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RESUMO

PRISCILA SOARES DE OLIVEIRA

Streptococcus agalactiae: CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE AMOSTRAS
ISOLADAS DE GESTANTES EM UMA UNIDADE HOSPITALAR NA CIDADE DO RIO
DE JANEIRO

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza
Coorientadora: Natélia Silva da Costa Granato

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes 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 aprovagédo no
RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Streptococcus agalactiae (GBS - “Group B Streptococcus™) é um importante patogeno
responsavel por sérias infeccdes em humanos, tanto em neonatos como em adultos ndo gestantes e
individuos idosos e/ou imunocomprometidos. Apesar de ainda ser altamente sensivel a penicilina,
em individuos alérgicos deve-se utilizar outras classes de antimicrobianos. Nas ultimas décadas,
tém-se observado uma crescente resisténcia aos antimicrobianos de segunda escolha, como
macrolideos e clindamicina. O objetivo deste estudo foi caracterizar por métodos fenotipicos as
amostras de GBS isoladas de gestantes (352-372 semana), residentes na regido metropolitana do Rio
de Janeiro, e atendidas durante o pré-natal na Maternidade Escola da UFRJ. O espécime clinico
combinado (vaginal + anal) foi coletado com swab, colocado em meio de transporte e manutengédo
de Amies, refrigerado e enviado até o laboratério. Em seguida, uma aliquota (50 pL) foi semeada
em caldo Todd-Hewitt (THB) contendo 8ug/mL de gentamicina e 15ug/mL de acido nalidixico,
com o intuito de favorecer a selecéo de S. agalactiae. Os meios foram incubados por 24h a 35°C,
e, entdo, as culturas foram semeadas em placas contendo agar caseina de soja acrescido de 5% de
sangue de carneiro (4gar sangue) e em &gar cromogénico, e incubadas a 35°C por 24h. A presencga
de colbnias com caracteristicas de estreptococos circundadas por uma zona de beta-hemdlise em
agar sangue foram consideradas suspeitas da presenca de S. agalactiae. Em &gar cromogénico, as
colbnias de cor rosa foram consideradas como suspeitas de GBS. Todas as col6nias suspeitas foram
isoladas e identificadas por espectrometria de massa por ionizagao e dessorcao a laser assistida por
matriz (MALDI-TOF MS). Em seguida, todas as culturas foram estocadas por a -20°C em caldo
BHI com 20% de glicerol. Para a caracterizagdo fenotipica convencional, as amostras suspeitas de
GBS foram submetidas a coloracdo de Gram e aos testes de producéo do fator CAMP e hidrolise
do hipurato. O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinado por disco difuséo, de
acordo com o CLSI e a determinacao do tipo capsular foi realizada por aglutinacdo em lamina.
Dentre as 1270 gestantes analisadas no periodo compreendido entre janeiro/2019 a junho/2022,
106 (8,3%) foram identificadas como positivas para presenca de S. agalactiae. Os tipos soroldgicos
predominantes foram: la (34%), V (19,8%), 11 (17,9%) e 111 (14,1%). A determinagéo



do perfil de resisténcia aos antimicrobianos mostrou que as amostras apresentaram sensibilidade
uniforme aos antimicrobianos: penicilina, levofloxacina e vancomicina e niveis de resisténcia
variaveis para clindamicina (7%), eritromicina (18%) e tetraciclina (84%). Esses dados ressaltam
a importancia da pesquisa da colonizacéo por GBS e a sua caracterizacdo em gestantes para orientar
os clinicos quanto a possiveis medidas profilaticas e terapéuticas para a gestante e para 0s neonatos.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, caracterizacdo fenotipica, gestantes.



ABSTRACT

PRISCILA SOARES DE OLIVEIRA

Streptococcus agalactiae: CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE AMOSTRAS
ISOLADAS DE GESTANTES EM UMA UNIDADE HOSPITALAR NA CIDADE DO RIO
DE JANEIRO

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza
Coorientador: Natalia Silva da Costa Granato

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes 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 aprovagédo no
RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Streptococcus agalactiae (GBS) is an important pathogen responsible for serious infections
in humans, both in newborns and non-pregnant adults and in elderly and/or immunocompromised
individuals. Although it is still highly sensitive to penicillin, other classes of antimicrobials should
be used in allergic individuals. In recent decades, increasing resistance to second-choice
antimicrobials, such as macrolides and clindamycin, has been observed. The aim of this study was
to characterize by phenotypic methods the GBS samples isolated from pregnant women (35th-37th
week), residing in the metropolitan region of Rio de Janeiro, and seen during prenatal care at the
UFRJ Maternity School. The combined clinical specimen (vaginal + anal) was collected with a
swab, placed in Amies transport and maintenance medium, refrigerated and sent to the laboratory.
Then, an aliquot (50 pL) was seeded in Todd-Hewitt broth (THB) containing 8ug/mL gentamicin
and 15pg/mL nalidixic acid, in order to favor the selection of S. agalactiae. The media were
incubated for 24h at 35°C, and then the cultures were seeded on plates containing soybean casein
agar plus 5% sheep blood (blood agar) and chromogenic agar, and incubated at 35°C for 24h. The
presence of colonies with streptococcal characteristics surrounded by a characteristic beta-
hemolysis zone on blood agar was considered suspicious for the presence of S. agalactiae. On
chromogenic agar, pink colonies were also considered suspicious for GBS. These colonies were
isolated and identified by matrix-assisted laser ionization desorption mass spectrometry (MALDI-
TOF MS). Then, all cultures were stored by freezing at -20°C in BHI broth with 20% glycerol. For
conventional phenotypic characterization, suspected GBS samples were subjected to GRAM
staining and tests for CAMP factor production and hypurate hydrolysis. The antimicrobial
susceptibility profile was determined by disc diffusion, according to the CLSI, and the capsule type
determination was performed by slide agglutination. Among the 1270 pregnant women analyzed
from January/2019 to June/2022, 106 (8.3%) were identified as positive for the presence of
Streptococcus agalactiae. The serologic types predominant were la (34%), V (19.8%), 11 (17.9%)
and 111 (14.1%). The determination of

Xi

the antimicrobial resistance profile showed that the strains showed uniform sensitivity to the



antimicrobials penicillin, levofloxacin, vancomycin and variable levels of resistance to
clindamycin (7%), erythromycin (18%) and tetracycline (84%). These data highlight the
importance of GBS colonization research and its characterization in pregnant women to guide
clinicians regarding possible prophylactic and therapeutic measures for the pregnant woman and
newborns.

