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RESUMO

Streptococcus agalactiae (GBS) € o estreptococo pertencente ao grupo B de
Lancefield, e uma importante causa de doencga infecciosa no periodo perinatal e
neonatal. A colonizagdo anovaginal de gestantes € o principal fator de risco para o
desenvolvimento da doenga neonatal por GBS. Beta-lactdmicos sao a principal
escolha terapéutica, contudo, devido ao risco de anafilaxia, em caso de
hipersensibilidade aos beta-lactamicos outras classes de antimicrobianos devem ser
utilizadas. Porém, tem se observado o surgimento e a prevaléncia de resisténcia a
antimicrobianos entre isolados de S. agalactiae, sobretudo apdés a pandemia da
COVID-19. O presente estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia da
colonizagao anovaginal, o perfil de susceptibilidade antimicrobiana e a presenga de
genes de resisténcia em Streptococcus agalactiae isolados de gestantes atendidas
em hospital universitario entre janeiro de 2020 a junho de 2024. Foi realizado um
estudo observacional de abordagem transversal. Os dados de colonizagcdo e de
susceptibilidade antimicrobiana foram obtidos a partir dos registros do setor de
microbiologia do hospital. Ao longo do estudo, isolados obtidos por conveniéncia
foram cedidos pelo hospital para a pesquisa de determinantes de resisténcia. Ao
total, o estudo obteve 1.323 culturas anovaginais provenientes de gestantes, nas
quais o S. agalactiae foi encontrado em 11,94%. Observou-se que a prevaléncia da
colonizacdo foi mais alta durante o periodo pandémico. Foi obtida a susceptibilidade
do GBS a penicilina, ampicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina e
levofloxacino. Foram realizadas reacdes de PCR para pesquisa dos seguintes genes
de resisténcia: tetM, tetO, ermTR, ermB e mef. Todos os isolados foram suscetiveis
aos beta-lactdmicos. Foi relatado um aumento significativo na resisténcia a
eritromicina e levofloxacino pés pandemia. O gene mef foi o principal responsavel
pela resisténcia a eritromicina, porém foi observada uma elevagao na proporc¢ao de
isolados carreando genes ermB. Uma tendéncia de aumento também foi observada
para clindamicina em associagdo ao gene ermB. As taxas de resisténcia a
tetraciclina foram altas, e o tetM foi o gene predominante. Apesar da relevancia
clinica do Streptococcus agalactiae, o Brasil carece de estudos epidemioldgicos
sobre o tema, sobretudo na regido Nordeste. Pesquisas acerca desse patdégeno sao
relevantes para a saude publica, e podem auxiliar na promocdo de uma melhor
vigilancia e prevengao da doenca neonatal. Além disso, devido a emergéncia de
cepas resistentes deste patdégeno em todo o mundo, € importante o monitoramento
das taxas de resisténcia e seus mecanismos moleculares, podendo assim contribuir
para o desenvolvimento de estratégias efetivas de tratamento da infecgao.

Palavras-chaves: Streptococcus agalactiae; Prevaléncia; Susceptibilidade
antimicrobiana; Determinantes de resisténcia.



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae (GBS) belongs to Lancefield group B, and is the leading
cause of neonatal infectious disease. Anovaginal colonization of pregnant women is
the main risk factor for the development of neonatal GBS disease. Beta-lactams are
the main therapeutic choice; however, due to the risk of anaphylaxis, in case of
hypersensitivity to beta-lactams, other classes of antimicrobials should be used.
However, the emergence and prevalence of antimicrobial resistance among S.
agalactiae isolates has been observed, especially after the COVID-19 pandemic. The
present study aimed to investigate the prevalence of anovaginal colonization, the
antimicrobial susceptibility profile, and the presence of resistance genes in
Streptococcus agalactiae isolated from pregnant women treated at a university
hospital between January 2020 and June 2024. An observational, cross-sectional
study was carried out. Colonization and antimicrobial susceptibility data were
obtained from the hospital's microbiology records. Throughout the study, isolates
obtained by convenience were provided by the hospital for the investigation of
resistance determinants. In total, the study obtained 1.323 anovaginal cultures from
pregnant women, of which S. agalactiae was found in 11.94%. It should be noted that
the prevalence of colonization was higher during the pandemic period. The
susceptibility of GBS to penicillin, ampicillin, erythromycin, clindamycin, tetracycline
and levofloxacin was obtained. PCR reactions were performed to investigate the
following resistance genes: tetM, tetO, ermTR, ermB and mef. All isolates were
susceptible to beta-lactams. A significant increase in resistance to erythromycin and
levofloxacin was reported post-pandemic. The mef gene was the main cause of
resistance to erythromycin, but an increase in the proportion of isolates carrying
ermB genes was observed. An increasing trend was also observed for clindamycin in
association with the ermB gene. Tetracycline resistance rates were high, and tetM
was the predominant gene. Despite the clinical relevance of S. agalactiae, Brazil
lacks epidemiological studies on the subject, especially in the Northeast region.
Research on this pathogen is relevant to public health and can help promote better
surveillance and prevention of neonatal diseases. In addition, due to the emergence
of resistant strains of this pathogen worldwide, it is important to monitor resistance
rates and their molecular mechanisms, which can contribute to the development of
effective strategies for treating the infection.

Keywords: Streptococcus agalactiae; Prevalence; Antimicrobial susceptibility;
Resistance genes.
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1 INTRODUGAO

Estreptococos sado bactérias gram-positivas esféricas que estao distribuidas
em ampla escala na natureza e apresentam conformagédo de pares ou bycadeias.
Estas bactérias variam de importantes agentes de patologias a membros da
microbiota normal humana, e também podem ser associadas a infeccoes em
animais (Brooks et al., 2014). O estreptococo do grupo B (GBS), ou Streptococcus
agalactiae, foi diferenciado de outros estreptococos em meados de 1930, isolado do
leite de vacas com mastite bovina. Posteriormente, a patogenicidade humana foi
descrita, sendo reconhecido como um importante causador de patologia em idosos,
imunodeprimidos, portadores de comorbidades, gestantes e sobretudo recém
nascidos. Hoje é a principal causa de sepse e doenca infecciosa neonatal em
muitos paises; e o0 crescente aumento de cepas de GBS resistentes a
antimicrobianos tem causado preocupagdes nos ultimos anos (LYHS et al., 2016).

O GBS pode ser encontrado no trato gastrointestinal, pele e aparelho
urogenital de seres humanos. E um patdgeno oportunista, logo, pode progredir de
colonizagdo para um estado de infecgdo caso o paciente tenha sua imunidade
comprometida (Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020). A colonizagdo por S. agalactiae
pode estar relacionada a fatores geograficos, comorbidades, etnia, status
econdmico, idade, multiplos parceiros sexuais e entre outros (Pimentel, 2023; Russel
et al., 2017). Para o desenvolvimento da infeccdo em recém nascidos, a colonizagao
do trato genital da gestante &€ o principal fator de risco, e é habitualmente
assintomatica (Morgan; Zafar; Cooper, 2021; Koneman et al., 2018). O quadro
clinico pode se desenvolver rapidamente, levando ao obito neonatal antes que o
diagnostico seja estabelecido (Brasil, 2022). Estudos indicam que a taxa de
colonizagdo materna global varia entre 10 e 30% (Raabe; Shane, 2019; Pogere et
al., 2005) e no Brasil, entre 14,1 a 27,6% (Brasil, 2022). Outros fatores de risco para
a infeccao neonatal por GBS sao: trabalho de parto prematuro, febre materna
durante o trabalho de parto e ruptura prolongada de membranas (Morgan; Zafar;
Cooper, 2021). A taxa de mortalidade neonatal esta entre 5 a 7% em paises dotados
de recursos; podendo chegar a um numero de 27% em paises em situagdes
precarias (Borguesi; Stronati; Fellay, 2017; Raabe; Shane, 2019).

