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Resumo

NASCIMENTO, C. S. Streptococcus agalactiae -Distribui¢cdo sorotipica e relacdo com fatores
de viruléncia e resisténcia antimicrobiana. 2019. 67f. Tese (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2019.
Streptococcus agalactiae, ou Estreptococo do Grupo B, € um microrganismo que encontrado
na microbiota intestinal, vaginal e/ou geniturinaria de 10-30% de mulheres saudaveis. A
principal infec¢do causada por S. agalactiae é a sepse neonatal. O bebé pode adquirir o
microrganismo durante o parto ao passar pelo canal vaginal, ou at¢ mesmo durante a
gestacdo, caso haja ascensao de S. agalactiae para o Utero. Existem diversos fatores
associados a infeccao do feto por S. agalactiae quando a mae é colonizada, tais como fator
CAMP, capsula de polissacarideos, hialuronidase, B-citolisina/hemolisina e pili. Ndo existe
consenso ou recomendacéo técnica sobre o tema no Brasil. Segundo o Caderno de Atencao
Basica ao Pré-Natal, ndo existem estudos que levem a recomendacédo da antibioticoterapia
intraparto. E necessério elucidar as caracteristicas genotipicas de cepas de S. agalactiae
isoladas no Brasil para alinhar as praticas clinicas as caracteristicas fenotipicas do
microrganismo. Desta forma, os objetivos deste projeto sdo: i) classificar cepas de S.
agalactiae isoladas de gestantes e ndo gestantes quanto ao sorotipo capsular, por PCR
Multiplex, ii) avaliar a presenca e distribuicdo de fatores de viruléncia, por PCR e iii) avaliar o
perfil de resisténcia antimicrobiana, pelo método de disco difusdo e teste D. Os achados de
viruléncia e resisténcia a antimicrobianos foram comparados com 0s sorotipos, gestacao,
localizacdo geografica e sitio de isolamento. Foram analisadas 292 cepas isoladas de
gestantes e ndo gestantes em Sao Paulo, Sdo José dos Campos e Rio de Janeiro. O
sorotipo la foi o mais prevalente entre as cepas. Na cidade de S&o José dos Campos néo
houve diferenca significativa entre a prevaléncia dos sorotipos la e V, sendo que o0 sorotipo
V foi mais abundante do que nas cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro. O sorotipo Il foi
mais abundante em mulheres ndo gestantes do que gestantes. Ndo foram encontradas
cepas resistentes a Penicilina e vancomicina; contudo a resisténcia a Cefepima, Eritromicina
e Clindamicina ficou em torno de 22%. Foram encontradas diferengas entre 0s sorotipos
guanto a resisténcia, genes de viruléncia e sitio de isolamento das cepas. Portanto essas
diferencas podem se refletir no perfil epidemiologico da infec¢do por S. agalactiae quanto a
localizagdo geografica também quanto a gestagdo. A incidéncia de sepse causada por S.
agalactiae diminuiu muito nas (ltimas décadas, contudo o monitoramento constante é
necessario para alinhar as praticas clinicas as caracteristicas fenotipicas do microrganismo.
Palavras-chave: Estreptococos do grupo B, sepse, gestacdo, resisténcia,

viruléncia.



Abstract

NASCIMENTO, C. S. Streptococcus agalactiae —Serotype distriburion and correlation
with virulence factors and antibiotic resistance. 2019. 67f. Tese (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Streptococcus agalactiae, or Group B Streptococcus, is a microorganism found in
intestinal, vaginal and/or genitourinary microbiota from about 10-30% of all healthy women.
The main infection caused by S. agalactiae is neonatal sepsis. The baby can contract the
infection during labor when passing through the vaginal canal, or even during pregnancy, if
S. agalactiae ascends from the vaginal canal to the uterus. There are several factors
associated to the infection of the fetus by S. agalactiae when the mother is colonized, such
as the CAMP factor, polysaccharide capsule, hyaluronidase, B-cytolysinfhemolysin and pili.
There is no consensus or technical recommendation regarding this theme in Brazil.
According to the Brazilian guidelines to prenatal care, there is no research that justifies the
implementation of intrapartum antibiotic therapy. There is a need to clarify genotype
characteristics of S. agalactiae strains isolated in Brazil in order to align clinical practices to
phenotypical characteristics of this microorganism. This way, the goals of this project are: i)
to classify S. agalactiae strains isolated from pregnant and nonpregnant women according to
their capsular serotype, using PCR Multiplex, ii) to evaluate the presence and distribution of
virulence factors, using PCR and iii) to evaluate their antibiotic resistance profile, using disk-
diffusion and D-zone tests. The findings regarding virulence and resistance were compared
to serotypes, pregnancy, geographic localization and the site where the sample was isolated.
A total of 292 strains from pregnant and nonpregnant women from the cities of Sdo Paulo,
S&o José dos Campos and Rio de Janeiro were analyzed. Serotype la was the most
prevalent among the strains. In Sdo José dos Campos there was no significate difference in
the prevalence of serotypes la and V. Serotype V was the most abundant in S&o Paulo and
Rio de Janeiro. Serotype Il was most prevalent in nonpregnant women when compared to
pregnant women. No resistance to Penicillin nor Vancomycin was found. However,
resistance to Cefepime, Erythromycin or Clindamycin was found in around 22% of strains.
There were differences among serotypes regarding resistance, virulence genes and site
where the strain was isolated. Therefore these differences can reflect into the epidemiologic
profile of S. agalactiae infection in regards to geographic localization and pregnancy. The
incidence of sepsis caused by S. agalactiae has decrease in the last few decades, however
constant monitoring is necessary in order to align clinical practice to the microorganism’s
phenotypical characteristics.

Keywords: Group B Streptococcus, sepsis, pregnancy, resistance, virulence.
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1. Introducéao

O periodo gestacional resulta em muitas mudancas no organismo da gestante,
flutuagbes hormonais causam alteragBes tanto metabdlicas quanto enddcrinas, inclusive
afetando o sistema imunolégico (MAGON; KUMAR, 2012). Durante uma gravidez saudavel
h& variagbes na microbiota residente nos diferentes sitios do organismo, destacando-se o
trato gastrointestinal e genitourinario (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2005; NURIEL-
OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016). Streptococcus agalactiae ou Estreptococos do Grupo
B (EGB) pode integrar a microbiota vaginal e intestinal sem causar sintomas (ROSEN et al.,
2017); contudo, EGB séo a causa mais comum de sepse neonatal (EDMOND et al., 2012).

Bacteridria com cultura positiva para EGB é um dos principais fatores de risco da
sepse neonatal (BENITZ; GOULD; DRUZIN, 1999; EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), pois
o canal vaginal é uma das rotas de transmissdo do microrganismo para o feto. Além da sua
capacidade de adesdo a mucosa vaginal, EGB tém fatores de viruléncia que permitem a
ascensdo ao Utero e até mesmo penetracdo da placenta, causando bacteremia ao feto
durante a gestacdo (DORAN; NIZET, 2004; EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011).

A sepse neonatal pode ser classificada de acordo com o aparecimento dos sintomas
como: precoce, hos primeiros seis dias de vida, ou tardia, a partir de uma semana até
oitenta e nove dias de vida (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; PHARES et al., 2008). A
doenca de inicio precoce € caracterizada pelo aparecimento de pneumonia, hipoxia,
taquipneia, cianose, e hipertensdo pulmonar, resultado da densa infiltracdo de
microrganismos (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), posteriormente ha a disseminagdo

bacteriana na corrente sanguinea ocasionando a septicemia. Ja na doenca de forma tardia o

bebé apresenta septicemia associada a meningite em 70% dos casos (TAZI et al, 2012).



1.1 Epidemiologia

Até o final do século XX, Estreptococos do Grupo B eram considerados apenas como
causa da mastite bovina, até ser isolado de casos fatais de sepse puerperal e secrecdes
vaginais de mulheres assintométicas na década de 1960 nos Estados Unidos (ROSEN et al.,
2017; SCHRAG et al., 2005; TAMINATO et al., 2011). Um estudo multicéntrico envolvendo
52.406 nascimentos, realizado nos Estados Unidos, reportou EGB como o0 agente mais
prevalente nos casos de sepse neonatal precoce (SCHUCHAT, 1998). Dentre as infecgbes
neonatais causadas por EGB, destacam-se a septicemia e a pneumonia e, em menor
incidéncia, meningite, celulite, osteomielite e artrite séptica (SCHRAG et al.,, 2005;
TAMINATO et al., 2011). Segundo dados obtidos nos Estados Unidos, a taxa de colonizacdo
em recém-nascidos de mulheres colonizadas estd entre 50-70% (DORAN; NIZET, 2004),
sendo que a taxa de colonizacdo entre mulheres gestantes esta entre 10% e 30% (SCHRAG
et al., 2005).

Um estudo retrospectivo espanhol em que foram analisados todos os casos de sepse
neonatal precoce durante sete anos, de 2004 a 2010, mostrou que entre 0,18 e 0,47% de
todos os bebés nascidos foram diagnosticados com sepse neonatal, ndo havendo diferenca
significativa durante esses anos. Foram 49 casos de sepse em recém-nascidos, de 48
maes; destas, em 38 foi feita a pesquisa de EGB, sendo 68,5% dos resultados negativos.
Mesmo nas gestantes em que nao foi feita a pesquisa, mas que apresentaram fatores de
risco, como febre intraparto, com temperatura maior ou igual a 38°C, ruptura prolongada de
membranas, durante 18h ou mais, e parto prematuro, antes de 37 semanas, nao foi feita a
profilaxia adequada. Tais resultados demonstram a importancia de se seguir os protocolos
de prevencao, e, além disso, manter-se um monitoramento pré-natal eficiente (GIMENEZ et
al., 2015).

A administracdo de antibidticos intraparto reduziu os casos de sepse neonatal em até
80%, entre 1990 e 2000; contudo, a sepse precoce tem mantido incidéncia estavel, e

predomina sobre a sepse tardia, na maioria dos paises (EDMOND et al., 2012). Tanto a
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incidéncia de sepse por EGB quanto a sua mortalidade variam em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, segundo uma meta-analise que incluiu publicacdes de 36 paises
diferentes; a incidéncia de sepse tanto precoce quanto tardia foi maior no continente
Africano, seguido das Américas (EDMOND et al., 2012).

As primeiras publicacdes brasileiras sdo da década de 1980, observando a
transmissao de Estreptococos da mae para o feto durante, ou até mesmo antes do parto
(BENCHETRIT et al., 1982). Estudos brasileiros retrospectivos demonstram uma variagdo
na prevaléncia; entre 2003 e 2004 a prevaléncia de EGB entre as gestantes no Rio de
Janeiro foi de 19,2% (BORGER et al., 2005); durante o0 mesmo periodo um estudo em
Londrina, Parana encontrou 14,9% de prevaléncia (BERALDO et al., 2004), e outro em
Florian6polis, Santa Catarina, obteve 21,6% (POGERE, 2005).