Keywords: Streptococcus agalactiae, phenotypic characterization, pregnant women.
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RESUMO PARA LEIGOS

PRISCILA SOARES DE OLIVEIRA

STREPTOCOCCUS AGALACTIAE: CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE
AMOSTRAS ISOLADAS DE GESTANTES EM UMA UNIDADE HOSPITALAR NA
CIDADE DO RIO DE JANEIRO

Orientador: Sergio Eduardo Longo Fracalanzza

Coorientador: Natalia Silva da Costa Granato

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Streptococcus agalactiae (GBS) é uma bactéria que pode causar diversas doengas 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 nédo
gestantes, infeccdo urindria e pneumonia. Apesar de ainda ser altamente sensivel a penicilina, em
individuos alérgicos devem-se utilizar outros tipos de antibioticos. Nas ultimas décadas, tém-se
observado um aumento na resisténcia aos antibidticos de segunda escolha, como eritromicina e
clindamicina. O objetivo deste estudo foi caracterizar Streptococcus agalactiae em amostras de
gestantes (352-372 semana) residentes na regido metropolitana do Rio de Janeiro, e atendidas
durante o pré-natal na Maternidade Escola da UFRJ. Para o estudo, um cotonete (swab) foi inserido
primeiro no canal vaginal e em seguida na regido anal a fim de coletar secrecdo para analise. Esse
cotonete foi levado ao laboratorio acondicionado em um liquido conservante e refrigerado. No
laboratorio as amostras passaram primeiramente por testes para identificar a presenca de GBS.
Apos, outros testes foram aplicados com o objetivo de se observar caracteristicas destas bactérias,
como resisténcia a antibiéticos. Os dados obtidos ao final do estudo ressaltaram a importancia do
teste do swab em gestantes para orientar os clinicos quanto a possiveis medidas de prevencao para
evitar a infeccdo de recém-nascidos.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, caracterizacdo fenotipica, gestantes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de Streptococcus agalactiae

O género Streptococcus inclui diversas espécies descritas como cocos gram-positivos,
imdveis, ndo esporulados, catalase-negativos, dispostos aos pares ou em cadeias, e pertencentes ao
filo Firmicutes, ordem Lactobacillales e familia Streptococcaceae (Pdntigo, Moraga e Flores,
2015). Os estreptococos sdo nutricionalmente exigentes, necessitando do uso de meios de cultura
enriquecidos com 5% de sangue de carneiro para o seu cultivo, o que também possibilita a sua
categorizacdo de acordo com os padrdes de hemolise observados ao redor das coldnias quando
cultivados nesse meio. Assim, quando ocorre hemolise parcial sdo classificados como a-
hemoliticos, quando a lise dos eritrocitos ¢ completa sdo denominados -hemoliticos e quando néo
ocorre hemolise, sao y- ou ndo hemoliticos. Ainda, de acordo com a especificidade antigénica do
carboidrato C, um polissacarideo presente na parede celular, os estreptococos podem ser
distribuidos em 20 grupos (A-H e K-V), segundo a classificacdo de Lancefield. A detec¢do do
antigeno de grupo B, através da reagdo com antissoro especifico, serve de base para a sua
denominacdo frequente como estreptococos do grupo B (EGB) ou GBS (sigla derivada do inglés,
Group B Streptococcus) (Lancefield, 1933; Murray, Rosenthal e Pfaller, 2020).

A espécie Streptococcus agalactiae foi descrita em 1887 como um patégeno responsavel
por quadros de mastite bovina (Deb et al., 2013), sendo sua circulagdo entre os seres humanos
reconhecida somente a partir da década de 1930 (Fry, 1938). Entre os anos 1960 e 1970, a espécie
emergiu como uma das principais fontes de morbidade e mortalidade no periodo neonatal (Eickhoff
et al., 1964; McCracken, 1973). Desde os anos 90, entretanto, S. agalactiae vem se destacando
também como uma causa importante de infec¢des invasivas em adultos ndo gestantes (Mufioz et
al., 1997).

Os microrganismos pertencentes a espécie S. agalactiae sdo encontrados em membranas
mucosas, incluindo sitios como o trato gastrointestinal e geniturinario de seres humanos (Hardie &
Whiley, 1997; Le Doare & Heath, 2013). Apesar da possibilidade de estabelecimento de uma
relacdo comensal, estes microrganismos podem causar quadros infecciosos quando introduzidos
em sitios normalmente estéreis de hospedeiros sadios ou em pacientes com algum tipo de condicao

debilitante. A ocorréncia de quadros infecciosos esta relacionada com produtos ou



estruturas que sdo considerados fatores de viruléncia, entre os quais estdo incluidos B-hemolisina,
fator CAMP, parede celular, capsula polissacaridica, proteinas de superficie celular e enzimas
(Noobs, Lamont & Jenkinson, 2009).

A presenca de cépsula polissacaridica com composicdo variavel é a base para a
classificacdo soroldgica das amostras desta espécie (Lancefield, 1934), sendo esta amplamente
empregada como marcador em estudos epidemioldgicos e de patogenicidade. Portanto, os
polissacarideos capsulares vém sendo considerados os principais alvos para a elaboracéo de vacinas
contra S. agalactiae (WHO, 2021). Atualmente, dez diferentes sorotipos séo reconhecidos,
incluindo la, Ib, 11, 11, IV, V, VI, VII, VI e IX (Chen, Avci & Kasper, 2013).

1.2 Atributos de viruléncia em Streptococcus agalactiae

S. agalactiae possui diversos fatores de viruléncia que influenciam na sua eficiéncia de
colonizagdo e invasao aos tecidos do hospedeiro (Rajagopal et al., 2009). A cépsula é considerada
o principal fator de viruléncia devido a sua funcédo antifagocitica. Atua de forma a inibir a ativacéo
do sistema complemento evitando, portanto, a deposi¢do dos fragmentos opsonizantes C3b na
superficie microbiana (Rajagopal et al., 2009). Os tipos sorolégicos de GBS podem ser
classificados levando-se em conta a variacdo quimica (&cido N-acetilneuraminico, N-
acetilglicosamina, galactose e glicose) e imunologica dos polissacarideos da capsula (Lancefield,
1934; Cieslewicz et al., 2005). Dez sorotipos sdo conhecidos atualmente (la, Ib, I, 11, IV, V, VI,
VI, VIII e 1X) (Wessels & Kasper, 2000; Slotved et al., 2007; Chen, Avci & Kasper, 2013), e
alteracGes antigénicas podem ocorrer devido a recombinacdo no operon responsavel pela sua
codificacdo. Essa transferéncia horizontal de genes pode levar a altera¢do do sorotipo capsular,
fendmeno conhecido como switching capsular (Cieslewicz et al., 2005). Devido a sua importancia,
o desenvolvimento de vacinas contra GBS tem como alvo principal os polissacarideos capsulares.

Além da cépsula, algumas proteinas de superficie também contribuem para a viruléncia de
S. agalactiae por estarem tanto associadas com a interagdo com as células do hospedeiro, quanto
com a capacidade de evasdo do sistema imunoldgico. A proteina alfa, a qual faz parte da familia
de proteinas ALP (alpha-like proteins), tem seu papel nos mecanismos de patogenicidade ainda
pouco conhecido, estando geralmente associada a cepas dos sorotipos la, 1b e 11. Ja a proteina beta

estd associada principalmente ao sorotipo Ib (Paolleti e Kasper, 2017). Outras proteinas



pertencentes a familia ALP e encontradas em GBS sao Ca, Alpl, Alp2, Alp3, Rib e Alp4. Estas
proteinas tém como caracteristicas moleculares repeticdes em tandem e genes mosaicos. Essas
proteinas variam entre as amostras de GBS de acordo com o nimero de repeti¢es génicas. A
proteina Ca pode sofrer dele¢des como estratégia de evasdo do sistema imune (Creti et al., 2004).
Ja as proteinas ligadoras de fibrinogénio (FBPs) e a proteina ligadora de laminina (Lmb) estédo
relacionadas a aderéncia e a invasdo do microrganismo no tecido hospedeiro (Noobs, Lamont &
Jenkinson, 2009).

