCT GAT AA 23
tet(L) AAC CAG CCA ACT AAT GAC AAT GAT 24
tet(M) TCC GCA TAT TTA GAC GAC GG 20
tet(O) CGG CGG GGT TGG CAA ATA 18

Os resultados das reacdes de amplificacédo forahsamas através da técnica de

eletroforese em géis de agarose (UltraPure agaBisepBRL) preparados em tampao
TAE 0,5X, pH 8,3 (Tris 0,89M, EDTA 0,025M e &cidoérizo 0,89M) na concentracdo
de 2% (p/v) e sob corrente de 100V. Padrdes de rpesecular (*1 Kb DNA Ladder”;

Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) foram utilisagara estimar o tamanho dos

amplicons. Apés coloracdo com brometo de etidi@earecentracao de 0,5ug/ml por 5

min, os géis foram fotografados sob transiluminagg@m luz ultravioleta e observados

visualmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo dos isolados d&treptococcus agalactiae

No periodo desse estudo, o processamento de mgseclinicos humanos
possibilitou a obtencdo de 50 isolados de EGB, gigss quatro foram obtidos de
sangue, 18 de urina e 28 de secrecao vaginal. tx@gsamento de leite de vacas com
indicios de mastite foram obtidos 36 isolados.

Os resultados dos testes presuntivosiddatificagdo e caracterizagdo dos
isolados de EGB a partir de espécimes clinicos homeae animais, conforme
procedimentos descritos por Koneman et al. (200J)aéronizados pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (2005) estdo destna tabela 01.

Tabela 01. Caracterizacao fenotipica dos isolados étreptococcus agalactiade

origem animal e humana:

Percentual de resisténcia dos Isolados (%)

Testes Animal Humanos
Leite Sangue Urina  Secrecbes Total
(n=36) (n=4) (n=18) (n=28) (n=50)
Hemolise ) 27,78 100 100 100 100
(10/36)
Catalase + 0 0 0 0 0
Resisténcia a bacitracina 66,67 100 100 96,4 98
(24/36) (27/28) (49/50)
CAMP + 100 100 100 100 100
Hidrélise Esculina 0 0 0 0 0
Hidrolise Hipurato 100 100 100 100 100

No processo de triagem e caracterizagdo das amod&raEGB estudadas,
observou-se que os isolados de origem animal tivetan perfil hemolitico
diferenciado em relacédo aos isolados oriundos plécases clinicos humanos. Dos 36
isolados animais, apenas 27,78% (10/36) apresemtardenoétipo de inducdo da
hemdlise, ao contrario dos 50 isolados humanos,rgiependente do sitio de origem

dos espécimes, apresentou 100% de hemolise d@.tiesses dados estdo de acordo
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com os estudos de Finch; Martin (1984) que relatdralices de 98,2% do fendtipo de
B-hemolise em 163 isolados de origem humana e 2p@8%0s 61 isolados de origem
animal, em um levantamento de variaveis fenotipieaa classificar oStreptococcus
agalactiaeem duas populacdes distintas. Posteriormentetesutmmo Yildirim, et al.
(2002) também destacaram a relacdo entre o baixcergaal de isolados que
apresentou atividad@-hemolitica como um aspecto que prevalece na raaios
isolados de EGB de origem bovina. No Brasil, aagd no padrap-hemolitico dos
isolados de EGB em animais na regidao sudestej ffeferita por Duarte et al. (2004),
que registraram indices de 52,9% para um n= 8Stid@lade beta-hemolitica entre
isolados obtidos de diferentes rebanhos nos estiEl&:io Paulo, Minas Gerais e Rio
de Janeiro.

No presente estudo, o teste de sensibilidade #dm@na também se mostrou
como um importante fator na diferenciacdo entrasotados de origem animal em
relacdo aos de origem humana, com um percentub@®a% (24/36) de resisténcia
dos isolados de origem animal, enquanto os isolddasrigem humana apresentaram-
se com 98% (49/50) de resisténcia. Esses dadoshtmmh para o alinhamento das
caracteristicas dos isolados de EGB estudados ontilzados por Finch; Martin
(1984) para diferenciar as populacdes microbianagepientes de animais e humanas.
Nos estudos referidos acima, 61 isolados de origeimal apresentaram indices de
8,2% de resisténcia a bacitracina e os 163 isolatbbsorigem humana 94,5%,
subsidiando a aplicacdo desse parametro na difagéacentre essas subpopulacdes de
EGB. Ainda em relacéo a sensibilidade de amoseds@B a bacitracina, Duarte et al.
(2004) descreveram um percentual de 48,2% deé@asiata bacitracina em 85 isolados
de animais. Assim, o conjunto desses dados peaniitgercdo dos resultados da analise
desse fendtipo no presente estudo, em um intedeal@riacao de indices de resisténcia
a bacitracina para as amostrasSdagalactiagsoladas de material bovino entre 8,2% e
66,67%.

