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RESUMO

BIANCA DE LIMA MORAIS

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE Streptococcus agalactiae ISOLADOS
DE QUADROS CLINICOS DE INFECCAO URINARIA

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza
Coorientador: Ana Caroline Nunes Botelho

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Godes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no RCS
Trabalho de Concluséo de Curso.

A espécie Streptococcus agalactiae (“group B Streptococcus”, GBS) coloniza as
mucosas de seres humanos, principalmente as do trato intestinal e genitourinario, de forma
assintomatica e, eventualmente, pode causar infec¢des em adultos. A infeccéo do trato urinario
(ITU) é comum, podendo ocorrer em todas as idades. Individuos do sexo feminino sdo mais
acometidos pela infeccdo por via ascendente quando comparados aos individuos de sexo
masculino. Em gestantes, a ITU pode levar a complicacdes como parto prematuro. Em criangas,
0s sintomas podem ser menos especificos como irritabilidade, perda do apetite, dor ao urinar,
febre baixa, entre outros. A capsula polissacaridica € considerada o principal atributo de
viruléncia, além de permitir a divisdo da espécie em 10 tipos sorolégicos. O tratamento das
infeccbes causadas por GBS é realizado através da administracdo de antibidticos beta
lactdmicos ou, em caso de alergia, com macrolideos, lincosamidas ou quinolonas. O objetivo
do presente estudo foi caracterizar amostras de GBS isoladas de material clinico (urina) obtido
de adultos ndo gestantes no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2022 no Rio de Janeiro,
segundo solicitacdo do médico assistente, em laboratérios de analises clinicas, e cedidas
posteriormente para a pesquisa no Laboratério de Investigacdo em Microbiologia Médica
(LIMM) do IMPG-UFRJ. As amostras foram conservadas em caldo BHI (20% de glicerol) em
freezer a -20°C e submetidas a testes fenotipicos de identificacdo. A técnica de MALDI-TOF
também foi realizada para fins de confirmacdo da identificagio das amostras. A
susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada através da técnica de disco-difusao,

seguindo as recomendagfes do CLSI. O tipo soroldgico foi determinado por aglutinagdo em
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latex. Um total de 37 amostras foram incluidas neste estudo e todas foram confirmadas como
pertencentes a espécie S. agalactiae, tanto pelas técnicas convencionais como por MALDI-
TOF. Todas as amostras apresentaram susceptibilidade a penicilina e a vancomicina. No
entanto, 27% (10) das amostras apresentaram-se resistentes a eritromicina, 8,1% (3) foram
resistentes a clindamicina e levofloxacina e 75,7% (28) foram resistentes a tetraciclina. Os
sorotipos mais encontrados foram V (37,8%), seguido do la e 11 (19% cada), 111 (10,8%), 1X
(8%), Ib e IV (2,7% cada). Os resultados obtidos neste estudo permitiram a obtencdo de
informacdes sobre amostras de GBS isoladas de quadros de ITU, cujos dados sdo escassos no

Brasil.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, sorotipos, resisténcia, infeccdo urinaria.



ABSTRACT
BIANCA DE LIMA MORAIS

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE Streptococcus agalactiae ISOLADOS
DE QUADROS CLINICOS DE INFECCAO URINARIA

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza
Coorientador: Ana Caroline Nunes Botelho

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencao
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no RCS
Trabalho de Concluséo de Curso.

Streptococcus agalactiae (“group B Streptococcus”, GBS) colonizes the mucous
membranes of human beings, mainly those of the intestinal and genitourinary tracts, in an
asymptomatic way and, eventually, can cause infections in adults. Urinary tract infection (UTI)
iIs common and can occur at all ages. Female individuals are more affected by ascending
infection when compared to male individuals. In pregnant women, UTI can lead to
complications such as premature birth. In children, symptoms may be less specific, such as
irritability, loss of appetite, painful urination, low fever, among others. The polysaccharide
capsule is considered the main attribute of virulence, in addition to allowing the division of the
species into 10 serological types. Treatment of infections caused by GBS is carried out by
administering beta-lactam antibiotics or, in case of allergy, with macrolides, lincosamides or
quinolones. The aim of the present study was to characterize GBS isolated from clinical
material (urine) obtained from non-pregnant adults, at the request of the attending physician, in
clinical analysis laboratories, and later transferred for research at the Laboratory of
Investigation in Medical Microbiology (LIMM) from IMPG-UFRJ. The isolates were
preserved in BHI broth (20% glycerol) in a -20°C freezer and submitted to phenotypic
identification tests. The MALDI-TOF technique was also performed to confirm isolates
identification. Antimicrobial susceptibility was determined using the disk-diffusion technique,
following CLSI recommendations. The serological type was determined by latex agglutination.
A total of 37 isolates were included in this study and all were confirmed as belonging to the S.

agalactiae species, both by conventional techniques and by MALDI-TOF. All isolates showed



susceptibility to penicillin and vancomycin. However, 27% (10) of the isolates were resistant
to erythromycin, 8.1% (3) were resistant to clindamycin and levofloxacin and 75.7% (28) were
resistant to tetracycline. The most common serotypes were V (37.8%), followed by la and II
(19% each), 111 (10.8%), IX (8%), Ib and IV (2.7% each). The results obtained in this study will
allow obtaining information of GBS isolated from UTI cases, for which data are scarce in
Brazil.

Keywords: Streptococcus agalactiae, serotypes, resistance, urinary tract infection.

Xi



RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS
BIANCA DE LIMA MORAIS

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE Streptococcus agalactiae ISOLADOS
DE QUADROS CLINICOS DE INFECCAO URINARIA

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza
Coorientador: Ana Caroline Nunes Botelho

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Godes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no RCS
Trabalho de Concluséo de Curso.

Streptococcus agalactiae (GBS) é uma bactéria que pode causar diversas doencas em
humanos de qualquer idade, desde recém-nascidos a idosos e/ou pessoas com baixa imunidade.
Em recém-nascidos, pode causar meningite, infeccdo sanguinea e em alguns casos, ébito. Em
adultos ndo gestantes, infeccdo urinaria e pneumonia. A infec¢do do trato urinario (ITU) é
comum, podendo ocorrer em todas as idades. Mulheres sdo mais afetadas por esse tipo de
infeccdo. O tratamento é feito através do uso de antibidticos e apesar de ainda ser altamente
sensivel a penicilina, em individuos alérgicos devem-se utilizar outros tipos de antibiéticos para
0s quais a bactéria nem sempre € sensivel. O objetivo deste estudo foi caracterizar amostras de
GBS isoladas de urina de pacientes adultos ndo gestantes. As amostras de GBS foram
identificadas e suas caracteristicas como resisténcia aos antibioticos e sorotipo investigadas. Os
resultados obtidos neste estudo permitirdo a obtengéo de informagdes sobre amostras de GBS
isoladas de quadros de ITU, cujos dados séo escassos no Brasil.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, sorotipos, resisténcia, infeccdo urinaria.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infec¢bes do trato urinario

O trato urinario é composto pelos rins, ureteres, bexiga e uretra, sendo os trés primeiros
6rgdos normalmente estéreis em homens e mulheres. A uretra, particularmente a uretra anterior,
por outro lado, possui uma microbiota, diferenciada, sendo quantitativa e qualitativamente mais
acentuada entre as mulheres. Nos homens, a prdstata também é considerada parte do trato
urinario, sendo uma glandula que fica localizada na parte baixa do abdémen e situada na frente
do reto e abaixo da bexiga. A préstata envolve também a porc¢do inicial da uretra (INCA, 2021).

InfeccBes do trato urinario (ITUs) podem acometer o trato urinario baixo, que
compreende uretra e bexiga, causando cistite, e/ou o trato urinario alto (rins e ureteres),
causando pielonefrite. Neste caso, ha o risco de sepse, sendo responsavel por centenas de
milhares de internacdes anualmente (Haddad e Fernandes, 2018). As ITUs acometem
individuos das mais diversas faixas etérias. Individuos do sexo feminino tendem a desenvolver
essa infeccdo com maior frequéncia pelo fato de que a regido genital fica muito préxima ao
anus, além de possuir uma uretra mais curta sendo essa condicdo anatdmica uma grande
facilitadora para o desenvolvimento das infec¢bes (Haddad e Fernandes, 2018).

As ITUs sdo bastante comuns na populacdo, sendo consideradas a segunda causa mais
comum entre as doencas infecciosas que acometem os seres humanos (Correia, Costa, Peres, et
al., 2007). Em adicdo, as ITUs contribuem com até 40% de todas as infec¢bes adquiridas nos
hospitais e quase 50% das bacteremias que prolongam a internacdo, aumentando assim as taxas
de morbidade e mortalidade dos pacientes (Klumpp et al., 2006; Mathai et al., 2001; Saint et
al., 2008). A maioria das infec¢bes do trato urinario sdo causadas pelas bactérias Gram-
negativas entéricas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Citrobacter e Enterobacter, além daquelas ndo fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa
e Acinetobacter baumannii. Por outro lado, bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus spp. e Enterococcus faecalis também séo
comumente encontradas (Flores-Mireles et al., 2015; Mann et al., 2017). Entre as espécies do
género Streptococcus, Streptococcus agalactiae (GBS, do inglés “Group B Streptococcus™) é
isolada em um grande nimero dos casos. Essa espécie faz parte da microbiota do trato
gastrointestinal de adultos, podendo assim facilitar o acesso desse microrganismo ao trato

genital tanto feminino como masculino. Neste, além da infeccdo urinéria baixa, também pode



ser considerado como agente etiologico de pielonefrite e prostatite em idosos. Sua incidéncia é
mais elevada em pacientes com fatores debilitantes como diabetes mellitus, entre outros (Collin,
Shetty e Lamagni, 2020).

