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RESUMO

Streptococcus agalactiae ou estreptococo do grupo B (EGB) é agente etiologico de
diversas infeccdes humanas, acometendo principalmente recém-nascidos e
individuos imunocomprometidos. EGB expressa diversos fatores que contribuem para
a adesdo, invasao e agressdo celular, além da evasdo do sistema imune do
hospedeiro. A capacidade de produzir biofilme contribui para a persisténcia, e
consequentemente, para a viruléncia da espécie. Apesar dos aspectos relacionados
a patogenicidade ja investigados, sdo poucos os estudos que avaliam, em conjunto, a
diversidade genética e o repertério de fatores de viruléncia de amostras isoladas de
diferentes espécimes. Este estudo investigou alguns destes fatores associando-os a
marcadores epidemioldgicos. A capacidade de uma mesma cepa em colonizar e
causar infeccdo em diferentes individuos também foi investigada. Foram selecionadas
32 amostras de EGB, isoladas de sitios de colonizacdo e de infeccdo, e que
expressavam os tipos capsulares mais relevantes. A avaliacdo da diversidade
genética foi realizada pela andlise de perfis de fragmentacdo do DNA, através de
PFGE. Os determinantes genéticos que codificam os dois componentes da proteina
C, alfa (gene bca) e o antigeno beta (bac) foram investigados. A expressao fenotipica
de B-hemolisina/citolisina (B-H/C), a capacidade de producao de biofilme e a cinética
de crescimento bacteriano também foram avaliadas. Foram observados perfis de
PFGE idénticos ou muito relacionados entre amostras dos tipos capsulares la, Ib, IV
ou V, isoladas de diferentes espécimes, evidenciando que uma mesma cepa pode
colonizar e causar infec¢cao. Duas amostras do tipo Ill, isoladas de sangue de recém-
natos em 2005 e 2019, apresentaram perfil idéntico, evidenciando a circulacdo de
clones especificos por longos periodos. O gene bac foi detectado em 18,8% das
amostras e o gene bca em 25%, este Ultimo associado a amostras oriundas de sitios
de colonizacédo. O tipo capsular Ib foi significativamente associado aos genes bac e
bca. A maioria das amostras oriundas de sitios de infeccdo apresentou moderada
expressao de (B-H/C, enquanto que a forte expressado ocorreu principalmente entre
amostras de colonizacdo. Amostras isoladas de urina foram fortes produtoras de
biofilme, independentemente do tipo capsular. O tipo capsular também néo influenciou
a cinética de crescimento; por outro lado, amostras oriundas de colonizacao
cresceram significativamente mais rapido, nas primeiras horas do ensaio. A adicédo de
glicose favoreceu o crescimento continuo até o fim do ensaio (24h), enquanto que
amostras cultivadas sem glicose chegaram a estabilidade populacional em 5-6h de
incubacéo. O tempo de geragdo médio foi 92 minutos, sem diferencas significativas
em relacdo a origem ou ao tipo capsular das amostras. Algumas amostras se
destacaram por apresentarem a maioria dos fatores avaliados, o que ilustra o
potencial patogénico desta espécie.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, viruléncia, diversidade genética,
biofilme.



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae or group B Streptococcus (GBS) is an etiological agent of
several human infections, affecting mainly newborns and immunocompromised
individuals. GBS expresses several factors that contribute to cell adhesion, invasion
and aggression, in addition to the evasion of the host's immune system. The ability to
form biofilm colaborates to the persistence, and consequently, to the virulence of the
species. Despite the aspects related to pathogenicity already investigated, there are
few studies that evaluate, together, the genetic diversity and the repertoire of virulence
factors of samples recovered from different specimens. This study investigated some
of these factors, associating them with epidemiological markers. The ability of the same
strain to colonize and cause infection in different individuals was also evaluated. Thirty-
two samples of GBS, recovered from colonization and infection sites, with the most
frequent capsular types, were selected. Evaluation of genetic diversity was performed
by analyzing DNA fragmentation profiles, using PFGE. The genetic determinants alpha
(bca gene) and beta antigen (bac), that encode the two components of the C protein,
were investigated. Phenotypic expression of B-hemolysin/cytolysin (3-H/C), the ability
to produce biofilm and bacterial growth kinetics were also evaluated. Identical or
closely related PFGE profiles were observed between isolates of serotypes la, Ib, IV
or V, recovered from different specimens, showing that the same strain can colonize
and cause infection. Two type Il isolates, recovered from blood of newborns in 2005
and 2019, presented an identical profile, revealing the circulation of specific clones for
long periods. The bac gene was detected in 18.8% and bca gene in 25%, the latter
associated with isolates recovered from colonization sites. Capsular type Ib was
significantly associated with both bac and bca genes. Most of the isolates recovered
from infection sites presented moderate expression of B-H/C, while the stronger
expression occurred mainly among colonization isolates. Isolates recovered from urine
were strong biofilm producers, regardless of the capsular type. Capsular type did not
influence the growth rates, on the other hand, samples from colonization grew
significantly faster, in the first hours of the experiment. The addition of glucose favored
continuous growth until the end of the experiment (24h), while isolates grown without
glucose reached population stability in 5-6 hours of incubation. The average doubling
time was 92 minutes, with no significant differences regarding isolates origin or
capsular type. Some samples have stood out for presenting most of the factors
evaluated, which illustrates the pathogenic potential of this species.

Keywords: Streptococcus agalactiae, virulence, genetic diversity, biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Streptococcus

O género Streptococcus é composto por cocos Gram-positivos, catalase
negativos, agrupados aos pares ou em cadeias devido a sua divisdo celular em um
anico plano. As espécies desse género sdo anaerobias facultativas, podendo crescer
na presenca de oxigénio ou em anaerobiose. Além disso, algumas espécies sao
capnofilicas, ou seja, crescem em atmosfera enriquecida com dioxido de carbono
(CO2). A partir do metabolismo fermentativo de acUcares, ha geragéo de acido latico
como produto principal. Os estreptococos possuem exigéncias nutricionais
complexas, o que faz com que necessitem do uso de meios enriquecidos, com sangue
ou glicose, para seu crescimento. O meio mais utilizado para isolamento desses
microrganismos € o agar sangue (AS), que contém 5% de sangue de carneiro
desfibrinado (MURRAY et al., 2009; TORTORA et al., 2012).

Existem diferentes abordagens de classificacdo dos estreptococos, as mais
utilizadas sdo aquelas que classificam as espécies de acordo com padrbes
hemoliticos em meio AS, propriedades antigénicas e propriedades fisiologicas
(MURRAY et al., 2009). A classificacdo de acordo com o padrdo hemolitico decorre
da producdo ou nédo de algum tipo de hemolisina, enzima capaz de lisar hemacias.
Para isso, observa-se no meio AS o aspecto ao redor da colonia do microrganismo,
categorizando-os em: beta-hemoliticos, quando formam um halo transparente de
hemolise ao redor da colénia (lise total das hemacias); alfa-hemoliticos, quando
formam um halo de coloracdo esverdeada (lise parcial das hemacias) e néo
hemoliticos, quando nao ha formacao de halo de hemdlise (TORTORA et al., 2012;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A abordagem de classificacdo de acordo com propriedades antigénicas foi
desenvolvida por Rebecca Lancefield, em 1933. Lancefield classificou os
estreptococos em grupos soroldgicos de acordo com as caracteristicas de certos
antigenos (carboidrato C ou acido teicéico) de composicao variavel, componentes da
parede celular. Esse antigeno grupo-especifico pode ser detectado por meio de
ensaios imunologicos, atualmente com o teste de aglutinacdo em latex. Dada a
diversidade antigénica conferida pela composicdo polissacaridica, dividiu-se as

espécies de estreptococos em 20 grupos sorologicos (Grupos de Lancefield),
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nomeados de A-H e de K-V. Essa classificacdo sorologica é especialmente utilizada
para a identificacdo das espécies de estreptococos beta-hemoliticos de importancia
médica, como Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae. Além dos testes
sorologicos, espécies de estreptococos, independente do padrédo hemolitico, sao
também identificadas por testes fisiolégicos (MURRAY et al., 2009; TORTORA et al.,
2012; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

1.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae corresponde a espécie de estreptococo beta-
hemolitico que apresenta o antigeno do grupo B do sistema de classificacdo de
Lancefield, composto por ramnose, N-acetilglicosamina e galactose, denominando-os
de estreptococos do grupo B (EGB). Além deste sistema de classificacdo, a espécie
apresenta capsula de natureza polissacaridica, imunogénica, cujo principal
componente € o 4cido sialico. Dada a sua composi¢ao variavel, a capsula apresenta
diversidade antigénica e esta constitui um importante sistema de tipificagcdo de
amostras (MURRAY et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). S. agalactiae
possui caracteristicas morfolégicas, nutricionais e fisiolégicas comuns as outras
espécies do género Streptococcus, além de peculiaridades, como a capacidade de
hidrolisar o hipurato de sddio e a producéo do fator CAMP, que inclusive servem como
testes de identificacdo da espécie (MURRAY et al., 2009; TRABULSI; ALTERTHUM,
2015).