No estado de Sao Paulo, na cidade de Jundiai, entre 2003 e 2004, a prevaléncia foi de
14,6% (SIMOES et al., 2007); no periodo entre 2006 e 2007, na cidade de Botucatu foi de
25,4% (MARCONI et al., 2010); na capital do estado a prevaléncia foi de 17,4% entre 2009 e
2010 (FUNCAO; NARCHI, 2013). No Nordeste, no estado da Bahia, um estudo encontrou
uma prevaléncia semelhante, 17,4% (OLIVEIRA; TELES; VIANA, 2013); ja no Ceara, houve
uma baixa prevaléncia com apenas 4,2% (LINHARES et al., 2011). No Maranhdo a
prevaléncia foi de 20,4% entre 2005 e 2006 (COSTA et al., 2008).

Estudos regionais estao restritos a poucas unidades de salude e podem ndo abranger
toda a populacdo de mulheres gestantes, mesmo assim, observa-se a grande variagéo entre
as localidades, por isso € necessario o monitoramento constante de EGB. Além disso, a
prevaléncia demonstra que, Estreptococos do Grupo B é comum em mulheres, e sepse
neonatal € um risco que pode ser evitado (NOMURA et al., 2009; SCHRAG et al., 2005).

S&0 necessarios estudos brasileiros, regionais, demonstrando a incidéncia de sepse e
gue consequentemente possam direcionar a profilaxia e recomendac¢fes. Ademais, nédo
existem estudos nacionais que avaliem o custo-efetividade (riscos versus beneficios) da
profilaxia intraparto (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Ha ainda um agravante na

atencdo bésica de saude: o elevado numero de gestantes que ndo fazem o pré-natal
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adequado e desta forma desconhece a positividade de colonizagdo da microbiota vaginal

por EGB.

1.2 Caracterizacao microbiolégica

Rebecca Lancefield classificou os diferentes grupos de Estreptococos hemoliticos de
acordo com caracteristicas bioquimicas e de cultura, utilizando um teste de precipitina anti-
C, que é um anticorpo de soro de coelhos especifico para o carboidrato C (LANCEFIELD,
1933; MADIGAN et al., 2012). Streptococcus agalactiae é positivo para fermentacao de
trealose e hidrélise de hipurato de sddio, juntamente com as caracteristicas do teste de
precipitina, e ficou conhecido como é hoje: Estreptococos do Grupo B (EGB) (LANCEFIELD,
1933; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A identificacdo de EGB, de acordo com a ANVISA, comecga com a prova hegativa da
catalase, para diferenciacdo entre estreptococos e estafilococos (ANVISA, 2004). Para
determinar a espécie, podem ser feitos os testes CAMP (ANVISA, 2004; CHRISTINE;
ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944), hidrélise de hipurato, sensibilidade a bacitracina e
Sulfametoxazol Trimetoprim (SXT), teste de bile esculina, que consiste na hidrélise de
esculina na presenca de bile, e tolerancia a NaCl 6,5% (ANVISA, 2004; MADIGAN et al.,
2012; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; TRABULSI, 2004).

EGB ndo possui catalase, que € uma enzima capaz de decompor peroxido de
hidrogénio (H,O,) em oxigénio e agua, logo apresenta teste da catalase negativo.
(CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944; LANG; PALMER, 2003; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012). EGB é capaz de hidrolisar hipurato, é resistente a bacitracina e a
SXT, ndo cresce na presenca de sais biliares, sendo o teste da bile-esculina negativo, assim
como a toleréncia a NaCl (CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944; TRABULSI,

2004).
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Microscopicamente, sdo cocos Gram positivos e vistos aos pares ou cadeias curtas.
Sao imdveis e ndo esporulados. Considerando o metabolismo energético, sdo classificados
como anaerdbios facultativos, obtendo energia através da fermentacdo, mas podem fazer

respiracdo na presenca de heme e quinona (TRABULSI, 2004; YAMAMOTO et al., 2005).

1.3 Antibioticoterapia e Resisténcia

Atualmente, o CDC recomenda antibioticoterapia intraparto para gestantes que ja
tiveram filhos com EGB, gestantes diagnosticadas com bacteritria por EGB, mulheres cujos
testes durante o pré-natal confirmaram presenca de EGB, mulheres em que nao foi feita a
pesquisa de EGB ou onde resultado é desconhecido e cujo parto € prematuro (antes de 37
semanas), mulheres com temperatura maior do que 38°C ou com ruptura de membrana por
18h ou mais (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010).

O rastreamento adequado de todas as gestantes no periodo do pré-natal acontece
entre a 352 e a 372 semana de gestacdo, caso 0 teste seja positivo para EGB, o
recomendado é o tratamento intraparto, que consiste ha administracdo endovenosa de
Penicilina G cristalina a cada 4 horas até a expulsdo completa do bebé. Recomenda-se que
pelo menos duas doses de antibidtico sejam administradas antes do trabalho de parto
expulsivo (BORGER et al, 2005; CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2010; VERANI; MCGEE; SCHRAG, 2010). A Sociedade Brasileira de
Pediatria também recomenda a triagem universal no combate a septicemia neonatal por
EGB (COSTA, 2011).

Apesar da eficiéncia da antibioticoterapia profilatica na prevencdo da sepse neonatal
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION et al., 2010), houve um aumento
na prevaléncia de cepas resistentes a alguns dos antibiéticos recomendados nas diretrizes
do CDC, tais como Eritromicina e Clindamicina (MANNING et al., 2003; TEATERO et al.,

2017). Alguns protocolos deixaram de recomendar o uso de Eritromicina devido a resisténcia
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encontrada em cepas de EGB (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION et
al., 2010; TEATERO et al., 2017).

Eritromicina pertence a familia dos Macrolideos, e Clindamicina pertence a familia das
Lincosamidas (LECLERCQ, 2002). Um dos principais mecanismos de resisténcia a
Eritromicina e Clindamicina € a presenca de genes erm (erythromycin ribosome methylase)
e genes mef (macrolide efflux) (MARIMON et al., 2005). A presenca de Erm metilase (gene
erm) resulta na resisténcia a Macrolideos, Lincosaminas e Streptograminas B, conhecido
como fenotipo MLSB (AZAVEDO et al., 2001; LECLERCQ, 2002). O fenétipo MSLB pode
ser expresso de forma induzida (iMLSB) ou constitutiva (cCMLSB); na resisténcia induzida, o
RNA mensageiro (MRNA) que codifica a metilase esta inativo no microrganismo, ele s6 &
ativado na presenca de um macrolideo indutor, na resisténcia constitutiva o mRNA que
codifica metilase ja esta ativo no microrganismo (LECLERCQ, 2002).

E possivel observar a presenca desses genes de resisténcia através do teste de
inducéo, utilizando dois discos de antimicrobianos, Clindamicina e Eritromicina, que séo
semeados a aproximadamente 12mm de distancia (CLSI, 2018; OPLUSTIL et al., 2010). O
achatamento do halo de Clindamicina indica a presenca do gene erm (LECLERCQ, 2002;
OPLUSTIL et al., 2010). Este resultado indica a resisténcia tanto a Eritromicina quanto a
Clindamicina (LECLERCQ, 2002; OPLUSTIL et al., 2010). Segundo o Caderno de Atencao
Basica de Saude no Pré-Natal, a recomendacéo da antibioticoterapia intraparto e a pesquisa
de EGB sé&o protocolos cuja aplicacdo ndo € suportada por evidéncias suficientes (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Portanto s&o necessarios estudos que avaliem a eficiéncia
da profilaxia intraparto demonstrando a resisténcia a estes antimicrobianos em cepas

isoladas no Brasil.

1.4 Fatores de viruléncia

Quando cultivado juntamente com Staphylococcus aureus, EGB produz uma zona de

7

hemdlise diferenciada, formando uma seta; essa € a chamada reacdo de CAMP, e é
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utilizada amplamente para identificacdo de EGB (BROOKS et al., 2009; CHRISTINE;
ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944; TRABULSI, 2004). Esta reacdo resulta da acgéo
conjunta da B-toxina (esfingomielinase) do S. aureus com o fator CAMP, uma proteina do
EGB. O fator CAMP (ou proteina B) foi descrito como um fator de viruléncia importante desta
espécie bacteriana, envolvido na morte celular e inibicdo do sistema imune do hospedeiro
(CHRISTINE; ATKINS; MUNCH-PETERSEN, 1944; HENSLER et al.,, 2008; JURGENS;
STERZIK; FEHRENBACH, 1987).

In vitro, o fator CAMP se liga a membrana de eritrocitos levando a hemdlise, sendo
gue a afinidade da proteina @ membrana aumenta se esta for previamente tratada com
esfingomielinase, produzida por S. aureus. O fator CAMP liga-se a membrana plasmética e
forma oligbmeros que geram poros na membrana e, através de um mecanismo colbide
osmotico, o influxo de agua leva ao rompimento da célula (LANG; PALMER, 2003). Por ter
sido observado primariamente em 4gar sangue, a proteina B € constantemente associada a
hemolise, contudo a ligacdo entra fator CAMP e membrana plasmatica € inespecifica, por
ligar-se as GPIs (Glicosilfosfatidilinositol) que séo proteinas de ancoragem; quaisquer
receptores ou proteinas contendo uma sequéncia GPI é um alvo, estando na membrana de
eritrécidos ou de outras células (LANG et al., 2007).

S. agalactiae ativa a resposta imune inata quando € fagocitado, formando poros
oligoméricos, como o0s observados na membrana de eritrocitos, na membrana do
fagolisossomo. Sendo assim, o mecanismo de viruléncia mediado pelo fator CAMP ¢é a lise
da membrana do fagolisossomo, assim EGB chega, de forma integra ou apenas seus
componentes e material genético, no citosol, o que ativa a resposta inflamatéria do
hospedeiro (CHARREL-DENNIS et al., 2008).

EGB possui uma capsula de polissacarideos, formada por unidades repetitivas, cujas
variagbes estruturais determinam os dez sorotipos capsulares; a cépsula também é
considerada um fator de viruléncia relevante (CIESLEWICZ et al., 2005; TRABULSI, 2004;
WESSELS, 1997). Microrganismos adquiriram polissacarideos capsulares para protecao

contra fatores ambientais e fatores do hospedeiro; a indugéo de citocinas pro-inflamatérias e

13



a protecdo contra o sistema imunologico do hospedeiro fazem da capsula o fator de
viruléncia mais importante dos Estreptococos do Grupo B (TRABULSI, 2004; WESSELS,
1997). E possivel associar os sorotipos mais prevalentes com a incidéncia de doencas
invasivas (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), por exemplo, o sorotipo Il esta
frequentemente associado a meningite, e é responsavel por 60-85% dos casos de sepse
tardia (ALHHAZMI; HURTEAU; TYRRELL, 2016a; BELLAIS et al., 2012; EDWARDS; NIZET,;
BAKER, 2011).

Além do sorotipo capsular e a presenca do fator CAMP, que sao fatores intrinsecos do
EGB, este microrganismo possui outros fatores de viruléncia. Um deles é o gene cylE que
esta no locus cyl em S. agalactiae, & necessario para produgéo de B-hemolisina/citolisina (B-
H/C), e é tbéxica para uma ampla variedade de células eucarioticas, resultando na invaséao
celular e evasao de fagocitose (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; PRITZLAFF et al., 2001).
Outro exemplo é o gene hylB, que codifica uma hialuronidase capaz de lisar hialuronato, um
componente da matriz extracelular de tecidos humanos (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011).
O papel da hialuronidase esta relacionado a invasdo do microrganismo durante a infeccao,
também pode promover uma colonizacdo permanente no canal vaginal (BAKER;
PRITCHARD, 2000).