1.2 Streptococcus agalactiae

O género Streptococcus sdo cocos Gram-positivos, catalase negativa, anaerdbios
facultativos e ndo-formadores de esporos. Sdo nutricionalmente exigentes, crescendo bem em
agar sangue. S. agalactiae esta presente nas mucosas de seres humanos, colonizando o trato
gastrointestinal e genitourinario (Le Doare e Health, 2013). Apresenta caracteristicas comuns a
espécie, sendo classificado como beta-hemolitico, e apresentando o antigeno especifico de
grupo na sua parede celular (carboidrato C), sendo a estrutura central deste antigeno composto
por ramnose, glicose e fosfato e possuindo cadeias laterais trissacaridicas compostas por
ramnose, galactose e n-acetilglicosamina (Curtis e Krause, 1964; Teixeira, Pinto e Merquior,
2015). Esse composto caracteriza o antigeno do grupo B de acordo com a classificacdo de
Lancefield. Espécies contendo os antigenos dos grupos A, B, C, F ou G séo consideradas as de
maior relevancia na microbiologia médica (Lancefield, 1933; Curtis e Krause, 1964; Jesen e
Killian, 2012; Teixeira, Pinto e Merquior, 2015).

Isolado inicialmente do leite bovino, no ano de 1887, S. agalactiae foi associado
exclusivamente a mastite bovina até o ano de 1930. A partir dai sua presenca na colonizacdo de
seres humanos foi descrita (Fry, 1938). A partir da década de 1960 em diante, a importancia
dessa espécie como causa de morbidade e mortalidade em recém-nascidos comegou a ser
notada, chamando a atencéo da classe médica para essa espécie (Mc Cracken, 1973; Munoz et
al.; 1997; Phares et al., 2008; Becker, 2013). Na década de 1990, S. agalactiae emergiu como
importante agente de quadros de infeccdes invasivas em adultos ndo gestantes, principalmente
naqueles pacientes com algum fator debilitante como a idade avancada e
imunocomprometimento (Munoz et al.; 1997; Phares et al., 2008; Becker, 2013).

S. agalactiae pode ser encontrado colonizando, assintomaticamente, o trato vaginal e
cervical de 5 a 30% das gestantes. Assim, ha a possibilidade desse microrganismo ser
transmitido ao feto ou ao recém-nascido causando infec¢des que podem ser classificadas como
precoce ou tardias. Cerca de 90% das infecgdes ocorrem como forma precoce, ou seja, em até

7 dias apds 0 nascimento. O quadro clinico pode variar de quadros de pneumonia até septicemia



e meningite (Chen, Avci e Kasper, 2013; Le Doare e Health, 2013). A transmissdo desse
microrganismo aos recém-nascidos pode ocorrer dentro do Utero por meio do liquido amni6tico
contaminado ou atraves da passagem pelo canal vaginal colonizado por S. agalactiae (Yook et
al., 2013). O risco de infecgdo precoce aumenta de acordo com fatores maternos como o parto
prematuro, alto nivel de colonizacédo vaginal e bacteriuria por S. agalactiae (Melin, 2011; Yook
et al., 2013). Na sindrome de inicio tardio, que ocorre de 7 dias até 90 dias ap6s o nascimento
(CDC, 2010), o quadro clinico mais encontrado € a bacteremia associada & meningite. Essas
infeccdes podem ser adquiridas no contato com o canal de parto de mées colonizadas ou no
contato ap0s 0 nascimento com a mée ou profissionais da salde, que tém contato direto com a
crianga ou até mesmo no ambiente hospitalar (Gibbs, Schrag e Schuchat, 2004; Schrag e Verani,
2013).

Em adultos ndo gestantes, 0 nimero de casos de infec¢cdes invasivas por GBS vem
aumentando e, nesses grupos, 0s quadros mais comuns sdo a bacteremia, pneumonia, infecgbes
de pele e tecidos moles (Craig et al.,2009; Skoff et al.,2009) e na maioria destes casos as
infeccOes sdo associadas a outros fatores clinicos como as doencas renais, imunossupressao e
desordens neurologicas (Phares et al., 2008; Collin et al., 2019).

Quadros de ITUs também sao frequentes em adultos ndo gestantes, mesmo na auséncia
de outras comorbidades (Skoff et al.,2009; Arias et al.,2019; Vigliarolo et al.,2019). No Brasil
e em outros paises, a presenca de GBS entre 0s patdgenos causadores de infecgdes urinarias em
humanos tem sido relatada em aproximadamente 30% dos casos (Nakamura et al., 2011; Allen
e Yudin, 2012; Schuab et al.,2015).

Além dos humanos, outros animais, mamiferos ou nao, podem sofrer infec¢des e/ou
serem colonizados por GBS, como bovinos, caprinos, peixes e crocodilos, sendo um importante
patdgeno para estas espécies, entre outros (Keefe, 1997; Hansen et al., 2004; Bishop et al.,
2007; Phares et al., 2008; Mian et al., 2009; Keskin et al., 2011). Em bovinos e caprinos, S.
agalactiae pode sobreviver por um longo periodo nas glandulas mamarias, gerando mastite
clinica e subclinica, que promove um grande impacto econdémico na industria de laticinios. Nos
rebanhos, a transmissdo de GBS ¢é contagiosa, podendo ser transmitida entre 0s animais ou no
contato com utensilios e maquinas infectadas e utilizadas na ordenha (Zadoks et al., 2011). Em
peixes marinhos e de &gua doce, selvagens ou em sitios de criagdo, GBS pode causar doengas

bacterianas graves levando a meningoencefalite e septicemia. A transmissdo ocorre no contato



direto entre 0s peixes ou no contato com adgua contaminada. No Brasil, GBS é considerado um
importante patégeno em fazendas de criacdo da Tilapia do Nilo, com alta viruléncia para esses
animais (Mian et al., 2009). Existe também a possibilidade de que ocorra transmissao direta
entre gado e os seres humanos, trazendo duvidas se a colonizagéo e/ou infec¢do bovina constitui
perigo para a satde humana (Oliveira et al., 2006; Zadoks et al., 2011).

E possivel realizar a identificacido presuntiva de GBS a partir da observacdo do
crescimento de coldnias pequenas em agar sangue de carneiro apresentando uma zona de beta-
hemolise caracteristica e a realizacdo de testes bioguimicos pois essa espécie possui
particularidades como a producéo de fator CAMP e capacidade de hidrolisar o hipurato de sodio
(Koneman, 2008). Na sua grande maioria, as amostras de GBS isoladas de seres humanos
apresentam beta-hemdlise, enquanto as amostras de origem animal sdo geralmente nédo

hemoliticas (Teixeira, Pinto e Merquior, 2015).

1.3 Epidemiologia mundial

A taxa de colonizagdo de mulheres gravidas por GBS na vagina e/ou reto é muito
semelhante em todo o mundo, com algumas variacfes entre 10 a 30% nos Estados Unidos,
6,5% a 36% na Europa, 7,1 a 16% na Asia, 9,1 a 25,3 % no Oriente Médio e 11,9 a 31,6% na
Africa (Schuchat, 1998; Barcaite et al., 2008; Ipolito et al., 2010; Verani et al., 2010).

No Brasil, as taxas observadas variam conforme o estado da federagdo: 20,4% no
Maranhdo (Costa et al., 2008), 25,4% em Sdo Paulo (Marconi et al., 2010), 15,96% em Porto
Alegre (De-Paris et al., 2011), 28,7% em Santa Catarina (Feuerschuette et al., 2012), e 14,6%
em Campinas (Simdes et al., 2007). Botelho (2014) encontrou uma taxa de colonizagdo de GBS
de 24% no Rio de Janeiro.

O estado de colonizacdo por GBS, no entanto, € intermitente e pode ser transitorio
durante a gravidez. Gestantes colonizadas no inicio ou no meio da gravidez podem se
transformar em negativos no parto, ou ao contrario, pacientes ndo colonizadas durante quase
toda a gravidez podem se tornar positivas no momento do parto (Hansen et al., 2004; Verani et
al., 2010). Portanto, 0 momento da triagem de GBS e coleta de amostras é importante para se
prever, com preciséo, o status da colonizacgdo no parto. De acordo com as diretrizes do CDC, a
possivel colonizagdo intraparto € melhor determinada no final do terceiro trimestre em torno de

5 semanas antes do parto. Embora as taxas de colonizacdo do GBS possam parecer bastante



semelhantes em diferentes regides do mundo, a prevaléncia e a distribui¢do dos sorotipos sao
geograficamente distintas.