Historicamente, S. agalactiae foi primeiramente identificado como o agente
etiol6gico de mastite bovina por Nocard e Mollereau, em 1887. A espécie foi isolada
de secrecdo vaginal e considerada um importante agente infeccioso em gestantes a
partir de 1935. A partir do estudo de Hood et al., em 1961, a espécie foi reconhecida
como a principal causa de sepse neonatal precoce, tornando-se, na década de 1970,
a principal causa de morte e morbidade neonatal nos Estados Unidos e, a partir da
década de 1980, a causa mais comum de sepse e meningite neonatal em paises
desenvolvidos (apud LE DOARE; KAMPMANN, 2014).
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1.2.1. Importancia clinica

Streptococcus agalactiae € um microrganismo presente na microbiota dos
tratos gastrointestinal e genital de 15 a 30% de adultos saudaveis (RINAUDO et al.,
2010; PARKER et al., 2016). A orofaringe também se apresenta como um reservatorio
de EGB, com taxas de colonizagéo variando de 4 a 12% na populacdo adulta jovem
(BRITTAN; NOBBS, 2015). A colonizacao por EGB na maioria das vezes nao leva ao
desenvolvimento de quadros de infeccdo, principalmente em individuos
imunocompetentes. No entanto, a colonizacdo do trato genital de gestantes é o
principal fator de risco para a ocorréncia da infeccdo em recém-nascidos (DARABI et
al., 2017; FURFARO et al., 2018).

A colonizacao por EGB em gestantes esté associada, a infec¢des invasivas em
neonatos, ao nascimento de bebés prematuros e natimortos (MURRAY et al. 2009).
A doenca por EGB em recém-nascidos pode ser classificada com base no inicio dos
sintomas. A doenca de inicio precoce (DIP) ocorre na primeira semana de vida,
enquanto a doenca de inicio tardio (DIT) ocorre a partir do sétimo dia até os trés meses
de vida. A transmissdo da DIP neonatal pode ocorrer intradtero através da
contaminacgdo do liquido amniotico, quando a infeccdo ascende da vagina para as
membranas placentarias, ou no momento do parto, mediante a aspiracdo de fluidos
amnibticos ou vaginais contaminados. A DIP se manifesta frequentemente com
guadros de pneumonia e insuficiéncia respiratéria, que podem progredir rapidamente
para sepse, ou ainda, casos de meningite. Diferente da transmisséo vertical da DIP, a
DIT neonatal é transmitida horizontalmente, adquirida por fonte exdgena através do
contato com a mae ou com o ambiente contaminado (FURFARO et al. 2018;
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018; DO NASCIMENTO et al.,, 2019; RAABE;
SHANE, 2019). Nesse caso, a meningite costuma ser o quadro mais comum, mas
também ocorrem infeccdo de corrente sanguinea, pneumonia, infeccdo do trato
urinario (ITU), infeccdes de tecidos moles e/ou 6sseos (RAABE; SHANE, 2019). A
meningite na DIT pode gerar sequelas neuroldgicas cronicas no recém-nascido, como
convulsdes, deficiéncia cognitiva, perda auditiva e cegueira (SHABAYEK;
SPELLERBERG, 2018).

Além de recém-natos, outras populacdes acometidas séo gestantes, idosos e
individuos com comorbidades (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018; ARMISTEAD et
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al., 2019). Os principais quadros clinicos relacionados a gestantes e puérperas
incluem infecgdo do trato urinario, bacteremia, endocardite, amnionite, osteomielite,
endometrite e infec¢des de tecidos moles e de feridas. Em individuos ndo-gravidos as
infeccbes mais frequentes sdo artrite, infeccbes de tecidos moles, pele e 0ssos,
bacteremia, infeccdo do trato urinario, pneumonia e endocardite. Nesse grupo, o
desenvolvimento da doencga por EGB € mais comum em idosos e individuos com
alguma comorbidade, como diabetes melittus, doenca crénica renal ou hepatica,
cancer e HIV (DARABI et al., 2017; SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018; RAABE;
SHANE, 2019). Além disso, S. agalactiae € um dos principais microrganismos
causadores de infeccbes do aparelho reprodutor masculino, que tém sido
relacionadas a infertilidade masculina. A diminuicdo da motilidade dos
espermatozoides e do aumento de leucécitos no esperma sao indicativos desse
qguadro. As alteracBes nos parametros espermaticos por EGB estdo relacionados a
expressdo de uma série de fatores de viruléncia, detalhados adiante (PARIDA,
SAMANTA, 2017; ZEYAD et al., 2018; PARIDA, 2019).

Por mais que as infec¢des causadas por EGB ndo ocorram somente em recém-
nascidos, sdo reconhecidamente de maior impacto nessa populagdo, em termos de
gravidade e incidéncia (LE DOARE; HEATH, 2013). Segundo as diretrizes do Colégio
Americano de Obstetras e Ginecologistas (“American College of Obstetricians and
Gynecologists” — ACOG), publicadas em 2020, as principais recomendacdes para
prevencdo da doenca neonatal por EGB sdo: a pesquisa (triagem) de EGB em
mulheres entre o inicio da 362 e o fim da 372 semana de gestacao e, se positiva, a
implementagdo da profilaxia antibitica intraparto. A profilaxia antibidtica intraparto
esta intimamente relacionada com a diminui¢do da prevaléncia da doenca de inicio
precoce, na qual a transmissdo do EGB ocorre de maneira vertical (RAABE; SHANE,
2019). De acordo com as recomendacbes do ACOG, a profilaxia consiste na
administracdo intravenosa de antibiotico em gestantes colonizadas por EGB a cada
guatro horas até o fim do trabalho de parto. A droga de primeira escolha € a penicilina
benzatina. Em pacientes com alergia a penicilina, sem risco de anafilaxia, pode ser
utilizada cefazolina, enquanto que em pacientes com alto risco de alergia a penicilina
é recomendado o uso de clindamicina, ou vancomicina em caso de resisténcia a
clindamicina. Esse procedimento é principalmente recomendado para gestantes com
alguns fatores de risco, como idade gestacional abaixo de 37 semanas, ruptura da

membrana com duracdo de 18h ou mais, temperatura intraparto acima de 38°C e parto
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prévio de um bebé apresentando infeccdo por EGB. Vale ressaltar que mesmo que a
triagem e profilaxia sejam recomendadas pela Sociedade Brasileira de Pediatria
(COSTA, 2011) n&o foi estabelecida nenhuma recomendacéo do Ministério da Saude
Brasileiro na assisténcia pré-natal a gestante de baixo risco (BRASIL, 2012).

A partir da avaliacdo do comportamento das amostras de EGB frente aos
antimicrobianos recomendados para a profilaxia e o tratamento de infec¢des, tém sido
detectadas amostras resistentes a estes. A resisténcia tem sido observada nédo
somente entre amostras isoladas de gestantes e recém-nascidos, como também entre
aquelas associadas a infec¢Bes diversas em individuos ndo-gravidos. Foi relatada
susceptibilidade reduzida a penicilina (KIMURA et al., 2008), embora ainda seja pouco
frequente, enquanto que a resisténcia a clindamicina e eritromicina, ocorre em todas
as regifes geograficas, inclusive em nosso meio, em taxas variaveis (BOTELHO et
al., 2018; DO NASCIMENTO et al., 2019; RAABE; SHANE, 2019). A resisténcia a
vancomicina, um raro evento, foi relacionada a presenca do gene vanG (SRINIVASAN
et al., 2014). Durante a década de 1970, a tetraciclina foi bastante utilizada por conta
de suas vantagens farmacoldgicas, como espectro de acdo amplo, baixa toxicidade e
baixo preco, o que elevou os indices de resisténcia a tal grau que inviabilizou o uso
deste antimicrobiano (MELO et al., 2016).