Além de sua relevancia como patégeno para neonatos, o S. agalactiae

também é responsavel por causar doenga invasiva sistémica em mulheres gravidas.
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Sua deteccdo € mais comum antes ou durante o parto, porém as mulheres no
periodo posterior ao parto também apresentam risco aumentado de contrair a
doenca invasiva (Raabe; Shane, 2019). Ademais, configura-se também como um
agente patogénico para adultos ndo gestantes, e sua incidéncia tem aumentado ao
longo dos anos. ldosos e pacientes com comorbidades como doengas cardiacas,
disturbios neurolégicos, doengas renais e hepaticas se configuram como grupo de
risco. As manifestacbes mais frequentes sao infeccbes do trato urinario,
bacteremias, pneumonias, infecgdes em articulagdes, ossos, peles e tecidos moles
(Pimentel, 2023; Raabe; Shane, 2019).

O principal método de prevencao da infeccdo neonatal por GBS é a
administracao de antibioticos intraparto (Profilaxia Antibidtica Intraparto - PAI), que
esta associada a uma redugao de mais de 80% na incidéncia da doencga (Fiorella et
al., 2020). A PAI deve ser administrada em um intervalo de mais de quatro (04)
horas antes do parto para fornecer uma melhor protecdo (Morgan; Zafar; Cooper,
2021). A identificagdo de pacientes que irdo receber a profilaxia é feita através de
cultura anovaginal entre a 36% e 372 semanas de gestagao buscando colonizagao por
GBS (Costa et al., 2022). Apesar da alta eficacia da PAI, muitos paises - sobretudo
subdesenvolvidos - ndo possuem uma politica especifica para a profilaxia (Fiorella
et al., 2020).

Apesar da gravidade de seus processos infecciosos, no Brasil o GBS ainda
nao é apropriadamente valorizado como causador de infecgcdo em recém-nascidos e
gestantes. As estratégias publicas de prevencgéo da infecgdo por S. agalactiae sao
escassas, € as recomendagdes para triagem e profilaxia estdo presentes apenas no
manual de gestacdo de alto risco, e ndo ha recomendagdes para gestacbes de
baixo risco. Ou seja, ndo ha garantias que todas as gestantes serdo submetidas a
pesquisa de GBS e que a PAI sera instituida para prevencdo da doencga neonatal.
Na pratica, observam-se problemas como falta de instrugdo e recomendacéao
técnica, divergéncias na conducao e falta de estrutura adequada nas instituicbes de
saude.

O principal fator predisponente a infecgdo € a colonizagdo do trato genital
materno. Logo, as estratégias de prevengdo da infeccdo por S. agalactiae vém
sendo fundamentadas sobretudo na administracao da PAIl. Observa-se, entretanto,
um aumento global de cepas de GBS resistentes aos antimicrobianos administrados

na profilaxia, quer seja por sua administragdo extensiva ou por outros fatores, sendo
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esta uma questdo de importante destaque. Além disso, ao longo dos ultimos anos,
sobretudo apés a pandemia da COVID-19, observou-se um aumento
desproporcional no consumo de antimicrobianos. Tal exposi¢ao influenciou
negativamente a emergéncia e disseminacg&o de resisténcia.

Dados sobre a prevaléncia da colonizagdo por S. agalactiae e perfis de
susceptibilidade antimicrobiana em gestantes no Brasil, sobretudo na regiao
nordeste, sdo escassos. Vale ressaltar que a epidemiologia microbiana sofre
alteracgbes regionais, sendo ideal observar sua prevaléncia local, evitando extrapolar
dados de outras regides.

Logo, o presente estudo se justifica pela necessidade de se estabelecer
métodos mais efetivos de controle da infeccdo por S. agalactiae ao se tracar a
prevaléncia da colonizagdo materna, presenca de isolados resistentes a
antimicrobianos e genes de resisténcia em cepas locais de GBS isolados de
gravidas atendidas no Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW). Nesse
contexto, observa-se que o HULW é um hospital de referéncia em pré-natal de alto
risco, com alta demanda decorrente do fato de ser uma das poucas unidades de
saude da Paraiba a oferecer atendimento qualificado nestes casos especificos de

gravidez.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas fenotipicas

O S. agalactiae é a unica espécie colonizadora da microbiota humana que
possui o antigeno do grupo B de Lancefield, um polissacarideo especifico de parede
celular que esta presente em todas as cepas (Rosa-Fraile; Spellerberg, 2017).
Cresce prontamente em meios nutricionalmente enriquecidos produzindo coldnias
grandes translucidas, cinzentas a brancas; sdo beta hemoliticos, produzindo zonas
de hemdlise moderadamente maiores do que as préprias colénias - embora a beta
hemolise por vezes possa ser dificil de ser visualizada; hidrolisa o hipurato de sodio;
produzem uma resposta positiva ao teste de CAMP; e além disso, apresentam
resisténcia a bacitracina (Brooks et al., 2014; Murray; Rosenthal; Pfaller, 2017;
Koneman et al., 2018).
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2.2 Sorotipos

Isolados de S. agalactiae expressam um polissacarideo capsular rico em
acido sialico, o que & um importante fator de viruléncia antifagocitario, estando
relacionado com a colonizagao e doencga, por ser um importante fator de evasao do
sistema imune do hospedeiro. O polissacarideo capsular determina a especificidade
de cada sorotipo de GBS (Alves, 2018; Lyhs et al., 2016; Koneman et al., 2018). O
S. agalactiae apresenta 10 sorotipos: la, Ib, Il, IIl, IV, V, VI, VII, VIII e IX. Embora
tenham sido identificados dez sorotipos capsulares em GBS, os sorotipos la, Ib, II, Il
e V sdo predominantemente responsaveis por sua doenca invasiva, pois cada GBS
apresenta diferencas na sua viruléncia dependendo do sorotipo capsular presente
(Vorhagen; Waldorf; Rajagopal, 2017).

Os métodos fenotipicos mais comuns para identificacdo de sorotipos sao os
testes de imunodifusdo e de aglutinacdo em latex. Estes sofrem a falta de
padronizagao de reagentes, e podem falhar na atribuigdo do sorotipo correto em até
10 a 25% dos casos. Técnicas moleculares para a identificagdo do sorotipo capsular
de S. agalactiae tém ganhado evidéncia por sua analise rapida e precisa, sendo

facilmente reproduziveis (Imperi et al., 2010).

2.3 Infecgao estreptococica neonatal

O periodo neonatal € um periodo de grande risco para infecgbes graves que
podem ameacar a sobrevivéncia do recém nascido, sendo o S. agalactiae um
importante causador de doenga neonatal e sepse (Tavares; Pinho; Andrade, 2022).
A colonizacdo das gestantes por GBS é o principal fator de risco para a infecgéo, e
pode ser transitoria, crénica ou intermitente (Morgan; Zafar; Cooper, 2021).
Observa-se duas formas de infecgao neonatal, a doenga de inicio precoce (DIP), e a
doencga de inicio tardio (DIT) (Fiorella et al., 2020).