Apesar de GBS representar apenas uma pequena fracdo do total de ITUs, a carga de ITU
por GBS é um grande problema de saude publica, com aproximadamente 160.000 casos
anualmente nos EUA. Entre adultos ndo gravidas, a incidéncia de infec¢des sistémicas por GBS
é estimada em aproximadamente 4,4 casos por 100.000 individuos; 14% destes sdo casos de
ITUs complicadas. Condi¢des subjacentes comuns de individuos com ITUs complicadas por
GBS incluem diabetes mellitus, malignidade, doenca renal crénica, infecgbes recorrentes do
trato urinario, obstrucdo neuropatia e bexiga neurogénica. Em cerca de 30% dos casos,
infeccOes sistémicas causadas por GBS em adultos ndo gravidas ndo tém uma origem focal
aparente, como celulite, pneumonia ou ITU (Kline & Lewis, 2017).

A classificacdo do sorotipo é baseada em um polissacarideo capsular rico em acido
sialico (CPS), que é um dos fatores de viruléncia mais importantes no GBS e esta envolvido na
persisténcia e sobrevivéncia do GBS no hospedeiro. O CPS desempenha um papel critico na
evasdo imune através de seu mimetismo com epitopos de carboidratos do hospedeiro. Também
interfere nas vias de defesa dependentes do sistema complemento, ameniza a funcdo fagocitica
dos neutrofilos e facilita a internalizacdo bacteriana e a sobrevivéncia intracelular dentro das
celulas dendriticas. Alem disso, CPS pode mediar a formac&o de biofilme de GBS na presenga
de plasma humano (Lemire et al., 2012; Pezzicoli et al., 2012; Chang et al., 2014a, b; Xia et
al., 2015). Assim, devido as variacdes antigénicas e estruturais do CPS, 10 sorotipos distintos
(la, Ib e 11-1X) séo reconhecidos até o momento (Slotved et al., 2007; Le Doare e Heath, 2013).

A distribuicdo e predominéancia de sorotipos é suscetivel a variacGes e pode mudar ao
longo do tempo. Os sorotipos la, Ib, 11, 11l e V sdo colonizadores prevalentes nos Estados
Unidos e na Europa (Johri et al., 2006; Ipolito et al., 2010; Lamagni et al., 2013; Melin e
Efstratiou, 2013; Florindo et al., 2014; Fabbrini et al., 2016). Os sorotipos VI e VIII sdo 0s
mais prevalentes entre as mulheres gravidas no Japéo (Lachenauer et al., 1999; Matsubara et
al., 2002) enquanto os sorotipos IV e V predominam nos Emirados Arabes Unidos e Egito,
respectivamente (Amin et al., 2002; Shabayek et al., 2014). O sorotipo la é comum no México
e é mais frequente na América do Norte em comparagcdo com outras areas (Ipolito et al., 2010).
O sorotipo IX de GBS caracterizado mais recentemente, foi relatado na Dinamarca (Slotved et

al., 2007). Por outro lado, cepas do sorotipo 111 compdem o clone invasivo mais dominante,



responsavel pela maioria dos casos de meningite de inicio tardio em neonatos (Lamy et al.,
2006; Tazi et al., 2010; Bellais et al., 2012; Florindo et al., 2014; Alhazmi et al., 2016),
enquanto os sorotipos la e V séo cepas invasivas dominantes em casos ndo gestantes (Phares et
al., 2008; Alhazmi et al., 2016). No entanto, estudos recentes indicam o surgimento de cepas
invasivas do sorotipo IV em neonatos e adultos (Ferrieri et al., 2013., Teatero et al., 2015;
Alhazmi et al., 2016) e entre linhagens colonizadoras (Diedrick et al., 2010).

Um cenario semelhante pode ser esperado para os sorotipos VI e VIII, que raramente
sdo relatados fora do Japdo. Na Malasia, o sorotipo VI foi encontrado entre as cepas
colonizadoras dominantes e o segundo isolado mais comum em adultos com infecgdes de pele
e tecidos moles por GBS (Karunakaran et al., 2009; Dhanoa et al., 2010). No Egito, o sorotipo
VI foi relatado como um sorotipo colonizador comum em mulheres (Shabayek et al., 2014).
Recentemente, Lin et al., (2016) relataram uma disseminacdo clonal do sorotipo VI entre
isolados colonizadores e invasivos no centro de Taiwan. Da mesma forma, varios estudos
identificaram cepas esporadicas do sorotipo VIII tanto como cepas colonizadoras quanto como
agentes causadores de doenca invasiva por GBS (Paoletti et al., 1999; Hoshino et al., 2002;
Ekelund et al., 2003; Karunakaran et al., 2009; Ipolito et al., 2010; Alhazmi et al., 2016). O
surgimento de sorotipos semelhantes foi relatado anteriormente para o sorotipo V nos Estados
Unidos e na Europa (Hickman et al., 1999; Flores et al., 2015).

Uma crescente diversidade de sorotipos de GBS, bem como a troca de sorotipos,
representam estratégias de evasao imunoldgica que podem prejudicar os esforcos de vacina,
que atualmente depende de uma vacina conjugada incorporando um numero limitado de
sorotipos de GBS. Um monitoramento atento da mudanca na distribuicdo de sorotipos que
ocorre em muitos paises diferentes € crucial para orientar o desenvolvimento da vacinacéo
contra o GBS.

A prevencdo das infecgbGes por S. agalactiae através da vacinacdo é extremamente
desejavel uma vez que as vacinas atuam na prevenc¢éo das sindromes neonatais e combatem o
surgimento e disseminagéo de cepas resistentes. Existem varios estudos em andamento sobre
vacinas a base de polissacarideos capsulares que, em testes experimentais, estimulam a
formacdo de anticorpos altamente protetores. Testes clinicos de fase 2 com vacinas conjugadas
englobando os seis principais sorotipos de S. agalactiae (la, Ib, II, Il1, IV e V) tém demonstrado

imunogenicidade e seguranca. Uma alternativa, contudo, consiste na utilizacdo de proteinas



como alvos vacinais de forma que se obtenha protecdo independente de sorotipo, destacando-
se as da familia Alp, a C5a peptidase, a proteina g, as proteinas de pilus, a Sip, entre outras. Os
resultados destes estudos sdo bastante promissores, principalmente os obtidos com vacinas
contendo o polissacarideo conjugado a uma proteina carreadora e contendo subunidades de
proteinas da familia Alp. Apesar de ainda ndo haver nenhuma vacina licenciada para uso até o
momento, tais propostas vacinais encontram-se em estagio avancado de desenvolvimento
(WHO, 2021).

1.4 Fatores de viruléncia

S. agalactiae tem diversos fatores de viruléncia tanto em sua superficie como
extracelulares, os quais tém papel significativo tanto na patogenicidade do microrganismo
como em outras fun¢fes como a evasdo do sistema imune inato e consequentemente no sucesso
de seu estabelecimento no hospedeiro (Maisey, Doran e Nizet, 2008).

a) Cépsula

A capsula polissacaridica de GBS é composta por subunidades repetitivas de
oligossacarideos, sendo constituida por diversos acUcares e liga¢bes glicosidicas e sua
classificacdo varia de acordo com sua composi¢do (Hacker, 2018). A capsula é um fator de
viruléncia estrutural que é responsavel por proteger o microrganismo contra a fagocitose,
inibindo a acdo do sistema complemento e evitando, assim, a deposi¢do de C3b na superficie
de GBS o que contribui auxiliando em sua evasdo (Marques et al.,1992; Herbert, Beveridge e
Saunders, 2004). Estudos sugerem que ha uma possibilidade de “switching” capsular entre as
amostras de GBS por meio da transferéncia horizontal de genes o que resultaria na variacéo
antigénica da cépsula, podendo ter um papel importante na evasao da resposta imune do
hospedeiro (Davies et al.,2004; Luan et al.,2005; VVon Both et al., 2008).

GBS também apresenta em sua superficie celular diversas proteinas que podem ser
expostas ou secretadas para o0 meio extracelular contribuindo para a viruléncia deste
microrganismo.

b) Cba peptidase

E uma serina protease que é codificada pelo gene scpB e é expressa na superficie celular

de GBS. A Cb5a peptidase é imunogénica e atua clivando o fator C5a do sistema complemento.

A molécula permanece ligada a bactéria, porém perde a propriedade da quimiotaxia que €



responsavel pelo recrutamento de neutrofilos para o local de infeccdo (Herbert, Beveridge e
Saunders, 2004).

Beckmann e colaboradores (2002) demonstraram que essa enzima é capaz de se ligar a
fibronectina imobilizada que esta presente na matriz extracelular. A enzima reconhece um sitio
gerado pela justaposicao das regides amino-terminais de diversas moléculas de fibronectina,
sitio este que ndo existe em moléculas soltveis (Hull et al., 2008). A C5a peptidase também
seria um fator importante na colonizacéo e invasdo de GBS no epitélio do tecido pulmonar
(Cheng et al., 2002).

c) Proteinas ALP (alpha- like proteins)

A familia de proteinas ALP inclui a proteina alfa, as proteinas Rib e Alp 1 a 4 (Wastfeld
et al., 1997, Lachenauer et al., 2000; Bolduc et al., 2002) que tém, provavelmente, papel de
invasinas e possuem um sitio de varia¢do antigénica promovendo o0 escape da resposta imune
do hospedeiro.

d) Proteina Bac

A proteina beta, conhecida também como Bac, ou proteina ligadora de IgA, localiza-se
na superficie bacteriana geralmente em amostras do tipo Ib (Heden, Frithz e Lindahl, 1991;
Berner et al., 2002; Jarva et al 2003; Lindahl, Sthalhammar-Carlenalm e Areschoug, 2005).

e) Proteinas ligadoras de fibrinogénio (Fbs)

O gene fbsA codifica a proteina FbsA, presente na superficie bacteriana e capaz de se
ligar ao fibrinogénio humano, uma glicoproteina que constitui a matriz extracelular dos tecidos
epitelial e endotelial (Schubert et al., 2002). A delecdo deste gene resulta na dificuldade da
associacdo com fibrinogénio que pode influenciar negativamente na capacidade de aderéncia
de S. agalactiae as células epiteliais de pulmdo (Schubert et al., 2004) e na capacidade de
viruléncia em modelo de sepse e de artrite em camundongos (Jonsson et al., 2005). Por outro
lado, a proteina FbsA ajuda na promoc¢do da formacdo de uma camada de fibrinogénio na
superficie celular bacteriana, podendo influenciar na evasdo da resposta imune (Pierno et al.,
2006).