No processo de triagem também se verificou que strguatro entre as dez
amostras animais com perfil fenotipico fldemolise apresentaram sensibilidade a
bacitracina, acentuando a importancia da combinalgsses dois parametros na
caracterizacdo de amostras de EGB. Nesse sentieke famportante registrar que nos
estudos de Duarte et al. (2004) esses dois femdtippnaram-se muito importantes para
classificar as amostras daquele estudo em bidtipaarte et al. (2004) definiram como

os mais frequentes bibtipos regionais, amostras EEB animais que
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caracteristicamente sdo sensiveis a acdo antimaceplda bacitracina, contudo nao
apresentavam um perfil de atividade hemolitica igo . Apesar das variacbes
fenotipicas observadas entre os isolados de huneaboginos, a identificacdo de todas
essas amostras, como estreptococos do grupo Bgcdofirmada por teste de

sorogrupagem pelo método de Lancefield.

4.2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos sblados de Streptococcus

agalactiae

O perfil de suscetibilidade dos isolados de EGB dmws e animais frente a
diferentes agentes antimicrobianos pela técnicdistm de difusdo estdo representados
na tabela 02. Esses testes foram ensaiados inmadid@ apos a definicdo da identidade

dos mesmos, por fenotipagem e sorologia.

Tabela 02. Perfil de resisténcia dos isolados de EGB a ditese antibidticos pela
técnica de disco de difuséo.

Percentual de Resisténcia %

Isolados Animal Isolados Humanos
Antibidticos Leite Sangue Urina  Secrecdes Total
(n=36) (n=4) (n=18) (n=28) (n=50)
Tetraciclina 91,7 100 94,44 100 98,00
(33/36) (17/18) (49/50)
Eritromicina 16,67 0 5,56 7,14 6
(6/36) (1/18) (2/28) (3/50)
Azitromicina 13,89 0 0 3,57 2
(5/36) (1/28) (1/50)
Penicilina 0 0 0 0 0
Cefotaxima 0 0 0 0 0
Cefoxitina 30,56 0 0 25 14
(11/36) (7/28) (7/50)
Clindamicina 22,22 0 0 0 0
(8/36)
Novobiocina 100 100 100 100 100
Vancomicina 0 0 0 0 0
Sulfametoxazol 91,67 50 100 96,4 94
(33/36) (2/4) (27/28) (47/50)
Gentamicina 72,22 100 100 100 100
(26/36)
Ciprofloxacina 13,89 0 0 3,57 2
(5/36) (1/28) (1/50)
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Nessa tabela, a disposicao dos resultados foi izagano sentido de ressaltar o
perfil de resisténcia a tetraciclina e utiliza-lonwm referéncia para a analise do
comportamento de EGB frente a outros antimicrolsaime forma particular, o perfil
de resisténcia das amostras de EGB a tetracicepetita interesse em relacdo a alta
freqiiéncia que esse fendtipo é segregado em asdoaa de resisténcia a eritromicina
(DUARTE et al., 2005).

Figura 01. Método de difusdo em disco. A linha demor.stralo ta sensibilidade (S)
avaliado em milimetros (mm), e, pode-se observarescimento bacteriano ao redor
dos discos de antibiéticos (R).

Nesse contexto, observa-se que a resisténciaracitéiha é um fenotipo
presente em 82 dentre os 86 isolados de EGB amhadispela técnica de disco de
difuséo, e corresponde a 95,35% do conjunto decesps clinicos de origem bovina e
humana. Duarte et al. (2004), dentro de uma camjamegional comum, e aplicando
procedimentos equivalentes registraram a resistém@sse antimicrobiano em 44,7%
de 85 isolados. Contudo, ano subsequente, a megrnpeale pesquisadores descreveu
a resisténcia a tetraciclina como uma caractegist@mum entre os 189 isolados de
origem humana e animal, analisados na mesma parteegido sudeste do Brasil
(DUARTE et al., 2005). Dogan et al. (2005), relataro fenotipo de resisténcia a
tetraciclina em 84,6% para 52 isolados de EGB géames clinicos humanos e 14.5%
para os 5 isolados de origem bovina. Na sequ&cipresentacdo dos resultados do

presente estudo, novas abordagens sobre o perisagéncia dos EGB a tetraciclina
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serdo apresentadas e aspectos diferenciados @esdgd retornardo ao foco dessa
discusséo.