A DIP pode iniciar-se de forma ascendente in utero durante a ruptura de
membranas, na qual a bactéria se move da vagina para o utero penetrando os
tecidos gestacionais e causando inflamagdo das membranas placentarias. Pode
também ocorrer durante o momento do parto, onde pele ou mucosas do recém
nascido podem ser contaminadas durante a passagem pelo canal vaginal

(Nascimento, 2016; Vornhagen et al., 2017). A doenca de inicio precoce se
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manifesta na primeira semana de vida, e os sintomas clinicos incluem sepse,
desconforto respiratério, apneia, pneumonia e meningite, podendo resultar em
prolongada internacdo hospitalar e o6bito (Morgan; Zafar; Cooper, 2021; Raabe;
Shane, 2019).

A doenca de inicio tardio ocorre por transmissao horizontal apés o parto, e se
manifesta em sua maioria entre 7 e 90 dias de vida. As formas de contagio da DIT
podem incluir: colonizagdo intestinal por ingestdo de leite materno infectado;
colonizagdo da pele/mucosas materna ou paterna, ambiente hospitalar ou
comunitario (Borghesi; Stronati; Fellay, 2017). A manifestagdo clinica mais comum
da DIT é a meningite, mas também pode ocorrer bacteremia, infeccdo do trato
urinario, infeccao ésseal/articular, pneumonia ou infecgdes de tecidos moles (Raabe;
Shane, 2019).

2.4 Profilaxia Antibiética

A administragdo de antibidticos intraparto tem a finalidade de diminuir a
incidéncia de colonizagao neonatal por GBS e reduzir o risco de sepse neonatal
(American College of Obstetrics and Gynecologists - ACOG, 2020). Segundo dados
do manual técnico de Gestagao de Alto Risco do Ministério da Saude (Brasil, 2022),
a eficacia da PAI para evitar a DIP entre recém-nascidos de mulheres colonizadas
pelo GBS varia entre 86% e 89%.

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos deve ser realizado em todas as
culturas anovaginais de pesquisa de GBS para orientar a profilaxia antibiética. O
antimicrobiano de escolha é a Penicilina G intravenosa, pois seu espectro de
atividade €& mais direcionado para bactérias Gram-positivas e possui menor
probabilidade de induzir resisténcia. A ampicilina intravenosa € uma alternativa
possivel na auséncia de penicilina (ACOG, 2020; Morgan; Zafar; Cooper, 2021). Em
gestantes com alergia relatada a penicilina e alto risco de anafilaxia, a clindamicina é
o antimicrobiano indicado, caso a cepa seja susceptivel. Caso o isolado apresente
resisténcia a clindamicina, € recomendado o uso de vancomicina para a PAl, porém
0 uso é restrito apenas nesses casos uma vez que seu uso pode estar associado
ao surgimento de cepas resistentes (ACOG, 2020; Costa et al., 2022; Morgan; Zafar;
Cooper, 2021).
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As medidas profilaticas intraparto sdo eficazes na prevencdo da DIP.
Entretanto, tais medidas ndo se comprovaram eficazes contra a DIT. As vacinas, que
estdo atualmente em desenvolvimento, sdo aguardadas como promissoras
estratégias de prevencdo. Vacinas efetivas para uso em gestantes e formulagdes
direcionadas para os polissacarideos capsulares encontram-se em estudos clinicos

por industrias farmacéuticas (Fiorella et al., 2020; Jin et al., 2018).

2.5 Tratamento das infecgoes por Streptococcus agalactiae

O crescente aumento de cepas de GBS resistentes a antimicrobianos tem
causado preocupacgdes nos ultimos anos (Zakerifar et al., 2023). O antimicrobiano de
escolha para o tratamento das infecgdes por S. agalactiae permanece sendo as
penicilinas, devido a universal suscetibilidade do GBS aos beta-lactamicos (Botelho
et al., 2018; Nascimento, 2019; Kimura et al., 2013). Entretanto, isolados de GBS
com suscetibilidade reduzida aos beta-lactamicos tém sido relatados no Japao
(Kimura et al., 2008; Morozumi et al., 2016), América do Norte (Dahesh et al., 2008;
Gaudreau et al., 2009) e América Latina (Crespo-ortiz et al., 2014).

Além disso, estudos demonstram que a resisténcia do GBS a eritromicina e
clindamicina tem aumentado em varios paises (Botelho et al., 2018). A eritromicina
pertence a familia dos macrolideos, e a clindamicina pertence a familia das
lincosamidas. Os macrolideos sdao compostos de um anel lactona de 14, 15 ou 16
membros, e as lincosamidas ndo possuem anel lactona. Embora sejam diferentes
estruturalmente, ambos possuem um mecanismo de acdo semelhante, se ligando ao
RNA ribossémico 23S da subunidade 50S do ribossomo bacteriano. Isso explica a
resisténcia cruzada frequentemente observada entre essas duas classes de
antimicrobianos (Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020).

Nas diretrizes anteriores da profilaxia intraparto, em casos de alergia aos
beta-lactdmicos a principal alternativa terapéutica para tratamento de infecgdes
graves pelo GBS era eritromicina e clindamicina. Porém, observou-se que as
ocorréncias de resisténcia de GBS a eritromicina vém aumentando ao longo dos
anos, sendo 0 seu uso nao mais recomendado (ACOG, 2020; Botelho et al., 2018;
Poyart et al.,, 2003; Teatero et al., 2017). A prevaléncia global estimada de

resisténcia a eritromicina é de 19% a 50% (Bolukaoto et al., 2015; Crespo-Ortiz et
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al., 2014; Botelho et al., 2018) e a clindamicina é de 4,5% a 30% (Barros et al., 2016;
Bolukaoto et al., 2015; Botelho et al., 2018; Crespo-Ortiz et al., 2014).

A prevaléncia de isolados de S. agalactiae resistentes a tetraciclina é alta,
sobretudo em isolados humanos. A tetraciclina possui agdo bacteriostatica, e liga-se
a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, inibindo a fase de alongamento da
sintese proteica e impedindo o crescimento bacteriano (Hayes; O’Halloran; Cotter,
2020). As taxas de resisténcia de GBS a tetraciclina variam de 70 a 95% em todo o
mundo (Botelho et al, 2018; Meroni et al., 2022, Hernandez, et al., 2022).
Associagdes significativas foram descritas por Dutra et al. (2014) entre resisténcia a
tetraciclina e cepas de GBS colonizadoras. E importante destacar que o surgimento
e a expansao de clones de GBS resistentes a tetraciclina esta relacionada a
evolugdo da colonizacdo e infeccdo das cepas humanas, estando diretamente
associado a infecgdes neonatais invasivas (Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020).

Em decorréncia do aumento de cepas de GBS resistentes a macrolideos e
lincosamidas, outras classes de antimicrobianos como fluoroquinolonas se inserem
como possivel alternativa para o tratamento de infecgdes por S. agalactiae
principalmente em adultos (Hays et al., 2016). As fluoroquinolonas de segunda e
terceira geracéo (ex. levofloxacino, moxifloxacino) apresentam atividade melhorada
contra as Gram-positivas quando comparadas as de primeira geragcao (ex.
norfloxacino, ciprofloxacino). Essa classe de antimicrobianos age se ligando as
topoisomerases |l e IV e DNA girases, o que resulta em altera¢gdes conformacionais.
Essas alteragdes inibem a funcdo enzimatica normal, impedindo a sintese do DNA e

causando o efeito antimicrobiano (Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020; Ki et al., 2012).