Estudos recentes demonstraram a ocorréncia de apéndices de superficie celular (pili) em
aproximadamente 94% das amostras de S. agalactiae. Essas estruturas séo um importante fator de
viruléncia, pois estdo envolvidas com a adesdo da bactéria as células hospedeiras, e com a formacéo
de biofilmes, além de conferir maior resisténcia a fagocitos e peptideos antimicrobianos (Rosini &
Marguerit, 2015). As proteinas denominadas sortases tipo C (StrC3 e StrC4) tém papel na
montagem do pilus, promovendo a unido e organizacgdo das subunidades proteicas (PilA, PilB e
PilC) através da polimerizacdo. O processo é realizado por meio de ligagdes covalentes entre as
sortases e as subunidades proteicas. PilA é responsavel pela adesdo a célula hospedeira, PilB ¢ a
subunidade mais abundante e PilC é localizada na base do pilus e é a menor subunidade (Dramsi,
TrieuCuot e Bierne, 2005; Lauer et al., 2005; Dramsi et al., 2006; Maisey et al., 2007; Maresso e
Schneewind, 2008; Konto-Ghiorghi et al., 2009; Rajagopal, 2009). Até 0 momento sdo descritas
trés principais variantes de pili: PI-1, Pl2a e PI-2b (Rosini & Margarit, 2015; Armistead et al.,
2019).

A enzima Cb5a peptidase possibilita a clivagem do fator C5a do sistema complemento, o
qual é responsavel pelo recrutamento de neutrdfilos ao sitio de infeccdo (Hebert, Beveridge &
Saunders, 2004). A hialuronidase tem acéo hidrolitica sobre o acido hialurénico presente na matriz
extracelular de tecidos animais, possibilitando a disseminacdo do microrganismo (Paolleti &
Kasper, 2017).

O fator CAMP também contribui para a invasdao do microrganismo. Esta proteina tem a
capacidade de formar poros na membrana das células do hospedeiro, levando-as a lise (Spellerberg
et al., 1999). Ja a hemolisina é a enzima responsavel pela acdo beta-hemolitica de S. agalactiae e
pode ser associada a infec¢do pulmonar, por contribuir para a penetracdo através das barreiras

epiteliais e pulmonares (Noobs, Lamont & Jenkinson, 2009).



O acido lipopotéico é outro fator de viruléncia que auxilia na aderéncia de GBS a célula
hospedeira. O &cido lipopotéico tem importancia na patogénese da meningite, como evidenciado
através do teste in vitro de invasdo de celulas imortalizadas de endotélio microvascular cerebral
humanas (hnBMEC). E também pode estar envolvido em casos de sepse neonatal, possibilitando a

colonizacdo e invaséo de tecidos profundos (Ginsburg, 2002; Doran & Nizet, 2004).

O pigmento carotendide compensa a auséncia de catalase em GBS, pois tem acdo
antioxidante, auxilia S. agalactiae a ndo ser fagocitado e oferece resisténcia a acdo do perdxido de
hidrogénio. Macréfagos e neutréfilos possuem um “burst” oxidativo e com isso ha a producdo de
hipoclorito, peréxido de hidrogénio e anion superdxido. O pigmento protege a bactéria contra a

acao nociva destes componentes (Liu et al., 2004).

Outro importante atributo de viruléncia expresso por GBS é a enzima superdxido dismutase
com cofator de Mg?*, que faz com que o GBS suporte o estresse oxidativo durante o processo
infeccioso. O cofator Mg?* converte oxigénio livre (O%) em oxigénio e peréxido de oxigénio (O2
e H>O; respectivamente) que sao metabolizados por catalases e peroxidases, fazendo com que as
células fagociticas ndo consigam utilizar espécies reativas de oxigénio para defesa do sistema
imune contra 0 patdgeno e que, por consequéncia, GBS evada do sistema imune (Miller e Britigan,
1997; Poyart et al., 2001; Rajagopal, 2009).

1.3 Infec¢bes causadas por GBS em humanos

O trato gastrointestinal é o principal reservatério humano de S. agalactiae e, assim, a
colonizagdo da vagina pode representar contaminagéo deste sitio com material proveniente do reto
(Jodo et al., 2011; Le Doare & Heath, 2013). A colonizacdo assintomatica na vagina e reto é
observada em 18% das mulheres gestantes a nivel mundial, podendo variar de 10 a 40% entre as
diferentes regides geograficas (Seale et al., 2017). No Brasil, um estudo realizado por nosso grupo
avaliou gestantes dentro de um periodo de 8 anos, observando uma taxa de colonizagéo de 22-32%,
variando de acordo com os anos analisados (Botelho et al., 2018). Até 60% das mulheres
colonizadas podem ser portadoras deste patdgeno de modo intermitente (Schrag & Verani, 2013).

S. agalactiae ¢ um importante agente causador de doenga invasiva no periodo neonatal



(WHO, 2021). Aproximadamente 90% das infec¢Oes nos neonatos ocorrem nos primeiros dias de
vida e, por esse motivo, sdo chamadas de sindrome precoce. Por outro lado, as doengas que ocorrem
apos uma semana e até trés meses de vida sdo conhecidas como sindrome tardia (Le Doare &
Heath, 2013).

Os recém-nascidos que apresentam a sindrome precoce adquirem o microrganismo por
infeccdo ascendente ainda dentro do Utero, através da aspiracao do liquido amnidtico contaminado,
ou mediante a passagem através do canal vaginal colonizado com S. agalactiae (Brokaw et al.,
2021). Embora cerca de 50% dos neonatos sejam colonizados por esse microrganismo, apenas 2%
deles desenvolvem infec¢do (Le Doare et al., 2017). As principais complicacdes associadas a
sindrome precoce sdo bacteremia primaria, pneumonia e meningite (WHO, 2021).

A sindrome tardia ocorre com uma incidéncia de 0,4 a cada 1000 nascidos vivos (Zangwill,
Schuchat e Wenger, 1990). Enquanto cerca da metade das infec¢des de inicio tardio sdo adquiridas
a partir do contato com o canal de parto em maes colonizadas, 0s outros casos resultam da aquisi¢éo
pos-natal do microrganismo a partir da mée, de outras pessoas que cuidam da crianga ou do
ambiente hospitalar (Paredes et al., 1976). A bacteremia associada a meningite € a apresentacéo
clinica predominante (Schuchat, 1998) e a mortalidade pode chegar a mais de 50% (CDC, 2004;
Schrag & Verani, 2013).

Um relatério recente da OMS estimou um numero total de mortalidade de 319.000
neonatos. Quanto a recém-nascidos com sequelas relacionadas a meningite por GBS, estimou-se
em 10.000. E estimou-se também 57.000 casos de natimortos (WHO, 2021). Além disso, a taxa
global de mortalidade de neonatos por doenca invasiva é estimada em 8,4%, variando de acordo
com o padrdo de vida do pais/continente. Em paises com alto padrdo de vida esta taxa costuma ser
menor, enquanto no continente africano, maior (Madrid et al.,2017, WHO, 2021). A infecgéo
invasiva pode causar sequelas a longo prazo em neonatos, como transtorno do
neurodesenvolvimento, podendo ser de moderado a grave, afetando um a cada cinco recem-
nascidos (Kohli-Lynch et al., 2017). GBS ainda se destaca como agente etiolégico de fetos

natimortos e parto prematuro (Seale et al., 2017; Bianchi-Jassir et al.; 2017).