Na tabela 02, a novobiocina apresentou um perdedéud00% de resisténcia
dos EGB aos antimicrobianos, uma vez que todosalados testados apresentaram
resisténcia a esse farmaco. Por outro lado, aipeajca cefotaxima e a vancomicina
aparecem como farmacos com absoluta eficiéncienamtibiana por conta de que ndo
houve qualquer isolado apresentando perfil detéegim frente a estes farmacos. Esses
resultados corroboram, de forma pratica, o concédoque os3-lactamicos ainda
constituem a opcéao profilatica e terapéutica ad#ayera infeccdes por EGB, dada a
observacdo de que a resisténcia a esses antinaicogbndo emergiu entre amostras de
S. agalactiae Algum nivel de tolerancia adslactamicos pelos EGB tem motivado
alguma apreenséo relacionada a eficiéncia dessedineento. Na Espanha (BETRIU
et al., 1994), foram descritos indices de 10% alerdncia aos3-lactamicos na
avaliacao de 100 isolados de origem humana, enyugue Azavedo et al. (2001)
relataram a presenca de um isolado Sleagalactiaeresponsével por septicemia
neonatal com fenotipo de tolerancia a penicilinaee®79 isolados de origem humana
analisados no Canada. Pode se considerar queobssagacoes tiveram uma expansao
geogréafica nos estudos de Hsueh et al. (2001) glstaram indices de 6% de
resisténcia em 266 isolados humanos em Taiwars Bdtados Unidos, Simdes et al.
(2004) descreveram indices de 15,4% e 17,3%, ragpeente, para tolerancia a
penicilina e ampicilina em um universo de 52 anasstie EGB.

No entanto, a condicdo de sensibilidade irrestitpenicilina observada no
presente trabalho é corroborada por varios estaddsngo dos ultimos dez anos. A
prevaléncia dessa condicdo de forma homogénegfaieta pode ser constatada com
a observacdo de que na América do Norte, Fernaetdet. (1998) relataram essa
unanimidade em 229 isolados de EGB a partir decasp8 clinicos humanos nos
Estados Unidos, que foi reafirmada por Azavedd. €2@01) ao avaliar 279 isolados de
origem canadense. Na Europa, o panorama de absansibilidade de amostras de
EGB aos penicilamicos ganha suporte, sequenciaéments estudos de Mouy et al.
(2001) com 126 isolados analisados, Poyart etaah am elevado nimero de 664
isolados na Franca em 2003, e Betriu et al. (2@M)um estudo envolvendo 88
isolados.

Os estudos de Matsubara et al. (2001) envolveraltalise de 212 isolados de

origem humana no Japédo, em um periodo de 15 aro#/eino e Anderson (2003)
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avaliando 177 isolados na Nova Zelandia e de Zérad €2006) que analisaram 512
isolados de vérias partes do continente asiatmufjrmmam a distribuicdo desse padréo
de sensibilidade dos EGB a acao dbtactamicos pelo mundo. Estudos realizados em
54 isolados a patrtir do leite bovino na AlemanhaMerl et al. em 2003 e 89 isolados
por Duarte et al. (2004) no Brasil, subsidiam &eséo desse padrao de sensibilidade a
penicilina aos isolados de origem animal.

O perfil de resisténcia dos EGB as cefalosporitatse(a 02) esta contemplado
no presente estudo através dos valores associacei®taxima e a cefoxitina. Nesse
quadro, a cefotaxima mostrou-se como um antimiarabipara o qual nao foi
observado qualquer indicio de resisténcia peldadses de EGB de origem bovina ou
humana, esse resultado se alinha com os estudoeg#m et al. (2005) que relataram
100% de sensibilidade as cefalosporinas em 83dgslAovinos d&. agalactiaee 52
humanos. Apenas uma excecao a esse perfil foitn@gdgsnos estudos de Hsueh et al.
(2001), que identificaram 1% de resisténcia en6 Bolados de EGB de origem
humana em Taiwan. Contudo a sensibilidade plensedanicrorganismos a cefotaxima
€ corroborada em pelo menos trés oportunidadesuBstal. em 1994 ao avaliar 100
isolados, Fernandez et al. em 1998 ao avaliar 2@@ddos e Matsubara em 2001 ao
avaliar 212 isolados. O perfil de resisténcia destrado pelas amostras de EGB a
cefoxitina no presente estudo se apresentou deafdifarenciada entre os isolados de
origem bovina e humana, com indices respectivameat80,56 % (11/36) e 14%
(7/50). Entre os isolados de origem humana verdEe que os indices mais
significativos de resisténcia estdo associadossatedos a partir de secrecdes vaginais,
e entre eles, 25% (7/28) apresentaram-se comdemsis e constituiram a base do
perfil de resisténcia demonstrado por esta subpgpalde EGBBetriu et al. em 1994,
ja evidenciavam a diversidade do perfil de senddule de EGB frente a diferentes
cefalosporinas, destacando-se a cefotaxima conmico tarmaco do grupo para o qual
esses microrganismos demonstravam plena sensdl@lidaEntretanto, nos estudos
conduzidos por Werno e Anderson (2003) nao foidatia resisténcia nos 177 isolados
avaliados frente a ceftriaxona na Nova Zelandiaytrepondo com os resultados
relatados por Simdes et al. (2004), onde foi deatlectum percentual de 15,4% de
resisténcia em 52 isolados analisados nos Estadim®4) tais dados demonstram que
essa questao ainda nao teve sua definigao.