2.6 Determinantes de Resisténcia

2.6.1 Determinantes de resisténcia aos Macrolideos

Os principais determinantes genéticos de resisténcia aos macrolideos s&o os
genes erm e mef. O mecanismo de resisténcia associado ao gene erm é a
codificacdo de uma metiltransferase que metila 0 RNAr 23S estreptocécico no alvo
do nucleotideo de ligagcdo a eritromicina, prejudicando assim a ligacdo da
eritromicina ao seu alvo ribossomal. Devido a sobreposi¢ao de locais de ligagdo no

RNAr 23S, a presenga desse gene resulta em um fendtipo de resisténcia cruzada a
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macrolideos, lincosamidas e estreptograminas-B (fend6tipo MLS). Este fendtipo pode
ser constitutivo (cMLS), quando o RNA mensageiro que codifica a metilase ja esta
ativo no microrganismo; ou induzivel (iMLS), quando o RNA mensageiro que codifica
a metilase esta inativo no microorganismo, e s6 é ativado na presenga de um
macrolideo indutor. O fendtipo cMLS geralmente é mediado pelo gene erm(B), ja o
IMLS geralmente é mediado pelo erm(A) subclasse TR (Depardieu et al., 2007;
Zakerifar et al., 2023; Perez-trallero et al., 2007; Marimon et al., 2005; Nascimento,
2019).

Os genes mef produzem o fendtipo M, que confere resisténcia a macrolideos
com anéis de 14 e 15 membros, no qual a eritromicina esta incluida, porém nao
interferem na sensibilidade a lincosamidas ou macrolideos com anéis de 16
membros (ex. Tilosina). A atuacdo dos genes mef baseia-se na codificacdo de uma
bomba de efluxo proton dependente para o antimicrobiano (Marimon et al., 2005;
Perez-Trallero et al., 2007; Botelho et al., 2018). A subclasse mef(A) foi inicialmente
identificado em Streptococcus pyogenes e a subclasse mef(E) em Streptococcus
pneumoniae, tendo sido os dois ja descritos para isolados clinicos de S. agalactiae

resistentes a eritromicina (Marimon et al., 2005).

2.6.2 Determinantes de Resisténcia a Tetraciclinas

Os determinantes de resisténcia a tetraciclina s&o frequentemente
encontrados em transposons conjugativos, o que facilita a sua transmisséo entre as
cepas (Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020). A resisténcia pode se dar através de genes
de protecdo ao ribossomo, incluindo tet(M) e tet(O), ou por bombas de efluxo,
incluindo tet(K) ou tet(L). As bombas de efluxo s&o seletivas para o substrato da
tetraciclina. Tais genes codificam proteinas associadas a membrana que exportam
tetraciclina da célula, reduzindo a concentracao intracelular do antibiético. Quanto ao
mecanismo de protecdo ao ribossomo, a tetraciclina se liga aos ribossomos
interrompendo a sintese proteica. Os genes de resisténcia interagem causando um
desligamento do sitio de ligagcdo primario da tetraciclina com o ribossomo, fazendo
com que se separem e a sintese proteica continue (Meroni et al., 2022; Balsalobre,
2014). A maioria das cepas de GBS sao caracterizadas pela presenca de tet(O) ou
tet(M), sendo tet(M) o gene de maior frequéncia. (Meroni et al., 2022; Emaneini et
al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Observar a prevaléncia da colonizagdo anovaginal por Streptococcus

agalactiae em gestantes atendidas no Hospital Universitario Lauro Wanderley entre

janeiro de 2020 a junho de 2024.

3.2 Objetivos especificos

e Observar a prevaléncia da colonizacdo por S. agalactiae em gestantes
atendidas no HULW.

e Tracar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e seu comportamento ao

longo dos 5 anos.

e Avaliar a prevaléncia dos genes associados a resisténcia a macrolideos,
lincosamidas e tetraciclinas (ermB, ermTR, mef, tetM, tetO) em isolados

selecionados.
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4 METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo observacional de abordagem transversal. Os
procedimentos realizados durante este estudo foram executados na Unidade de
Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Lauro Wanderley e nos
Laboratério de Endemias e de Microbiologia Clinica da Universidade Federal da
Paraiba (NUMETROP/CCS).

4.1 Populagao do estudo

Foram avaliadas 1.323 gestantes entre a 36° e 377 semana de gestacao,
atendidas no pré-natal de alto risco (PNAR) ou na internacdo da maternidade do
Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW) para rastreio de colonizagéo por
GBS entre os anos de 2020 a 2024. O HULW esta localizado na cidade de Joao

Pessoa (PB), e possui uma maternidade de referéncia em pré-natal de alto risco.

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas no presente estudo gestantes entre a 36 e 37% semana de
gestacdo, que foram submetidas a pesquisa de GBS durante o periodo de 2020 a
2024 no HULW.

4.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo casos que nao possuiam coleta anovaginal, ou
com auséncia de numero de prontuario ou auséncia de teste de susceptibilidade

antimicrobiana.

4.2 Coleta de dados

Foram obtidos os dados de prevaléncia e de susceptibilidade antimicrobiana a
partir dos registros do setor de microbiologia da Unidade de Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital Universitario Lauro Wanderley. Os dados foram transcritos em

planilha de pesquisa sem identificagcdo de nome do paciente.
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4.3 Coleta, armazenamento e isolamento do material

Para o rastreio da colonizagao por GBS, foi realizada cultura através de swab
anovaginal. Um unico swab ponta rayon estéril foi inserido no canal vaginal por 2
centimetros, e depois na regido endoanal, sendo inserido um centimetro, sem
utilizacao de espéculo, de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana
de Microbiologia (2021). Em seguida, o swab foi armazenado em meio Stuart de
transporte.

AplOs essa etapa, o swab foi inserido em caldo seletivo Todd-Hewitt e
incubado por 8 horas a 35°C em aerobiose. Na presenga de turvagao, foram
transferidos para placas contendo meio agar sangue e incubadas por 24 horas a
35°C. As colbnias com morfologia caracteristica e suspeitas de GBS foram
identificadas por métodos fenotipicos. Os procedimentos acima e o teste de

susceptibilidade antimicrobiana foram realizados no HULW.

4.4 Identificagao fenotipica dos isolados

Posteriormente, uma algada de cada amostra foi inoculada em meio agar
sangue de carneiro a 5% e incubada em atmosfera de aerobiose a 35°C por 24-48
horas. Em seguida, foi observada a presenga de colbnias sugestivas, com
beta-hemolise, negativas para o teste da catalase e com morfologia de cocos
gram-positivos. Logo apds, foram realizados testes de produgdo da

pyrrolidonil-arilamidase (PYR), e de producéo do fator CAMP.