1.2.2. Fatores de viruléncia

S. agalactiae possui diversos fatores de viruléncia que contribuem para a
adesdao a superficie celular, para a invaséo de células especificas, para a inducao da
resposta inflamatoria e para a evaséao do sistema imune do hospedeiro. Um anico fator
de viruléncia ndo € suficiente para provocar uma infec¢do estreptococica, que é
promovida pela atividade coordenada de varios destes, envolvidos em diferentes
mecanismos de patogenicidade (PIETROCOLA et al., 2018). Tomando como exemplo
a infecgdo neonatal, a mesma ocorre a partir da coloniza¢cdo bem-sucedida do epitélio
vaginal, penetragéo nas barreiras placentarias ou epiteliais e modulacdo do sistema
imune, possibilitando a bactéria o acesso ao tecido pulmonar, a sobrevivéncia na
corrente sanguinea e, nos casos de meningite, a translocacdo para a barreira
hematoencefalica (BHE) (MAISEY et al.,, 2008; ARMISTEAD et al., 2019; Do
NASCIMENTO et al., 2019).
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A expressdo dos fatores de viruléncia é variavel entre as amostras de S.
agalactiae e depende do estdgio da interacdo com o hospedeiro, colonizando ou
causando infeccéo. A auséncia da expressao de um fator de viruléncia pode ocorrer
por diversas raz6es. Um exemplo é a regulacdo negativa da expressao de proteinas,
particularmente por sistemas de dois componentes, que propiciam a adaptacdo das
bactérias as mudancas nas condi¢cdes ambientais. De outra maneira, mutacées na
estrutura do gene, como as delec¢des, inser¢cdes e duplicagbes, podem resultar em
alteracdes na sequéncia, conformacéo e atividade funcional do fator de viruléncia
(SAGAR et al., 2013; VASILYEVA et al., 2015). Alguns dos fatores de viruléncia
associados ao EGB e seus determinados mecanismos que podem contribuir para
instalacdo do processo infeccioso estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Alguns fatores de viruléncia de Streptococcus agalactiae e seus principais
papéis na possivel instalacdo de um processo infeccioso (Adaptado de LANDWEHR-
KENZEL & HENNEKE, 2014)

Mecanismo
Fator Adeséo Invaséo Evaséo do sistema
de viruléncia imune
Cépsula +
polissacaridica (CPS)
Cb5a peptidase +
estreptocdcica (ScpB)
Proteina C alfa (ACP)
+ + +
Antigeno beta
+
Proteina de ligacao ao
fibrinogénio A (FbsA) w
Proteina de ligacao ao
fibrinogénio B (FbsB) +
Proteina de ligacao a
laminina (Lmb) ki
Beta-
+ + +

hemolisina/citolisina
(B-H/C)
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Dentro do vasto repertorio de fatores, podemos citar a beta-hemolisina/citolisina
(B-H/C). A B-H/C, € um ornitina-ramnopolieno pigmentado, uma citotoxina que causa
dano celular e é capaz de lisar uma variedade de células humanas e contribuir para
persisténcia do EGB no hospedeiro (WHIDBEY et al., 2013; HOOVEN et al., 2017),
desempenhando um papel importante na transicdo de colonizacdo para infeccbes
invasivas. S. agalactiae codifica diversos sistemas de dois componentes e proteinas
reguladoras para controlar a expressao génica. A modulacdo de genes envolvidos
nessa transicao e de genes relacionados a viruléncia é controlada principalmente pelo
sistema regulador de dois componentes chamado CovR/S (VASILYEVA et al., 2015;
SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018, ARMISTEAD et al., 2019). Na colonizacéo
vaginal, por conta do pH acido, o sistema CovR/S pode inibir a expresséo de -H/C,
resultando em diminuicdo da inflamacé&o e contribuindo para colonizacéo persistente
de EGB. Em contraste, em ambientes neutros, como a membrana corioamniotica, -
H/C pode ser expressa, intensificando a invasao por cepas de EGB fortes produtoras
de hemdlise. A colonizagdo vaginal por EGB é uma preocupacéo particular durante a
gestacao, por conta da sua capacidade de invadir os tecidos gestacionais e atingir o
feto (BURCHAM et al., 2019). Sendo assim, -H/C é considerada um dos fatores mais
relacionados as infec¢bes invasivas, pois contribui para a internalizacdo em células
epiteliais e endoteliais, incluindo invaséo da barreira hematoencefalica. Além de sua
atividade hemolitica, ha indicios de que essa citotoxina induz a apoptose de fagécitos,
recrutamento de neutrofilos, estimula liberacdo de citocinas e quadros de sepse
(MAISEY et al., 2008; SAGAR et al., 2013; LANDWEHR-KENZEL; HENNEKE, 2014;
RANDIS et al., 2014; HOOVEN et al., 2017; PIETROCOLA et al., 2018).

Outros fatores importantes sdo as proteinas de superficie, que mediam a
interacdo do EGB com as células hospedeiras. Entre as quais estdo incluidas as
proteinas de ligacéo ao fibrinogénio do plasma ou da matriz extracelular (ex: FbsA e
FbsB), a proteina de ligacéo a laminina (Lmb), a C5a peptidase estreptocécica do EGB
(ScpB) e a proteina C. Essas proteinas facilitam a interac@o entre a célula bacteriana
e 0 hospedeiro. A FbsA é uma proteina de superficie que se liga ao fibrinogénio e
promove, principalmente, adeséo e formacao de coagulos, enquanto a FbsB é uma
proteina secretada que interage com o fibrinogénio, necessaria para invadir células
humanas. A ligacdo do EGB a laminina presente na matriz extracelular, por meio da
Lmb, parece contribuir para a translocacdo dessa bactéria através do epitélio intestinal

e da barreira hematoencefalica. A ScpB é uma serina-protease associada a superficie
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celular com capacidade de se ligar e clivar/inativar o peptideo quimiotatico Cbha,
derivado do complemento, que atrai neutrofilos para o local da infec¢cdo (MAISEY et
al., 2008; LANDWEHR-KENZEL; HENNEKE, 2014; SHABAYEK; SPELLERBERG,
2018; PIETROCOLA et al., 2018).

Uma das proteinas de superficie mais importantes € a proteina C. Sua estrutura
consiste em antigenos alfa e beta, expressos de forma independente, assim como 0s
determinantes genéticos sdo carreados independentemente. A fracdo beta da
proteina C (antigeno beta), codificado pelo gene bac, se liga a por¢cdo Fc da
imunoglobulina A (IgA) impedindo que essa imunoglobulina realize suas funcdes
efetoras, resultando na inibicdo da fagocitose. Além disso, se liga ao Fator H, inibindo
a ativacdo do complemento pela via alternativa, através da inativacdo do componente
C3b. Sendo assim, sua acdo contribui para a evasdo dos mecanismos de defesa
imunoldgica (KONG et al., 2006; PIETROCOLA et al., 2018). A proteina C alfa (ACP)
€ o protétipo de uma classe de proteinas de superficie chamadas proteinas alfa-like
(Alps). Os membros dessa classe sdo altamente homadlogos e parecem compartilhar
funcdes semelhantes. A ACP, codificada pelo gene bca, contribui para a internalizacéo
do EGB no epitélio cervical humano, sugerindo que seja o principal determinante da
invasao celular. Essa proteina pode interagir com glicosaminoglicanos da superficie
epitelial ou com receptor eucaridtico semelhante a heparina, permitindo a
internalizacdo da bactéria. Outro mecanismo possivel é através da ligacdo com as
integrinas a1fB1, resultando na invasao de células nao-fagociticas (BARON et al.,
2004; MAISEY et al., 2008; PIETROCOLA et al., 2018).

A capsula polissacaridica tem sido considerada, até o0 momento, o principal
fator de viruléncia de EGB, dentre as moléculas ou estruturas bacterianas que
contribuem para a patogénese. A capsula possui em sua composicéo o acido sialico,
presente também em células eucaridticas, contribuindo para o mimetismo molecular.
Seu papel de impedir o depdsito de moléculas C3b na superficie bacteriana, contribui
para a resisténcia a fagocitose, ou seja, evasao do sistema imune. A capsula possui
ampla diversidade em suas propriedades antigénicas, sendo, at¢é o momento,
identificados 10 tipos diferentes (la, Ib, II, 11, IV, V, VI, VII, VIl e IX). A imensa maioria
das amostras isoladas em infecgdes é causada por cepas encapsuladas. E importante
conhecer a distribuicdo dos tipos capsulares mais prevalentes em ambito regional e

nacional e relacionados com quadros de infec¢c&o invasiva, como base para estudos
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epidemioldgicos e de vacinas (MAISEY et al., 2008; FIOLO et al., 2012; LE DOARE &
HEATH, 2013; MADHI & DANGOR, 2017; PIETROCOLA et al., 2018).