Além disso, em mulheres gestantes e no puerpério, GBS pode estar associado com
infeccbes invasivas e ndo invasivas como infeccdes urinarias, sepse, tromboflebite séptica,

meningite, endometrite e amnionite (Funcdo & Narchi, 2013).



S. agalactiae também causa uma série de infecgdes em pacientes adultos ndo gestantes.
Além da bacteremia sem foco primario, que é a manifestacdo clinica mais comum neste tipo de
populacéo, outras infeccdes por GBS observadas em adultos sdo pneumonia, infec¢do do trato
urinario, endocardite, peritonite, meningite, infeccdes em pele e tecidos moles, infec¢do puerperal,
osteomielite e artrite séptica (Jackson et al., 1995; Lamagni et al., 2013; Florindo et al., 2014;
Flores et al., 2015; Alhhazmi et al., 2016).

1.4 Distribuicao dos sorotipos

A distribuicdo dos sorotipos entre as amostras de GBS pode variar de acordo com diversos
fatores, tais como o quadro clinico, a faixa etaria do paciente e a regido geografica. De forma geral,
0s sorotipos mais prevalentes sdo la, Il, 111 e V, englobando mais de 85% das amostras estudadas
no mundo (Weisner et al., 2004; Tazzi et al., 2011; Edmond et al., 2012).

Entre neonatos com infeccdo invasiva, os sorotipos la e Il sdo os mais frequentes
(Schuchat, 1998; Johri et al., 2006; Melin & Efstratiou, 2013). Por outro lado, entre adultos ndo
gestantes, o sorotipo V se destaca (Harrison et al., 1998; Schuchat, 1998). O sorotipo la foi
apontado como o0 mais prevalente entre adultos ndo gestantes de Portugal (Martins et al., 2011).
Igualmente, na Argentina, os sorotipos la e Il se destacaram neste tipo de populacdo, enquanto o
sorotipo Il foi o mais prevalente nas sindromes tardias neonatais (Lopardo et al., 2003). No
Canadé, o estudo de Teatero e colaboradores (2015) detectou a emergéncia do sorotipo IV em
quadros de doenca invasiva, particularmente o ST 459.

Estudos realizados no Japdo mostram os sorotipos VI e VIII predominando nas mulheres
gravidas colonizadas, embora sejam raramente encontrados em outros locais do mundo
(Lachenauer et al., 1999; Melin e Efstratiou, 2013).

No Brasil, estudos realizados em diferentes locais do pais demonstraram a predominéncia
dos sorotipos la, Il e V entre amostras isoladas de casos de colonizagéo e de infeccdo em pacientes
adultos ndo gestantes, em sitios variados (sangue, ferida cirurgica, fluido peritoneal, entre outros)
(Palmeiro et al., 2010; Correa et al., 2011; Dutra et al.,2014). Ja estudos considerando apenas
amostras de colonizacgéo indicam que além dos tipos la, Il e V, o sorotipo 11l também predomina
(Otaguiri et al., 2013; Pinto et al., 2013, Botelho et al., 2018).



Em um estudo publicado na China, Zhang et al., (2021) demonstraram que cepas invasivas
do sorotipo Ib, ST-10, causando infeccdo em criangas, pertenciam a um clone sensivel a
tetraciclina.

Em neonatos com infeccdo invasiva, os sorotipos predominantes séo la e Il (Schuchat,
1998; Johri et al., 2006; Melin & Efstratiou, 2013).

Um estudo recente detectou que o sorotipo Il foi responsavel por colonizar 28% das

gestantes e causar 48% dos casos de sindrome precoce e 74% dos casos de sindrome tardia (Seale
etal., 2017).

1.5 Profilaxia intraparto e resisténcia aos antimicrobianos

No final da década de 1990, o American College of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG), o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e a American Academy of
Pediatrics (AAP) estabeleceram recomendagdes para realizacdo de profilaxia antibidtica intraparto
(IAP, do inglés Intrapartum Antibiotic Prophylaxis) em mulheres gestantes que apresentassem
fatores de risco ou cultura positiva para GBS, independente dos fatores de risco (CDC, 2010). Em
2002, diretrizes revisadas pelo CDC foram emitidas, e atualizadas em 2020, recomendando a
triagem universal de mulheres entre a 35% e 372 semana de gestagdo, para verificar a presenca de
GBS no trato anovaginal e, caso confirmada, é realizado o protocolo de IAP (Shabayek &
Spellerberg, 2018; ASM, 2020).

A profilaxia antibi6tica intraparto (IAP) € uma terapia preventiva com o objetivo de diminuir
a probabilidade de o neonato adquirir S. agalactiae por via vertical no momento do parto. O
antibiotico de primeira escolha determinado pelo CDC € a penicilina, mas em individuos alérgicos,
0 indicado é a administracdo de clindamicina. (ACOG, 2010; CDC, 2010). O antimicrobiano
escolhido é administrado por via intravenosa na gestante horas antes do parto com o objetivo de se
atingir rapidamente a corrente sanguinea e o liquido amniotico fetal. Poréem, a dose de antibiotico
administrada é calculada cuidadosamente para que ndo haja risco de intoxicacao neurotoxica para
a gestante e para o feto (CDC 2010; ACOG 2010).

A deteccéo e eliminacdo de S. agalactiae do trato genital e intestinal através da profilaxia
intraparto, na gestante, ttm como objetivo quebrar a cadeia de transmisséo, de forma a diminuir a

incidéncia da doenga. A melhor época para a deteccdo de colonizacdo seria durante o Gltimo



trimestre, pois nesta fase da gestacdo detecta-se um aumento na prevaléncia de colonizagdo em
relacdo ao 2° trimestre e esse periodo é importante para se evitar a recolonizacao antes do final da
gestacdo (Baker & Barret, 1974; Yook et al., 2013). Embora esse procedimento profilatico previna
70 a 75% dos casos de sindrome precoce, ndo tem efeito aparente sobre a ocorréncia da sindrome
tardia (Schrag & Verani, 2013).

Até a década de 90, S. agalactiae era considerado uniformemente sensivel aos beta-
lactamicos (Betriu et al., 1994). Contudo, desde entdo, a diminuic¢do na sensibilidade a penicilina
vem sendo esporadicamente demonstrada por diferentes autores (Kimura et al., 2008; Longtin et
al., 2011; Nagano et al., 2012; Li et al., 2020). No entanto, esses relatos ndo sédo significativos a
ponto de desqualificar o antimicrobiano como primeira escolha e a penicilina, permanece como o
antimicrobiano de escolha para a IAP na gestante, segundo o CDC.

Em pacientes alérgicos aos beta-lactdmicos, os macrolideos e lincosaminas apresentam-se
como alternativas. No entanto, entre amostras de GBS, indices crescentes de resisténcia a
eritromicina e clindamicina vém sendo reportados (Willems et al., 2011; CDC, 2019). Estudos
revelaram que os indices de resisténcia a eritromicina podem chegar a 46% na Franca (Bergal et
al., 2015), 45,5% em Taiwan (Wang et al., 2021) e 54% nos EUA (CDC, 2019). Ainda nos Estados
Unidos, a resisténcia a clindamicina foi registrada em mais de 40% das amostras de GBS (CDC,
2019). No Brasil, os indices de resisténcia a macrolideos e lincosaminas sdo inferiores aqueles
observados em outras regifes geograficas, estando em torno de 2% para a clindamicina e 14% para
a eritromicina (Benchetrit et al., 1982; Nakamura et al., 2011; Corréa et al., 2011; Pinto et al.,
2013; Dutra et al., 2014; Botelho et al., 2018).