A proteina de superficie FbsB é codificada pelo gene fbsB e, diferentemente de FbsA,
tem um sitio de interacdo com fibrinogénio localizado na por¢édo amino terminal, sem unidades
repetitivas (Gutekunst et al., 2004). A delecdo de fbsB ndo resultou em mudancgas na aderéncia

a células epiteliais pulmonares nem ao fibrinogénio. FbsB pode ser secretada ou estar associada



a parede e possui uma afinidade menor para o fibrinogénio imobilizado quando comparado a
FbsA (Gutekunst et al., 2004; Pierno et al., 2006).
f) BibA

E uma proteina (do inglés: group B Streptococcus Immunogenic Bacterial Adhesin)
codificada pelo gene bibA e se expressa na superficie bacteriana (Santi et al., 2007). A delecéo
do gene bibA foi associada a reducdo na capacidade de sobrevivéncia em sangue total humano
fresco, na resisténcia aos microbicidas dependentes por neutréfilos humanos, na viruléncia em
infeccdes em camundongos e na reducdo da adesdo em culturas de células epiteliais cervicais e
pulmonares.

g) Acido lipoteicoico e estruturas

O é&cido lipoteicoico € um polimero de polifosfoglicerol que é ancorado a membrana
celular por interacdo hidrofobica da sua parte glicolipidica (Poyart et al., 2003; Doran et al.,
2005). Devido a sua propriedade como adesina, pode ter importancia na viruléncia do GBS
(Ginsburg, 2002). A ligacdo do &cido lipoteicoico a membrana celular tem como ligante um
glicolipidio conhecido como diglicosildiacilglicerol (lagA), o qual é codificado pelo gene iagA,
um gene associado também a invasdo a barreira sangue-cérebro (Doran et al., 2005).

h) Pili

Sao estruturas filamentosas que se projetam da superficie bacteriana em bactérias Gram-
positivas e foram relatadas por diversos autores (Ton-That e Schneewind, 2004; Soriani e
Telford, 2010). Essas estruturas se assemelham aos pili encontrados em bactérias Gram-
negativas, embora em Gram-positivos os componentes da proteina do pilus sejam ligados por
ligacdes covalentes. Pili em GBS foram descobertos durante a busca por antigenos proteicos
expostos na superficie celular que pudessem ser utilizados com alvos no desenvolvimento de
vacinas (Lauer et al., 2005). A microscopia eletrénica de varredura revelou longos apéndices
atravessando a capsula que cobre a superficie bacteriana.

Os genes que codificam o pilus de GBS estdo agrupados em trés ilhas gendmicas
relacionadas (llhas PI-1, -2a e -2b) localizadas em dois loci separados, flanqueados por
repeticdes diretas e genes conservados. Todas as ilhas contém trés genes que codificam os
componentes do pilus, ou seja, uma proteina essencial para a montagem do pilus (BP) e duas
proteinas acessérias (AP1 e AP2), além de dois genes que codificam enzimas sortases que

catalisam a ligacao covalente das proteinas do pilus em polimeros longos (Dramsi et al., 2006;



Rosini et al., 2006). As proteinas do pilus de PI-1 e PI-2b diferem por muito poucos
aminoacidos, enquanto P1-2a é mais variavel. O papel dos pili na colonizacédo e infec¢do do
hospedeiro em bactérias Gram-positivas foi estudado por diversos autores. Manetti et al. (2010)
sugeriram em seu estudo a participacao dos pili na adesdo celular e formacao de biofilme em
S. pyogenes. Um outro estudo utilizando como modelo o GBS investigou a formacéo de
biofilme de 289 isolados clinicos, sendo observada uma correlacdo entre a alta exposi¢cdo
superficial do pilus 2a e o fenétipo de formacéo de biofilme (Rinaudo et al., 2010).
i) Fator CAMP (Christie, Atkins e Munch- Petersen, 1994)

E uma proteina formadora de poros na membrana de células do hospedeiro sendo capaz
de levar a lise celular (Lang e Palmer, 2003), porém tem papel um pouco controverso na
patogénese das infec¢bes causadas por GBS (Hensler et al.,2008).

j) Beta-hemolisina

E uma citolisina formadora de poros que se apresenta ndo- imunogénica e estavel em
relacdo ao oxigénio, sendo codificada pelo gene cylE (Nizet, 2002). Possiveis locais e
diferentes modos de agdo da beta-hemolisina in vivo levam ao dano do epitélio pulmonar
(Doran, Liu & Nizet, 2003; Hensler et al., 2005) e promovem a infiltracdo de leucdcitos no
fluido cérebro espinhal (Doran et al., 2003).

k) Biofilme

O biofilme é uma comunidade bacteriana embebida em uma matriz polimérica e aderida
a uma superficie inerte. Constitui um importante fator de viruléncia que favorece a permanéncia
e persisténcia do microrganismo no corpo do hospedeiro, dificultando a acdo de
antimicrobianos devido a sua matriz exopolissacaridica. A formacao do biofilme ocorre quando
células plancténicas se aderem umas as outras e a uma superficie, levando a formacdo de uma
matriz de exopolissacarideos. Nessa comunidade as bactérias ficam em seu estado séssil com
atividade metabdlica baixa, além disso, as bactérias vivem de forma cooperativa (Martinez-
Gutierrez et al., 2013; Boonyayatra et al., 2016).

Rinaudo et al. (2010) avaliaram a capacidade de diferentes cepas de GBS formarem
biofilme. Nesse estudo foram descobertas evidéncias de que amostras humanas de GBS podem
formar biofilmes em superficies abioticas e bidticas e que o pilus tipo 2a esta envolvido na
formagéo de biofilme. No estudo de Parker et al. (2016) foi observado que amostras isoladas

de quadros invasivos formavam biofilme mais fracos que aquelas isoladas de colonizacao.
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Sabe-se que as condi¢cdes ambientais sdo fatores que influenciam diretamente a
formacdo do biofilme em diversas espécies bacterianas (Froelicher e Fives-Taylor, 2001;
Moscoso et al., 2006; Manetti et al., 2007; Rosini e Margarit, 2015). Diferentes variaveis foram
investigadas por varios autores em relacdo a formacao de biofilme em GBS, entre elas, diversas
variacdes de pH de neutro a acido (Kaur et al., 2009; Borges et al., 2012 e, Yang et al., 2012).
Foi observado uma maior formagéo de biofilme em pH 6,5 quando comparado ao pH 4,2. Em
contraste, Ho et al. (2013) descobriram que o pH baixo induziu a formacdo do biofilme em
meio limitado por nutrientes (M9YE) mas ndo em meios ricos como Todd-Hewitt Broth (THB).
Konto-Ghiorghi et al. (2009) relataram que um biofilme uniforme foi produzido apenas em
Caldo Luria Bertani e RPMI 1640 suplementado com 1% de glicose. A necessidade de glicose
para a formac&o do biofilme por GBS foi confirmada por Rinaudo e colaboradores, que também
demonstraram que este acucar ndo afeta o crescimento bacteriano plancténico (Rinaudo et al.,
2010).

Estudo com Streptococcus pyogenes avaliou o efeito de aumento do biofilme com
adicdo de glicose e mostrou que esse resultado foi diretamente relacionado com a acidificagéo
devido a producdo metabdlica de acidos organicos (Manetti et al., 2010). Evidéncia de que o
pH &cido e ndo a concentracdo de glicose foi o responsavel pelo sinal ambiental que levou a

formacéo do biofilme do GBS in vitro foi obtido por D'Urso et al. (2014).

1.5 Tratamento e resisténcia antimicrobiana

S. agalactiae, assim como a grande maioria dos estreptococos beta-hemoliticos, sempre
foi considerado uniformemente sensivel aos antibiéticos beta-lactamicos, que inclui penicilina
e ampicilina (Betriu et al., 1994, Shabayek et al., 2018). Entretanto, nas duas Ultimas décadas,
tém sido relatadas a identificacdo de cepas com sensibilidade diminuida a penicilina (Kimura
et al., 2008; Longtin et al., 2011; Nagano et al., 2012; Khodaeia et al., 2018), causada por
alteracdes nas proteinas ligadoras de penicilina PBP-1a, -2a e -2x (Kimura et al., 2008). No
entanto, o carater esporadico desses relatos reafirma a escolha da penicilina, para a profilaxia
intraparto na gestante (CDC, 2010).