A analise do genoma de cepas de Estreptococos do Grupo B revelou ilhas de
patogenicidade, conhecidas como ilhas de pili (ou PI). O pilus é observado em microscopia
eletrbnica como estruturas que se estendem a partir da superficie bacteriana (LAUER,
2005). Atualmente, trés variacdes de Pl sdo conhecidas e foram identificadas em EGB, PI-1,
Pl-2a e PI-2b; pili induz uma resposta imune de protecéo, e é (til para adeséo ao epitélio do
hospedeiro e a matriz extracelular (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; ROSINI et al., 2006),
além de participar no processo de formacéo de biofilme (ROSINI; MARGARIT, 2015).

A distribuicdo de ilhas de pili pode determinar a capacidade desse microrganismo de
colonizar ou causar infec¢des invasivas (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Cepas de
origem humana normalmente possuem a ilha de pili 1 associada a uma das ilhas de pili 2,

além disso, um clone de EGB conhecido por sua hipervirulento (ST-17) tem pili 2b
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conservada em seu genoma. A associacao de pili 1 e pili 2b € comumente encontrada em
EGB isolado de doencas neonatais (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Portanto além de
ser importante para a colonizagéo e infeccéo, a variabilidade de ilhas de pili pode ajudar a

compreender o perfil patogénico do microrganismo.

1.5 Sorotipo Capsular

S. agalactiae pode ser classificado em sorotipos; um estudo pelo mesmo grupo que
propés a denominagcdo de Estreptococos do Grupo B avaliou as propriedades de um
polissacarideo conhecido como “substéncia S” e propbs trés sorotipos, I, 1l e |l
(LANCEFIELD, 1933). Atualmente, s&o conhecidos dez sorotipos, la, Ib, e Il ao IX; a reagdo
de aglutinacdo, baseada nos polissacarideos capsulares € a forma mais comum de
diferenciacdo entre os sorotipos (CIESLEWICZ et al., 2005; SLOTVED et al.,, 2007,
WESSELS, 1997); sendo que todos podem ser associados a infecgcdes em humanos
(CIESLEWICZ et al., 2005; SLOTVED et al., 2007).

O grupo de genes que codifica os polissacarideos capsulares, em inglés cps (capsular
polysaccharides), € composto pelos genes cpsA-O, cpsR, cpsS e cpsY (CIESLEWICZ et al.,
2005; KAPATAI et al.,, 2017; MANNING et al., 2005). Contudo, nem todos 0s sorotipos
possuem necessariamente todos 0s genes desse grupo, ou ndo estdo no mesmo locus, por
exemplo, o sorotipo Il possui tais genes em uma regido completamente diferente do genoma
(MARTINS; MELO-CRISTINO; RAMIREZ, 2007).

A estrutura do polissacarideo capsular tem um papel importante na evasao do sistema
imunoldgico, por ser semelhante aos carboidratos encontrados nas células do hospedeiro
(CIESLEWICZ et al., 2005; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018), o que pode ter contribuido
para o surgimento de novos sorotipos (CIESLEWICZ et al., 2005). Além disso, a capacidade
de alterar a estrutura do polissacarideo capsular e a variabilidade de sorotipos sdo recursos
muito importantes na evasao do sistema imunoldgico, além de representar um obstaculo no

desenvolvimento de vacinas antigeno-especificas (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018).
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Os sorotipos la, Ib, 11, 11l, e V sdo os mais prevalentes no trato vaginal em mulheres ao
redor do mundo (KWATRA et al., 2016; RUSSELL et al., 2017). Porém existem varia¢fes na
prevaléncia desses sorotipos entre as diferentes localidades (KWATRA et al., 2016;
RUSSELL et al., 2017). Os diferentes sorotipos capsulares estao relacionados a diferentes
doencas, ha uma possivel associacdo entre sorotipos capsulares e a patogenicidade do
microrganismo. Por exemplo, EGB pode causar doengas em mulheres durante a gestacéao,
nestes casos, 0s sorotipos la e Ill sdo os mais prevalentes mundialmente (HALL et al.,
2017). Além disso, 90% dos casos de sepse tardia causada por EGB estdo associadas ao
sorotipo Il (PHARES et al., 2008), que também esta associado a meningite nos casos de
sepse (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Ha também uma alta prevaléncia dos
sorotipos la e V entre doencas invasivas em individuos ndo gestantes (SHABAYEK;
SPELLERBERG, 2018). Portanto, algumas associa¢des podem ser feitas entre incidéncia de
sorotipos e a prevaléncia de determinadas doencas. Estudos de prevaléncia de sorotipos

podem ajudar a entender o perfil patolégico de EGB.

2. Justificativa

A ampla variedade de manifestacBes clinicas causadas pelo EGB reflete uma
adaptacéo eficaz das bactérias aos diferentes ambientes hospedeiros. Diversas pesquisas
tém demonstrado que, na ocorréncia de doengas e 6bitos, 0s sorotipos com maior incidéncia
sdo: la, Ib, I, 1ll, e V (SCHUCHAT, 1998). N&o existe consenso ou recomendacao técnica
sobre o tema no Brasil. Segundo o Caderno de Atengdo Basica ao Pré-Natal, ainda néo
existem estudos que avaliem o custo-efetividade da antibioticoterapia profilatica intraparto,
como recomendada em paises como Estados Unidos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2012).

Mais estudos sdo necessarios para avaliar a distribuicdo dos sorotipos das cepas de

EGB isoladas de mulheres gestantes e ndo gestantes no Brasil. Também é necessaria a
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verificagdo da presenca de fatores de viruléncia e pesquisa da sensibilidade a antibiéticos, a

fim de elucidar o panorama de Estreptococos do Grupo B.
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3. Objetivos

3.1 Gerais

Avaliar a distribuicdo de sorotipos entre cepas de EGB isoladas em trés cidades do
Brasil, Sdo Paulo, Sdo José dos Campos e Rio de Janeiro e relacionar os achados com
padrao de resisténcia a antimicrobianos e genes de proteinas de viruléncia. Os resultados
obtidos com esse projeto poderdo revelar o potencial patogénico de cepas de EGB isoladas

em gestantes no Brasil.

3.2 Especificos

I. Classificar cepas de Estreptococos do Grupo B isoladas de gestantes e néo
gestantes quanto ao sorotipo capsular;
Il. Analisar a presenca e distribuicdo de fatores de viruléncia;
Ill. Analisar o perfil de resisténcia a antimicrobianos;
IV. Correlacionar os achados de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos com
0s sorotipos;
V. Relacionar os perfis genotipicos de cada cepa com o sitio de isolamento da
amostra;

VI. Correlacionar os dados com a gestacao e localidade geogréfica.
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4. Materiais e métodos

4.1 Cepas

As cepas de EGB foram obtidas de trés diferentes localidades da Regido Sudeste do
Brasil: 92 cepas do banco de cepas do Servigo de Laboratorio do Hospital Universitario (HU)
da Universidade de Sao Paulo (USP), 101 cepas do banco de cepas do laboratério DASA,
em Sao José dos Campos (SP), e 104 cepas do banco de cepas do Departamento de
Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Gées, UFRJ (cedidas pelo Prof.
Sérgio Fracalanzza), destas, cinco cepas nao sobreviveram, foram utilizadas 99 cepas nas
andlises. Todas as cepas foram obtidas de bacteriotecas. A selecao dessas cepas para o
projeto foi baseada nos seguintes critérios: somente pacientes adultas e saudaveis do sexo
feminino, gestantes ou ndo, e ano de coleta (2010 a 2017 para a cidade de Sao Paulo, e
2017 para as cidades de S&o José dos Campos e Rio de Janeiro).

As amostras foram repicadas a partir dos meios de estoque em Agar sangue (5% de
sangue de carneiro), e confirmadas como S. agalactiae, pelo teste de CAMP em Agar
Sangue. Um novo estoque foi realizado em microtubos contendo caldo TSB e 10% de
glicerol, e os mesmos forma mantidos a -80°C até momento do uso.

Cepas padrdes dos diferentes sorogrupos de S. agalactiae foram utilizadas para a
padronizagcdo das analises. As cepas foram cedidas pelo Prof. Sérgio Fracalanzza e

previamente descritas (IMPERI et al., 2010)

4.2 Extracao de DNA

O DNA das cepas selecionadas foi extraido utilizando o WIZARD® GENOMIC DNA
PURIFICATION KIT (Promega, USA), com algumas modificagBes, a saber: as cepas foram

cultivadas overnight em Agar sangue. Cepas foram transferidas para microtubos contendo
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dgua deionizada e autoclavada. Os microtubos contendo as culturas puras foram
centrifugados a 16,000 RPM durante 5 minutos; o sobrenadante foi removido e as células
foram ressuspendidas em 480ul de EDTA a 50mM. Foram adicionados 120 pl de Lisozima a
10 mg/ml. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 45 minutos; ap0s a incubacao
foram centrifugadas a 16,000 RPM durante 5 minutos, descartando-se o sobrenadante.
Foram adicionados 600 ul da Solucdo Nuclei Lysis Solution; a seguir, as amostras foram
incubadas a 80 °C durante 10 minutos. Apés resfriar a amostra até atingir a temperatura
ambiente, foram adicionados 3 ul de Solucdo de RNAse as cepas, homogeneizando por
inversdo. As cepas foram incubadas a 37 °C durante 45 minutos, e resfriadas até atingir a
temperatura ambiente; 200 pl de acetato de sédio a 3M foram acrescentados as amostras,
gue foram homogeneizadas em vortex por 20 segundos e incubadas no gelo durante 5
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 16,000 RPM durante 5 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1.5 ml contendo 600 pl de isopropanol,
em temperatura ambiente. As cepas foram homogeneizadas por inversdo durante
aproximadamente 10 minutos até que fossem observadas “fibras” nos tubos. Novamente, as
cepas foram centrifugadas a 14,000 RPM durante 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
removido e foram adicionados 600 ul de etanol (70%), homogeneizado por inversao até que
o pellet fosse dissolvido; entdo as amostras foram centrifugadas a 16,000 RPM durante 5
minutos a 4 °C. Apo6s remocao do etanol, a fim de seca-lo completamente, as amostras, com
tampa aberta, foram incubadas em fluxo laminar a temperatura ambiente durante 30
minutos. Para a diluicdo foram utilizados 100 ul de agua estéril destilada e deionizada. O
DNA extraido foi armazenado a - 20 °C e foi usado como molde nas reagbes de PCR
Multiplex para determinagé@o de sorotipo capsular e de PCR para a pesquisa de fatores de

viruléncia.
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4.3 Pesquisa dos sorotipos capsulares

O sorotipo capsular foi determinado por PCR multiplex, utilizando primers listados na
Tabela 1. Segundo os autores, os primers foram obtidos utilizando a sequéncia dos genes
cpsD, E, F, G, H, |, J, K, L, M, N, O para identificacdo dos sorotipos la a VIlI; para a
identificacdo do sorotipo IX os primers foram desenhados a partir de um fragmento do gene
cpsG ao cpsL. Um par de primers foi acrescentado como controle da reacdo, desenhado a
partir de uma regido conservada do gene cpsL, resultando hum fragmento de 688pb, que
pode ser observado em gel, presente em todos os sorotipos (IMPERI et al., 2010).