Diversos estudos também tém relatado o desenvolvimento de resisténcia do GBS as
fluoroquinolonas, antibidtico com ampla utilizacdo na clinica médica, inclusive em quadros de
infeccdo do trato urinario (Miro et al., 2006; Faccone et al., 2010; Barros et al., 2012; Wang et al.,
2013; Wu et al., 2017; Arias et al., 2019; Sanches et al., 2021). Uma possivel associacdo da
resisténcia as fluoroguinolonas com a resisténcia ao cloranfenicol foi sugerida no estudo de Simoni
e colaboradores (2018).

1.6 Importancia do diagnostico laboratorial na gestacéo



O diagnostico precoce da colonizagdo por S. agalactiae na gravidez é fundamental para que
medidas de controle e profilaxia sejam implementadas.

Em gestantes, o método padrdo para o diagnostico da colonizacéo por S. agalactiae consiste
na cultura de secrecdo anal e vaginal (swab combinado) em caldo seletivo com posterior cultivo
em agar sangue (5% de sangue de carneiro) e/ou agar cromogénico e realizacao de teste soroldgico
(Baker, 1977; ASM, 2020).

As colonias de GBS em agar sangue se apresentam [-hemoliticas e a espécie pode ser
identificada presuntivamente com base em caracteristicas como a producdo do fator CAMP
(Christie-Atkinson-Munch-Peterson) e a hidrolise do hipurato de sodio (Christie, Atkins, Munch-
Petersen, 1945; Hwang e Ederer, 1975; Spellergerg & Brandt, 2015). O teste de detec¢do da
producdo do fator CAMP se baseia na capacidade de sinergia entre o fator CAMP ¢ a B-lisina de
Staphylococcus aureus levando a uma hemolise acentuada, na forma de uma ponta de seta. Por sua
vez, o teste da hidrélise do hipurato de sodio verifica a capacidade da amostra bacteriana de
hidrolisar o hipurato gracas a presenca da enzima hipuricase. Assim, o teste se baseia da detec¢do
de um dos produtos gerados, o acido benzoico ou a glicina, apos a hidrolise do hipurato de sodio,

através de um agente revelador.

A identificacdo definitiva de GBS pode ser realizada através de técnicas moleculares como
a PCR (do inglés “Polymerase Chain Reaction”), utilizando um marcador molecular da espécie
como o gene espécie-especifico dItS (Poyart et al., 2007). Além disso, mais recentemente, a
identificacdo por MALDI-TOF (do inglés, “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-time of
Flight Mass Spectrometry”) tem sido implementada na rotina dos laboratorios de microbiologia
permitindo uma identificagdo mais rapida e robusta de diversas espécies bacterianas, inclusive do
GBS. Essa técnica analisa o perfil de proteinas ribossomais da espécie bacteriana, comparando com
um banco de dados de espectros ja conhecidos e armazenados no software do equipamento (Rosa-
Fraile & Spellerberg, 2017; Rothen et al., 2020). A técnica de MALDI-TOF aumenta a rapidez da
identificacdo do GBS, reduzindo o tempo de confirmagdo do diagnostico em 24h quando
comparado a identificagdo por cultura e métodos bioquimicos (Abrok et al., 2019; Rothen et al.,
2020).

1.7 Vacinas para S. agalactiae



A caracterizacdo das amostras bacterianas, através de tipificacdo fenotipica, fornece dados
importantes que podem subsidiar a melhor compreensdo e conhecimento sobre as amostras
circulantes e apontar também sua persisténcia e disseminagdo em uma determinada populagéo.
Essas informacgdes sdo fundamentais para basear a formulagdo de uma vacina polivalente com a
finalidade de combater as doencgas invasivas por S. agalactiae no periodo neonatal. Este objetivo é
considerado prioritario no mundo inteiro pelas autoridades de saude (Melin & Efstratiou, 2013).

As vacinas contra GBS tém o potencial de substituir a IAP. O que oferece a vantagem de se
imunizar as gestantes e evitar a possibilidade de aumento de resisténcia aos antimicrobianos
administrados intraparto devido ao amplo uso.

Dentre os imunizantes em desenvolvimento, destacam-se a vacina polissacaridica trivalente
(contra os tipos la, Ib e I11) e a hexavalente (contra la, Ib, 11-V), associadas a proteina CRM197(um
mutante ndo-toxico da toxina diftérica. E utilizado como proteina transportadora de polissacarideos
e haptenos). As vacinas encontram-se em fases | e 11 de testes clinicos em humanos (Madhi et al.,
2016; Swamy et al., 2020; Absalon et al., 2021, Pinto et al., 2021), mas, até o presente momento,
ndo ha vacinas licenciadas. Porém, a previsao € de que até 2026 pelo menos uma vacina contra
GBS seja aprovada pela OMS para ser administrada em gestantes; e até 2030, que pelo menos 10
paises ao redor do globo tenham introduzido o imunizante no seu calendario vacinal (WHO, GBS,
2021).
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2. JUSTIFICATIVA

S. agalactiae € um importante agente de infec¢des neonatais devido a sua colonizagao no trato
anovaginal de gestantes, podendo levar a sepse, meningite e até 6bito. O rastreamento dessa
bactéria a partir da 35% semana de gestacdo, como parte do acompanhamento pré-natal, é a principal
forma de detectar precocemente a bactéria e implementar medidas de controle e profilaxia, sendo
utilizado de forma eficaz em paises de alta renda, porém ndo sendo realizado rotineiramente no
Brasil e na maioria dos paises de baixa e média renda. Todavia, a ampla utilizacdo de antibidticos
vem levantando questionamentos acerca da validade do uso profilatico desses antimicrobianos no
periodo neonatal, ja que pode levar a selecdo de bactérias resistentes aos antibioticos. Além disso,
os dados sobre GBS em mulheres gestantes no Rio de Janeiro se mostraram dinamicos,
apresentando variacOes entre diferentes estudos, 0 que sugere a importancia de estudos sequenciais
sobre a epidemiologia de GBS nesta populagéo.

Assim, o presente estudo, por meio de caracterizacdo fenotipica das amostras bacterianas,
tem o objetivo de contribuir para o melhor entendimento do panorama de GBS em nosso meio,
através de conhecimento acerca da prevaléncia, perfil de colonizacao, distribuicdo de sorotipos e
resisténcia aos antimicrobianos em amostras de GBS isoladas de mulheres gestantes no Rio de

Janeiro.
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3. OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo a importancia de S. agalactiae como patégeno humano, bem
como a grande relevancia nas infecgdes em neonatos a partir de gestantes colonizadas, este projeto
visa:

3.1. Objetivo Geral
Caracterizar, por métodos fenotipicos, amostras isoladas de gestantes (35%-372 semana),
durante o periodo de janeiro de 2019 a junho de 2022, residentes na regido metropolitana do Rio
de Janeiro, e atendidas durante o pré-natal na Maternidade Escola da UFRJ.