Em pacientes alérgicos aos beta-lactdmicos, as principais opcfes sdo a utilizacdo de
antibioticos das classes dos macrolideos e lincosaminas. No entanto, entre amostras de GBS,

indices variaveis e crescentes de resisténcia a eritromicina e clindamicina vém sendo reportados
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de acordo com a regido geogréafica (Willems et al., 2011; Garland et al., 2011, Khodaeia et al.,
2018). Dois diferentes mecanismos podem ser 0s responsaveis por essa resisténcia: um baseado
na modificagdo do sitio-alvo do antimicrobiano e outro baseado no efluxo do antimicrobiano.

Estudos revelaram que os indices de resisténcia a eritromicina podem chegar a 35% na
Franca (Tazi et al., 2011), 46% em Taiwan (Hsueh et al., 2001) e 54% nos EUA (Dipersio e
Dipersio, 2006). Nos Estados Unidos, no ano de 2016, foram contabilizadas cerca de 31.000
infecgBes graves por GBS, causando 1.700 mortes, sendo que as cepas GBS resistentes a
clindamicina causaram mais de 40% das infec¢Bes. A resisténcia a eritromicina é ainda mais
comum — mais de 50% (CDC). Isso limita seriamente as opcdes de prevencéo e tratamento da
doencga por GBS.

No Brasil, os indices de resisténcia a macrolideos e lincosaminas mantém-se
relativamente discretos se comparados aos indices internacionais, variando desde 2% de
resisténcia aos no primeiro estudo nacional (Benchetrit et al., 1982) até valores de resisténcia
entre 4% e 15% em estudos mais recentes (Jodo et al., 2011; Correa et al., 2011; Pinto et al.,
2013; Dutra et al., 2014; Botelho et al., 2018; Sanches et al., 2021).

Para outras classes de antimicrobianos de uso clinico, as amostras de GBS tendem a
apresentar indices uniformemente e relativamente altos de susceptibilidade, exceto em relacéo
a tetraciclina. Na Argentina, Lopardo et al. (2003) observaram indices de resisténcia de 72%
enquanto na Tunisia, Ferjani e colaboradores, em 2006, encontraram valores de até 98% de
resisténcia. Da mesma forma, altos indices de resisténcia (cerca de 90%) foram detectados em
amostras de GBS isoladas de humanos no Brasil (Duarte et al., 2005; Corréa et al., 2011; Pinto
et al., 2013; Dutra et al., 2014; Botelho et al., 2018). Em relacdo aos indices de resisténcia ao
cloranfenicol foram observados desde valores muito baixos como 1% nos Estados Unidos
(Murdoch e Reller, 2001) e na Nova Zelandia (Werno, Anderson & Murdoch, 2003) até valores
elevados de até 23% na Coréia (Uh et al., 2004), o que pode demonstrar especificidades
regionais quanto ao uso desse antimicrobiano naquela populacdo ou em animais de criacao.

A classe das quinolonas compreende varios antimicrobianos com ampla utilizagdo em
microbiologia médica, como a ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina, entre outros. Para S.
agalactiae, a maioria das amostras é sensivel a esta classe, com baixos niveis de resisténcia (até
4%) detectados em estudos realizados na Espanha, Estados Unidos, Franga e Russia (Borchardt
et al., 2006; Mir0 et al., 2006; Belokrysenko, Pavlova e Kuksiuk, 2007; Tazi et al., 2008). No
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entanto, Murayama et al. (2009) detectaram indices elevados de resisténcia a levofloxacina
(23,8%) em cepas isoladas de infecgdes invasivas em humanos no Japéo.

No Brasil, a presenca de GBS entre os patdgenos causadores de infec¢des urinarias em
humanos tem sido relatada (Nakamura et al., 2011). Em adi¢éo, um pequeno percentual (0,6%)
dessas amostras apresentou resisténcia a levofloxacina. Estudo posterior do mesmo grupo
detalhou esta resisténcia, confirmando-a através da concentragdo inibitoria minima (Barros et
al., 2012). Esses autores mostraram ainda que o mecanismo de resisténcia foi independente da
acao de bombas de efluxo, mas dependente de mutacGes pontuais nos genes gyrA e parC na
regido de resisténcia as quinolonas do DNA (Barros et al., 2012). Ainda nesse estudo, foram
determinados os perfis de polimorfismo do DNA de amostras suscetiveis e resistentes a
levofloxacina, por PFGE (pulsed field gel electrophoresis), ap6s digestdo pela enzima Smal.
Os resultados mostraram uma tendéncia ndo clonal entre as amostras resistentes a
levofloxacina. Perfis semelhantes sugerindo auséncia de clonalidade foram observados em
outros estudos (Miro et al., 2006; Tazi et al., 2008). No entanto, Murayama et al., 2009)
observaram tendéncia a clonalidade entre amostras de GBS resistentes as fluoroquinolonas
isoladas de pacientes com infeccdo invasiva. Da mesma forma, um estudo realizado na
Argentina, por Faccone et al. (2010), observou entre 9 amostras resistentes as fluoroquinolonas,
a presenca de 2 clones distintos.

A resisténcia as fluoroquinolonas foi detectada também em outros estudos. Na
Argentina (Arias et al.,2019) detectou 14,8% de resisténcia as quinolonas entre 162 amostras
de GBS invasivas isoladas entre 2014 e 2015. Em pacientes com cancer, internados em um
hospital no Rio de Janeiro, Sanches et al. (2021) detectaram 7,3% de resisténcia a norfloxacina
entre as amostras de GBS. Na Itéalia, Simoni et al. (2018) encontraram 11 (2,99%) amostras
resistentes a levofloxacina entre 368 amostras isoladas entre os anos de 2010 e 2016. Um dado
interessante observado foi que apesar da rara existéncia de amostras resistentes ao cloranfenicol
em S. agalactiae, das 11 amostras citadas, 4 eram também resistentes ao cloranfenicol.

Por outro lado, Zhang et al. (2021) encontraram entre 14 (66,7%) de 21 amostras
invasivas pertencentes ao ST-10 e sorotipo Ib, isoladas na regido de Shanxi na China entre 2018
e 2020, resisténcia a eritromicina, lincomicina e fluoroquinolonas, mas sensibilidade a
tetraciclina. Outros autores também encontraram alta resisténcia as fluoroguinolonas na China
(Wang et al., 2013; Wu et al., 2017). A determinacéo dos perfis de polimorfismo do DNA de
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amostras suscetiveis e resistentes a levofloxacina, por PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), apos digestdo pela enzima Smal mostrou uma tendéncia néo clonal entre as
amostras ndo sensiveis a levofloxacina. Resultados semelhantes sugerindo auséncia de
clonalidade foram observados em outros estudos (Miro et al., 2006; Tazi et al., 2008). No
entanto, Murayama et al. (2009) observaram tendéncia a clonalidade entre amostras de GBS
resistentes as fluoroquinolonas isoladas de pacientes com infeccdo invasiva. Da mesma forma,
um estudo realizado na Argentina, por Faccone et al. (2010), observou entre 9 amostras
resistentes as fluoroquinolonas, a presenca de 2 clones distintos.

Assim, esses resultados sugerem que a resisténcia de GBS as quinolonas pode ter um
componente clonal e que precisa ser investigado em diferentes tipos de amostras isoladas de
quadros clinicos diversos, para gerar um nivel de informacéo importante que possa ser utilizada

em futuros esquemas terapéuticos para GBS.
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2 JUSTIFICATIVA

S. agalactiae € um importante patdgeno humano, que pode causar quadros clinicos
importantes ndo s6 em recém-natos, mas também em adultos com comprometimento imune ou
ndo. O estudo das caracteristicas das cepas isoladas de adultos, assim como a susceptibilidade
aos antimicrobianos tém sido motivo de poucos estudos no Brasil, onde a grande maioria dos
autores utilizaram cepas obtidas de gestantes e de recém natos. Por outro lado, o quadro de
infeccdo urinaria em mulheres e homens por S. agalactiae, apesar de menos comum que aqueles
causados por bacilos Gram-negativos entéricos como a Escherichia coli, merece atencao
especial, particularmente pelo aparecimento de niveis em ascensdo de resisténcia de S.
agalactiae de diferentes sitios a quinolonas. O tratamento de ITUs € geralmente empirico sendo
as quinolonas utilizadas muitas das vezes.

Neste trabalho serdo avaliadas as caracteristicas de S. agalactiae isoladas de quadros de
infeccdo urinaria no Rio de Janeiro que possam trazer informacGes relevantes para a melhor

compreenséo do papel desse microrganismo e do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar fenotipicamente amostras de S.
agalactiae isoladas de pacientes com infeccdo urindria com a finalidade de ampliar o
conhecimento sobre esse microrganismo nesse tipo de infeccéo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Confirmar fenotipicamente a identificacdo das amostras de S. agalactiae isolados de quadros
de infeccdo urinéria significativa de janeiro de 2020 a agosto de 2022 na cidade do Rio de
Janeiro, tanto de mulheres como de homens, incluidas neste estudo, por métodos convencionais
e pela técnica de MALDI-TOF;

2) Determinar o tipo sorolégico das amostras de GBS;

3) Determinar a susceptibilidade das amostras aos antimicrobianos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras bacterianas

As amostras incluidas neste trabalho estdo depositadas na Colecdo de Pesquisa do
Laboratorio de Investigacdo em Microbiologia Médica (LIMM), do Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes, da UFRJ. Esta colecdo de conveniéncia € formada por amostras de GBS cedidas
por diferentes laboratdrios clinicos particulares, todas isoladas de quadros de infecgdo urinéria
no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2022, no Rio de Janeiro com contagens de unidades
formadoras de coldnias consideradas significativas de pacientes masculinos e femininos. Os
resultados da identificacdo dos microrganismos foram liberados pelo laboratério clinico
diretamente ao médico assistente que solicitou o exame e s6 em seguida, a amostra foi
encaminhada para o LIMM.