Os componentes da reacéo estdo descritos a seguir: 2,5ul de tampao (buffer 1x) de
PCR; MgCl, a 1,5 mM; nucleotideos dATP, dCTP, dGTP e dTTP a 100 uM; iniciadores
(primers) 1 (cpsl-la-6-7-F) e 16 (cpsl-7-9-F) a uma concentracdo de 400nM, e demais
primers a 250nM; 3U de High Fidelity Tag DNA polimerase (Life Technologies); e 2 pl de
DNA; agua foi utilizada para atingir o volume final de 25 ul. O material foiamplificado por
desnaturacdo durante 5 min a 95 °C, seguido por 15 ciclos de 95 °C durante 60 s, 54 °C
durante 60 s, e 72 °C por 2 min e, em seguida serdo adicionados mais 25 ciclos de 95 °C
por 60 s, 56 °C durante 60 s, e 72 °C durante 2 min e um ciclo final de 72 °C durante 10 min
(IMPERI et al, 2010). Os resultados das reacdes foram analisados em gel de agarose 2%,
apos corrida eletroforética a 100 mV e coloracdo do gel em gel red. Utilizando escala de

100bp (Thermo Fisher)
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Tabela 1. Nome e sequéncia dos primers que serdo utilizados na reacdo de Multiplex PCR para a

sorotipagem capsular. (IMPERI et al., 2010)

Primer Sequéncia 5'---3'

cpsl-la-6-7-F GAATTGATAACTTTTGTGGATTGCGATGA
cpsl-6-R CAATTCTGTCGGACTATCCTGATG
cpsl-7-R TGTCGCTTCCACACTGAGTGTTGA
cpsL-F CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT
cpsL-R TAGGAACATGTTCATTAACATAGC
cpsG-F ACATGAACAGCAGTTCAACCGT
CpsG-R ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT
CpsG-2-3-6-R TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC
CpsN-5-F ATGCAACCAAGTGATTATCATGTA
CpsN-5-R CTCTTCACTCTTTAGTGTAGGTAT
CpsJ-8-F TATTTGGGAGGTAATCAAGAGACA
CpsJ-8-R GTTTGGAGCATTCAAGATAACTCT
cpsJ-2-4-F CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA
cpsJ-2-R CCTCTTTCTCTAAAATATTCCAACC
cpsJ-4-R CCTCAGGATATTTACGAATTCTGTA
cpsl-7-9-F CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG
cpsl-9-R AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT
cpsJ-Ib-F GCAATTCTTAACAGAATATTCAGTTG
cpsJ-Ib-R GCGTTTCTTTATCACATACTCTTG

4.5 Pesquisa dos genes de viruléncia

Os genes de viruléncia foram pesquisados por PCR (Tabela 2), seguindo protocolo de

amplificacdo descrito na literatura (OTAGUIRI et al., 2013). Os componentes da reacao
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estdo listados a seguir: 2,5ul de tampéo (buffer 1x) de PCR; MgCl, a 1,5mM; nucleotideos
dATP, dCTP, dGTP e dTTP a 100uM; iniciadores (primers) forward e reverse a 1uM (cada);
2,5U de High Fidelity Tag DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific, Sdo Paulo); e 2ul de
DNA; agua foi utilizada para atingir o volume final de 25pl. As amostras foram amplificadas
por desnaturacdo durante 1 min a 95°C, seguido por 35 ciclos de 95°C durante 30s,
anelamento a 60°C durante 1min, e extensdo a 72°C por 45s.0s resultados das reacoes
foram analisados em gel de agarose 1%, ap0s corrida eletroforética a 100mV e coloracédo do

gel em gel red. Utilizando escala de 100bp (Thermo Fisher)

Tabela 2. Seqliéncia de nucleotideos de cada primer e tamanho amplicon esperado para cada gene
da proteina de superficie de Streptococcus agalactiae. (OTAGUIRI et al., 2013)

Primer Sequéncia (5'--3") Tamanho do amplicon (bp)

T

s - TGTCTCCGAGGTGACACTTGAACT 1o
y - TTGTGTTGTGACGGGTTGTGGATG

Py

Tm

i - TCGGAACAAGTAAAGAGGGTTCGG 150
y - GGGTTTCCACAGTTGCTTGAATGT

Py

Tm

PI-1 - AACCACTAGCAGGCGTTGTCTTTG 147

R: TGAGCCCGGAAATTCTGATATGCC

Pl-2a F: GCCGTTAGATGTTGTCTTCGTACT 117
R: TTTACTGCGGTCCCAAGAGCTTC

PI-2b F: AAGTCTTGACCAAGGATACGACGC 152

Py

: ATCGTGTTACTTGCCCTGCGTA

4.6 Testes de resisténcia a antimicrobianos

A sensibilidade a antimicrobianos foi verificada utilizando a técnica de disco-difusdo
em Agar Sangue Mueller Hinton, com sangue de carneiro desfibrinado a 5%, para os
seguintes antimicrobianos: Penicilina, Cefepima, Vancomicina, Eritromicina e Clindamicina

(CECON - Centro de Controle e Produtos para Diagndstico, S&o Paulo, Brasil).
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Os halos de inibicdo foram confrontados com os pontos de corte estabelecidos pelo
CLSI. A resisténcia constitutiva ou induzida a Macrolideos, Lincosamidas e
Estreptograminas do tipo B (MLSB) foi determinada utilizando o teste de indugdo de
resisténcia a Clindamicina, ou teste-D. Pares de discos de Eritromicina-Clindamicina foram
semeados a 15-20 mm de distancia, o achatamento do halo de crescimento é considerado
positivo (FIEBELKORN et al., 2003), de acordo com as recomendagdes do BrCast

(BRCAST, 2017; EUCAST, 2015)

4.7 Andlise estatistica

Os dados de sorotipos de cada cidade foram analisados usando o Software
GraphPad Prism 7.00. Foi feito o teste de significAncia de Fisher, valores foram

considerados significativos se p<0.05.
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5. Resultados

5.1 Relacdo entre distribuicdo de sorotipos capsulares,
gestacao e localizacao geografica

O perfil de bandas das cepas padrdo dos sorotipos la, Ib, II, 1, IV, V e VI utilizadas

como controle nas reagfes, de PCR multiplex e estéo representadas na Figura 1 conforme

descrito por Monica Imperi (IMPERI et al., 2010).

Figura 1: Gel de eletroforese com perfil de bandas dos sorotipos capsulares das cepas padréo de
S. agalactiae. Fileira 1: Ladder 100bp; Fileira 2: sorotipo la; Fileira 3: sorotipo Ib; Fileira 4: sorotipo Il;
Fileira 5: sorotipo Ill; Fileira 6: sorotipo IV, Fileira 7: sorotipo VI; Fileira 8: sorotipo V.

Entre as 292 cepas analisadas nesse trabalho, o sorotipo mais encontrado foi o la
(50%) seguido do sorotipo V (24,66%). A comparacao da distribuicdo de sorotipos entre as

diferentes localiza¢des apresentou diferenca significativa na prevaléncia do sorotipo V na
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cidade de S&o José dos Campos quando comparada a cidade do Rio de Janeiro (p=0,0123)
e Sao Paulo (0,0035) (Figura 2).

O sorotipo la foi considerado estatisticamente mais abundante (p<0,0001) quando
comparado a todos os outros sorotipos no Rio de Janeiro. Em S&o Paulo o sorotipo la foi
mais abundante do que todos os sorotipos, sendo p<0,0001 quando comparado aos
sorotipos Ib, II, 1, 1V, VI, VII, VIl e IX, e p=0,0002 quando comparado ao sorotipo V .Na
cidade de Sao José dos Campos a abundancia do sorotipo la ndo foi significativamente
maior quando comparada ao sorotipo V, mas foi estatisticamente maior se comparada aos

outros sorotipos (p<0,0001).
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Figura 2: Distribuicdo dos sorotipos capsulares das 292 cepas nas cidades de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Sdo José dos Campos. (*p<0,05,para diferenca na prevaléncia do sorotipo V entre as

localidades)

Foram analisadas 99 cepas provenientes do Rio de Janeiro. O sorotipo mais comum
encontrado foi o la, seguido do sorotipo V. N&o h& discriminacdo entre as mulheres
gestantes e ndo gestantes quanto a origem destas cepas. Os resultados estdo descritos na

Tabela 3.

26



Tabela 3: Distribuicdo de sorotipos capsulares na cidade do Rio de Janeiro. (NT = cepas Nao Tipaveis)

Prevaléncia n(%)

la 55 (55,6)
Ib 9(9,1)
I 7(7,1)
n 1(1,0)
Y 19 (19,2)
NT 8(8,1)

TOTAL 99 (100,0)

Foram determinados os sorotipos de 101 amostras de Sao José dos Campos, onde foi
encontrada uma prevaléncia de amostras de sorotipos la e V em pacientes ndo gestantes,
os resultados estdo na Tabela 4. Na Figura 3 é possivel visualizar em gel o perfil dessa
cidade, com sorotipos mais comuns sendo la e V. O sorotipo la é 0 mais comum quando
comparado com 0s outros sorotipos (p<0,001). Com excec¢do do grupo de mulheres nao
gestantes, onde p=0,0248 quando comparados os sorotipos la e V. A distribuicdo dos
sorotipos la e V ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa em mulheres gestantes.
N&ao houve diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo de sorotipos comparando-

se 0s grupos de mulheres gestantes e ndo gestantes (Figura 4b).
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Figura 3: Gel de eletroforese representando cepas obtidas de bacterioteca da cidade de S&o José
dos Campos. Fileiras 1: Ladder 100bp; Fileiras 2 a 8: cepas padrao dos sorotipos la, Ib, Il a VI. Fileiras 9,

10, e 12 a 25: cepas isoladas de mulheres gestantes; Fileira 11: cepa isolada de mulher ndo gestante.
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Tabela 4: Relacéo entre cepas e sorotipos capsulares na cidade de Sao José dos Campos, comparando-
se os grupos de mulheres gestantes e ndo gestantes. (NT=cepas N&o Tipaveis)

Gestantes N3do gestantes Total p
n (%) n (%) n (%)
la 18 (48,65) 29 (45,31) 47 (46,5) 0,3693
Ib 2 (5,41) 4(6,25) 6(5,9) 0,8179
I 0 (0,00) 3(4,69) 3(3,0) 0,2162
i 0 (0,00) 2(3,13) 2(2,0) 0,3990
v 0 (0,00) 0(0,00) 0(0,0) >0,9999
v 16 (43,24) 23 (35,94) 39 (38,6) 0,0670
Vi 1(2,70) 0 (0,00) 1(3,0) 0,4648
Vil 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,0) >0,9999
Vil 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,0) >0,9999
IX 0 (0,00) 0 (0,00) 0(0,0) >0,9999
NT 0 (0,00) 3(4,69) 3(3,0) 0,2162

Foram determinados os sorotipos de 92 cepas de S&o Paulo; assim como nos grupos

anteriores, o sorotipo mais comum foi la, que foi significativamente mais abundante

(p<0,005) quando comparado aos outros sorotipos capsulares (Tabela 5).