3.2. Objetivos Especificos
Os objetivos especificos deste trabalho sdo:

% ldentificar as amostras de GBS entre gestantes incluidas neste estudo através de métodos

convencionais e pela técnica de MALDI-TOF;

% Caracterizar fenotipicamente as amostras através da determinacdo do tipo sorolégico e da

determinacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos;

% Determinar a frequéncia de colonizacdo por GBS nessas pacientes no periodo do estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagéo incluida no estudo

Os espécimes clinicos foram obtidos de gestantes entre a 35% e 372 semana de gestacdo,
atendidas na Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) no periodo de
Janeiro/2019 a Junho/2022. O procedimento da coleta foi realizado por médicos da Maternidade.
As mulheres gestantes que concordaram em participar do estudo assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, e preencheram um questionario fornecendo dados clinicos e
sociodemograficos. O projeto tem aprovacdo no comité de ética do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ sob o0 nimero 43389321.9.0000.5257.

4.2 Coleta, transporte e processamento dos espécimes clinicos

Os espécimes clinicos foram coletados com auxilio de swab estéril através do método de
swab combinado (representativo das secrec¢@es anal e vaginal). Apos o procedimento de coleta, 0s
swabs foram imediatamente acondicionados em tubo contendo 1,0 mL de meio de transporte de
Amies, refrigerados e encaminhados ao laboratorio, onde foram processados em até 24h, conforme
indicado pelo CDC (ASM, 2020).

Para o processamento, cada material clinico (tubos contendo os swabs imersos em Amies)
foi homogeneizado e aliquotas (50 pL) foram inoculadas em agar cromogénico (PlastLabor). Em
paralelo, 50 uL. do meio de transporte Amies foi inoculado em caldo de pré-enriquecimento Todd
Hewitt Broth (THB, Sigma-Aldrich), adicionado de gentamicina (8 pg/mL) e acido nalidixico (15
pug/mL) (THB-ANG). Ap6s incubacdo a 37°C por 24h, o crescimento foi inoculado em placas de
agar sangue (agar tripticase soja + 5% de sangue desfibrinado de carneiro; Plastlabor) e as placas
incubadas a 37°C por 24h. Todas as placas foram analisadas e as colonias suspeitas de GBS (em
meio cromogénico, colonias de coloracdo rosa e em agar sangue, colénias circundadas por beta

hemolise) submetidas aos testes fenotipicos de identificacéo.

4.3 ldentificacdo fenotipica das amostras bacterianas

As culturas suspeitas de serem GBS foram submetidas a testes fenotipicos para a

identificacdo do género e da espécie, com base nas recomendacg6es de Facklam & Washington 11
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(1991), incluindo: observacdo das caracteristicas morfotintoriais ap6s coloracdo de Gram,
observacao do tipo de hemolise, caracteristicas coloniais no agar cromogénico, producéo do fator
CAMP e teste de hidrdlise do hipurato.

A observacdo de caracteristicas morfotintoriais foi realizada a partir de esfregacos
preparados a partir do crescimento das amostras em caldo THB a 37°C por 18h em atmosfera
normal, e corados pelo método de Gram. Como controles foram utilizadas as amostras de referéncia
Escherichia coli ATCC 25922 e S. agalactiae SS-615.

As propriedades hemoliticas foram observadas a partir do crescimento das amostras em
placas contendo &gar sangue (AS), ap0s incubacdo a 37°C por 18-24h em aerobiose. Durante a
semeadura foram feitos furos em profundidade no &gar, com auxilio da alca bacterioldgica, a fim
de facilitar a verificacdo do tipo de hemdlise. A formacéao de um halo de hemdlise total discreto ao
redor das col6nias e restrito a regido imediatamente ao redor dos furos no agar foi definida como
B-hemolise caracteristica de GBS. No caso do meio cromogénico, a presenca de coldnias de cor
rosa, indicam a suspeita de GBS.

O teste de CAMP foi realizado através da semeadura sob a forma de estria Gnica, em placas
contendo meio de agar sangue, de uma amostra de referéncia de S. aureus (ATCC 25923) produtora
de P-lisina, seguido de semeadura das amostras suspeitas de GBS sob a forma de estrias
perpendiculares a primeira. Apds incubacdo a 37°C por 24h, a reagédo positiva indicando a producéo
de fator CAMP pelas amostras em teste foi observada através da formacéo de uma zona de hemolise
sinérgica na forma de ponta de seta (Lang e Palmer, 2003). Todos os testes foram realizados
juntamente com uma amostra controle positivo (S. agalactiae SS-615).

O teste da hidrdlise do hipurato foi feito segundo Hwang & Ederer (1975). Para isso, foram
adicionados 400ul de solucéo do hipurato de sodio a 1% (LAB Confianca) em tubos estéreis e, em
seguida, foi inoculada uma algcada da amostra teste formando uma suspensdo homogénea. Os tubos
foram incubados na estufa por 2h/35°C e, apés esse periodo, foram adicionados 200l de solugéo
de ninidrina (Isofar) (3,5g de ninidrina em 100mL de uma mistura 1:1 de acetona e butanol), e, em
seguida, foram novamente incubados por 10 min. As amostras produtoras da enzima hipuricase
quebram a molécula de hipurato gerando, como um dos produtos finais, a glicina que na presenca
da ninidrina é desaminada formando um precipitado roxo, sendo, entdo, um resultado presuntivo
positivo para GBS. Para o teste, foi utilizada uma amostra controle positivo S. agalactiae SS-615

e como controle negativo a cepa de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
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Por fim, a confirmagdo da identificacdo das amostras foi realizada utilizando-se a
metodologia de MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight
Mass Spectrometry). As colonias das amostras crescidas em agar sangue, incubadas a 37°C por 18-
24h em aerobiose, foram aplicadas em uma placa de aco inoxidavel polido com auxilio de um
palito de madeira. Em seguida, foi acrescentado 1uL de solugdo matriz HCCA (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico; (Bruker). Quando inseridas no espectrdometro de massa Microflex LT (Bruker
Daltonics, Alemanha), as amostras depositadas na placa foram submetidas ao laser, ionizando as
proteinas, geralmente as ribossomais (entre 2 e 20 KDa). Através das analises dessas informacdes
foram gerados espectros com auxilio do software FlexControl no intervalo de 2.000 a 20.000 m/z.
Esses espectros foram comparados com os presentes no banco de dados do aparelho. O resultado

foi apresentado através de escores de confiabilidade onde escores <1,69 séao
considerados nao confiadveis, escores entre 1,70 e 1,99 indicam
identificacdo provavel de género, escores entre 2,00 e 2,29 indicam
identificacao segura de género e provavel de espécie e por fim, escores
de 2,30 até 3,00 indicam alta probabilidade na identificacao de espécie

(Bizzini & Greub, 2010; Pasternak, 2012).