4.4.1 Teste de PYR

O teste de produgao da Pirrolidonil-arilamidase (PYR) foi realizado sobre uma
placa de petri, na qual foi transferido um disco impregnado com o substrato de PYR,
e adicionado uma gota de agua. Com o auxilio de uma alga bacteriolégica, uma
colonia suspeita foi transferida para a superficie do disco, e aguardou-se 5 minutos.
Entdo, foi adicionada uma gota do reagente de PYR. ApoOs dois minutos,
observou-se se houve surgimento de coloragdo vermelha, que indica positividade
para o teste. Esse teste é altamente sensivel e especifico para estreptococos do
grupo A e para a maioria das espécies de Enterococcus, que apresentam resultado
positivo, permitindo diferencia-los do Streptococcus agalactiae (Koneman et al.,
2018).
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4.4.2 Teste de CAMP

O teste de CAMP foi realizado em placa de Agar Sangue de carneiro. Foi
usada uma cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 27923) produtora de
beta-hemolisina, e inoculada em linha reta e perpendicular as amostras de S.
agalactiae, sem que mantivessem contato, com uma distancia de 0,5 cm. As placas
foram incubadas em estufa 35°C, em aerobiose por 24h, e ap6s isso, lidos os seus
resultados (Koneman et al., 2018). Praticamente todas as cepas de S. agalactiae
expressam uma toxina protéica chamada “fator CAMP”. O fator CAMP interage com
a beta-hemolisina do S. aureus gerando uma forte zona de hemolise em forma de
ponta de seta na area onde as duas estrias de crescimento estdo préximas. Este
teste mostrou-se altamente sensivel para estreptococos do grupo B, embora Listeria
monocytogenes e outros Streptococcus spp., principalmente de origem animal,
também sejam CAMP-positivos (Jin et al., 2018; Koneman et al., 2018).

4.5 Determinacao fenotipica da suscetibilidade aos antimicrobianos

Os isolados tiveram determinada a suscetibilidade aos seguintes
antimicrobianos: penicilina e/ou ampicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina e
levofloxacino. O teste e a leitura dos halos foram realizados de acordo com o
normatizado para a metodologia de disco-difusdo pelo Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testings (BrCAST, 2024).

4.6 Pesquisa dos Genes de Resisténcia

Ao longo do estudo, um total de 113 isolados de Streptococcus agalactiae de
gestantes obtidos por conveniéncia foram cedidos pela Unidade de Laboratério de
Analises Clinicas do HULW para a pesquisa de determinantes de resisténcia. Esta
segunda etapa foi realizada no Laboratério de Endemias do Nucleo de Medicina
Tropical da UFPB. A figura 1 demonstra o fluxo de trabalho e os procedimentos
realizados apos o recebimento desses isolados. Ao decorrer do recebimento, foram
colhidas algadas densa de cada amostra, transferidas para microtubos contendo
caldo BHI e 10% de glicerol, e armazenadas em freezer a -20°C para conservagao

para seu posterior uso.
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4.6.1 Extracao de DNA dos isolados bacterianos

Nos isolados selecionados, foi realizada extracdo de DNA, seguindo o protocolo
previamente descrito por Lamballerie et al. (1992). No procedimento, uma algada de
cada colonia foi transferida para um microtubo contendo solucdo de 200uL de
Chelex 100® (Sigma-Aldrich) a 10%, homogeneizada em voértex vigoroso por 1
minuto, incubada em banho seco a 100°C por 30 minutos, homogeneizada em
vortex novamente por 1 minuto e centrifugada por 5 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi transferido com uma micropipeta para um novo microtubo estéril

onde foi armazenada congelada a -20°C.

Figura 1. Fluxograma das etapas desenvolvidas a partir do recebimento dos isolados
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4.6.2 Reagcao em cadeia da Polimerase - PCR

Foram realizadas reagbes de PCR para pesquisa dos seguintes genes de
resisténcia: tetM, tetO, ermTR, ermB e mef, seguindo os protocolos de Marimon et
al. (2005), Perez-trallero et al. (2007) e Poyart et al. (2003). Foram realizadas
reacdes separadas para cada gene. Resumidamente, em microtubos de 200pL,
foram pipetados agua livre de DNAse/RNAse; 5x buffer contendo dNTP; mix de
enzimas, os primers direto e reverso do gene a ser pesquisado, e 3 yL do DNA
extraido, com volume final de 25 pL. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados, bem
como o tamanho dos fragmentos amplificados estdo descritos no quadro 1. O
termociclador utilizado foi o TProfessional Basic Thermocycler (BIOMETRA). O
protocolo de amplificagdo seguiu os seguintes parametros: ativagao inicial da DNA
polimerase a 95°C por 15 min; seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C ou 50°C a depender do gene por 30 segundos e 72°C por 1
minuto. Apds isso, 72° novamente por 5 minutos. A cada reagao de amplificacao,

controles negativos e positivos foram conduzidos em conjunto.

Quadro 1. Listagem dos oligonucleotideos iniciadores

Alvo Sequéncia 5' 3' Frag.m.ento Referéncia
amplificado
AGTATCATTAATCACTAGTGC
mef TTCTTCTGGTATOAAAAGTGG 345 Perez-Trallero et al., 2007
ATTGGAACAGGTAAAGGGC
ermB GAACATCTGTGGTATGGCG 442 Marimon et al., 2005
AACTTGTGGAAATGAGTCAA
ermTR CAGAATCTACATTAGGCTTAGGG 375 Marimon et al., 2005
GTGGAGTACATTACATTTACGAG
tetM GAAGCGGATCACTATCTGAG 359 Poyart et al., 2003
GCGGAACATTGCATTTGAGGG
tetO CTCTATGGACAACCCGACAGAAG 538 Poyart et al., 2003
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4.6.3 Eletroforese

O produto da amplificacéo foi observado por eletroforese em gel de agarose
2% com corante de acidos nucleicos fluorescentes DS-View (SINAPSE Inc.). A
programacao do procedimento foi de 120 volts por 60 minutos.

Os géis foram revelados em transiluminador UV em 267-294nm e os produtos
amplificados comparados com padrao de peso molecular de 100 pb (SINAPSE Inc).
A interpretacédo dos padrbes de banda foi realizada de acordo com Perez-Trallero et
al. (2007) para mef, Marimon et al. (2005) para ermB e ermTR e Poyart et al. (2003)
para tetM e tetO.

4.7 Analises Estatisticas

Foi obtida a prevaléncia da colonizagdo anovaginal por Streptococcus
agalactiae nas gestantes nos anos de 2020, 2021, 2022, 2023 e 2024. Analisou-se o0
perfil de susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos penicilina e ampicilina,
eritromicina, clindamicina e levofloxacino. Investigou-se também a presenga dos
genes associados a resisténcia a macrolideos, lincosamidas e tetraciclinas (ermB,
ermTR, mef, tetM, tetO) em isolados selecionados.

Para tanto, construiu-se tabulagcbes cruzadas e as prevaléncias foram
apresentadas em frequéncias absolutas e relativas, considerando intervalos de
confianga de 95%. As inferéncias estatisticas foram realizadas utilizando o teste
qui-quadrado de Pearson para diferenca entre as variaveis categoricas. Todos os
dados foram avaliados em banco de dados do programa IBM SPSS Statistics for

Windows, verséao 20, considerando significancia a P <0,05.

4.8 Consideracdes Eticas

O presente projeto faz parte do projeto aprovado na chamada Pesquisa
Colaborativa FAPESQ-FAPESP 2019 e Chamada Universal 2021 - FAPESQ, e se
constitui um braco da proposta avaliada eticamente pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley sob numero CAAE:
02144718.0.3001.5183.
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5. RESULTADOS

5.1 Descrigao da amostra

Ao total, o estudo obteve 1.327 culturas anovaginais provenientes de
gestantes. Desse total, quatro foram excluidas devido a auséncia de dados e de
testes de susceptibilidade para trés ou mais dos antimicrobianos do estudo, logo, o
tamanho amostral se restringiu a 1.323 casos. No ano de 2020 foram realizadas 261
culturas para rastreio de GBS; em 2021 foram realizadas 343; em 2022 foram
realizadas 268; em 2023 foram realizadas 303 e em 2024 (até o més de junho)

foram realizadas 148.