Tabela 5: Relagdo entre cepas e sorotipos capsulares na cidade de S&o Paulo, comparando-se 0s grupos

de mulheres gestantes e nao gestantes (NT=cepas Nao Tipaveis)

Gestantes N&o gestantes Total p
n(%) n(%) n(%)
la 21 (47,43) 23 (47,92) 44 (47,83) 0,9793
Ib 1(2,27) 4(8,33) 5 (5,43) 04163
Il 2 (4,55) 9 (18,75) 11 (11,96) 0,0750
1l 9 (20,45) 2(4,17) 11 (11,96) 0,0459*
v 0(0,00) 0(0,00) 0(0,00) >0,9999
Vv 7 (15,91) 7 (14,58) 14 (15,22) 0.8561
VI 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 50,8999
Vil 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 50,9999
Vil 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 50,9999
IX 1(2,27) 0 (0,00) 1(1,09) 07573
NT 3(6,82) 3 (6,25) 6 (6,52) 0,9380

A fim de avaliar a distribuicdo de sorotipos na populagdo de mulheres quanto a

gestacdo, foram comparadas as cidades de Sdo Paulo e S&o José dos Campos (Figura 4).

O sorotipo Il foi significativamente mais abundante entre o grupo de mulheres nédo gestantes
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(p=0,0493), como € ilustrado na Figura 4a. Na cidade de Sao Paulo, o sorotipo Ill é

significativamente mais abundante em mulheres gestantes (p=0,0459) (Figura 4c).
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Figura 4: Distribuic&o de sorotipos entre os grupos de mulheres gestantes e ndo gestantes; (a)
Resultados totais, (b) cidade de S&o José dos Campos, (c) cidade de S&o Paulo. (*p<0,05)
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5.2 Sitio de isolamento

Na cidade do Rio de Janeiro as cepas foram isoladas tanto de amostras de secrecéo
vaginal quanto de amostras de urina, como demonstrado na Figura 5. Os sorotipos Il e Il

foram isolados somente em amostras de urina.

100 1 ~ _
Bl Secrecao vaginal
Bl Urina
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& » D B 3 ‘{R
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Figura 5: Distribuicdo de sorotipos capsulares quanto ao sitio de isolamento na cidade do Rio de

Janeiro.

Na cidade de Sdo José dos Campos a coleta de amostras foi feita dos sitios: anal,
endocervical, introito vaginal, perianal, secrecdo anal, cervical e vaginal, urina e regido
vaginal (Figura 6). A analise dos resultados demonstra que o sitio de isolamento tem
impacto significativo na distribuicdo de cepas em sorotipos nas mulheres gestantes
(p=0,0306). Além disso, dentro do grupo de mulheres gestantes, a prevaléncia de cepas
pertencentes ao sorotipo la foi significativamente maior em amostras de urina se comparada
a anal (p=0,0227), endocervical (p=0,0042), introito vaginal (p=0,01), secrecdo cervical
(p=0,0042) e secrecao vaginal (p=0,0227).

A prevaléncia de cepas isoladas de urina ndo foi significativamente maior quando
comparada a amostras vaginais. N&o houve diferenga significativa entre cepas pertencentes

ao sorotipo Ib isoladas de urina e amostras vaginais. O sorotipo V foi significativamente mais
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prevalente em urina quando comparada a perianal (p=0,0111), secrecéo vaginal (p=0,0276)
e vaginal (p=0,0111). A prevaléncia de cepas isoladas de urina nédo foi significativamente
maior quando comparada a amostras anais (Figura 6a).

Em mulheres ndo gestantes, a prevaléncia de cepas pertencentes ao sorotipo la foi
significativamente maior em urina quando comparada aos outros sitios (p<0,0001).
Também houve maior prevaléncia de cepas isoladas de urina entre os sorotipos Il
(p=0,0046) e V (p<0,0001). Cepas pertencentes ao sorotipo Ib, Ill e cepas NT foram isoladas

somente em amostras de urina (Figura 6b).
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Figura 6: Distribuicdo de sorotipos capsulares quanto ao sitio de isolamento na cidade de Sao
José dos Campos em (a) mulheres gestantes e (b) mulheres nédo gestantes. (*p<0,05; **p<0,0001)

Na cidade de Sdo Paulo foram analisadas cepas foram isoladas de abcesso, regido
anal, perianal, furcula, secrecdo vaginal, urina e sangue; como pode ser observado na
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Figura 7. Entre as mulheres gestantes o sorotipo Il foi significativamente mais prevalente
em cepas isoladas de furcula quando comparada a urina (p=0,0324). Entre as mulheres ndo
gestantes o sorotipo Il foi mais prevalente entre cepas isoladas de urina quando comparada
a secrecao vaginal (p=0,0083).
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Figura 7: Distribuicdo de sorotipos capsulares quanto ao sitio de isolamento na cidade de Sao

Paulo em (a) mulheres gestantes e (b) mulheres ndo gestantes. (p<0,05)
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5.3 Viruléncia

Todos os genes de viruléncia foram encontrados nas cepas estudadas. Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os sorotipos e genes de
viruléncia. Resultados das trés localidades foram incluidos na Figura 8, o desvio padrao
representa a diferenca entre as cidades, porém ndo foram encontradas diferencas

significativas.

O gene que codifica hialuronidase foi encontrado em 99,65% das cepas, com exceg¢ao
de apenas uma cepa do Rio de Janeiro pertencente ao sorotipo la. O gene [-
hemolisina/citolisina foi encontrado em 98,97% das cepas, com excecdo de trés cepas da

cidade do Rio de Janeiro.

Nao foram encontradas correlacdes significativas entre os fatores de viruléncia e
gestacao (Figura 9). Entre as cepas de mulheres gestantes foi isolada uma cepa do sorotipo
VI, que possui todos os genes de viruléncia pesquisados e uma cepa do sorotipo IX que
possui quase todos o0s genes de viruléncia, com excecdo de pili 2A. Houve maior
prevaléncia dos genes de viruléncia hialuronidase e B-hemolisina/citolisina entre as cepas

do sorotipo Il se comparados aos sorotipos Ib (p=0,0412) e 1l (p=0,0245) (Figura 9b).
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Figura 8: Prevaléncia de genes de viruléncia entre os sorotipos de EGB de trés localidades (Rio de

Janeiro, S&o José dos Campos e Sao Paulo).
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Figura 9: Distribui¢cdo de fatores de viruléncia de acordo com sorotipos capsulares em mulheres
gestantes e ndo gestantes; (a) resultados totais, (b) mulheres gestantes, (c) mulheres ndo gestantes.
(*p<0,05; **p<0,0001)

No grupo de mulheres ndo gestantes, a prevaléncia do gene hialuronidase foi maior
entre o sorotipo Il se comparado ao la (p=0,0247) e NT (p=0,0139). A prevaléncia do gene
B-hemolisina/citolisina foi maior entre o sorotipo Il se comparado ao la (p=0,0247), Il
(p=0,0039) e NT (p=0,0139). O mesmo aconteceu com a prevaléncia do gene pili 1, que foi
maior entre o sorotipo Il se comparado ao la (p=0,0400), lll (p=0,0449) e NT (p=0,0092), e
com o gene pili 2A, que foi maior entre o sorotipo Il se comparado ao la (p=0,0082), Il
(p=0,0005) e NT (p<0,0001). A prevaléncia de pili 2A foi menor entre cepas NT se
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comparadas ao sorotipo la (p=0,0326), Ib (p=0,0466), Il (p<0,0001) e V (p=0,0022)(Figura
9c).

Os resultados da cidade do Rio de Janeiro estdo representados na Tabela 6 e Figura
10a. Nenhuma cepa do sorotipo Il possui a ilha de pili 2A, a prevaléncia de cepas positivas
para ilha de pili 2B foi significativamente maior entre o sorotipo Ill quando comparado ao

sorotipo V (p=0,0424).

Tabela 6: NUmero de cepas por sorotipos capsulares relacionados aos genes de viruléncia na
cidade do Rio de Janeiro (NT=cepas N&o Tipaveis)

hylB n(%) cylE n(%) Pili 1 n(%) Pili 2A n(%) Pili 2B n(%)
la 54(98,2) 52(94,5) 45(81,8) 40(72,7) 37(67,27)
Ib 9 (100) 9(100) 7(77,8) 6 (66,7) 4 (44,44)

(
I 7 (100) 7(100) 6(85,7) 6 (85,7) 4 (57,14)
m 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 1 (100,0)
\) 19 (100) 18(94,7) 17(89,5) 11(57,9) 8(42,11)
NT 8(100) 8(100) 6 (75) 6 (75) 6 (75,00)

TOTAL 98 (99) 95(96) 82(82,88) 69(69,7) 60(60,61)

Na cidade de Sdo José dos Campos (Figura 10b, Tabela 7), tanto hialuronidase
guanto citolisina/hemolisina estdo presentes em todas as cepas, € em todos 0s sorotipos
encontrados; quando comparada a pili 1, o gene pili 2A foi encontrado em maior prevaléncia
nas cepas pertencentes ao sorotipo Il, o inverso ocorre entre as cepas do sorotipo Ib, sendo
gue pili 1 é encontrada em um namero maior de cepas. A prevaléncia do gene pili 1 foi
significativamente menor em cepas NT se comparadas ao sorotipo Il (p=0,0394), V
(p=0,0469) e VI (p=0,0394). Somente uma cepa pertence ao sorotipo VI, e possui todos 0s
genes de viruléncia pesquisados com excec¢ao de pili 2A. N&o houve correlacéo significativa

entre sorotipos e pili 2B.
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Figura 10: Prevaléncia de genes de viruléncia entre os sorotipos de Estreptococos do Grupo B (a)

Na cidade do Rio de Janeiro, (b) S8o José dos Campos e (c) Sdo Paulo. (*p<0,05)
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Tabela 7: Nimero de amostras por sorotipos capsulares relacionados aos genes de viruléncia na
cidade de S&o José dos Campos (NT=cepas Nao Tipaveis)

hylB n (%) cylE n(%) Pili 1 n(%) Pili 2A n(%) P1-2B n(%)

la 47 (100) 47 (100) 38(80,85) 37(78,72) 39(82,98)
Ib 6 (100) 6(100) 5(83,33) 4 (66,67) 5(83,33)
I 3 (100) 3(100) 2(66,67) 3(100) 3 (100)
1 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 1(50)
Y 39(100) 39(100) 38(97,44) 38(97,44) 29(74,36)
A 1(100) 1(100) 1(100) 0(0) 1 (100)
NT 3 (100) 3 (100) 1(3,33) 2(66,67) 2(66,67)

TOTAL 101 (100) 101 (100) 87 (86,14) 86 (85,15) 80 (79,21)

Na cidade de Sdo Paulo (Figura 10c, Tabela 8), assim como visto em S&o José dos
Campos, todas as cepas possuem hialuronidase e citolisina/hemolisina, independentemente
de sua origem e sorotipo. Nenhuma cepa NT possui pili 2A. Entre as ilhas de
patogenicidade, pili 2B foi mais prevalente entre o sorotipo VI se comparado ao la
(p=0,0154), 1l (p=0,0079) e cepas NT (0,0138); pili 2B também foi mais abundante entre

cepas do sorotipo V se comparado ao sorotipo Il (p=0,0365).