4.4 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado de acordo com instrucdes
contidas no manual do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022). A técnica utilizada
foi a de disco-difusdo. Para determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, primeiramente
foi feito um crescimento bacteriano em agar sangue a 37 °C por 24h e, entdo, preparado um inéculo,
em tubo de vidro, contendo 2 mL de salina e o crescimento bacteriano até se alcangar turbidez
semelhante a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 102 UFC/ml). Com o auxilio de um swab o indculo
foi semeado por confluéncia em agar Mueller- Hinton acrescido de 5% de sangue de carneiro
(Plastlabor) e, apds, discos de antimicrobianos (Laborclin) foram posicionados na placa e esta foi
incubada a 37 °C por 24h em estufa com atmosfera a 5% de CO». Os antimicrobianos testados
foram a clindamicina (2ug), eritromicina (15ug), levofloxacina (5ug), penicilina (10ug),
tetraciclina (30ug) e vancomicina (30ug). A interpretacéo dos resultados foi realizada medindo-se

o didmetro dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano, de acordo com os critérios descritos
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no CLSI (2022). A cepa S. pneumoniae ATCC 49619 foi utilizada para fins de controle de
qualidade do teste.

Concomitantemente, foi também determinado o fendtipo MLSg, para avaliar a resisténcia
aos antimicrobianos clindamicina e eritromicina. O fen6tipo MLSg constitutivo ocorre quando a
amostra apresenta halos de resisténcia para a eritromicina e a clindamicina enquanto o fen6tipo
MLSg induzido ocorre quando a amostra apresenta halo de resisténcia a eritromicina e de
sensibilidade a clindamicina, porém com a presenca de um estreitamento deste halo de inibicao
préximo ao disco da eritromicina. O fendtipo M é caracterizado por amostras que se apresentam
resistentes a eritromicina e sensiveis a clindamicina, enquanto o fenétipo L sdo amostras que se
apresentam sensiveis a eritromicina e resistentes a clindamicina (Seppala et al., 1993; De Azevedo
etal., 2001).

4.5 Determinacéo do tipo capsular

A determinacgéo do tipo capsular foi realizada utilizando-se 0 método de aglutinacdo em
latex, com auxilio do kit Immulex Strep-B (SSI Diagnostica, Dinamarca, Hillerad), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Para isso, uma gota do antissoro foi aplicada no poco do cartdo presente
no kit e uma alca calibrada de 1l repleta com crescimento bacteriano foi adicionado ao soro. Os
dois elementos foram homogeneizados através de movimentos circulares e, ap6s 30s, foi possivel
observar reacdo positiva quando ha formagdo de grumos no poco em questao.

Todos os 10 sorotipos foram testados (la, Ib-1X). Amostras de referéncia dos diferentes
tipos capsulares (SS-615 (sorotipo la), SS-618 (sorotipo Ib), SS-619 (sorotipo I1), SS-620 (sorotipo
[11), SS-1240 (sorotipo 1V), SS-1172 (sorotipo V), SS-1354 (sorotipo VI), SS-1355 (sorotipo VII),

SS-1356 (sorotipo VIII)) foram utilizadas para fins de controle do teste.
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5 RESULTADOS

5.1 Taxa de colonizacéo e identificacdo de S. agalactiae

Um total de 1270 espécimes anovaginais foram obtidos de gestantes entre a 35% e 372
semanas de gestacdo atendidas na Maternidade Escola - UFRJ, que foram incluidas no estudo
durante o periodo de Janeiro de 2019 a Junho de 2022.

Dentre os espécimes clinicos analisados, em 106 deles (8,3%) foram identificadas amostras
suspeitas de GBS. Todas elas foram caracterizadas fenotipicamente. A realizacdo da coloracdo de
Gram possibilitou a observacdo das caracteristicas morfotintoriais dos microrganismos, que se
apresentaram como cocos gram-positivos dispostos em cadeia (Figura 1). Todas as amostras
testadas apresentaram beta-hemolise caracteristica em &gar sangue e produziram o fator CAMP
(Figura 2); col6nias rosas em &gar cromogénico (Figura 3), e foram capazes de hidrolisar o
hipurato de sddio (Figura 4). Com esses resultados, pudemos caracterizar presuntivamente as
amostras como da espécie S. agalactiae.

Para a confirmacao definitiva, todas as amostras bacterianas
identificada presuntivamente como GBS foram submetidas a técnica de

MALDI-TOF e confirmaram os resultados, apresentando escores > 2,0.

Figura 1: Coloracdo de GRAM das amostras suspeitas de serem S. agalactiae
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Figura 2: Hemolise e Teste de producdo Figura 3: Crescimento em agar cromogénico
do fator CAMP

Figura 4: Teste da hidrdlise do hipurato

5.2 Determinacéo dos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos

A anélise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou que todas as amostras
de GBS foram sensiveis a penicilina, vancomicina e levofloxacina, enquanto para a tetraciclina,
eritromicina e clindamicina foi observada resisténcia de 84%, 18% e 7%, respectivamente. Esses
resultados estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 106 amostras de S. agalactiae avaliadas
Além disso, dentre as 21 amostras resistentes a eritromicina e/ou a clindamicina, 12 (57,2%)

apresentaram o fenotipo M, 5 (23,8%) apresentaram o fendtipo cMLSB, 2 (9,5%) o fendtipo
iIMLSB e 2 (9,5%) o fenétipo L (Figura 6).
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Figura 6 — Distribuicdo dos fenétipos de resisténcia MLSg entre as amostras de S. agalactiae analisadas

5.3 Determinacéo dos tipos capsulares de GBS

Dentre as 106 amostras de GBS testadas através do método de aglutinacdo em latex, o
sorotipo mais frequente foi o la (34%), seguido dos sorotipos V (19,8%), Il (17,9%), 111 (14,1%),
Ib (5,7%), IV (3,8%) e VIII (0,9%). Além disso, 4 amostras (3,8%) se apresentaram como ndo

tipaveis (NT), como estd demonstrado na Figura 7.
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Figura 7- Distribui¢do dos sorotipos detectados entre as amostras de S. agalactiae analisadas.

21



6. DISCUSSAO

S. agalactiae se destaca como um importante agente de infec¢des neonatais, estimando-se
que 392.000 casos de doengas invasivas por GBS ocorram em todo o mundo anualmente, levando
a cerca de 91.000 dbitos neonatais (OMS, 2021). Em mulheres, gestantes ou ndo gestantes, o trato
anovaginal é um importante reservatério de GBS, cuja taxa de colonizagdo pode variar chegando
até a 40 %, em diferentes locais do mundo, sendo a transmissdo vertical durante o parto a principal
forma de transmisséo do GBS para o neonato (Seale et al., 2017).

Com o intuito de prevenir as infecgdes em neonatos causadas por GBS, o CDC recomenda
a IAP em gestantes que apresentem fatores de risco ou cultura positiva para S. agalactiae entre a
35%a 372 semana de gestacdo (ASM, 2020). No Brasil, apesar da Sociedade Brasileira de Pediatria
reiterar as recomendacdes de triagem para GBS em gestantes e aplicagdo da IAP (Costa, 2011),
ndo existe nenhuma politica nacional de rastreamento e profilaxia para GBS, estimando-se uma
baixa adeséo de 20% dos casos (Costa, 2011; Le Doare et al., 2017).

Além disso, amostras de GBS resistentes a antimicrobianos, tais como eritromicina e
clindamicina que séo utilizados como alternativas na IAP, nos casos de gestantes alérgicas aos beta
lactdmicos, tém emergido nas ultimas décadas, o que pode comprometer a utilizacdo da IAP.
Inclusive, o surgimento dessas amostras de GBS resistentes ocasionou a sua inclusdo na lista de
ameacas atuais de resisténcia antimicrobiana do CDC (CDC, 2019). Dessa forma, se torna essencial
a realizacdo de estudos que contribuam com a geragdo de dados a fim de auxiliar no
desenvolvimento e aprimoramento de politicas publicas de vigilancia epidemiol6gica para GBS no
Brasil.