5.2 Prevaléncia da colonizagado anovaginal por S. agalactiae

O S. agalactiae foi encontrado em 11,94% das culturas anovaginais deste
estudo. Quanto a prevaléncia da colonizagdo anovaginal ao longo dos 5 anos,
obteve-se os resultados apresentados na Tabela 1. A partir das analises estatisticas,
o teste qui-quadrado de Pearson demonstrou existir diferenga significativa na
prevaléncia de GBS entre os anos de estudo na nossa populagdo (p=0,000).

Observou-se reducéo da prevaléncia, sobretudo em 2023.

Tabela 1. Total de isolados e taxa de positividade e negatividade por ano

Ano N° total de N° de c.:l.JIturas N° de cu.lturas
culturas positivas negativas
2020 261 37 (14,2%) 224 (85,8%)
2021 343 61 (17,8%) 282 (82,2%)
2022 268 26 (9,7%) 242 (90,3%)
2023 303 15 (5%) 288 (95%)
2024 148 19 (12,8%) 129 (87,2%)
Total 1323 158 (11,94%) 1165 (88,05%)

Qui-quadrado de Pearson (p<0,05)
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5.3 Susceptibilidade antimicrobiana

Os antimicrobianos incluidos neste estudo foram penicilina, ampicilina,
eritromicina, clindamicina, tetraciclina e levofloxacino. Penicilina e ampicilina foram
agrupados por pertencerem a mesma classe antimicrobiana, beta-lactamicos.
Durante os anos de 2020 a 2024, 100% dos isolados foram suscetiveis ao grupo dos
beta-lactamicos.

Quanto a eritromicina, em 2020 88,6% (n=31) dos isolados foram suscetiveis
e 11,4% (n=4) resistentes Em 2021 83,3% (n=50) foram suscetiveis e 16,7% (n=10)
resistentes. Em 2022 a porcentagem de isolados suscetiveis caiu para 77,3%
(n=17), e 22,7% (n=5) apresentaram resisténcia. Em 2023, 60% (n=6) foram
suscetiveis e 40% (n=4) resistentes, e em 2024, 57,9% (n=11) foram suscetiveis e
42,1% (n=8) resistentes.

Em 2020 100% (n=35) dos isolados foram suscetiveis a clindamicina. Em
2021, 88,3% (n=53) dos isolados foram suscetiveis a clindamicina e 11,7% (n=7)
foram resistentes. Em 2022, 88,5% (n=23) foram suscetiveis e 11,5% (n=3)
resistentes. Em 2023 a porcentagem de isolados suscetiveis caiu para 78,6%
(n=11), e 21,4% (n=3) apresentaram resisténcia. Em 2024, 100% (n=19) dos
isolados foram suscetiveis a clindamicina.

Em relagao a tetraciclina, em 2020 5,9% (n=1) dos isolados foram suscetiveis,
e 94,1% (n=16) resistentes. Em 2021, 42,9% (n=3) foram suscetiveis e 57,1% (n=4)
foram resistentes. Em 2022, 11,1% (n=1) foram suscetiveis e 88,9% (n=8) foram
resistentes. Em 2023, 33,3% (n=2) foram suscetiveis e 66,7% (n=4) foram
resistentes. Em 2024, 40% (n=4) foram suscetiveis e 60% (n=6) foram resistentes.

Por ultimo, quanto ao levofloxacino, em 2020 93,3% (n=14) dos isolados
foram suscetiveis, e 6,7% (n=1) resistentes. Em 2021, 100% (n=49) dos isolados
foram suscetiveis. Em 2022, 87,5% (n=7) foram suscetiveis e 12,5 (n=1) foram
resistentes. Em 2023, a porcentagem de isolados suscetiveis caiu para 69,2% (n=9)
e 30,8% (n=4) apresentaram resisténcia. Em 2024 100% dos isolados foram
suscetiveis ao levofloxacino.

Nas analises estatisticas, o teste qui-quadrado de Pearson demonstrou existir
diferenga significativa na distribuigdo dos isolados resistentes a eritromicina (p =

0,042) e levofloxacino (p = 0,002) ao longo dos anos, indicando um aumento da
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resisténcia de GBS a esses antimicrobianos. No que se refere a clindamicina
(p=0,058) e tetraciclina (p=0,125), ndo se obteve diferenca estatistica significativa
quanto as suas distribuicdes. Porém, é observada uma tendéncia de elevagao da
resisténcia a clindamicina. A figura 2 apresenta a visualizagdo da porcentagem da

resisténcia aos antimicrobianos durante os 5 anos do estudo.

Figura 2. Porcentagem da resisténcia aos antibiéticos ao longo dos 5 anos.
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Fonte: autor, 2024

5.4 Presenca de genes de resisténcia

Ao longo do estudo, foram cedidos pela Unidade de Laboratorio de Analises
Clinicas (ULAC) do HULW 113 isolados para serem testados quanto a presenca de
determinantes de resisténcia as tetraciclinas e aos macrolideos. Todos os isolados
foram testados quanto a presenca dos genes tetM, tetO, ermTR, ermB e mef.

Um total de 89 isolados apresentaram genes de resisténcia as tetraciclinas

tetO e tetM. A figura 3 apresenta uma foto do gel de eletroforese da amplificagéo do
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tetM, e a tabela 2 apresenta a prevaléncia desses genes por ano. Em um isolado
(HU73) foi encontrada associagdo entre os dois genes. Ndo foram observadas
diferencgas significativas quanto a prevaléncia de tetM ao longo dos anos (p=0,55),
bem como de tetO (p=0,70).

Da mesma forma, 27 isolados apresentaram genes de resisténcia a
macrolideos ermB, ermTR e mef. A tabela 3 apresenta a prevaléncia desses genes
por ano. Um isolado (HU75) apresentou a presenca de mef associado ao ermB, e
outro isolado (GBS206) apresentou associagao entre ermB e ermTR. Nao foram
observadas diferengas significativas quanto a prevaléncia ao longo dos anos de
ermTR (p=0,90), ermB (p=0,44) e mef (p=0,57).

Tabela 2: Prevaléncia de genes de resisténcia as tetraciclinas em isolados de
Streptococcus agalactiae obtidos de gestantes em um Hospital Universitario de
Joéo Pessoa, PB.

tet(M, tet(O,
Ano N ((%i N (i/oi Total
2020 4 (100) 0 (0) 4
2021 56 (96,6)* 3(5,2) 58
2022 7 (100) 0 (0) 7
2023 18 (90,0) 2 (10,0) 20

*Isolado HU73 positivo para tetM e tetO.

Tabela 3: Prevaléncia de genes de resisténcia aos macrolideos em isolados de
Streptococcus agalactiae obtidos de gestantes em um Hospital Universitario de
Jodo Pessoa, PB.

mef erm(TR) erm(B)
Ano Total
N (%) N (%) N (%)
2020 1(100) 0 (0) 0(0) 1
2021 14 (73,7)* 2 (10,5)* 4(21,1) 19
2023 4 (57,1) 1(14,3)** 3(42,9) ** 7

* Isolado HU75 positivo para mef e ermB, ** Isolado GBS206 positivo para ermTR
e ermB.