Tabela 8: NUmero de amostras por sorotipos capsulares relacionados aos genes de viruléncia na
cidade de Sdo Paulo (NT= cepas Néao Tipaveis)

hyIB n(%) cylE n(%) Pili 1 n(%) Pili 2A n(%) Pili 2B n(%)

la 44(100) 44(100) 33(75) 40(90,91)  8(18,18)
Ib 5(100)  5(100) 5 (100) 4 (80) 0 (0)
[ 11(100) 11(100) 10(90,91) 11 (100) 1(9,09)
I 11(100) 11(100) 9(81,82) 7(63,64) 6 (54,55)
Vv 14 (100) 14(100) 14 (100)  14(100) 11 (78,57)
IX 1(100)  1(100)  1(100) 1(100) 1 (100)
NT 6(100)  6(100) 4 (66,687) 0(0)  1(16,67)

TOTAL 92 (100) 92 (100) 76 (82,61) 77 (83,70) 28 (30,43)

Foi determinada a distribuicdo de fatores de viruléncia de acordo com o sitio de
isolamento das cepas (Figura 11). Na cidade do Rio de Janeiro as cepas foram obtidas de
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secrecao vaginal e urina. Nao houve diferenca significativa entre a prevaléncia dos fatores
de viruléncia e o sitio de isolamento das cepas (Figura 11a).

Em Sao José dos Campos, hd uma correlacdo entre a prevaléncia dos genes de
viruléncia cepas de acordo com o sitio de isolamento (Figura 11b); o predominio da ilha de
pili 2A foi significativamente menor (p=0,0237) em cepas isoladas de secrecdo vaginal
guando comparadas as de secrecdo cervical, introito vaginal e endocervical; ja a ilha de pili
2B foi significativamente menos dominante entre as cepas isoladas de introito vaginal
gquando comparadas a anal (p=0,0184), urina (p=0,0072), e endocervical (p=0,0037),
secrecao vaginal (p=0,0037), secrecao cervical (p=0,0037).

Na cidade de Sao Paulo, entre as cepas isoladas de abcesso, nenhuma contém a ilha
de pili 1. A prevaléncia de pili 2B foi significativamente maior entre cepas da regido anal se

comparada a secrecao vaginal (p=0,0262) e urina (p=0,0088).
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5.4 Resisténcia

Entre as 292 cepas, 7,5% foram consideradas resistentes a Cefepima, 21,91% das
cepas sao resistentes a Eritromicina. Resisténcia a Clindamicina foi encontrada em 22,26%
das cepas. Nao foram encontradas cepas resistentes a Penicilina e Vancomicina. Os

resultados estéo representados na Figura 12.
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Figura 12: Cepas resistentes a antimicrobianos em trés localidades. (a) Cepas resistentes por

sorotipos e (b) Deteccdo fenotipica de resisténcia a Macrolideos, Lincosamidas e Estreptograminas

(MLSB).
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Entre as cepas pertencentes ao sorotipo la e V, houve maior resisténcia a Eritromicina
e Clindamicina. Nestes resultados foram incluidas as cepas com os fenétipos de resisténcia
induzida a Clindamicina (iMLSB) e resisténcia constitutiva a Clindamicina (cCMLSB).

Como representado na Figura 12a, resisténcia a Eritromicina foi significativamente
maior entre as cepas do sorotipo la se comparado ao sorotipo Ib (p=0,0030), Il (p=0,0013),
Il (p=0,0107) e NT (p=0,0020); e foi maior entre as cepas do sorotipo V se comparado ao
sorotipo Ib (p=0,0029), 1l (p=0,0013), Il (p=0,0103) e NT (p=0,0019).

Ja a resisténcia a Clindamicina foi maior entre cepas do sorotipo la se comparado ao
sorotipo 1b (p=0,0064), Il (p=0,0029), Il (0,0069), IX (p=0,0008) e NT (p=0,0019); e foi maior
entre cepas do sorotipo V se comparado ao sorotipo Il (p=0,0382), IX (p=0,0132) e NT
(p=0,0269).

Nao houve diferencga significativa entre os fenétipos cMLSB e iIMLSB e aos sorotipos
capsulares. O fendtipo IMLSB foi encontrada em 7,87% das cepas e cMLSB foi encontrada
em 9,93% das cepas. A maior prevaléncia do fenétipo IMLSB foi encontrada na cidade de
S&o0 José dos Campos (25,51%); e a maior prevaléncia do fen6tipo cMLSB foi encontrada
na cidade de Sao Paulo (10,20%) (Figura 12b).

Entre o sorotipo la, houve diferenca considerada significativa entre resisténcia a
Eritromicina de Sao José dos Campos quando comparadas as de Sao Paulo (p=0,0136) e
Rio de Janeiro (p=0,0082); entre cepas resistentes a Clindamicina de Sdo José quando
comparadas as do Rio de Janeiro (p=0,0461); e entre amostras com resisténcia constitutiva
(cMLSB) da cidade de Sdo José dos Campos quando comparadas as de S&o Paulo
(p=0,0073) e Rio de Janeiro (p=0,0073).

Entre o sorotipo Il houve diferenca considerada significativa entre cepas resistentes a
Cefepima da cidade de Sao Paulo quando comparadas as de Sao José (p=0,0441) e Rio de
Janeiro (p=0,0441). Entre o sorotipo V houve diferenca significativa entre cepas resistente a
Cefepima da cidade de Séo José dos Campos quando comparadas as do Rio de Janeiro

(p=0,0223); e entre cepas resistentes a Clindamicina da cidade de S&o José dos Campos
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guando comparadas as do Rio de Janeiro (p=0,0065). Os resultados das trés localidades
estdo representados na Figura 13.

Na cidade do Rio de Janeiro, aproximadamente 9% das cepas s&o positivas para o
teste D, cinco destas cepas pertencem ao sorotipo V, duas pertencem ao sorotipo la, uma
ao sorotipo Il e uma ao sorotipo Ib. Foi encontrada apenas uma cepa resistente a Cefepima,
pertencente ao sorotipo la. A resisténcia a Eritromicina foi significativamente maior entre
cepas do sorotipo V se comparado ao Ib (p= 0,0356) e Il (p=0,0356). Resultados estédo
ilustrados na Figura 13a.

Na cidade de Sao José dos Campos, a resisténcia a Clindamicina e Eritromicina foi
maior entre os sorotipos la e V. A resisténcia a Eritromicina foi maior entre cepas do sorotipo
la se comparado ao Ib (p=0,0133), 11l (p=0,0095) e NT (p=0,0095); e entre cepas do sorotipo
V se comparado ao Ill (p=0,0361) e NT (p=0,0361). A resisténcia a Clindamicina foi maior
entre cepas do sorotipo la se comparado ao Il (p=0,0361) e NT p(=0,0361). Ndo houve
correlacdo significativa entre sorotipos e resisténcia a Cefepima (Figura 13b).

Na cidade de S&o Paulo, entre as cepas resistentes a Clindamicina, cepas do sorotipo
la foram significativamente mais abundantes do que as pertencentes aos sorotipos |l
(p=0,0224), IX (p=0,0020), e cepas NT (p=0,0067). Aquelas que pertencem ao sorotipo llI
foram mais abundantes do que as pertencentes aos sorotipos IX (p=0,0067) e cepas NT
(p=0,0224). O sorotipo V foi significativamente mais abundante do que o sorotipo IX
(p=0,0067) e NT (p=0,0224). Nao houve uma correlagdo significativa entre sorotipos e
resisténcia a Cefepima ou Eritromicina (Figura 13c).

No Rio de Janeiro, a resisténcia constitutiva a Clindamicina foi encontrada apenas
entre cepas NT, apesar disso, ndo foi encontrada uma correlagdo significativa entre
sorotipos e o fenétipo MLSB. Em S&o José dos Campos todas as cepas com fenétipo iMLSB
pertencem ao sorotipo V. Entre as cepas com fenétipo cMLSB, a prevaléncia do sorotipo la
foi significativamente maior quando comparada as cepas NT (p=0,0426), ndo houve
diferenca significativa entre os outros sorotipos. E em S&o Paulo todas as cepas com

fenotipo cMLSB pertencem ao sorotipo lll. Resultados estdo representados na Figura 14
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Figura 13: Distribuicdo de cepas resistentes a antimicrobianos de acordo com o sorotipo capsular

na (a) cidade do Rio de Janeiro, (b) Sdo José dos Campos e (c) S&do Paulo. (*p<0,005)
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(MLS); sendo que iMLSB: resisténcia induzida, cMLSB: resisténcia constitutiva em cepas provenientes

do (a) Rio de Janeiro, (b) Sdo José dos Campos e (c) S&do Paulo.
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6. Discussao

Desde antes do inicio dos estudos de Estreptococos do grupo B no Brasil
(BENCHETRIT et al., 1982), este tem sido relacionado a sepse neonatal (EICKHOFF et al.,
1964). Sabe-se que a fonte de infec¢do do neonato € a colonizagcao materna, e o EGB pode
ser transmitido durante, ou até mesmo antes do parto (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011;
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Nos ultimos anos, a prevaléncia de colonizacdo por
EGB no Brasil variou entre 4,2% (VENTURA et al., 2011) e 28,4% (MELO et al., 2018) entre
mulheres gestantes e ndo gestantes.

A prevaléncia de S. agalactiae ndo varia entre gestantes e nao gestantes, porém, foi
demonstrado que ha uma diferenca entre a distribuicdo de sorotipos dentro desses grupos
(Nascimento et al, dados em publicacdo). Ha uma necessidade nacional de avaliar
fenotipica e genotipicamente as cepas de S. agalactiae isoladas de gestantes e nao
gestantes, avaliando a relagéo entre viruléncia e sorotipos.

A recomendacédo do CDC é a obtencao de swab vaginal-retal para cultura de EGB em
mulheres gestantes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010),
contudo nesse estudo as cepas foram isoladas de diversos sitios diferentes, tanto em
mulheres gestantes quanto ndo gestantes (Figura 5, Figura 6, Figura 7). A falta de um
protocolo nacional pode ser a causa da irregularidade dessas cepas. Porém os dados dos
sitios de isolamento das cepas juntamente com os resultados deste estudo podem ajudar na
compreensdo das caracteristicas fenotipicas desse microrganismo, jA que sua
patogenicidade esta relacionada com sua capacidade de adeséo e invasdo as células do
hospedeiro, além de evasdo do sistema imunolégico. (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011,
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018).