A plena suscetibilidade dda. agalactiaea vancomicina como descrito (tabela

02) é uma conotacdo comum entre varios estudosasdasibilidade das amostras de
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EGB a esse antimicrobiano é avaliada, e se aliahmaadistribuicdo em nivel mundial
da sensibilidade desses microrganismos fazctamicos. A suscetibilidade absoluta
dos EGB a vancomicina € um evento disseminado pfesentes continentes. Os
estudos descritos de Fernandez et al. (1998) end@eS et al(2004) que analisaram
225 e 52 isolados, respectivamente, confirmam essaséncias nas Ameéricas. Esses
nimeros, ao serem associados aos estudos na Edgipae Oceania, descritos na
sequéncia: Poyart et al. avaliando 664 isolados2@@8; Betriu et al. avaliando 100
isolados em 2004; Matsubara et al. avaliando 2dladss em 2001; Werno e Anderson
avaliando 177 isolados em 2003; e Hsueh et al.izendd 266 isolados em 2006,
constituem um universo de 1696 isolados de EGB isatlls sem qualquer
manifestacéo de resisténcia a vancomicina.

Quanto ao perfil de resisténcia ddsagalactiaeas sulfonamidas neste trabalho,
foi detectada uma equivaléncia entre percentuaisedisténcia observados para o0s
isolados de origem bovina com 91,67% e de origemama com 94%. E perceptivel
entre os isolados de origem humana, uma signieatiscrepancia entre o percentual
de 50% de resisténcia verificada entre os isola@gosangue em relacdo aos obtidos a
partir de secrecdo vaginal e de urina. Entretassa discrepancia ndo comprometeu a
formacdo do percentual global de resisténcia dessdgpopulacdo de EGB a
sulfonamida em razdo da baixa relacéo entre osdssla partir de sangue e os obtidos
a partir de secrecdes vaginais e urina . Esselia@ss se contrapdem aos resultados
por D’Oliveira (2002), que registrou um percentdal 35,9% em 33 isolados de EGB
pesquisados, e de forma mais significativa aosridescna Europa, por Betriet al.
(1994) ao avaliar 100 isolados de origem humananalat 1% e por Mouy et al. (2001)
que relatou percentuais de resisténcia de 10,4801 24 isolados avaliados.

Foi possivel detectar um comportamento predominanée resistente a
gentamicina, tanto para os isolados de origem laoguanto humana, com percentuais
de 72,22% (26/36) e 100%, respectivamente. Dogamn. ¢2@05) também registraram
resultados semelhantes ao avaliarem isolados denorhumana e bovina, relatando
respectivos percentuais de 100% e 91,6% de regmsténCorroborando
com os trabalhos ja citados de Betriu et al. (1@9%0atsubara et al. (2001).

Foram obtidos percentuais semelhantes frente @aofzitina, um macrolideo, e
a ciprofloxacina, uma quinolona, para isolados dmem bovina ou humana,
respectivamente, 13,89% (5/36) e 2% (1/50). Em an#zsituacdes, os indices de

resisténcia para os isolados humanos, estiveragentrados entre os obtidos a partir
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de secrecdes vaginais. Nesses isolados, o perfésigténcia a esses antibidticos teve
suas taxas mantidas em 3,57% (1/28).

A partir das informacdes apresentadas (tabeladd@esempenho das amostras
de EGB frente a eritromicina e clindamicina pode &ealiado em funcdo de dois
aspectos importantes. A principio, essas perforesamuerecem ser analisadas em
conjunto pelo fato da eritromicina e clindamicieg@nesentarem a primeira alternativa
como quimioprofilaxia na prevencédo de infeccOesnats por EGB, nos casos de
intolerancia medicamentosa adslactamicos e por serem reconhecidos como
antimicrobianos para os quais tém sido divulgaddgés crescentes de resisténcia por
parte desses microrganismos (BOTH et al.,, 2005ss&lesentido verifica-se que 0s
indices de resisténcia a esses antibiéticos s&® anantuados entre isolados de origem
bovina, 16,67% (6/36) para eritromicina e 22,2293§3 para clindamicina, enquanto
gque apenas 6% (3/50) dos isolados de materiatolimimano apresentaram resisténcia
a eritromicina, ndo se observando resisténciandantnicina entre eles.

Esse mesmo padrdo de distribuicdo de resisténciaerittomicina entre
subpopulacdes de EGB de origem humana e bovinab&ervado por Duarte et al.
(2005), que registraram respectivamente, indice23d&6 em 38 isolados analisados e
4,6% em um total de 151, na mesma regido geogrddisamostras usadas no presente
estudo. Entretanto, nessas duas ocasides osaoEsilobtidos sdo conflitantes aos
observados por Dogan et al. (2005) nos Estadosognahde o indice de resisténcia a
eritromicina foi de 26,9% para 52 isolados de aonigeumana e 3,6% para 83 isolados
de origem bovina. Nesse mesmo estudo, verificoguse o perfil de resisténcia nos
isolados de origem bovina a clindamicina foi d&4,,@nquanto que para os de origem
humana, o indice foi de 3,6%, diferenciando-osresolaneira, aos observados na tabela
02.