Figura 3. Fotografia de gel de eletroforese revelado em transiluminador UV.
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6. DISCUSSAO

Para as 1.323 culturas anovaginais incluidas no estudo, 158 foram positivas
para Streptococcus agalactiae, revelando uma prevaléncia de 11,94%. A taxa de
colonizacéo por GBS descrita neste estudo foi inferior quando comparada aos outros
trabalhos realizados no Brasil, que descreveram prevaléncias de 17,4% a 28,4%
(Botelho et al., 2018; Mendes, 2020; Melo et al., 2018; Nascimento, 2016).
Entretanto, em estudo realizado no Rio de Janeiro, a prevaléncia da colonizagao foi
de 10,8% (Costa et al., 2022). Outros dois estudos, em Sao Paulo e no Distrito
Federal, obtiveram prevaléncias semelhantes, 14,6% e 14% respectivamente
(Simbes et al., 2007; Siqueira et al., 2019).

Na Argentina, foram obtidas prevaléncias semelhantes as descritas nesse
estudo, com valores de 9,09% e 9,38% (Bobadilla et al., 2021; Oviedo et al., 2013).
Na América do Norte, os valores de prevaléncia tendem a variar entre 19% a 24%, e
na Europa, entre 12% a 24% (Russel et al., 2017). As taxas mais altas de
colonizagdo por GBS foram encontradas no Caribe, em torno de 28% a 38%
(Akpaka et al., 2022; Russel et al., 2017).

Varios fatores estdo relacionados as variagdbes na taxa de colonizagao
anovaginal por S. agalactiae. A area geografica € um fator importante, visto que os
resultados podem variar até em diferentes regides de um mesmo pais. Além disso, a
época da coleta e as diferencas étnicas e culturais da populagdo estudada sao
fatores importantes (Bobadilla et al., 2021; Botelho et al., 2018; Nascimento, 2016).
No Brasil, observa-se que a grande maioria dos estudos sobre a tematica
concentram-se na regido sudeste, centro-oeste e sul do pais, fato que evidencia a
importancia deste estudo e da obtencdo de dados no estado da Paraiba.

No presente estudo, avaliou-se a colonizagdo materna por GBS durante os
anos de 2020 a 2024. A partir dos resultados obtidos, constatou-se que houve uma
diferenga significativa na prevaléncia da colonizagado ao longo dos anos. Destaca-se
que as prevaléncias foram mais altas durante o periodo pandémico, sobretudo em
2021, e nos anos seguintes ocorreu uma redugado consideravel, com 2023
apresentando a menor taxa de colonizagao (5%). Esses dados conflitam com dados

obtidos por Costa et al. (2022) no Rio de Janeiro, no qual os autores observaram
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uma diminuigdo significativa da colonizagdo no periodo pandémico. Ja Werter et al.
(2023), na Holanda, constatou que em 2021, a taxa de colonizagao por GBS
permaneceu constante comparados aos anos pré pandemia. Shaw et al. (2023), em
um estudo realizado em 30 paises incluindo o Brasil, relatou que os casos de
doenga invasiva por S. agalactiae durante o periodo pandémico (2020-2021) n&o
sofreram alteracdo quando comparados aos anos pré-pandemia.

Algumas variaveis laboratoriais podem ser responsaveis pelas mudangas na
prevaléncia da colonizacdo por GBS, sendo elas: metodologia utilizada na coleta,
qualidade do material coletado e também a técnica de isolamento utilizada. De
acordo com a Sociedade Americana de Microbiologia (2021), a coleta deve ser
realizada entre a 36% e 377 semana de gestacdo, e o material obtido da regiao
vaginal e anal, de forma a aumentar o rendimento da cultura consideravelmente
quando comparada a coleta apenas na regido vaginal. Aila et al. (2010) e Marconi et
al. (2010), em estudos com gestantes, observaram que a taxa de colonizagao foi
estatisticamente maior em amostras anovaginais, quando comparadas as apenas
vaginais. Ainda, a incubagdo em caldo enriquecido antes do plaqueamento aumenta
em cerca de duas vezes a sensibilidade da deteccdo de GBS, e a utilizagado de
meios seletivos e especificos para S. agalactiae também podem otimizar o seu
isolamento (ASM, 2021).

Em relacédo ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana, todos os isolados de
GBS deste estudo foram sensiveis a penicilina e/ou ampicilina, em concordancia
com outros estudos realizados no Brasil (Botelho et al., 2018; Mendes, 2020; Simdes
et al., 2007; Siqueira et al., 2019). Apesar de haver relatos de susceptibilidade
reduzida a penicilina em alguns paises, o S. agalactiae ainda é universalmente
sensivel aos beta-lactdmicos, que permanece sendo a principal alternativa para
tratamento de infecgdes e para a PAIl (Botelho et al., 2018; Kimura et al., 2008;
Simdes et al., 2007).

A resisténcia a tetraciclina neste estudo foi alta, 73,3% ao todo, e ndo foram
constatadas diferengas significativas ao longo dos anos. Tais resultados estdo de
acordo com os valores observados em diversos estudos no Brasil e em outros
paises, com resisténcias de 76% a 94,5% (Alves, 2018; Bolukaoto et al., 2015;
Corréa et al., 2011; Hernandez, et al., 2022; Zakerifar et al., 2023). Considerando os
resultados das PCRs, o tetM foi o gene predominante nos isolados resistentes a

tetraciclina, encontrado em 95,5% dos casos. Em 5,6% dos isolados foi encontrado
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0 gene tetO. Houve a presenca de associagao entre os genes tetM e tetO em um
isolado, tal associagdo também foi observada por Dutra et al. (2014).

Estudos demonstram que tetM € o determinante de resisténcia a tetraciclina
predominante quando se trata de cepas de S. agalactiae de origem humana (Meroni
et al., 2022; Mundzana; Mavenyengwa; Gudza-Mugabe, 2021; Hernandez et al.,
2022). Ja o tetO é encontrado com menos frequéncia em isolados de origem
humana, e mais relatado em cepas de GBS causadoras de mastite bovina (Duarte et
al., 2004).

Ha uma emergéncia na resisténcia a eritromicina demonstrada
estatisticamente neste trabalho. Em 2020, 11,4% dos isolados foram categorizados
resistentes, e ao longo do periodo estudado, a taxa de resisténcia aumentou e
atingiu o seu valor maximo em 2024, com 42,1%. Uma alta resisténcia a eritromicina
ja era observada em varios locais como Asia, Africa e América do Norte em anos
anteriores a 2020, com taxas de de 30% a 50% de resisténcia (Back; O'Grady; Back,
2012; Mundzana; Mavenyengwa; Gudza-Mugabe, 2021; Kimura et al., 2013;
Zakerifar et al., 2023). No Brasil, entretanto, durante os anos anteriores a 2020 eram
predominantes valores de resisténcia a eritromicina entre 0% e 14% (Botelho et al.,
2018; Corréa et al., 2011; Dutra et al., 2014; Pinto et al., 2013).