No Rio de Janeiro o sorotipo Il foi isolado somente em amostras de urina (Figura 5).
No grupo de mulheres ndo gestantes, tanto da cidade de Séo Paulo (Figura 6) quanto de
S&ao José dos Campos (Figura 7) o sorotipo Il foi significativamente mais abundante em

cepas isoladas de urina quando comparada a secrec¢do vaginal. Na cidade de Sao José dos
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Campos o sorotipo la foi mais abundante em cepas isoladas de urina quando comparadas a
outros sitios, com excecao do sitio anal. Isto também ocorre com o sorotipo V, mas somente
em pacientes gestantes. Em mulheres ndo gestantes o sorotipo V foi mais abundante em
cepas isoladas de urina quando comparado as do sitio vaginal. Em S&o Paulo, em mulheres
gestantes, o sorotipo lll foi mais abundante em cepas isoladas de urina quando comparada
as isoladas de furcula. Infeccdes do trato urinario ocorrem em mulheres altamente
colonizadas, o que aumenta o risco de infecgbes invasivas para o neonato durante a
gestacdo (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; SCHUCHAT, 1999).

Os sorotipos encontrados com maior prevaléncia na urina foram la, II, Ill e V, que
correspondem a maioria das doencgas invasivas em adultos e criangas (EDWARDS; NIZET;
BAKER, 2011), e também foram os sorotipos com maior incidéncia de acordo com o0s
resultados do presente estudo. O sorotipo la foi 0 mais prevalente, correspondendo a 50%
das cepas, sendo significativamente mais abundante (p<0,001) que todos os outros
sorotipos nas cidades do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Na cidade de Sao José dos Campos
sua prevaléncia nédo foi estatisticamente mais abundante quando comparado ao sorotipo V.
A taxa de amostras do sorotipo la encontrada nesse estudo foi de 55,5% no Rio de Janeiro,
46,5% em Sao José dos Campos e 47,8% em Sao Paulo.

Quando comparada a resposta imune frente aos sorotipos la, Ib, I, Ill e V, a
prevaléncia de anticorpos contra o sorotipo la é a menor (LEE; KIM; KIM, 2018). H4A uma
associagdo inversamente proporcional entre atividade fagocitica e infeccdo por EGB, isto é,
guanto menor a atividade de opsonisacdo, maiores sédo as chances de infeccdo (KWATRA
et al., 2015). A alta prevaléncia do sorotipo la encontrada neste estudo pode ser
consequéncia da falta de producéo de anticorpos especificos, ou da producdo de anticorpos
ineficientes, diminuindo assim a opsonizagdo e consequente fagocitose do patégeno. A
importancia da produgédo de anticorpos na infec¢cdo por EGB pode direcionar estratégias
para producdo de vacinas anti-EGB (KWATRA et al., 2015). Desta forma, € importante o

entendimento das diferentes respostas imunes frente aos diferentes sorotipos.
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Um estudo brasileiro, que analisou amostras clinicas tanto de pacientes adultos
colonizados quanto de infecgBes sintométicas, encontrou uma alta prevaléncia do sorotipo
la, que foi isolado em um nuamero maior de amostras associadas a infec¢cdo quando
comparado a amostras associadas a colonizacdo (DUTRA et al., 2014).

O sorotipo la € o mais prevalente entre mulheres e também em pacientes pediétricos,
além de estar associado a sepse neonatal precoce (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011;
FURFARO; CHANG; PAYNE, 2018). Os sintomas de sepse precoce geralmente se
manifestam nas primeiras 24 horas de vida, com uma taxa de fatalidade de 3% a 10%
(EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011). A colonizagdo da mée é considerada o maior fator de
risco (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), por isso a alta prevaléncia nos nossos resultados
(50%) pode ser considerada um alerta ao risco de sepse precoce. Contudo, por também
estar associado a colonizacao (DUTRA et al., 2014), mais estudos sdo necessarios para
compreensdo da patogenicidade do sorotipo la.

O sorotipo V foi 0 segundo mais abundante. Durante a década de 1990 o sorotipo V
era frequentemente associado a doencgas invasivas tanto em adultos quanto em neonatos
(BLUMBERG et al., 1996; EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011). Atualmente o sorotipo V é
isolado de muitos casos de sepse neonatal precoce, além de ser o agente encontrado em
uma grande parcela de casos de infeccées em mulheres gestantes (EDWARDS; NIZET;
BAKER, 2011), além de ser o sorotipo capsular mais comumente associado a doencas
invasivas em adultos (TETTELIN et al., 2002).

A prevaléncia do sorotipo V foi significativamente maior na cidade de Sao José dos
Campos (p<0,05) quando comparada as outras localidades. Um aumento na propor¢éo
deste sorotipo pode ser associado ao aumento na incidéncia de doencas invasivas em
adultos (TETTELIN et al., 2002), portanto na cidade de Sao José dos Campos € necessaria
atencdo quanto a infec¢cdo por EGB nessa populagdo. Globalmente, o sorotipo V tem
incidéncia de 9% em bebés de até trés meses, e no continente Americano a incidéncia é
maior, aproximadamente 15% (EDMOND et al.,, 2012). Paralelamente aos resultados

apresentados aqui, estudamos as cepas de EGB isoladas de sepse neonatal da cidade de
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Séo Paulo, e interessantemente, as maiores prevaléncias foram dos sorotipos la (57%) e V
(21,4%) (dados ndo mostrados).

A incidéncia média do sorotipo V na Regido Sudoeste é de 12,4% (DUTRA et al.,
2014). Ao se avaliar a distribuicdo de sorotipos na cidade do Rio de Janeiro ao longo de oito
anos (2008 a 2015), a maior prevaléncia encontrada foi de 12% (BOTELHO et al., 2018), a
andlise de cepas de origem humana e bovina, mostrou uma prevaléncia de 17,9% em
amostras isoladas nos anos 2000 a 2006 (PINTO et al., 2013). As incidéncias do sorotipo V
encontradas neste estudo nas cidades de Sdo Paulo, Sdo José dos Campos e Rio de
Janeiro foram 15,22%, 38,61% e 19,19% respectivamente; portanto, a prevaléncia do
sorotipo V nas trés localidades abordadas neste estudo foi maior do que a perspectiva, de
acordo com a literatura brasileira.

O sorotipo Ib corresponde a 6,85% das cepas deste estudo. Durante a década de
1980, o sorotipo Ib foi relacionado a uma epidemia de sepse neonatal tardia em uma UTI
neonatal. Depois de diagnosticar cinco casos, o hospital decidiu implementar uma
investigacao, que procurou cepas de EGB entre todos os heonatos recém admitidos, maes e
funcionarios. N&o foram encontradas evidéncias suficientes para ligar a epidemia a apenas
uma cepa de EGB, mas as duas cepas suspeitas, isoladas de funcionarios da enfermagem,
pertenciam ao sorotipo Ib, ligando-o a possiveis infec¢cdes nosocomiais(NOYA et al., 1987).
De acordo com Edmond e colaboradores, o sorotipo Ib corresponde a 7% das amostras de
Estreptococos do Grupo B isoladas de bebés (EDMOND et al., 2012), incidéncia semelhante
a encontrada neste estudo. Sao necessarios mais estudos que possam relacionar a
importancia do sorotipo Ib com infec¢des hospitalares.

Durante um estudo com duragdo de sete anos nos Estados Unidos, o sorotipo Il
esteve profundamente relacionado com os casos de sepse neonatal precoce, sendo 13,1%
dos isolados, também se mostrou prevalente entre doencas pediatricas e entre adultos,
sendo 12,1% dos casos, 0 sorotipo associado a segunda maior fatalidade (PHARES et al.,
2008). No presente estudo, o sorotipo Il correspondeu a 7,19% das cepas; sendo que a

prevaléncia entre as cidades foi variada. A menor prevaléncia foi de 2,97%, em Sao José
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dos Campos, e a maior em S&o Paulo de 11,96%, e foi de 7,07% no Rio de Janeiro, contudo
ndo houve diferenga estatisticamente significativa nesses indices entre as cidades.

Foi observado que a gestagéo exerce influéncia quanto a prevaléncia dos sorotipos. O
sorotipo Il foi significativamente mais abundante em mulheres nao gestantes quando
comparado ao grupo de mulheres gestantes. Sdo necessarios estudos que correlacionem
fatores do microrganismo a gestacdo para melhor compreender sua influéncia na
colonizagéo do sorotipo .

O sorotipo |l esta associado a 60% - 85% dos casos de sepse tardia (ALHHAZMI,
HURTEAU; TYRRELL, 2016b; BELLAIS et al., 2012; EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011). A
propor¢cdo de amostras pertencentes ao sorotipo Il encontradas nos Estados Unidos foi
maior entre pacientes de sepse precoce e tardia quando comparada a dos pacientes com
doencas pediatricas ou em adultos; e foi isolada em mais da metade dos casos de sepse
tardia (PHARES et al., 2008). Entre 0s nossos resultados, o total de amostras identificadas
como sorotipo Il foi de 4,79%. Na cidade de Sao Paulo, houve maior prevaléncia do
sorotipo Il em mulheres gestantes quando comparado as n&o gestantes. E necessario um
acompanhamento do perfil desta cidade para observar se o aumento do Sorotipo Ill entre as
mulheres gestantes corresponde a um aumento nos casos de sepse tardia.

Houve variacdo na prevaléncia entre as localidades. No Rio de Janeiro e em S&o José
dos Campos a prevaléncia foi de 1,01% e 1,98% respectivamente, em S&do Paulo a média
foi muito superior a das outras cidades, sendo 11,96% das cepas isoladas pertencentes ao
sorotipo Ill. Ao redor do mundo o sorotipo Il € um dos mais prevalentes, seja ho continente
africano (GRAY et al., 2011; MOYO et al., 2000), no continente americano (DAVIES et al.,
2001; IPPOLITO et al., 2010), no continente europeu (LIEBANA-MARTOS et al., 2015) e
asiatico (WANG et al., 2015).

Nenhuma amostra do sorotipo IV foi encontrada; o que é inesperado, porque dados
brasileiros anteriores registraram 17% de incidéncia (DUTRA et al.,, 2014). Contudo na

literatura internacional, esse sorotipo corresponde a apenas 1% das amostras isoladas de
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bebés (EDMOND et al., 2012). Portanto sdo necessarios estudos futuros para melhor
compreensédo da prevaléncia do sorotipo IV entre mulheres e entre neonatos.

N&o foram encontradas cepas dos sorotipos VIl e VIIl em nenhuma das localidades;
um resultado corroborado pela literatura, ja que a incidéncia e a dos sorotipos VIl e VIII ndo
chega a 1% em bebés com menos de trés meses (KWATRA et al., 2016). Apenas uma cepa
do sorotipo IX foi encontrada, em S&o Paulo; sendo o sorotipo mais recente, proposto em
2007, logo, ha dificuldade em determinar sua prevaléncia (SLOTVED et al., 2007). Foi
isolada uma cepa do sorotipo VI na cidade de Sao José dos Campos. Cepas pertencentes a
este sorotipo sédo incomuns, com incidéncia de 1% em bebés (KWATRA et al., 2016), e
normalmente ndo sdo encontrados entre mulheres brasileiras (BOTELHO et al.,, 2018;
DUTRA et al., 2014).

Poucas diferencas foram encontradas entre os dados nacionais e internacionais
guanto a incidéncia de sorotipos. Apesar da associacdo de sorotipos com determinadas
infeccdes e seus efeitos (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), ndo ha um nimero de estudos
analisando a prevaléncia de sorotipos suficiente para que se obtenha um panorama mundial
(KWATRA et al., 2016); portanto, sdo necessarios mais estudos, tanto nacionais quanto
internacionais.