A taxa de prevaléncia de GBS observada no periodo avaliado neste estudo foi de 8,3%, uma
taxa menor do que as relatadas em estudos prévios realizados no Brasil. Estudos na regido Sudeste
habitualmente mostram taxas expressivamente maiores de 17,4 a 32% (Nomura et al., 2009;
Marconi et al., 2010; Fungdo & Narchi, 2013; Barbosa et al., 2016; Botelho et al., 2018).
Entretanto, um estudo mais recente do nosso grupo, realizado por Costa e colaboradores (2022), ja
havia indicado uma diminuicdo para 10,8% na taxa de colonizacdo por GBS em gestantes, que se
apresentou ainda menor quando avaliado separadamente entre periodos pré e ap6s o inicio da
pandemia de COVID-19, diminuindo significativamente de 13,8% para 5,3%. Tendo em vista que

0 periodo avaliado neste estudo incluiu uma parte do periodo pandémico, esses dados podem
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sugerir que a diminuicdo da prevaléncia de GBS seja um possivel efeito, pelo menos em parte, das
medidas estabelecidas durante a pandemia, tais como distanciamento social, uso aumentado de
antibioticos, como a azitromicina, e antissépticos.

Dentre as 106 amostras testadas neste estudo, o sorotipo la foi o predominante (34%),
seguido do V (19,8%), 11 (17,9%), 111 (14,1%), 1b (5,7%), IV (3,8%) e VIII (0,9%), além de 3,8%
amostras NT. Em outro estudo, que analisou amostras de diversas regides do Brasil foram
detectados os sorotipos la (27,6%), 11 (19,1%), Ib (18,7%) e V (13,6%) (Dutra et al., 2014). Cabe
salientar que no estudo de Dutra e colaboradores foram testadas amostras tanto de colonizacao de
gestantes como de infeccgdes diversas, 0 que pode justificar algumas diferencas encontradas. Um
estudo do nosso grupo, que avaliou amostras isoladas de gestantes do Rio de Janeiro, observou a
predominancia do sorotipo la (37,3%), seguido do sorotipo Il (19,9%), Ib (11,2%), V (9,2%), 1l
(6,8%) e 1V (3,5%) (Botelho et al., 2018). Estes sorotipos sdo também os mais observados em
colonizagdo e infecgbes em gestantes a nivel mundial (Weisner et al., 2004; Tazzi et al., 2011,
Edmond et al., 2012). Assim, computando-se varios estudos publicados no Brasil, 0s sorotipos
mais frequentes em colonizacédo sao la, Ib, I, Il e V (Otaguiri et al., 2013; Pinto et al., 2013,
Botelho et al., 2018). J& nos continentes africano e asiatico, 0s sorotipos mais frequentes sdo VI,
VI, VIl e IX (Kwatra et al., 2014), os quais sdo raramente descritos em outras regies geogréaficas,
0 que evidencia a presenca de fatores ainda ndo bem esclarecidos que favorecem a colonizacgao
diferencial dos sorotipos entre as populacGes de diferentes continentes e regides Assim, n0ssos
resultados divergem dos comumente relatados no Brasil, 0 que devera ser comprovado se é uma
nova tendéncia ou ndo nos préximos estudos do grupo.

Como destaque, pode ser observado um aumento expressivo na identificacdo de amostras
do sorotipo V, uma diminuicéo do Ib e o surgimento do VIII, o qual ainda ndo havia sido detectada
NOS NOssos estudos anteriores.

Quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos, todas as 106 amostras analisadas
apresentaram sensibilidade a penicilina. Apesar de alguns trabalhos demonstrarem amostras de
GBS com susceptibilidade diminuida a penicilina (Kimura et al., 2008; Longtin et al., 2011;
Nagano et al., 2012; Li et al., 2020), esses relatos sdo muito raros e as amostras de GBS
permanecem sensiveis aos beta-lactamicos, sendo a penicilina o antimicrobiano de primeira
escolha para a administragéo da IAP (CDC, 2010).
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Os resultados de resisténcia a eritromicina (18%) e a clindamicina (7%) estdo de acordo
com 0 que é encontrado na literatura para o Brasil, com excec¢do do trabalho de Pinto e
colaboradores (2013) que reportaram taxas de resisténcia de 4% a eritromicina e 1,9% a
clindamicina. Botelho et al (2018) relataram taxas de 14% & eritromicina e 2% a clindamicina e
Costa et al (2022) observaram taxas de 13,8% a eritromicina e 4,6% a clindamicina. Essas taxas
ainda sdo consideradas baixas comparadas aquelas observadas em outros paises, onde a resisténcia
a esses antimicrobianos é bastante elevada. Por exemplo, quanto a resisténcia a eritromicina, a
Franca relata taxas de 35% (Tazzi et al., 2011), Taiwan reporta taxas de 46% (Hsueh et al., 2001)
e 0s EUA de 54% (CDC, 2019). A maioria das amostras com resisténcia a eritromicina e/ou a
clindamicina apresentou o fen6tipo M seguido do fenétipo cMLSB e iMLSB.

A alta resisténcia a tetraciclina, observada neste estudo (84%), esta de acordo com o
documentado na literatura, tanto no Brasil quanto em outros paises. Na China, sdo relatadas taxas
de até 81,5% (Wang et al., 2013; Wang et al., 2015b; Wang et al., 2015c). No Brasil, as taxas de
resisténcia a tetraciclina também ultrapassam os 80% (Oliveira et al., 2005; Corréa et al., 2011;
Nakamura et al., 2011; Pinto et al., 2013; Botelho et al., 2018; Costa et al., 2022).

Assim, estudos como o presente trabalho, que avaliam a taxa de colonizagdo por GBS e
caracterizam as amostras de GBS isoladas de gestantes residentes na cidade do Rio de Janeiro e
regiao metropolitana, auxiliam no conhecimento da prevaléncia e caracteristica de GBS circulantes
em nossa regiao e contribui na geracdo de dados para proporcionar a possibilidade de uma politica
publica de implementacdo de estratégias adequadas para a prevencdo das doencas causadas por
GBS.
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7. CONCLUSAO

+« Todas as 106 amostras de S. agalactiae se apresentaram como cocos Gram-positivos, beta-

hemoliticos, produtores de fator CAMP e hipuricase;

% Todas as amostras bacterianas foram identificadas ao nivel de espécie pela técnica de
MALDI-TOF;

% Os sorotipos predominantes no estudo foram: la (34%), V (19,8%), Il (17,9%), 111 (14,1%),
Ib (5,7%), IV (3,8%) e VIII (0,9%); e quatro amostras (3,8%) se apresentaram como NT;

% Todas as amostras foram susceptiveis a penicilina, vancomicina e levofloxacina. Foram
observadas taxas de resisténcia de 84%, 18% e 7% para a tetraciclina, eritromicina e

clindamicina, respectivamente.

% Amostras resistentes a eritromicina e/ou lincomicina apresentaram com maior frequéncia o

fenotipo M, seguido do fendtipo cMLSB;

% A frequéncia de colonizacdo de gestantes foi de 8,3%.
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