Apds a chegada em nosso laboratdrio, as amostras foram avaliadas quanto a sua pureza
através de semeadura em placas contendo meio de &gar sangue [base Tryptone Soy Agar (Oxoid,
Inglaterra) adicionado de 5% de sangue desfibrinado de carneiro] e incubagéo a 37°C por 24h.
As amostras chegaram ao LIMM em meio CHROMagar™ StrepB para verificar a presenga de
col6nias tipicas de GBS. As amostras que se apresentaram puras foram, entdo, conservadas
através da preparacdo de uma suspensdo densa em 1mL de caldo Tryptone Soy Broth (TSB,
Oxoid, Inglaterra) contendo 20% de glicerol (Merck, Alemanha), a qual foi congelada a -20°C,
em freezer.

A partir deste estoque foram preparados os cultivos recentes em 4gar sangue para

estudar as caracteristicas fenotipicas conforme os objetivos descritos para este estudo.

4.2 Caracterizacao fenotipica de S. agalactiae

4.2.1 Caracteristicas coloniais e hemoliticas

A partir dos tubos estoque, uma aliquota das amostras foi semeada, por estrias, em
placas com meio de agar sangue. Em seguida, varias perfuracdes (stabs) foram realizadas na
zona de semeadura para estudar a agdo hemolitica das amostras na profundidade do meio de

cultura e as placas serdo incubadas por 24h a 35°C.
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As col6nias de GBS, cujo tamanho pode variar entre colénias médias e até puntiformes
apresentam coloracdo translucida/esbranquigada com um pequeno halo de beta-hemdlise ao seu
redor, que é uma caracteristica importante a ser observada em amostras provenientes de
infeccdes em seres humanos. A hemdlise em profundidade é também de pequena intensidade e

caracteristica para essa espécie.

4.2.2 Coloracdo de Gram

Consiste na diferenciacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, segundo suas
caracteristicas morfo-tintoriais identificadas apds a coloracdo de Gram. A parede celular das
bactérias pode estar presente em diferentes quantidades de camadas que podem influenciar na
sua coloracdo pelo método de Gram, formando dois grandes grupos, as bactérias Gram-
positivas e das bactérias Gram-negativas.

No caso de GBS, trata-se de uma bactéria em forma de coco, Gram-positivo, que
absorve o cristal violeta e tem dificuldade de elimind-lo no processo de descoloracdo com
solucdo alcool-cetona por ter uma camada espessa de peptidoglicana, e com isso sua observacéo
microscopica na lamina apresenta coloracao roxa. A realizacdo dessa coloracao se inicia pela
preparacdo de um esfregaco em laminas de vidro, o qual é, em seguida, fixado pelo calor. Para
a coloracdo, cobre- se totalmente a ldmina com cristal violeta durante 1 min. Em seguida a
lamina é lavada cuidadosamente em &gua e o esfregaco recoberto com solugcdo de Lugol,
também por 1min. Apds nova lavagem a lamina com o esfregaco é submetida, entdo, ao
descoramento com a mistura de alcool-acetona ou alcool por 30s. Novamente a lamina é lavada
cuidadosamente com agua e a Ultima etapa da coloracéo € realizada através da adicao de solucéo
de fucsina por 30s. Ao término desta etapa a Iamina é lavada com agua destilada e seca.

Os esfregacos corados foram visualizados em microscopio 6ptico com aumento total de
1000x ap0s a deposicdo de uma gota do 6leo de imersédo sobre o esfregaco. A presenca de cocos
Gram-positivos dispostos na forma de cadeia, dois a dois ou mesmo isolados € tipica de

microrganismos do género Streptococcus.
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4.2.3 Teste de CAMP

A identificacdo das amostras foi confirmada presuntivamente através do teste do fator
CAMP, que consiste na semeadura vertical, no centro de uma placa de agar sangue, de uma
cepa padréo de S. aureus (ATCC 25923), que é produtora de f-hemolisina. Logo ap6s, semeou-
se as amostras teste perpendicularmente a estria central, tomando-se o cuidado de deixar uma
distancia de aproximadamente 3mm entre a estria central e a estria teste. Ap6s 24h de incubagdo
a 35°C, foi possivel observar a formacdo ou ndo de seta na regido entre as duas estrias. As
amostras positivas para GBS produzem o fator CAMP que reagira de forma sinérgica com a [3-
hemolisina produzida pelo S. aureus, a qual hidrolisa a esfingomielina em ceramida, tornando
0s eritrdcitos sensiveis a acdo litica do fator CAMP, formando, assim, um halo em forma de
ponta de seta nestas amostras (Koneman et al., 2008).

4.2.4 Teste de hidrélise do hipurato de sédio

O teste da hidrolise do hipurato foi feito segundo Hwang e Ederer (1975). Para isso,
foram adicionados 400 pl de solucédo do hipurato de s6dio a 1% em tubos estéreis e, em seguida,
foi inoculada uma alcada da amostra teste formando uma suspensdo homogénea. Os tubos
foram incubados na estufa por 2h a 35°C e, ap0s esse periodo, foram adicionados de 200 ul de
solugéo ninidrina (3,59 de ninidrina em 100 mL de uma mistura 1:1 de acetona e butanol),
sendo, em seguida, novamente incubados por 10 min. As amostras produtoras da enzima
hipuricase quebram a molécula de hipurato gerando, como um dos produtos finais, a glicina
gue na presenca da ninidrina é desaminada formando um precipitado roxo, sendo, entdo, um
resultado presuntivo positivo para GBS. Para o teste foi incluida amostra controle positivo S.
agalactiae SS-615 e como controle negativo foi utilizada a cepa de Streptococcus pneumoniae
ATCC 49619.

4.2.5 ldentificacdo por MALDI-TOF MS

A confirmacéo da identificacdo das amostras foi realizada utilizando-se a metodologia
de MALDI-TOF MS (do inglés “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight
Mass Spectrometry”). As coldnias dos microrganismos (crescimento recente) foram aplicadas
em uma placa de aco inoxidavel polido do equipamento com auxilio de um palito de madeira.

Em seguida, foi acrescentado 1L de &cido férmico e, apds secagem, foi acrescentado 1L de
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solugdo matriz HCCA (acido aciano-4-hidroxicinamico). Quando inseridas no equipamento, as
amostras sao submetidas a um feixe de laser, ionizando as proteinas, geralmente as ribossomais
(entre 2 e 20 KDa), que percorrem um tubo vertical dentro do equipamento, e o tempo que as
particulas levam para percorrer o tubo € mensurado que € denominado de tempo de voo. Atraveés
das analises dessas informacGes sdo gerados espectros com auxilio do espectrémetro de massa
Microflex LT (Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando o software Flex Control (Bruker
Daltonics, Alemanha) no intervalo de 2.000 a 20.000 m/z, os quais s&o comparados com um
banco de dados. O resultado apresenta-se através de escores de confiabilidade, onde valores <
1,69 sdo considerados ndo confiaveis, escores entre 1,70 a 1,99 indicam identificacdo provavel
de género, escores entre 2,00 e 2,29 indicam identificacdo segura de género e provavel de
espécie e, por fim, escores acima de 2,30 até 3,00 indicam alta probabilidade na identificacdo
da espécie (Bizzini & Greub, 2010; Pasternak, 2012).

4.2.6 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Este teste foi realizado de acordo com instru¢des contidas no manual do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022), através da técnica de disco difusdo. O indculo foi
preparado com a suspensdo de um crescimento recente da amostra em agar sangue, em salina
fisiologica estéril, para uma turbidez comparavel com a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Essa suspensao foi semeada com auxilio de um swab estéril, de forma confluente,
na superficie do meio agar Mueller Hinton acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carneiro
(MHS). Em seguida, foram depositados na superficie do meio, com auxilio de uma pinca estéril,
os discos de antimicrobianos (Laborclin). As placas foram incubadas por até 24h, a 35°+/-2°C
em atmosfera enriquecida de 5% CO.. Os antimicrobianos testados com suas respectivas
concentracdes foram: clindamicina (2g), eritromicina (15ug), levofloxacina (5ug), penicilina
(10ug), tetraciclina (30ug) e vancomicina (30ug). A interpretacdo dos resultados foi realizada
de acordo com os critérios descritos no CLSI (2022). A cepa S. pneumoniae ATCC 49619 foi
utilizada para fins de controle de qualidade do teste.