1.2.3. Capacidade de producéao de biofilme

Os processos de colonizacéo e infeccdo por EGB dependem da capacidade
bacteriana de adesdo as superficies epiteliais da mucosa e persisténcia no local.
Nesse cenéario, a formacdo de biofilmes contribui para os mecanismos de
patogenicidade, favorecendo a sobrevivéncia e proliferacdo do microrganismo, sendo
considerada um importante fator de viruléncia (ROSINI; MARGARIT, 2015; PARKER
et al., 2016; ALVIM et al., 2019). O biofilme é definido como uma comunidade de
células bacterianas sésseis agregadas, rodeadas por uma matriz extracelular
autoproduzida composta de polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (RINAUDO
et al.,, 2010; PARKER et al., 2016). Essas estruturas, que podem estar aderidas a
superficies abioticas ou bibticas, oferecem a sua comunidade protecao frente aos
antimicrobianos e efetores do sistema imune, frente as variacdes ambientais, como a
de pH, além de contribuirem para a colonizacdo assintomatica persistente e/ou
desenvolvimento de infec¢cdes (RINAUDO et al., 2010; D’'URZO et al., 2014; PARKER
et al., 2016).

A formacédo do biofilme € um processo multifatorial e complexo que ocorre em
etapas e necessita de condicdes ambientais e fatores genéticos para ocorrer. Para
que as células em seu estado plancténico (flutuacédo livre) passem para o estado
séssil, é necessario uma série de eventos regulados geneticamente, que ocorre
principalmente pelo sistema de regulagéo “quorum sensing” (HALL; MAH, 2017). A
primeira etapa do processo de formacéo do biofilme conta com uma associac¢ao fraca
ou transitéria das células planctdnicas com uma superficie e posterior ocorréncia de
adesao intensa. As etapas subsequentes incluem a agregacdo das células em
microcolbnias, seguida da multiplicacdo celular e maturacédo do biofilme. A dltima
etapa € caracterizada pela disperséo das células do biofilme, retornando a motilidade
transitoria, no estado plancténico (RINAUDO et al., 2010).

Algumas espécies do género Streptococcus sdao sabidamente capazes de
formar biofilmes, principalmente da mucosa oral, como Streptococcus mutans. No

entanto, um limitado niumero de estudos demonstrou a formacéo de biofilme por EGB
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(D’URZO et al., 2014; PARKER et al., 2016; ALVIM et al., 2019). O primeiro estudo
relatando o envolvimento de S. agalactiae na formagao de biofilme foi de Donlan e
Costerton (2002), no qual a espécie foi isolada de dispositivos intrauterinos, associada
com outras espécies formadoras de biofilme ja conhecidas, como Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis.

As condicbes ambientais especificas para formacgéo do biofilme exercem uma
pressdo seletiva que pode aumentar a patogenicidade e gerar cepas mais propensas
a sobrevivéncia no meio (PARKER et al., 2016). Dessa forma, quando in vitro, a
composi¢cdo do meio de crescimento regula a capacidade de formar biofilme, através
da disponibilidade de nutrientes especificos, como a glicose, ou condicbes de pH
(KAUR et al., 2009; D'URZO et al., 2014; ROSINI; MARGARIT, 2015). Além disso,
estudos indicam que proteinas de superficie, como Lmb, FbsA, FbsB, e estruturas
como os pili, séo importantes no processo de adesdo da bactéria as superficies e de
estabilidade estrutural do biofilme (KAUR et al., 2009; D’URZO et al., 2014; PARKER
et al., 2016; ALVIM et al., 2019).

1.2.4. Capacidade de adaptacéao (“fitness”)

A adaptacdo, ou “fitness” bacteriano, € a capacidade do microrganismo de
sobreviver, se replicar e se adaptar as condicbes ambientais. Dessa forma, algumas
amostras sdo mais propensas a sobrevivéncia quando ocorrem alteracdes no
ambiente, como escassez de nutrientes, mudanca de temperatura ou pH, presenca
de antimicrobianos e estresse induzido pelo ambiente competitivo. Essa capacidade
de adaptacdo € promovida geralmente por determinantes genéticos de viruléncia ou
de resisténcia aos antimicrobianos, assegurando recursos metabdlicos e aumentando
suas chances de sobrevivéncia e, consequentemente, de persistir e/ou de gerar
quadros de infecgdo (BHATTER et al., 2012; GOMEZ-MEJIA et al., 2018).

Para avaliar o “fitness” in vitro de diferentes amostras, pode ser realizado um
ensaio de curva de crescimento com a determinacdo do tempo de geracdo. O
crescimento bacteriano é o somatério de processos metabolicos, com subsequente
sintese de componentes estruturais e genéticos, resultando na divisédo celular e, com
isso, aumento do numero de células de uma populacdo. A curva de crescimento

retrata um ciclo de crescimento bacteriano completo, contendo as fases lag,
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exponencial (logaritmica), estacionaria e de declinio (BHATTER et al., 2012;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2015; MADIGAN et al., 2016). Sendo assim, ao analisar a
curva de crescimento bacteriano associada ao tempo de geracdo de diferentes
amostras em variadas condic¢des in vitro (como concentracdo de glicose e pH do meio)
pesquisadores podem aferir quais fatores inferem no “fitness” bacteriano (BHATTER
et al.,, 2012; D’'URZO et al., 2014).

1.2.5. Caracterizacao epidemiolégica

A analise da diversidade e caracterizacéo epidemiologica das amostras de EGB
podem ser realizadas por meio de tipificacdo sorolégica e de métodos genotipicos.
Diversas metodologias de tipificacdo sdo utilizadas em estudos epidemiologicos e
podem auxiliar na implementacédo de estratégias mais efetivas de prevencédo e de
tratamento das infeccdes (CORREA et al., 2011; SCHUAB et al., 2015, FURFARO et
al., 2018).

A capsula é o mais importante marcador epidemiologico. Os diferentes tipos
capsulares podem ser identificados por métodos sorolégicos ou genotipicos, como a
reagcao em cadeia da polimerase (“Polymerase Chain Reaction” - PCR). A distribuicao
dos tipos capsulares pode variar de acordo com a regido geografica, a origem da
amostra e o perfil da populacdo em estudo (DUTRA et al., 2014). Os tipos capsulares
mais frequentes, mundialmente, sdo o la, Ib, II, lll e V (DUTRA et al., 2014; FABBRINI
et al., 2016; FURFARO et al., 2018). Diversos estudos encontraram relagcéo entre o
sorotipo Il e infecgcdes neonatais graves, e entre 0 sorotipo V e as doencas invasivas
em adultos (XIA et al., 2015; KOBAYASHI et al., 2016; RAABE; SHANE, 2019;
VEKEMANS et al., 2019).

A diversidade de amostras pode ser avaliada por técnicas que analisam o DNA
gendmico, como a técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (“Pulsed-field gel
electrophoresis” - PFGE). Este € um método que diferencia as amostras de EGB com
maior discriminacdo do que a tipificacdo capsular, permitindo avaliar a diversidade
genética até mesmo entre individuos do mesmo tipo capsular (MAGALHAES et al.,
2005; CORREA et al., 2011; ALP et al., 2016; FURFARO et al., 2018). Utilizando a
técnica de PFGE é possivel separar grandes fragmentos de DNA, oriundos da

clivagem que ocorre quando o DNA gendmico é submetido ao tratamento com uma
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enzima de restricdo que reconhece poucos sitios (para S. agalactiae, frequentemente
a Smal) e a reorientacdo do DNA no gel pela acdo de campos elétricos alternados.
Por fim, os perfis de fragmentacdo das amostras sao entdo comparados e agrupados
de acordo com a similaridade entre eles (MAGALHAES et al., 2005; FURFARO et al.,
2018). Dessa maneira, é possivel avaliar a diversidade genética entre as amostras de
EGB relacionadas a diferentes contextos, encontradas em diferentes espécimes
oriundos de seres humanos ou de animais.

Outra ferramenta epidemioldgica importante, que foi introduzida para a
caracterizacdo de EGB no inicio dos anos 2000, é a tipificacdo pelo sequenciamento
de multiplos loci — “Multilocus Sequence Typing” (MLST). O principio da técnica é
identificar sequéncias nucleotidicas internas de aproximadamente 400 a 500 pares de
bases em 7 genes de manutencao celular (sujeitos a pouca variacdo). Sao atribuidas
a sequéncias Unicas (alelos) um numero aleatério e entdo, uma combinacao Unica de
alelos, um “perfil alélico”, especifica o tipo de sequéncia (“sequence type” - ST)
(LARSEN et al., 2012). Foi demonstrado que cada tipo capsular de EGB nao esta
restrito a um Unico e/ou exclusivo tipo de sequéncia de MLST, visto que amostras com
o0 mesmo ST podem expressar diferentes tipos capsulares (JONES et al., 2003). Ao
compartilhar seis ou sete alelos correspondentes, os STs sdo agrupados em
complexos clonais (CC). A maioria das cepas de EGB isoladas de humanos pode ser
agrupada em seis CCs que sdo CC1, CC10, CC17, CC19, CC23 e CC26. Alguns
complexos clonais possuem cepas com um maior potencial para causar doencas
invasivas, enquanto outros reinem amostras associadas a coloniza¢do (SHABAYEK;
SPELLERBERG, 2018). Alguns tipos capsulares estdo associados a clones mais
virulentos e, dessa forma, uma tendéncia maior a doenca invasiva por EGB. Isso se
aplica particularmente ao tipo lll, que esta frequentemente associado ao complexo
clonal hipervirulento 17 (CC17) e, principalmente, a doenca neonatal de inicio tardio,
em particular, quadros de meningite (RUSSEL et al., 2017).