Considerando os resultados das PCRs, o mecanismo de resisténcia de
bomba de efluxo associado ao gene mef foi o principal responsavel pela resisténcia
a eritromicina, semelhante ao observado por Barros et al. (2024) no Brasil. Em outro
estudo brasileiro, Botelho et al. (2018) também observou que o fendétipo M foi o
prevalente na resisténcia a eritromicina. Entretanto, ha trabalhos que obtiveram os
genes ermTR ou ermB em maiores frequéncias, evidenciando a prevaléncia do
fendtipo MLS (Alves, 2018; Dutra et al., 2014; Pinto et al., 2013; Zakerifar et al.,
2023). Neste estudo, é observada uma elevagdo na propor¢cédo de isolados
carreando genes ermB ao longo do periodo, o que pode sugerir uma mudanga no
perfil fenotipico de resisténcia com elevagao de isolados MLSb. Ainda, houve a
presenca de associagdo entre os genes ermB e ermTR em um isolado, e mef e
ermB em outro isolado. Tais associacbes entre os determinantes de resisténcia a
macrolideos é relatada também em outros estudos, indicando a presenga de mais
de um mecanismo de resisténcia na cepa (Alves, 2018; Pinto et al., 2013; Zakerifar
et al., 2023).
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Quanto a clindamicina, a taxa de resisténcia geral obtida foi de 8,92%, e o
ano de 2023 apresentou a maior prevaléncia, com 21,4%. Neste estudo
observou-se uma tendéncia de aumento da resisténcia que precisa ser melhor
investigada, embora ndo seja estatisticamente significativa. Os resultados obtidos
foram mais elevados que os descritos em outras regides do Brasil (Botelho et al.,
2018; Costa et al., 2022; Mendes, 2020) e inferiores aos descritos em outros paises
(Back; O'Grady; Back, 2012; Bolukaoto et al., 2015; Mundzana; Mavenyengwa;
Gudza-Mugabe, 2021).

Apos a pandemia da Covid-19, observou-se um aumento de microrganismos
multirresistentes como Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella
pneumoniae produtora de beta-lactamases e entre outros (Lai et al., 2021). Além
disso, as taxas de resisténcia antimicrobiana em diversas bactérias tém se elevado.
Um estudo com Streptococcus pneumoniae no Brasil durante os periodos pré
pandémico e pandémico observou uma elevagdo significativa na resisténcia a
multiplos antibiéticos como penicilina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina e
ceftriaxona (Almeida et al., 2024). Em relagdo ao S. agalactiae, foram descritas no
Brasil taxas crescentes de resisténcia a eritromicina pés pandemia. Um estudo no
Rio de Janeiro durante os anos de 2020 a 2023 relatou um aumento na resisténcia a
eritromicina, no qual as prevaléncias variaram de 17,6% para 37,5%, enquanto a
resisténcia a clindamicina permaneceu constante (Barros et al., 2024).

Tais mudangas nos perfis de susceptibilidade podem estar relacionadas ao
uso generalizado de antibidticos no periodo pandémico. Embora os relatos de
infecgcdes bacterianas tenham sido reduzidos, o uso de antimicrobianos em
pacientes diagnosticados com COVID-19 no sistema de saude foi notavelmente alto
(Rodriguez-Bario et al., 2021). Além disso, a incerteza e o panico com relagcéo a
doenca provocou um aumento, em pacientes ndo hospitalizados, pela busca de
antibiéticos para automedicagao. No Brasil, 0 uso de macrolideos como azitromicina
para tratamento e tentativa de preveng¢ao da COVID-19 ocorreu em larga escala, o
que pode explicar o aumento da resisténcia bacteriana a eritromicina (Barros et al.,
2024).

O uso de macrolideos ndo é mais recomendado pelas diretrizes para a
profilaxia antibiética de GBS. Entretanto, a diminuigdo de sua susceptibilidade € uma

questdo preocupante em decorréncia do fendtipo de resisténcia cruzada a
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clindamicina, fendétipo MLSb, podendo resultar em limitagdo da segunda linha
terapéutica para o tratamento e profilaxia de GBS.

Em relagao ao levofloxacino, constatou-se que houve aumento significativo na
sua taxa de resisténcia ao longo dos anos do estudo. A taxa de resisténcia geral
obtida foi de 10%, com o ano de 2023 apresentando o maior valor, 30,8%. Esse
valor é alto quando comparado a estudos em outras regides do Brasil, que obtiveram
valores de 0% a 5% de resisténcia (Botelho et al., 2018; Costa et al., 2022; Corréa
et al, 2011). Em decorréncia de sua atividade efetiva contra bactérias
Gram-positivas, as fluoroquinolonas se configuraram alternativa de tratamento para
diversas infecgdes, levando em consideragcdo o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos tradicionais (Hernandez, et al., 2022). Logo, emergiram cepas de S.
aureus, S. pneumoniae e Enterococcus resistentes as fluoroquinolonas. (Ki et al.,
2012). Quanto ao S. agalactiae, cepas com resisténcia crescente a fluoroquinolonas
tém sido relatadas em diversos paises mesmo antes da pandemia da COVID-19
(Zakerifar et al., 2023; Hayes; O’Halloran; Cotter, 2020; Ki et al., 2012), o que
evidencia a necessidade de uma maior vigilancia da susceptibilidade a essa classe

de antimicrobianos.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

No Brasil, estima-se que 60% da mortalidade infantil ocorra no periodo
neonatal, com a sepse sendo uma das principais causas de 6bito (ANVISA, 2017). O
Streptococcus agalactiae € uma importante causa global de infeccdo e sepse
neonatal. Nesse contexto, estudos acerca desse patdégeno séo relevantes para a
saude publica, e podem auxiliar na promog¢ao de uma melhor vigilancia e prevengao
da doenga neonatal.

A partir dos resultados deste estudo, observou-se uma prevaléncia de
11,94% de gestantes colonizadas por S. agalactiae entre janeiro de 2020 a junho de
2024. Observou-se que as taxas foram mais altas durante o periodo pandémico e
variaveis como época, local, diferencas étnicas e diferengas culturais da populacao
estudada s&o importantes e podem justificar mudangas na prevaléncia e
susceptibilidade em diferentes regides. E importante o monitoramento da
prevaléncia durante os meses restantes de 2024, bem como 0s anos seguintes para
se avaliar o comportamento subsequente da prevaléncia.

Foi relatado um aumento significativo na resisténcia a eritromicina e
levofloxacino pds pandemia. Uma tendéncia de aumento também foi observada para
clindamicina em associagdo com gene ermB. O uso em larga escala de
antimicrobianos para tratamento de pacientes hospitalizados com Covid-19, bem
como a automedicagdo de forma errébnea para prevencao da doencga contribuiram
para o surgimento das cepas resistentes.

Pesquisas de determinacdo da suscetibilidade antimicrobiana em S.
agalactiae sao de extrema importancia ao se levar em consideragcdo a emergéncia
de cepas resistentes deste patégeno em todo o mundo. Além disso, monitorar as
taxas de resisténcia e estudar os seus mecanismos moleculares oferece um perfil
epidemioldgico do S. agalactiae que pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias de tratamento da infeccdo, bem como vacinas e antibioticoterapias

alternativas.
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Por fim, visto que ha uma caréncia de estudos regionais, € necessario que a
comunidade académica brasileira produza mais trabalhos sobre o tema. Tracgar o
perfil do S. agalactiae na Paraiba, e suas caracteristicas epidemioldgicas locais
pode contribuir para o avango da saude publica no estado, e possibilitar uma maior
eficiéncia no tratamento precoce efetivo e profilaxia de GBS.
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