A relacdo entre a presenca de genes de viruléncia e a distribuicdo dos sorotipos foi
analisada nesse trabalho. Os genes de hialuronidase (hyIB) e B-hemolisina/citolisina (cylE)
estdo presentes em praticamente todas as amostras, independentemente de seu sorotipo.
Além disso, todos os genes pesquisados foram encontrados nas amostras, mostrando uma
disseminacdo desses fatores de viruléncia entre as populagbes de microrganismos de
diferentes origens. Uma alta atividade de hialuronidase representa maior capacidade de
invasao e maior incidéncia de partos pré-termo, pois essa enzima participa ndo somente do
processo de evasdo do sistema imunolégico, mas também da ascensdo do microrganismo
do trato geniturinario até o utero (KOLAR et al, 2015; VORNHAGEN; ADAMS;

RAJAGOPAL, 2017).
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Até o momento, ndo ha relacdo entre sorotipos e prevaléncia do gene hylB,
(OTAGUIRI et al., 2013; VORNHAGEN; ADAMS; RAJAGOPAL, 2017), sendo altamente
disseminado entre amostras de origem clinica (OTAGUIRI et al., 2013), o que é observado
Nos nossos resultados.

Todos o0s genes de viruléncia foram encontrados entre 0s sorotipos mais comuns,
sendo assim eles podem ser considerados potencialmente patogénicos. O fator [3-
hemolisina/citolisina contribui para o desenvolvimento de meningite, causa parto pré-termo
(DORAN; LIU; NIZET, 2003; RANDIS et al., 2014) e de morte do feto (DORAN; LIU; NIZET,
2003).

De acordo com a literatura, amostras clinicas de EGB possuem ao menos uma ilha de
pili (KHODAEI et al., 2018; OTAGUIRI et al., 2013; ROSINI et al., 2006), e isso foi observado
nos nossos resultados. Atualmente, essas proteinas estdo sendo amplamente estudadas
para o desenvolvimento de vacinas (EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011; KHODAEI et al.,
2018; ROSINI et al., 2006).

Pili € mais comumente encontrada em bactérias GRAM negativas, sendo que poucas
bactérias GRAM positivas possuem essa estrutura (HUI WU; FIVES-TAYLOR, 2001). Em
EGB, a pili possui trés componentes, uma adesina, uma proteina responsavel pela
ancoragem a parede celular, e uma proteina base (DRAMSI et al., 2006). Sendo que a
sintese de adesina independe da sintese de pili, portanto a estrutura completa ndo é
necessaria para a adesao do microrganismo a células epiteliais humanas (DRAMSI et al.,
2006).

Pili 1, 2A e 2B sao ilhas gendmicas que contém os trés elementos que compbe a
estrutura do pilus (DRAMSI et al., 2006; ROSINI; MARGARIT, 2015). As trés sequéncias
analisadas neste trabalho pertencem as ilhas 1 e 2, e pili 2A e pili 2B s&o variacdes da
mesma ilha (pili 2) (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). A provocagdo de mutagdes no
gene que codifica a proteina que forma o esqueleto da pilus, ou seu blogqueio utilizando
anticorpos, impede a formacdo de biofilme; portanto pilus é essencial para formacdo de

biofilme, o que contribui para a patogenicidade de EGB (ROSINI; MARGARIT, 2015).
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Cada ilha de pili estd associada com diferentes mecanismos de patogenicidade de
EGB (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Pili 1, apesar de n&o contribuir para na adesao
ao epitélio vaginal, promove a evasdao da resposta imune inata (JIANG et al.,, 2012;
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018). Pili 2A contribui na adesdo e formagéo de biofilme
(KONTO-GHIORGHI et al., 2009; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018), e pili 2B tem um
papel na sobrevivéncia intracelular bacteriana no macréfago (CHATTOPADHYAY et al.,
2011; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018), na invasado celular (LAZZARIN et al., 2017,
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018) e na penetracdo da barreira hematoencefalica
(SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018; SPRINGMAN et al., 2014).

As cepas analisadas neste estudo possuem, em sua maioria, uma ilha de pili 1 e uma
variante de pili-2, evidenciando a capacidade do EGB de evadir o sistema imune, ou aderir
ao epitélio, mecanismos que sdo essenciais para que esse microrganismo passe de
comensal a patégeno (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018).

No Rio de Janeiro houve maior prevaléncia de cepas que possuem pili 2B entre o
sorotipo Ill. Em S&o José dos Campos, cepas pertencentes ao sorotipo Il possuem pili 2A
em maior abundancia se comparada a pili 1, e entre o sorotipo Ib pili 1 € mais abundante se
comparada a pili 2A. A diferenca encontrada entre a prevaléncia de fatores de viruléncia,
associada a prevaléncia de sorotipos pode levar a conclusdo que cepas de diferentes
sorotipos podem possuir um perfil patogénico diferente.

Na cidade de S&o José dos Campos a menor prevaléncia de pili 2A foi encontrada em
cepas isoladas de secrecdo vaginal, quando comparada aos outros sitios. Pili 2A esta
relacionada a formacéo de biofilme, diferentemente de pili 1 e 2B (RINAUDO et al., 2010).
Assim como cepas isoladas de urina pode ser traduzido como um risco de infec¢do neonatal
(EDWARDS; NIZET; BAKER, 2011), a auséncia de pili 2A de cepas de secrecdo vaginal
pode significar que cepas colonizando a microbiota vaginal possuem menos recursos para
infectar o feto durante a gestacdo, j& que a distribuicdo de ilhas de pili determina a
capacidade de colonizagéo e de causar infeccdes invasivas (SHABAYEK; SPELLERBERG,

2018). Da mesma forma a menor prevaléncia de pili 2B foi encontrada em cepas isoladas de
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introito vaginal, sendo que pili 2B esté relacionada a capacidade de invadir células do
hospedeiro (LAZZARIN et al., 2017), pode-se inferir que cepas desse sitio terdo menor
capacidade de causar doencas invasivas.

Depois da implementacao das diretrizes do CDC quanto a antibioticoterapia intraparto,
houve uma diminuicdo significativa na incidéncia dos casos de sepse neonatal precoce nos
Estados Unidos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010). O
antibiético de escolha para o tratamento profilatico de EGB é a Penicilina, caso a paciente
seja alérgica, Clindamicina ou Vancomicina sdo possiveis alternativas (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2010).

A prevaléncia de cepas resistentes a Eritromicina e Clindamicina tem aumentado ao
redor do mundo (MANNING et al., 2003; MURDOCH; BARTH RELLER, 2001; TEATERO et
al., 2017) e no Brasil (CORRREA et al., 2011; MELO et al., 2016; NAKAMURA et al., 2011).
Em 2011, 28% de todas as amostras de EGB isoladas nos Estados Unidos eram resistentes
a Clindamicina. (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2013). Tanto
Eritromicina quanto Clindamicina podem deixar de ser uma alternativa a Penicilina no
tratamento de infec¢des por EGB (MURDOCH; BARTH RELLER, 2001). Para determinar o
verdadeiro grau de resisténcia com maior sensibilidade, e os mecanismos de resisténcia
presentes nas cepas isoladas no presente trabalho, sdo necessarias analises mais
aprofundadas.

Como esperado, ndo foram encontradas cepas resistentes a Penicilina e Vancomicina,
porém, nas trés localidades estudadas, foram encontradas cepas resistentes a Clindaminica,
Eritromicina e Cefepima. Entre 0s sorotipos, a resisténcia a Clindamicina foi mais expressiva
no sorotipo V, mas também foi significativamente maior no sorotipo la.

Além disso, em S&o Paulo e no Rio de Janeiro, cepas resistentes a Clindamicina
apresentaram perfil de resisténcia induzida (iMLSB) com mais frequéncia, sendo que o
oposto ocorreu em Sdo José dos Campos, onde o fenétipo de resisténcia constitutiva
(cMLSB) foi o mais prevalente. Nesta cidade, todas as cepas com fendtipo IMLSB

pertencem ao sorotipo V.
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No Rio de Janeiro todas as cepas com fenétipo cMLSB foram consideradas nao
tipaveis e em S&o Paulo, todas pertencem ao sorotipo Ill. Essas divergéncias refletem néo
somente 0 aumento da prevaléncia de cepas resistentes, mas também a diferenca entre as
localidades, o que pode ser resultado de selecdo através do uso indiscriminado de
antibiéticos, o que vem de politicas publicas locais. Ndo ha resultados prévios na literatura
relacionando a resisténcia com diferentes sorotipos capsulares e localizacdo geogréfica.

Em geral, os resultados obtidos contribuem para um melhor entendimento da
distribuicéo fenotipica de Estreptococos do Grupo B com relacdo a localidade e sua relacédo
com a gestacdo. Este trabalho visa mostrar que € possivel, através da analise de amostras
de mulheres sadias, gestantes e ndo gestantes, tracar um perfil do microrganismo. E
possivel observar que ha diferencas na distribuicdo de sorotipos quanto a localidade e
guanto a gestacao, pode-se concluir que ha uma relacédo entre patogenicidade e sorotipo,
contudo mais estudos sdo necessarios para confirmar essa hipdtese. Nossos resultados
contribuem para a pressuposicdo de que a patogenicidade das cepas ndo se limita a
composicao do polissacarideo capsular.

Este estudo inclui limitacdes, tais como: cepas foram obtidas de banco de cepas e nao
houve contato entre 0 nosso grupo e as pacientes, a pesquisa de genes de viruléncia
avaliou a presenca ndo a expressdo desses genes, foi avaliada a sensibilidade a

antimicrobianos mas nao o seu mecanismo de resisténcia.
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7. Conclusao

e De acordo com a classificacdo de sorotipos, os sorotipos la e V foram os mais
prevalentes;

e Todos os fatores de viruléncia foram encontrados nas cepas. Hialuronidase e
B-citolisina’/hemolisina s6 ndo foram encontradas em trés cepas do Rio de
Janeiro. Entre as ilhas de pili pesquisadas, pili 1 teve a maior prevaléncia
(79,45%). Houve diferencas entre Pili 2A e Pili 2B e alguns sorotipos.

e NA&o foram encontradas cepas resistentes a Penicilina ou Vancomicina. A
resisténcia a Eritromicina e Clindamicina ficou em torno de 20%; os fenotipos
constitutivo (cMLSB) e induzido (iMLSB) tiveram prevaléncias semelhantes
entre os sorotipos. Além disso, foram encontradas cepas resistentes a
Cefepima.

e Foram encontradas diferencas entre a resisténcia a Eritromicina e
Clindamicina, sendo maior entre os sorotipos la e V, principalmente em Sao
José dos Campos.

e A comparacao entre os sitios de isolamento mostrou que ha varia¢ces tanto na
distrubuicdo de sorotipos quanto na distribuicdo de genes de viruléncia. Estes
resultados podem ser correlacionados com a patogenicidade das diferentes
cepas de EGB.

e Comparando-se os grupos de mulheres gestantes e ndo gestantes, houve
diferenca na prevaléncia do sorotipo Illl. E comparando os resultados de
sorotipos entre as localidades, o sorotipo V foi significativamente mais

abundante na cidade de Sao José dos Campos.
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