1.2.6. Desenvolvimento de vacinas

A maioria das estratégias de desenvolvimento de vacina contra o EGB se
concentra na estrutura da capsula polissacaridica como alvo. A vacina deve

desencadear no hospedeiro a producéo de anticorpos anti-capsula especificos para o
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tipo incluido em sua composicdo. Dados de prevaléncia de tipos capsulares sao
importantes para o desenvolvimento de vacinas, uma vez que 0S mais prevalentes
tém sido utilizados na formulag&o vacinal. Vacinas conjugadas de capsula e proteinas
carreadoras estdo sendo avaliadas em estudos pré-clinicos e clinicos (KOBAYASHI
et al., 2016; MADHI et al., 2016; VEKEMANS et al., 2019). A vacina de EGB pode
minimizar o uso de antibiéticos na profilaxia intraparto, evitando o potencial surgimento
de cepas resistentes e auxiliando na prevencao tanto da doenca de inicio precoce
guanto da doenca de inicio tardio, que ndo é afetada pela profilaxia com antibiéticos
(CORREA et al., 2011).

Outras estruturas de EGB tidas como potenciais componentes vacinais séo as
proteinas de superficie, em destaque a proteina C; tanto a proteina C alfa quanto o
antigeno beta. O antigeno beta é considerado um promissor carreador para vacina de
capsula, como observado no estudo de Yang et al. (2007), no qual foi desenvolvido
um antigeno beta recombinante que ndo possuia o sitio de ligagdo de IgA humana.
Assim, foi mantido seu papel de proteina transportadora eficaz, o que o tornou um
carreador adequado para a vacina do tipo capsular Ill. Além disso, investigacdes
adicionais tém sido feitas, utilizando a proteina C alfa. Foi observada imunogenicidade
em uma vacina composta por duas proteinas alfa-like, a proteina C alfa e a proteina
Rib (LARSSON et al., 2006). No entanto, a presenca variavel das proteinas de
superficie nas amostras circulantes limita o uso de apenas estes componentes em
uma vacina com potencial global. Por isso, a importancia de elaborar uma vacina
conjugada composta de elementos imunogénicos mais comuns a populacao de EGB,
principalmente as amostras relacionadas com quadros invasivos (MAISEY et al.,
2008; MADHI; DANGOR, 2017; PIETROCOLA et al., 2018; PAOLETTI; KASPER,
2019). No momento, existem vacinas em desenvolvimento envolvendo os tipos
capsulares mais associados a doenca invasiva neonatal e a proteina diftérica CRM197
como carreadora. A empresa farmacéutica Pfizer esta desenvolvendo uma formulagéo
hexavalente, com os tipos capsulares la, Ib, I, I, IV e V. J& concluiram as fases 1 e
2 de um estudo clinico testando a seguranca e eficdcia da vacina em adultos
saudaveis nos Estados Unidos e iniciaram um teste clinico em mulheres gravidas na
Africa do Sul (VEKEMANS et al., 2019).
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A complexidade da relacdo parasito-hospedeiro envolvendo S. agalactiae
aumenta o desafio para prevengcdo das doencas causadas por esse patdgeno. A
investigacdo dos determinantes de viruléncia e a caracterizagéo das cepas circulantes
em diferentes areas geogréficas e anatbmicas, podem auxiliar na implementacéo de
estratégias de prevencdo e tratamento mais precisas, de forma a evitar quadros

infecciosos, principalmente os mais graves, e as fatalidades associadas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Considerando o repertério de fatores de viruléncia de Streptococcus agalactiae
que atuam em diferentes estagios do processo infeccioso, este estudo tem como
objetivo geral avaliar o potencial de viruléncia de amostras, isoladas de sitios de
colonizacdo e de infeccéo. Para tal, foi analisado pelo menos um fator de viruléncia
associado a cada mecanismo de patogenicidade, relacionando tais fatores a
marcadores epidemiolégicos. Assim, 0s seguintes objetivos especificos sao

propostos:

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliacdo da diversidade genética das amostras, por técnicas que avaliam o
polimorfismo do DNA, para assim determinar se uma mesma cepa € capaz de
colonizar e causar infec¢cao em diferentes individuos.

2. Investigacdo de determinantes genéticos de viruléncia (genes bca e bac), que
codificam a proteina C alfa e o antigeno beta, respectivamente.

3. Investigacdo da capacidade de expressao fenotipica da toxina beta-
hemolisina/citolisina (B-H/C).

4. Avaliacdo da capacidade de producéo de biofilme em superficie de poliestireno.

5. Avaliacdo da capacidade de adaptacdo ambiental, a partir da avaliacdo da
cinética de crescimento e determinacdo do tempo de geracdo e taxa de

crescimento in vitro.



26

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAS BACTERIANAS

Para este estudo foram selecionadas 32 amostras de Streptococcus agalactiae
isoladas no periodo de 2002 a 2019, pertencentes a colecdo de amostras bacterianas
do Laboratorio de Estreptococos Beta-Hemoliticos, MIP, CMB, UFF. As amostras
bacterianas foram selecionadas em funcéo de sua origem de isolamento, de sitios de
infeccdo (n=17) ou de colonizacéo (n=15). Os espécimes associados a infec¢ao foram
esperma (3), sangue (6) e urina (8) e os associados a colonizacdo foram secrecdes
uretral (2), vaginal (9) e de orofaringe (4). Outro critério usado na selecao foi o tipo
capsular que as amostras expressam, de modo que os tipos mais relevantes fossem
contemplados (la, Ib, II, lll, IV e V). As amostras foram isoladas de recém-natos,
gestantes e adultos ndo-gravidos e, em sua maioria, fizeram parte de estudos que
investigaram outros aspectos do microrganismo (em especial, a resisténcia a
antimicrobianos). Amostras (seis) que ndo tinham resultado do tipo capsular ou do
antibiograma (duas) foram submetidas a estas andlises no inicio do processo de
selecédo. A tabela 2 traz informacdes sobre as amostras selecionadas.



Tabela 2: Informacdes sobre as amostras selecionadas para o estudo
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Amostra Paciente Ano de Espécime  Cps Clin Eri Tet
Isolamento

03 RN 2002 Sangue Ib S S R

27 RN 2005 Sangue 11 S S R

39 RN 2005 Sangue la S S R

40 RN 2006 Sangue Vv S S R

47 RN 2006 Sangue la S S S
1021 RN 2019 Sangue 11 S S R
368 G/36 anos 2008 Urina IV S S R
708 F/49 anos 2011 Urina 1] R R I
755 F/31 anos 2011 Urina \% R R R
850 G/24 anos 2012 Urina Il S S I
869 G/30 anos 2013 Urina la S S R
962 G/23 anos 2016 Urina Il S S R
996 G/41 anos 2017 Urina Ib S S R
1000 G/41 anos 2017 Urina la S S R
234 M/61 anos 2008 Esperma \ S S R
265 M 2008 Esperma 1l S S S
277 M/44 anos 2008 Esperma \% S I R
946 F/20 anos 2015 Sec. Orof. 1] S S S
963 F/25 anos 2016 Sec. Orof. la S S S
965 F/22 anos 2016 Sec. Orof. la S S S
976 M/20 anos 2016 Sec. Orof. Ib S S R
242 M/24 anos 2008 Sec. Uret. Il R R R
400 F/23 anos 2009 Sec. Uret. Il S S R
253 G/27 anos 2008 Sec. Vaginal \Y, S S R
882 G/32 anos 2014 Sec. Vaginal 1] S S R
925 G/33 anos 2015 Sec. Vaginal la S S R
935 G/27 anos 2015 Sec. Vaginal Ib S S R
958 G/29 anos 2016 Sec. Vaginal \% S S S
997 G/20 anos 2017 Sec. Vaginal Il S S I
1001 G/28 anos 2017 Sec. Vaginal la S S R
1005 G/27 anos 2018 Sec. Vaginal \% S S S
1006 G/22 anos 2018 Sec. Vaginal Il S S R

RN: Recém Nascido; G: Gestante; F: Sexo feminino; M: sexo masculino // Sec. Orof.: Secrecdo de
orofaringe; Sec. Uret.: Secrecao uretral; Sec. Vaginal.: Secrecao vaginal. // Cps: tipo capsular. // S:
Sensivel; R: Resistente; I

tetraciclina.