A polémica nesse aspecto torna-se ainda mais aceEntjuando se verifica que
os indices de resisténcia a eritromicina, nos d@slade origem humana obtidos em
Taiwan por Huseh et al. (2001), atingiram 46,62%apama amostragem de 266
isolados. Para a resisténcia a clindamicina, @éndbservado foi de 39,9%. Esses
pesquisadores também registraram uma evolucaadiae ide resisténcia a eritromicina
de 19% em 1994, para 46% em 2000, e de 18% paraeBv#%lacdo a clindamicina no
mesmo periodo. Esses dados sdo resultados de udo estvolvendo 978 isolados e,
passou a ser um importante argumento para a c@wokg alguns autores da evolucao

dos indices de resisténcia dos EGB aos macrol&@laadindamicina.
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Contudo, esses indices alarmantes de resistérgimawmolideos e clindamicina
nao tém sido confirmados por outros grupos de pesdores e podem ter uma
conotacdo apenas geografica e limitada. Todavigeséica que, a distribuicdo das
amostras resistentes de EGB a eritromicina e daniiicina entre os varios continentes
nao parece obedecer a um padrdo comum, e apresgidigdes associadas a condicdes
especificas. Na América do Norte, verifica-se gaéndices de resisténcia das amostras
humanas de EGB a eritromicina estao distribuidogleis niveis. O menor nivel pode
ser exemplificado como os observados por Fernaetled. (1998) ao avaliar 229
isolados, no estado do Texas/EUA e Azavedo eR@D1) ao avaliar 178 isolados no
Canada, obtendo percentuais de 7,4% e 8%, respeeite. Em um patamar mais
alto, podem ser identificados os resultados de dtieet al. (2004), ao avaliar 200
isolados, Simdes et al. (2004), ao avaliar 52 tkidae Dogan et al. (2005) que
revelaram percentuais respectivamente, de 22%, B5%6,9% de resisténcia a
eritromicina por isolados regionais de EGB de ogngkumana em trés diferentes
estados americanos, Massachusetts, Texas e Noka Yam relacdo ao padrao de
resisténcia dos isolados 8eagalactiaea clindamicina na América do Norte, verificou-
-se que com excecdo dos estudos de Simdes (@084)onde percentuais de 19,2%
foram relatados, os demais acima citados mantiveexoentuais entre 3,4% e 6,0%.

Na Europa, os percentuais de resisténcia a eritome clindamicina também
tem apresentado flutuacbes sazonais e geograftzagspanha Betriu et al. (2003)
descreveram a evolucao desses percentuais entte e4,8,02% para eritromicina e
entre 0,8% e 12,8% para clindamicina com base erastando no periodo entre 1992 e
2001, envolvendo 1462 isolados de EGB de origemamam Em um levantamento
posterior, e com uma abrangéncia equivalente, Muarirat al. (2005) relataram
percentuais de 11,02% resistentes a eritromicirsaid1 isolados d&. agalactiae
analisados. Na Francga, Mouy et al. (2001) avaliatafisolados e Poyart et al. (2003)
avaliaram 664 isolados, detectando 21,4% e 15,4%eslsténcia a eritromicina e
17,5% e 10,6% a clindamicina, respectivamente. #gr@ando uma menor variacao
entre eles, quando comparados aos indices detestadéspanha.

Entre alguns paises ou regibes orientais, tambénvedéica uma grande
variacdo nos percentuais de resisténcia, nos s®ladmanos de EGB a eritromicina e
clindamicina. No Japé&o, os registros de Matsubéaral.e(2001) indicam que esses
indices sejam relativamente baixos, 3% para eritiom e 1% para clindamicina, em

um estudo envolvendo 212 isolados. No entantovédrdo estudo de Zeng et al. (2006)
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pode se verificar importantes diferencas nos pé&wneende resisténcia de EGB a esses
antimicrobianos, entre132 amostras isoladas em Komg, 118 na Coréia do Sul e 76
na Australia. Nessa sequéncia observam-se pertea@i24%, 11% e 7% de isolados
resistentes a eritromicina e 12%, 15% e 3% detéesi® a clindamicina. Nessa
relacdo, destacam-se as baixas taxas observadasusigelia, que supostamente
estariam relacionadas ao seu isolamento geografcops expressivos indices
observados em Honk Kong. Diferentemente das coadi@nteriormente descritas,
observa-se uma inversdo entre os valores das td®ammostras resistentes a
eritromicina e clindamicina detectadas na CoréiaSid, um cenario similar ao
observado entre as amostras de origem bovina esfisgo. Na Nova Zelandia, outra
regido caracterizada por um isolamento geografesiydos recentes de Werno;
Anderson, (2003), Malbruny et al. (2004) e Zen@le{(2006) também indicaram uma
prevaléncia dos indices de resisténcia a clindamiem relacdo aos da eritromicina
entre as amostras humanas de EGB isoladas no pefiadindices de resisténcia a
clindamicina variaram entre 11% e 16% enquanto @sentuais de resisténcia a
eritromicina se mantiveram entre 6% e 11%, um niwel pouco superior aos
observados na Australia.