O fendtipo MLSg (resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B) foi
avaliado pelo método de disco aproximagdo (teste D), segundo Seppélé e colaboradores (1993).
Para isso, ap0s 0 ajuste da suspensdo bacteriana de acordo com a escala 0,5 de Mc Farland e

sua semeadura em MHS, os discos de eritromicina e clindamicina foram colocados a uma
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distancia de 12mm do centro de um disco ao outro. Apos a incubacao por 24h a 37°C, os halos
de inibicdo foram interpretados de acordo com os critérios do CLSI (2022). O fenétipo MLSg
induzido ocorre quando ha a resisténcia a eritromicina e halo de sensibilidade a clindamicina
com achatamento do halo em forma da letra “D”, indicando que a presenga da eritromicina
induziu a resisténcia a clindamicina. O MLSg constitutivo é definido quando ocorre a
resisténcia a eritromicina e clindamicina. O fenétipo M, por sua vez, € definido quando ocorre
a resisténcia somente ao macrolideo e sensibilidade a clindamicina e o fendtipo L é quando

ocorre resisténcia somente a lincosamida.

4.2.7 Sorotipificacio das amostras

A determinacéo do tipo capsular foi realizada utilizando-se o método de aglutinacdo
em latex, com auxilio do kit Immulex Strep-B (SSI Diagnostica, Dinamarca), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Todos os 10 sorotipos foram pesquisados (la, Ib-1X). Para isso,
no cartdo de reacdo do Immulex Strep-B foi aplicada uma gota do reativo composto do
anticorpo tipo especifico adsorvido a particulas de latex, e o crescimento bacteriano recente
retirado de uma placa de agar sangue foi homogeneizado na gota do reativo, sob o cartdo de
reacdo. Em seguida o cartdo foi submetido cuidadosamente a movimentos circulares. Uma
reacdo foi considerada positiva quando houve aglutinagdo das particulas do reativo dentro de
30s. Amostras de referéncia dos diferentes tipos capsulares (la, b e 1l a X), foram utilizadas

para fins de controle do teste.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste fenotipicos para identificacdo presuntiva

Informacdes referentes as 37 amostras incluidas no presente estudo estdo descritas no
Anexo 1. Todas as amostras apresentaram a beta-hemolise caracteristica de S. agalactiae em
agar sangue e, no meio CHROMagar™ StrepB, formaram coldnias rosas que ¢ indicativo de
GBS. As amostras suspeitas foram submetidas a coloracdo de Gram para observacdo das
caracteristicas morfo-tintoriais, onde todas se apresentaram como Gram positivas em formato
de cocos dispostos em cadeia ou pares. Ainda, todas as amostras foram positivas para o teste
do fator CAMP, como demonstrado na Figura 1 abaixo, e todas foram capazes de hidrolisar o

hipurato de sddio, sendo, assim, produtoras da enzima hipuricase.

Figura 1 - Teste de CAMP realizado em 16/02/2022- Imagem autoral

5.2 Confirmacéo da identificacdo

Todas as amostras que foram submetidas a identificacdo por MALDI-TOF MS foram
classificadas como pertencentes a espécie S. agalactiae. A confirmacdo da identificacdo
ocorreu de acordo com 0s escores dos espectros gerados pelo software MALDI Biotyper
(Bruker Daltonics, Alemanha), onde todas as amostras obtiveram uma identificacdo confiavel

ao nivel de espécie (escore > 2,0).
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5.3 Determinacéao do tipo capsular

A determinacdo do tipo capsular por meio do método de aglutinacdo em latex foi
realizada para todas as amostras analisadas (Figura 2), sendo que todas mostraram uma reacao
positiva.

O sorotipo mais frequente foi 0 V (37,8%), seguido do la e 11 (19% cada), 111 (10,8%),
IX (8%), Ib e IV (2,7% cada) (Figura 2).

-

mla mlb mll mlll mIV mIX mV

Figura 2 - Distribuicdo dos tipos capsulares, 37 amostras testadas de GBS, isoladas de urina,

através da aglutinacdo em latex utilizando o kit Immulex Strep-B (SSI Diagnostica,
Dinamarca).
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5.4 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Os resultados observados para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos estéo
expressos na Figura 3. Todas as amostras foram susceptiveis a penicilina e vancomicina.
Percentuais significativos de ndo susceptibilidade foram observados para tetraciclina (75,7%),
eritromicina (27%) e clindamicina (8%). Apesar de um percentual de ndo susceptibilidade mais
discreto, das trés amostras (8%) resistentes a levofloxacina, duas apresentaram halo zero de

inibic&o.

Quanto ao fenotipo MLSh, entre as amostras resistentes a eritromicina (n=10), oito
apresentaram o fendtipo M e duas o fenotipo iMLSg. O fendtipo L foi observado em uma

Tetraciclina  Levofloxacina Clindamicina  Eritromicina

amostra.

40
35
30
25
20
15
10

m Sensivel ® Resistente

Figura 3 Susceptibilidade aos antimicrobianos entre as 37 amostras testadas de GBS

isoladas de urina. Todas as amostras foram suscetiveis a penicilina e vancomicina.

24



Tabela 1 - Perfis de susceptibilidade a eritromicina (Eri), clindamicina
(Cli) e tetraciclina (Tet) entre as 37 amostras de Streptococcus agalactiae
incluidas no presente estudo, em rela¢do aos sorotipos.

L Total de )
Eri Cli Tet Sorotipos
amostras (%)

S S R 19(51,3%) la(1);Ib(L); 11 (5); 11 (1): V (9); IX (2)

R S R 8(216%) la (5); 11 (1); V (2)

S S S 7(19%) 1 (1); V 3); 11(2); IV (1)
R R R 1(27%) la (1)

S R S  1(27%) IX (1)

R R S 1(27%) 1 (1)

R, resistente; S, sensivel
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6 DISCUSSAO

Streptococcus agalactiae inicialmente foi reconhecido como o principal patégeno
causador de mastite em animais leiteiros levando a perdas econdmicas na agropecuaria (Cheng
& Han, 2021). Esse microrganismo também é um importante agente em infec¢cbes em humanos,
principalmente em mulheres grévidas e neonatos podendo causar casos de infec¢des urinaria,
complicagdes no puerpério, meningite, sepse e pneumonias em neonatos (Furfaro, Chang &
Payne, 2018). Além disso, S. agalactiae também pode ser encontrado em adultos ndo gestantes
em sitios como o trato respiratdrio superior e geniturinario, sendo normalmente comensal, mas
podendo atuar como agente infeccioso (Raabe & Shane, 2019).

Dentre as infeccGes em adultos ndo gestantes, GBS também pode causar infec¢gdes no
trato urinario. Estima-se que o GBS cause aproximadamente 1-2% de todas as ITUs .Estudos
envolvendo populagbes especificas, como os idosos, GBS pode ser encontrado causando 1TU
em até 39% dos individuos. Bacterilria assintomética e ITU causadas por GBS sdo comuns
ndo sO entre os idosos, mas também em gravidas, diabéticos e individuos
imunocomprometidos, bem como naqueles com anormalidades uroldgicas pré-existentes,
grupos com maior risco de pielonefrite ascendente que pode progredir para bacteremia e/ou
ITUs complicadas (Kline & Lewis, 2016).

No presente estudo, todas as amostras avaliadas quanto ao teste da producéo do fator
CAMP e da hidroélise do hipurato de sodio obtiveram resultado positivo esperado, corroborando
com resultados de estudos antigos bem estabelecidos (Phillips, Tapsall e Smith, 1980). Apesar
desses testes quando usados isoladamente ndo serem confiaveis no que diz respeito a
identificacdo da espécie, os resultados positivos combinados entre os testes geram maior
confiabilidade, além de serem de baixo custo quando comparados a outras técnicas genotipicas
(Rosa-Fraile e Spellerberg, 2017). Para a confirmacéo da identificacdo foi utilizado o MALDI-
TOF MS que gera espectros que sdo comparados com o banco de dados e fornecem escores de
confiabilidade. O MALDI-TOF MS é um método de identificacdo rapida para espécies
bacterianas clinicamente importantes, baseada na deteccdo de biomarcadores altamente
conservados intraespécie, tais como as proteinas ribossémicas (Wieser et al., 2012). E em
relacdo a identificagéo de S. agalactiae, diversos estudos demonstram que o MALDI-TOF os

classifica na espécie de forma correta.Estudos que utilizaram sorotipos diferentes,
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demonstraram que n&o houve divergéncia na classificagdo (Assis et al., 2017; Abrok et al.,
2019; Rothen et al., 2020).