Resisténcia intermediaria; Clin: Clindamicina; Eri: Eritromicina; Tet:



28

A tabela 3 traz informac¢des que facilitam a visualizacdo da distribuicdo das

amostras, em relacao ao espécime onde foram isoladas e os tipos capsulares.

Tabela 3: Distribuicdo das amostras em funcéo dos espécimes clinicos e tipo capsular

Origém gangue Urina Esperma  Sec. Sec. Sec. Total
Vaginal Orof. Uretral
Cps

la 2 2 - 2 2 - 8
Ib 1 1 - 1 1 - 4
1 - 2 - 2 - 2 6
"l 2 1 1 1 1 - 6
AV - 1 - 1 - - 2
\Y 1 1 2 2 - - 6

Total 6 8 3 9 4 2 32

Cps: tipo capsular; Sec. Vaginal: Secrecao vaginal; Sec. Orof.: Secrecao de orofaringe; Sec. Uretral:

Secrecao uretral.

As amostras bacterianas, estocadas a -20 °C em solucao de leite desnatado a
10% (Nestlé, Aracatuba, SP, Brasil) e glicerol a 10% (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil), foram reativadas por semeadura em meio Agar Sangue (AS), preparado com
Base Agar Sangue (BBL-BD, Sparks, MD, EUA) acrescido de 5% de sangue

desfibrinado de carneiro, e posteriormente incubadas por 20 h a 35 °C.

3.2. CARACTERIZACAO PRELIMINAR

Ainda que a maioria das amostras ja houvesse sido previamente identificada
com a utilizacdo dos testes fenotipicos convencionais (observacéo das caracteristicas
coloniais, teste de CAMP) as mesmas, apos a reativacdo, foram submetidas a

confirmacgédo da espécie, usando-se 0s testes.
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3.2.1. Confirmacdo da espécie

Para confirmacéo da espécie, foi feita a prova da hidrolise do hipurato de sodio.
A partir do crescimento no AS, as colbnias suspeitas das amostras foram inoculadas
em caldo BHI (“Brain Heart Infusion”, Merck, Darmstadt, Alemanha) contendo 1% de
hipurato de sédio (Inlab, Sdo Paulo, SP) e incubadas a 35 °C por 24 h. Apés a
incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 2000 rotacdes por minuto (RPM)
durante 10 minutos (min). Um total de 0,8 mL do sobrenadante foi transferido para
outro tubo e neste novo tubo foi adicionado 0,2 mL de cloreto férrico a 10% (Vetec,
Duque de Caxias, RJ). Apés homogeneizacdo dos tubos, a ocorréncia de precipitado,
resultante da hidrolise do hipurato pela atividade da enzima hipuricase, indicou o
resultado positivo (FACKLAM; WILKINSON, 1981). As amostras utilizadas como
controles da reacdo foram S. agalactiae ATCC 13813 como controle positivo e

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 como controle negativo.

3.2.2. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA)

Duas amostras que ndo dispunham de resultados prévios foram submetidas ao
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA), pelo método de disco-difusdo em
Agar Mueller-Hinton (Difco-BD, Sparks, MD, EUA) suplementado com 5% de sangue
de carneiro (MHA-S). Foram testados os antimicrobianos: eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg) e tetraciclina (30 pg) (Cecon, Séo Paulo, SP, Brasil). A realizacéo
do TSA, bem como sua interpretacdo, se deram conforme as recomendacfes do
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2018). De acordo com estas
recomendacdes e com o intuito de visualizar os fenotipos de resisténcia aos
macrolideos (M, MLSgi e MLSsc), os discos de eritromicina e clindamicina foram
dispostos a uma distancia de 12 mm. Os insumos (meio de cultura e discos), foram
previamente submetidos ao controle de qualidade segundo as recomendac¢fes do
CLSI 2018.
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3.3. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA

3.3.1. Determinacao do tipo capsular

Seis amostras que ainda ndo haviam sido previamente caracterizadas quanto
ao tipo capsular foram submetidas a determinacéo dos tipos capsulares, pela PCR,
seguindo recomendacdes previamente descritas (POYART et al., 2007; MURAYAMA
et al. 2009). O DNA molde foi obtido conforme recomendacdes prévias (BEALL et al.,
1996), com modificacdes. A partir do crescimento em AS, foi preparada uma
suspensao equivalente a escala 3 de McFarland, em 300 pL de solucéo fisiolégica
estéril. As suspensdes foram centrifugadas a 5000 RPM por 5 min e o sobrenadante
foi descartado. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 200 pL de tampao TE
acrescentado de 2,5 pL de solugéo de mutanolisina (2000 U/mL) (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA). As amostras foram incubadas a 35 °C por 30 min e posteriormente
a 100 °C por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 3000 RPM por 30 segundos,
e imediatamente congeladas ou utilizadas no mix da reacédo. Nas tabelas 4 e 5 estéo
descritas as sequéncias dos iniciadores e a concentragdo dos reagentes (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) utilizados na reagcéo. Como controle positivo interno foi
incluido o gene dItS, presente em todas as amostras de S. agalactiae. Amostras de
referéncia de cada tipo capsular foram acrescentadas nas reacdes (RS la, RS Ib, RS
II, RS IlIl, RS IV, RS V). A reacao de amplificag&o foi feita no termociclador (Veriti 96-
Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e consistiu em 40
ciclos de desnaturacéo (94 °C por 1 min), anelamento dos iniciadores (52 °C por 2
min) e extensao (72 °C por 2 min). Os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, em tamp&o TBE 0,5x (TBE 10x: Tris 1 M, Acido
borico 1 M e EDTA 0,01 M) e os fragmentos correspondentes a estes produtos,
visualizados ap0s coloragdo com solugdo de brometo de etidio em luz ultravioleta
(UV).
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Tabela 4: Sequéncia dos iniciadores e tamanho esperado dos produtos de
amplificacdo na determinacgao dos tipos capsulares de Streptococcus agalactiae

Iniciador Sequéncia (5’ — 3’) Tamanho do fragmento
la (F) GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC 521(2b:3826
la (R) GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC
Ib (F) TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC 770
Ib (R) GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG
Il (F) GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG 397
Il (R) GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG
l (F) TCCGTACTACAACAGACTCATCC 1826
l(R) AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC
IV (F) GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT 578
IV (R) CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT
V (F) GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA 701
V (R) AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT

ditS (F) CTGTAAGTCTTTATCTTTCTCG 199
ditS (R) TCCATTCGCTTAGTCTCC

(F): “foward”, (R): “reverse”; pb: pares de base

Tabela 5: Reagentes utilizados na tipificacdo capsular de Streptococcus agalactiae

Reagente Concentracdo na Reacéao
MgCl2 2,5 mM
Tampao 1x
dNTP 0,2 mM
Iniciadores 0,8 uM
Tag DNA polimerase 0,625 U
H20 -

DNA 3 L
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3.3.2. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Todas as amostras foram submetidas a analise dos perfis de fragmentacao do
DNA cromossomico, que foi realizada a partir da digestdo do DNA, segundo o
protocolo previamente descrito (SOUZA et al., 2013), com algumas modificacbes. As
amostras foram semeadas em meio AS para obtencdo do crescimento em cultura
recente. Entdo, foram realizadas suspensdes bacterianas com turvacao equivalente a
escala 3 de McFarland, em 500 pL de solucao PIV (NaCl 1M, Tris-HCI 10 mM). A estas
suspensdes foi adicionado o mesmo volume de agarose “low melting point” (Promega,
Madison, WI, EUA) para o preparo dos blocos de DNA. Apoés solidificacdo, os blocos
foram transferidos para 2 mL de solucéo de lise (Tris-HCI 6 mM, NaCl 1M, desoxicolato
de sédio 0,2%, lauril sarcosinato 0,5%, EDTA 100 mM, Brij 58 0,5%) com 5 mg/mL de
lisozima (Amresco, Solon, OH, EUA) e incubados a 37 °C por 24 h. Posteriormente, a
solucéo de lise foi removida e aos blocos foi adicionado 2 mL de solucdo ESP [EDTA
0,5M, lauril sarcosinato de sédio 1% e 10 uL de proteinase K 20 mg/mL (USB,
Cleveland, OH, EUA)], seguida de incubacé&o a 50 °C por 24 h. Esta etapa foi realizada
novamente no dia seguinte e posteriormente foram realizadas lavagens consecutivas
com o tampéo TE (TRIS 10mM e EDTA 0,1mM) e incubacéo a 37 °C por 24 h. Um
bloco de cada amostra foi submetido ao tratamento com a enzima de restricdo Smal
(Thermo Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. Os fragmentos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% com o tampao TBE 0,5%, no
equipamento CHEF DR Il (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Foram
estabelecidos os seguintes parametros para a corrida: tempo de pulso crescente de 2
segundos a 30 segundos, com o tempo de corrida total de 24h, temperatura de 11 °C
e voltagem de 6 V/cm. O gel foi corado com solugéo de brometo de etidio (0,5 pg/mL)
e visualizado sob luz UV. As imagens foram foto-documentadas, os perfis de PFGE
de acordo com os tipos capsulares foram analisados por inspecdo visual e a
diversidade genética entre as amostras foi avaliada através do programa Gel-J
(HERAS et al., 2015), gerando dendrogramas para comparacao dos perfis. A analise
dos dendrogramas foi utilizada para categorizar as amostras em grupos clonais,
designado como um grupo de amostras que compartilharam pelo menos 80% de

similaridade entre si, e perfis Unicos de fragmentacao.
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3.4. AVALIACAO DO POTENCIAL DE VIRULENCIA