De uma forma geral, os dados da tali#aapontam a possibilidade de que a
caracterizagdo dos fenotipos de resisténcia a slglms antimicrobianos testados,
tetraciclina, sulfametoxazol, gentamicina, cefawti eritromicina, clindamicina,
azitromicina e ciprofloxacina pode representar urf@ma de diferenciar
fenotipicamente amostras de EGB de origem animdiwnana. No grafico 01 estédo
relacionados os dados que sugerem essa possibilidach o objetivo de destacar as
variacbes entre os indices de resisténcia antibiama observados nas amostras
animais e humanas.

Os dados observados no gréfico evidenciam gquesiaténcia antimicrobiana
prevalece nos isolados de animais em relacdo dmosta partir de espécimes clinicos
humanos. No presente estudo, verifica-se que &g@as ocorrem principalmente onde
se detecta os maiores indices de resisténcia amindna, a exemplo da tetraciclina,
sulfametoxazol e gentamicina.

No grafico também se destaca a regido que apresemarcentuais de resisténcia
a cefoxitina, eritromicina, clindamicina, azitronma e ciprofloxacina que se
caracterizgor ter os indices de resisténcia dos isoladosbseyredominantes sobre os

isolados humanos.
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Grafico 01. Perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana dogados de EGB de leite
bovino e espécimes clinicos humanos.
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4.3. Caracterizacdo dos isolados dgtreptococcus agalactiaeom base no perfil de
resisténcia a tetraciclina e ao fenétipo ML&

Na tabela 03, estdo representados os resultadasafiacdo da resisténcia dos
isolados de EGB usados neste trabalho frente aetradiclina, pelo método da
concentracdo minima inibitéria. Esse procediméoit@aplicado para estabelecer bases
comparativas entre nossas observactes e dadosnaddos por literatura especifica, e
como etapa inicial, para caracterizar as amostesS.dagalactiaeusando como

parametros a resisténcia a oxitetraciclina e assgdio do fendtipo MLsS

Tabela 03. Perfil de resisténcia de amostras de EGB a tetia&i pela técnica da
concentracdo minima inibitéria.

Perfil de Resisténcia a oxitetracilina (%) MIC >08 ug/mL

Isolados Animal Isolados Humanos
Técnica Leite Sangue Urina  Secrecbes Total
(n=36) (n=4) (n=18) (n=28) (n=50)
Microdiluicao 77,8 75 88,9 100 94
em agar (28/36) (3/4) (16/18) (47/50)
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Os indices descritos nessa tabela diferem dos \@ukes como resultado da
aplicacao da técnica de disco de difusdo, espemémo percentual de resisténcia dos
isolados de origem bovina e dos isolados a padirudna humana. Nos isolados
bovinos o percentual de resisténcia retraiu de 991(33/36) para 77,8% (28/36),
enquanto os isolados de urina humana a diferericdef®4.4% (17/18) para 88,9%
(16/18). Contudo, mesmo com a retracdo dos indibservados pela aplicacdo da
técnica do MIC, verifica-se que o perfil global desisténcia a oxitetraciclina dos
isolados de origem humana nesse trabalho mantéemseim patamar superior a
maioria das amostras estudadas por outros autolesagjicaram a mesma técnica.
Fernandez et al., (1998) registraram indices de @dY%avaliar a resisténcia a esse
antimicrobiano de 229 isolados de EGB a partirgpgeimes clinicos similares.

Na Europa, registrou-se 64% em um estudo avalididdbisolados na Franca
(POYART et al., 2003) e 32% para 205 isolados mmbisa (BETRIU et al., 2004). No
Japao, observaram-se indices de 26% de resist&meieaciclina entre 212 isolados de
EGB humanos (MATSUBARA et al., 2001).

No presente trabalho destacou-se o fato de quesoteslos de EGB avaliados
como resistentes a tetraciclina também manifestagarsténcia a eritromicina.

Na tabela 04 esta relacionado o resultidpesquisa do fendtipo de resisténcia
aos macrolideos pelo método do duplo disco dosadssl de EGB resistentes a

eritromicina.

Tabela 04. Caracterizacdo do fenotipo MgSem isolados de EGB através do
estabelecimento do padrédo de resisténcia aos rtlmelpela técnica de difusdo pelo
método do duplo disco.