A distribuicdo dos sorotipos de GBS pode variar de acordo com o pais ou a regido
geografica analisada, sendo o sorotipo la 0 mais frequentemente relatado nas Ameéricas
(Ippolito et al., 2010). Nos EUA o sorotipo mais frequente € o la seguindo do V, I, 11, Ib e
IV (McGee et al., 2021). Na Italia o sorotipo Il é o mais comum, seguido do V, la, Ib, Il e IV
(Genovese et al., 2020). Na Africa o sorotipo V é o mais frequente, seguido do 111, Ia, Ib e Il
(Gizachew et al., 2019). As amostras de urina do presente estudo pertencem a 7 sorotipos
capsulares distintos: la, Ib, I1, 111, 1V, V e IX. O sorotipo mais frequentemente detectado foi o
sorotipo V (37,8%), seguido do la e 11 (19% cada), I11 (10,8%), I1X (8%), IV e Ib (2,7% cada).
Tais resultados diferem de achados no Brasil, que habitualmente relatam a alta frequéncia do
sorotipo la, sequida dos tipos Il, 111 ou V, e com uma menor frequéncia dos tipos Ib e IV (Corréa
et al., 2011; Botelho et al., 2018a; Kfouri et al., 2021; Costa et al., 2022). Estudos recentes
vém relatando mudancas significativas nos perfis de sorotipos, onde o sorotipo Il parece estar
diminuindo sua frequéncia enquanto o V e o I1b vém aumentando (Soares et al., 2013; Botelho
et al., 2018a; Shipitsyna et al., 2020; Costa et al., 2022). Além disso, o sorotipo V é relatado
como o0 mais comumente encontrado em infec¢des em adultos nédo gestantes (Yoon et al., 2015;
Bianchi et al., 2020). Esses dados podem sugerir o porqué da maior frequéncia do sorotipo V
neste estudo. Além disso, trabalhos realizados na Asia e Africa relatam frequentemente os
sorotipos VI, VI e VIII, que ndo foram detectados em nosso estudo (Hirai et al., 2020; Zhu et
al., 2020). Num estudo realizado nos EUA, onde amostras de GBS isoladas de urina foram
investigadas quanto a distribuicdo de sorotipos, foi possivel observar exatamente a mesma
distribuicdo no que se refere a frequéncia de sorotipos entre as amostras estudadas deste estudo.
De forma interessante, da mesma maneira que neste estudo amostras consideradas como nao
tipaveis também ndo foram detectadas (Ulett et al. 2013).

Assim como comumente reportado ao redor do mundo, todas as amostras avaliadas
apresentaram sensibilidade a penicilina e vancomicina, estando, portanto, de acordo com a
literatura, uma vez que, a resisténcia para essas classes de antimicrobianos é rara (Metcalf et
al., 2017). Para os pacientes que sdo alérgicos aos beta-lactdmicos, sdo recomendados
antimicrobianos da classe dos macrolideos e lincosaminas, entretanto, de acordo com dados

na literatura a resisténcia a essas classes vem sendo reportada ao longo dos anos (Raabe &
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Shane, 2019; Hayes, O’Halloran & Cotter, 2020). Neste estudo 27% das amostras apresentaram
resisténcia a eritromicina, o que foi de encontro ao reportado por estudos realizados no Brasil,
onde habitualmente séo relatadas taxas de resisténcia de 4 a 25% (Barros, 2021). Dessa forma,
nossos resultados estdo mais distantes de estudos realizados nos EUA, que apresentaram niveis
de resisténcia a eritromicina de 54,8% em amostras encontradas em adultos (Watkins et al.,
2019; Hayes, O’Halloran e Cotter, 2020), e na China, que relatam taxas de 74,1% a 92,5% (Guo
etal, 2017; Ding et al., 2020). Em relacdo a clindamicina, a taxa de 8% observada neste estudo
estd de acordo com o que normalmente é relatado em estudos brasileiros, que apontam taxas de
1,9 a 18,8% de resisténcia. Apesar disso, estudos em outras localidades reportam taxas maiores
de resisténcia a clindamicina, como em torno de 50% nos EUA (Watkins et al., 2019; Hayes,
O’Halloran e Cotter, 2020) e 64,2% a 87,5% na China (Guo et al., 2017; Ding et al., 2020).
Dentre as amostras com fendtipos MLSg induzido (2) observadas neste estudo, uma era
pertencente ao sorotipo V e outra ao sorotipo Ill. Essa associacdo corrobora com achados no
Brasil onde o sorotipo V predomina entre as amostras com a resisténcia MLSg (Dutra et al.,
2014; Khodaei et al., 2018; Barros, 2021). Além disso, outros estudos realizados no Brasil,
Portugal, Coreia do Sul e Italia também mostraram a associac¢do do tipo capsular V com a
resisténcia aos macrolideos (Martins et al., 2012; Pinto et al., 2013; Otaguiri et al., 2013; Yoon
et al., 2015; Simoni et al., 2018).

Em relacéo a tetraciclina, sabe-se que a maioria das amostras de GBS de humanos séo
resistentes a tetraciclina, e isso ocorre devido a aquisicdo de elementos genéticos moveis e a
expansdo desses clones que levou ao surgimento de amostras mais adaptadas para causar
infeccdes em humanos (Metcalf et al., 2017; Hayes, O’Halloran e Cotter, 2020). Assim, foi
observada neste estudo uma alta taxa de resisténcia a tetraciclina (75,7%), corroborando com
dados achados na literatura, uma vez que a taxa de resisténcia a tetraciclina em humanos varia
de 75% a 100% no Brasil (Barros, 2021). A levofloxacina € recomendada pelo FDA como
droga de tratamento para infec¢des do trato urinario (Lipsky et al., 2010; Xiong et al., 2020).
Porém a crescente resisténcia as fluoroguinolonas que vem sendo observada, tem preocupado
pesquisadores e clinicos (Shigehara et al., 2008; Xiong et al., 2020). Por isso, o0 estudo da
resisténcia a essa quinolona é muito importante para a escolha do tratamento desses pacientes.
Nesse estudo, observou-se taxa de resisténcia de 8% para levofloxacina, que apesar de rara, ja

foi relatada no Brasil em niveis de 1 a 7,1% (Barros, 2021). Assim, nosso estudo mostra que a
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taxa de resisténcia a levofloxacina esta de acordo com o mais alto nivel ja reportado.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo teve como conclusdes:

% As amostras incluidas no estudo foram identificadas ao nivel de espécie por métodos
fenotipicos e pela técnica de MALDI-TOF;

% A determinacdo do tipo soroldgico mostrou a prevaléncia do sorotipo V (37,8%),
seguida dos sorotipos la e 11 (19% cada), 111 (10,8%), I1X (8%) e IV e 1b (2,7% cada);

< O perfil de susceptibilidade demonstrou amostras 100% suscetiveis a penicilina e
vancomicina, enquanto a resisténcia foi de 75,7% para a tetraciclina, 27% para

eritromicina, 8% para clindamicina e 8% para levofloxacina.
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ANEXO 1. Informacdes sobre as amostras de GBS incluidas no estudo.

4499 NI NI URINA SIM Positivo 11 S. agalactiae
4522 NI NI URINA  SIM  Positivo I S. agalactiae
4529 NI NI URINA SIM Positivo \Y S. agalactiae
14303 NI NI URINA  SIM  Positivo Il S.agalactiae
14369 RICHET NI  URINA SIM Positivo \Y S. agalactiae
14385 RICHET M URINA SIM Positivo \Y% S. agalactiae
14415 RICHET F URINA SIM Positivo 1 S. agalactiae
14421 RICHET F URINA SIM Positivo 1 S. agalactiae
14423 RICHET F URINA SIM Positivo 1 S. agalactiae
14424 RICHET F URINA SIM Positivo 1 S. agalactiae
14433 RICHET M URINA SIM Positivo \Y S. agalactiae
14434 RICHET NI URINA  SIM  Positvo  V  S.agalactiae
14443 RICHET NI URINA  SIM  Positvo  la  S.agalactiae
14444 RICHET NI URINA  SIM  Positvo  V  S.agalactiae
14445 RICHET NI URINA  SIM  Positivo  la  S.agalactiae
14447 RICHET NI URINA  SIM  Positivo I S. agalactiae
14450 RICHET NI URINA  SIM  Positvo VS, agalactiae
14463 RICHET F URINA SIM Positivo 1 S. agalactiae
14466 RICHET F  URINA  SIM  Positivo IV S.agalactiae
14472 RICHET F URINA SIM Positivo \Y S. agalactiae

14473 RICHET M URINA SIM Positivo IX S. agalactiae
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14474 RICHET F URINA SIM Positivo la S. agalactiae
14475 RICHET F URINA  SIM  Positivo  V S.agalactiae
14481 RICHET NI URINA  SIM  Positvo VS, agalactiae
14485 RICHET NI URINA  SIM  Positivo la S. agalactiae
14486 NI NI URINA SIM Positivo la S. agalactiae
14492 RICHET NI URINA  SIM  Positivo I S. agalactiae
14494 RICHET NI URINA  SIM  Positvo  la  S.agalactiae
14498 RICHET NI URINA  SIM  Positvo  IX  S.agalactiae
14509 RICHET F URINA SIM Positivo \Y% S. agalactiae
14517 RICHET F  URINA  SIM  Positivo  IX . agalactiae
14518 RICHET F URINA SIM Positivo \Y% S. agalactiae
14522 RICHET F  URINA  SIM  Positivo I S. agalactiae
14525 RICHET F URINA SIM Positivo \Y% S. agalactiae
14526 RICHET F URINA SIM Positivo la S. agalactiae
14527 RICHET F URINA SIM Positivo Ib S. agalactiae

14528 RICHET F URINA SIM Positivo \Y% S. agalactiae

NI: N&o informado.
F, feminino; M, masculino.
Van, vancomicina; Tet, tetraciclina; Lev, levofloxacina; Pen, penicilina; Cli, clindamicina; Eri, eritromicina.

Os valores de halo de inibicdo (em mm) assinalados de verde foram classificados como sensiveis e em vermelho como néo-
susceptiveis, segundo as orientacdes do CLSI.
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