3.4.1. Investigacao dos genes bac e bca

Todas as amostras foram submetidas a investigacao dos genes bac e bca, que
codificam, respectivamente, o antigeno beta e a proteina C. A obtencdo do DNA
bacteriano seguiu as recomendacdes descritas previamente (BEALL et al., 1996),
conforme descrito no item 3.3.1. As sequéncias dos iniciadores (DMITRIEV et al.,
2002) e a concentracao dos reagentes (Thermo Scientific) sdo descritas nas tabelas
6 e 7. A amplificacdo da reacdo consistiu em uma etapa inicial de desnaturacdo a 94
°C por 2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo (94 °C por 30 s), anelamento dos
iniciadores (50 °C por 1 min) e extensao (72 °C por 1 min). Como controle positivo
interno foi incluido o gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossémico, como
forma de certificacdo da presenca de DNA bacteriano. A amostra 03, que faz parte
deste estudo, j& havia sido previamente caracterizada por albergar os genes bac e
bca e foi utilizada como controle positivo na investigacdo destes genes nas demais
amostras. A reacdo de amplificacdo do DNA se deu no mesmo equipamento descrito
no item 3.3.1. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1%, em tampao TBE 0,5x e os fragmentos correspondentes a estes
produtos, visualizados sob luz UV apés coloracdo com solucéo de brometo de etidio.

Tabela 6: Sequéncia dos iniciadores e tamanho esperado dos produtos de
amplificagéo na determinagéo dos genes de viruléncia

Iniciador Sequéncia (5’ — 3’) Tamanho do fragmento
(pb)

bac (F) TGTAAAGGACGATAGTGTGAAGAC 530

bac (R) CATTTGTGATTCCCTTTTGC

bca (F) CAGAGTACAGGAAGGGCTAGTC 183

bca (R) TTCTTCCGTCCACTTAGGATC

16S (F) ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 715

16S (R) CACGACACGAGCTGACGACA

(F): “foward”, (R): “reverse”; pb: pares de base
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Tabela 7: Reagentes utilizados na investigacdo de determinantes genéticos de
viruléncia bac e bca, e 16S rRNA

Reagente Concentracdo na Reacao
MgCL2 2 mM
Tampao 1x
dNTP 0,2 mM
Iniciadores 0,5 uM
Tag DNA Polimerase 1U
H20 -
DNA 5 uL

3.4.2. Investigacdo da expresséo fenotipica da toxina beta-hemolisina/citolisina
(B-H/C)

A expressao de -H/C foi avaliada baseada nas recomendacdes de Nizet et al.
(1996) e Burcham et al. (2019). As amostras foram cultivadas em caldo Todd-Hewitt
(“Todd Hewitt Broth” — THB, Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), até
atingirem densidade 6ptica (DO) em 600 nm variando de 0,2 a 0,3. Inoculou-se 10 yL
das suspensdes bacterianas na superficie do meio Columbia acrescido de 5% de
sangue de carneiro (Newprov, Pinhais, PR, Brasil) e incubou-se em atmosfera
contendo 5% de CO2 a 37°C por 20h. Foi feita a andlise visual comparativa das
amostras, em dois experimentos independentes e por duas pessoas, a fim de
classifica-las como produtoras fraca, moderada ou forte.

3.4.3. Avaliacao da capacidade de producdao de biofilme

A producéo de biofilme em poliestireno foi avaliada utilizando-se microplacas
de 96 pocos, de acordo com recomendacdes de Alvim et al. (2019), com modificacdes.
A padronizagao do inéculo bacteriano foi feita, a partir de cultura recente, em caldo
THB acrescido de 1% de glicose (THB-G), até alcancar a turbidez da escala 2 de
McFarland. Os inoculos foram diluidos em 1:40 em THB-G e 200 yL da suspenséao
diluida de cada amostra foram inoculados em triplicata em microplacas Falcon
(Corning Inc., Corning, NY, EUA), seguido por incubacgéo a 35 °C por 20 h. O meio de

cultura puro foi o controle negativo. Apés o periodo de incubacado, o sobrenadante foi
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aspirado e os pocos foram lavados duas vezes com solucéo salina fisiologica estéril.
A microplaca foi submetida ao aquecimento a 70 °C por 1 h para a completa secagem
de todos os pocos. A seguir, adicionou-se 200 pL de solucéo de cristal violeta 0,1% e
incubou-se por 10 min a temperatura ambiente. O corante foi drenado e a placa lavada
duas vezes com 200 uL de agua destilada. Depois de secar a 70 °C, foi adicionado a
cada poco 200 uL de etanol 95%. A leitura se deu em comprimento de onda de 550
nm no leitor de microplacas (Thermoplate - Model TP-Reader NM SN 14113). Os
valores médios da DO obtida em triplicata para cada amostra, em dois experimentos
independentes, foram utilizados para a analise da producgéo de biofilme.

A classificacdo das amostras quanto a capacidade de produzir biofilme se deu
de acordo com os critérios de Stepanovic et al. (2000). Primeiramente, foi estabelecido
o valor de “cut-off” da densidade 6ptica (DOc), representada pela média DOssonm dos
pocos do controle negativo mais trés vezes o desvio padrao do controle negativo. Em
seguida, a média dos valores de DO de cada amostra foi comparada ao valor de DOc,

de acordo com a tabela 8.

Tabela 8: Classificacdo da producédo de biofilme, conforme os valores da DO das
amostras

Classificacao Relacdo DO amostra x Doc
N&o-produtoras DO < DOc
Produtoras fracas DOc<DO<2xDOc
Produtoras moderadas 2xDOc<DO <4 xDOc
Produtoras fortes 4 x DOc < DO

DO: densidade 6ptica

3.5. AVALIACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO E DETERMINACAO DE TEMPO
DE GERACAO/TAXA DE CRESCIMENTO

Foi realizada a curva de crescimento de cada amostra, baseada nas
recomendacdes de Nie et al. (2018), com modificagdes. A partir de cultura recente em
AS, foi feita a padronizacdo de suspensdes nos meios THB e THB-G, equivalente a
escala 0,5 de McFarland. As suspensdes foram diluidas 1:10 em 3 mL dos meios THB

e THB-G e imediatamente submetidas a leitura da DO em comprimento de onda 600
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nm, em espectrofotdmetro (Spec 20MV, Coml. Indl. Dourado Ltda), assim denominado
tempo (T) Oh. As suspensdes foram incubadas em condi¢fes estéticas a 37°C e foi
feita a leitura da DOsoonm NOS intervalos de tempo subsequentes (T1h, T2h, T3h, T4h,
T5h, T6h e T24h). Apos o término das leituras, os valores obtidos foram inseridos em
planilhas do software Excel, para o calculo da média e do desvio padrdo e para a
construcdo de gréficos que permitissem a visualizacdo da fase log. Os valores de DO
nos intervalos da fase log foram utilizados para calcular o tempo de geragao e a taxa
de crescimento, usando o programa on-line Doubling Time (https://doubling-

time.com/compute.php), ferramenta Cell Calculator ++.