Perfil de Resisténcia aos Macrolideos (%)
(2 ug de clindamicina e 15 pg de eritromicina )

Fendtipo de Isolados Animal Isolados Humanos
Resisténcia Leite Sangue Urina  Secrecbes Total
(n=36) (n=4) (n=18) (n=28) (n=50)
cMLSg 13,89
(5/36) ) ) ) )
M 2,78 5,56 7,14 6
(1/36) ] (1/18) (2/28) (3/50)
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No universo dos isolados estudados neste trabaffemas nove mostraram-se
resistentes a eritromicina, correspondendo a 10,d@%onjunto analisado, das quais
seis foram isolados a partir de leite bovino e fokam obtidos a partir de material
humano. Dentro desse limite, verificou-se quermtipo cMLS prevaleceu entre os
isolados bovinos com cinco amostras, e apenas uagtije M, que representaram
respectivamente 13,89% (5/36) e 2,78% (1/36) djuotm de origem animal. Entre os
isolados de origem bovina,fenétipo cMLS correspondeu a 83,33% (5/6) e o fendtipo
M, 16,67%.

Nesses resultados, o fenotipo M foi o Unico dethxt&ntre os trés isolados
humanos resistentes a eritromicina submetidossée d® duplo disco.

Na caracterizagé@o dos isolados resistentes arerdire, em relagdo ao fendtipo
MLSg, 0 presente trabalho pode ser correlacionado cerastudos de Duarte et al.
(2005), que ao investigarem em circunstancias $emtds 189 isolados de EGB, 38
bovinos e 151 humanos, obtiveram 16 isolados, &6%onjunto analisado, resistentes
a eritromicina.

Verifica-se como atributo comum a ambos os estugos,todas as amostras
resistentes a eritromicina também se mostraramatéeifas a acao antimicrobiana da
tetraciclina. Verifica-se ainda que as taxas déstéwia a eritromicina de 23,7% e
4,6%, respectivamente para os isolados bovinosrahos observados anteriormente,
nao se diferenciam de forma acentuada no presabtho.

Diferentes estudos oferecem a oportunidade de sfcae uma distribuicdo
geogréfica variada dos fenotipos ML.®m S. agalactiaede origem humana. Na
América do Norte, ha registros de estudos ondenétif IMLS; predomina com
47,7% seguido por cMLlgScom 27,3%, e o fendtipo M com 25% (HEELAN et al.,
2004). Na Europa, verificou-se um predominio dedfgo cMLSg com taxas entre
53,7% ao ser avaliado em 54 isolados, (CULEBRAS&.eP002) e 70,4% na avaliacdo
de 27 isolados (MOUY et al., 2001) sobre o iIML&m indices 22,2% com 0 mesmo
namero de isolados avaliados (MOUY et al., 200By% (CULEBRAS et al., 2002)
em 54 isolados e finalmente o fenétipo M com peraan entre 3,9% em 156 isolados
avaliados, (BETRIU et al., 2003) e 9,3% na avabagé 54 isolados, (CULEBRAS et
al., 2002). No oriente, também se verificou um pmathio dos fenétipos cMLgsentre
as amostras d8. agalactiaeresistentes a tetraciclina isoladas a partir ge@mes
clinicos humanos, que apresentaram indices enig858m 512 isolados (ZENG et
al., 2006) e 85,5% em 266 isolados, (HSUEH et2@l01). Para essa parte do mundo,
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0s estudos acima registraram o fendtipo iML&m percentuais de 0,8% (HSUEH et
al) e 14,9% (ZENG et al.,, 2006). Na mesma seqaémn@rifica-se que as taxas do
fen6tipo M mantiveram-se entre 13,7% e 26,9%, e ptetam uma relacdo de

percentuais que ndo apresentam uma correlacadonelara definida, com os resultados

obtidos no presente estudo.

4.4. Caracterizacao genotipica dos isolados &e agalactiaeatravés da deteccdo dos

genes de resisténcia a tetraciclina pela técnica B€R

O resultado da aplicacdo da técnica dB P@ra identificar sequéncias tipicas
dos geneset(K), tet(L), tet(M) e tet(O) mostra a amplificacdo de fragmentos de DNA
de 1.159 pb, 1.077 pb, 1.892 pb, 1.723 pb, res@enente. As figuras 02 e 03
exemplificam os resultados e a tabela 05 a freqéé&tas caracteristicas genotipicas de

resisténcia a tetraciclina entre os isolados de E€8&dados. .

1.892 pb

Figura 02. Eletroforese em gel de agarose dos produtos @gdee de PCR para
amplificacdo do gene&et(M). 1. Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen), 2.rdoole
positivo para o genet(M), 3 a 12. isolados de. agalactiagl3. controle negativo.
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1.723pb

Figura 03. Eletroforese em gel de agarose dos produtos dedee de PCR para
amplificacdo do gene&et(O). 1. Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen), 2.ntmle
positivo para o genef(O), 3 e 4. isolados d&. agalactiags. controle negativo.

Tabela 05.Distribuicdo de caracteristicas genotipicas distéwia a tetraciclina entre
os isolados de EGB estudados.

Numero de Amplificacdes por Grupo de Amostras Asaalas %

Isolados Animal Isolados Humanos
Genes Leite Sangue Urina Secregdes Total
(n=36) (n=4) (n=18) (n=28) (n=50)
tet(M) 13,9 25 11 14,3 14
(5/36) (2/4) (2/18) (4/28) (7/50)
tet(O) 30,6 16,7 7 10
(11/36) ) (3/18) (2/28) (5/50)
tet(K) - - - - -
tet(L) - - - - -

Nesses resultados, verifica-se a principie apenas sequéncias dos genes de
resisténciatet(M) e tet(O) foram amplificadas, fato que indica uma prenai@ de
mecanismos de protecao ribossomal, sobre os paxesvolvendo bombas de efluxo,
associados as membranas da célula microbiana. &mgrepo de isolados a partir de
leite bovino, evidencia-se um predominio de anudifdes de sequéncias de

oligonucleotideos do gertet{O) em relacdo as det(M). Destaca-se também o fato
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que entre os cinco isolados bovinos que apresemtaeqiéncias déet(M), trés
também apresentaram resultados positivos parsanga deet(O).

Em relacdo aos isolados humanos, verifica-se queehoma pequena diferenca
entre as amplificacbes das sequéncias identificadaso gendet(M) do que com o
tet(O). Nesse grupo, também foi verificado que uniaeeas amostras positivas para
PCR de sequéncia de genes de resisténcia a thmac@apresentou duplicidade de
amplificacdo de oligonucleotideos, caracteristietet{M) e tet(O).

O percentual de amplificacdo de sequéncias do teifM) sdo equivalentes
entre os grupos de isolados de origem bovina e hayaspectivamente 13,9% (5/36)
e 14% (7/50). Entretanto, quando se refere a aicgajfio de seqiéncias do géei€O),

a relacdo entre esses indices é amplamente fala@ggupo das amostras de origem
bovina em comparacao as humanas, com percentud;&fé (11/36) e 10% (5/50).

Os resultados obtidos no presente trabalho seaatirdom os estudos de Duarte
et al. (2005) e Dogan et al. (2005), uma vez gese®autores ja se referiam a forma
diferenciada como o gendtipo de resisténcia adietida se manifestava entre isolados
de origem bovina e humana. Esses trabalhos, bero nossos estudos, indicam que os
genestet(M) predominam entre os isolados de origem humanguanto os genes
tet(O) prevalecem no grupo de isolados de origem f@ovinDogan et al. (2005),
registraram que 83,33% dos isolados de EGB bovesisdados e resistentes a
tetraciclina, carreavam gendst(O) em seu genoma, enquanto que os isolados
resistentes a tetraciclina de material clinico humaa identificacdo de sequéncias de
genestet(M) foi unanime. Da mesma forma, Duarte et al. @0dentificaram o gene
tet(O) em 71,06% (27/38) dos isolados resistentestractelina no grupo bovino,
enquanto que 92,1% (139/151) dos isolados do dgnuptano analisados, apresentavam
sequéncias identificadas estruturalmente com o tggiM) em seus genomas.

Esses eventos indicam que entre grupoS.dagalactiaea forma diferenciada
com que o0s genes de resisténcia a tetraciclinaegfiegados, especialmetaM) e tet
(O), podem representar um marcador genético immertpara a caracterizacdo de
populacdes biologicamente definidas desses mian@g@s. Diferentes estudos
envolvendo a caracterizacdo de isolados de EGBartir ple espécimes clinicos
humanos, e que sistematicamente demonstraram algmela da deteccéo det(M),
sobre os demais genes de resisténcia a tetraciofifteicam essa possibilidade. Dessa
forma, os estudos onde se relata a supremaciaedosnpuais de amostras resistentes a

tetraciclina que carreiam sequéncias gendmicas atives contet(M) em relacdo aos
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demais genes, a exemplo de Culebras et al. (2695% (31/47 isolados), Poyart et al.
(2003), 83% (78/94 isolados) e Zeng et al. (20083,2% (426/512) também
contribuem para corroborar os resultados desa@itivsa.
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5. CONCLUSOES

A manifestacdo de caracteristicas fenotipicas dersilas padrdo dentro do esquema de
identificacdo deStreptococcus agalactiaeomo a atividade hemolitica e resisténcia a
bacitracina, diferem significativamente entre pagéies microbianas de origem animal

e humana corroborando com os dados da literatura.

A observacdo de alta frequéncia do fendtipo destéstia a tetraciclina entre os
isolados de EGB bovinos e humanos, desperta isieresaponta a necessidade de

monitoramento desse evento.

De modo geral, detectou-se um perfil de resistéaaitmicrobiana prevalente nos
isolados de animais em relacdo as obtidas a pietiespécimes clinicos humanos

corroborando com os dados da literatura.

A forma diferenciada como os genes de resisténctatraciclina sdo segregados,
especialmentéetM) e tet (O), pode representar um marcador genético immpierfaara
a caracterizacdo complementar de populagbes hialoginte definidas desses

microrganismos.
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