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se diferentes metodologias,
disponiveis em programas on-line.
- Teste exato de Fisher (https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm):
utilizado para analisar a associacao entre a expressdao moderada ou forte de 3-H/C e
amostras oriundas de infeccdo e de colonizagcdo, respectivamente; analisar a
deteccdo de bac e bca em funcédo da origem das amostras e de cada tipo capsular,
individualmente; analisar o padrao de biofilme em fungéo da origem das amostras.
- Teste t de Student (https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl/): utilizado para
avaliar a cinética de crescimento das amostras em funcéo de sua origem e do meio
de cultura; avaliar o tempo de geracdao das amostras em funcéo da origem.
- Teste do qui-quadrado (http://www.physics.csbsju.edu/stats/contingency_ NROW _
NCOLUMN_ form.html): utilizado para analisar a distribuicdo dos padrdes de 3-H/C de
acordo com o espécime clinico em que as amostras foram isoladas e o tipo capsular;
analisar o padréo de biofilme em funcéo do tipo capsular; analisar a deteccdo de bac
e bca em funcéo dos espécimes.
- Andlise de variancia (ANOVA) (https://goodcalculators.com/one-way-anova-
calculator/): utilizado para avaliar a cinética de crescimento e o tempo de geracao das

amostras em funcéo do tipo capsular.


http://www.physics.csbsju.edu/stats/contingency_NROW_%20NCOLUMN_form.html
http://www.physics.csbsju.edu/stats/contingency_NROW_%20NCOLUMN_form.html
https://goodcalculators.com/one-way-anova-calculator/
https://goodcalculators.com/one-way-anova-calculator/
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4. RESULTADOS

As amostras foram submetidas a analise do perfil de fragmentacdo do DNA
cromossdmico, pela técnica de PFGE. Os perfis de fragmentagdo do DNA
apresentaram de cinco a treze bandas. Estes foram avaliados visualmente sob
iluminacdo UV e submetidos a analise computadorizada, através do programa Gel-J.
Grupo clonal foi designado como um grupo de amostras que compartilharam pelo
menos 80% de similaridade entre si e € representado por algarismos, enquanto que o
perfil Unico é representado por letras maidsculas.

Sete das oito amostras pertencentes ao tipo capsular la foram distribuidas em
dois grupos clonais (1 e 2), sendo observados quatro perfis de PFGE, representados
na figura 1. Dentre as amostras desse tipo capsular, foram detectadas amostras
idénticas, isoladas de diferentes espécimes clinicos, associados a infeccdo e a
colonizacdo. Uma amostra, entre as oito, ndo gerou perfil de fragmentacdo de DNA
qguando tratada com Smal.

As quatro amostras pertencentes ao tipo capsular Ib geraram perfis
relacionados e, portanto, foram reunidas no mesmo grupo clonal (3), distribuidas em
dois perfis de PFGE, representados na figura 2. Trés amostras foram ordenadas em
um mesmo perfil, oriundas de diferentes espécimes, associados a quadros de
colonizacéao e de infeccéao.

As seis amostras do tipo capsular 1l apresentaram perfis distintos e foram
distribuidas em quatro grupos clonais (4 - 7), representados na figura 3. Duas
amostras (850 e 962) oriundas de quadros de infecgédo reuniram-se no mesmo grupo
clonal.

Com relagéo ao tipo capsular Ill, as seis amostras foram distribuidas em cinco
grupos clonais (8 - 12), representados na figura 4. Duas amostras isoladas de sangue
de recém-natos, em 2005 (27) e em 2019 (1021), apresentaram o mesmo perfil de
restricdo do DNA (12A).

As duas amostras pertencentes ao tipo capsular IV foram reunidas em um unico
grupo clonal (13), oriundas de diferentes espécimes, associados a colonizagédo e
infeccdo. Por fim, as seis amostras pertencentes ao tipo capsular V geraram seis perfis
de PFGE, distribuidos em quatro grupos clonais (14 - 17). Um grupo reuniu duas

amostras oriundas de quadros de infeccéo, enquanto que o outro reuniu uma amostra
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oriunda de colonizacdo e uma de infeccdo. O dendrograma das amostras dos tipos
capsulares IV (indicadas por asterisco) e V esté representado na figura 5.
Informacdes sobre a distribuicdo dos pulsotipos estdo listadas na tabela 9.
Entre as amostras selecionadas para o estudo, quatro (12,5%) eram resistentes ou
intermediarias a pelo menos dois dos trés antimicrobianos. Essas amostras estdo
representadas na tabela 9 com asterisco. Trés das quatro amostras foram originadas

de sitio de infeccéo (urina e esperma).

Tabela 9: Grupos clonais, perfis de PFGE, tipos capsulares e espécimes clinicos das
31 amostras de Streptococcus agalactiae

Grupo clonal Perfil PFGE Tipo capsular Amostra Espécime clinico

1 1A la 965 Sec. Orof.
1B la 869, 1001 Urina, Sec. Vag.
1C la 47,925, 1000 Sangue, Sec. Vag., Urina

2 2A la 39 Sangue

3 3A Ib 935, 976, 996 Sec. Vag.,

Sec. Orof., Urina

3B Ib 03 Sangue

4 4 A Il 400 Sec. Uretral

5 5A Il 242* Sec. Uretral

6 6 A Il 1006 Sec. Vaginal

7 7A Il 997 Sec. Vaginal
7B Il 850 Urina
7C Il 962 Urina

8 8A 1] 946 Sec. Orof.

9 9A 1] 708* Urina

10 10 A 1] 882 Sec. Vaginal

11 11 A 1 265 Esperma

12 12 A 1] 27,1021 Sangue

13 13 A v 368 Urina
13B \% 253 Sec. Vaginal

14 14 A V 1005 Sec. Vaginal

15 15A Y 755* Urina
15B \% 277* Esperma

16 16 A \% 234 Esperma

17 17 A \% 958 Sec. Vaginal
17 B \% 40 Sangue

Infeccdo: Sangue, Esperma, Urina. Colonizacdo: Sec. vaginal: secre¢do vaginal; Sec. uretral: secrecdo

uretral; Sec. orof: secrecdo orofaringea; *: amostras resistentes aos antimicrobianos
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Dentre as 32 amostras analisadas, apenas nove (28,1%) foram positivas para
0s genes bac e/ou bca. O gene bac, que codifica o0 antigeno beta, foi encontrado em
seis amostras (18,8%), trés oriundas de sitio de colonizacéo e trés de sitio de infeccéo,
enguanto o gene bca, que codifica a proteina C alfa, foi detectado em oito amostras
(25%), seis de sitio de colonizacdo e duas de infeccdo. Cinco amostras albergaram
ambos 0s genes, trés amostras originadas de quadro de colonizacdo e duas de
infecgdo. As amostras em que foram detectados os genes bac e/ou bca estao listadas

na tabela 10.

Tabela 10: Amostras em que os genes bac e/ou bca foram detectados

Amostras Origem da amostra Tipo capsular bac bca

03 Sangue Ib I I
935 Secrecao Vaginal Ib + +
976 Secrecao Orofaringea Ib I I
996 Urina Ib + +
1006 Secrecao Vaginal Il I I
368 Urina v + -
400 Secrecao Uretral Il - i
1005 Secrecéo Vaginal Vv - +
963 Secrecao Orofaringea la - +

O tipo Ib apresentou associacdo significativa com bac (p=0,0004) e bca
(p=0,0019), uma vez que ambos os genes foram encontrados em 100% das amostras
desse tipo capsular. Nao foi observada associacdo significativa entre bac e bca e
outros tipos capsulares. Entretanto, foi observado que amostras isoladas de
colonizagcdo albergaram o gene bca em uma frequéncia maior que amostras de
infeccdo (40% das amostras de colonizacdo e 11,8% das amostras de infeccéo),
porém tal tendéncia nao foi significativa (p=0,1058).

Considerando que a falta de significancia estatistica da associacdo bca x
colonizacdo poderia estar relacionada a pequena amostragem, os dados foram
analisados em conjunto com um grupo externo de 30 amostras, isoladas de quadros
de infeccéo (21) e de colonizacéo (9), que fizeram parte de um estudo anterior e

tinham resultados de tipificacdo capsular e investigacao de bca (SOUZA et al. 2013).
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No total de 62 amostras, 10 (16,1%) albergaram o gene bca e, dentre estas, oito foram
provenientes de sitios de colonizacdo. Assim, foi possivel observar que o gene bca foi
significativamente associado a amostras de colonizagao (p=0,0097).

A andlise da expressédo fenotipica de B-H/C mostrou seis amostras fortes
produtoras, 21 produtoras moderadas e cinco produtoras fracas. A figura 6 traz os
diferentes padrées de hemdlise observados. De forma geral, ndo foi observada
associacao significativa entre o padrdo de expressdo de (B-H/C e a origem das
amostras (p=0,078). Entretanto, ainda que n&o sejam significativas, algumas
tendéncias podem ser observadas. Das seis amostras que apresentaram forte
atividade hemolitica, cinco (83,3%) foram provenientes de sitios de colonizacéo
(p=0,0755). Entre amostras de colonizacdo nao se observa um padrao predominante
(forte 33,3%; moderado 46,7%; fraco 20%), ja entre amostras de infec¢do, a maioria
(82,4%) expressou o0 padrdo moderado de B-H/C (p=0,0617). Nao foi observada

significancia estatistica (p=0,267) na expressao de B-H/C entre os tipos capsulares.

+: atividade hemolitica fraca; ++: atividade hemolitica moderada; +++: atividade hemolitica forte.

Figura 6: Avaliagdo da expressao fenotipica de p-H/C por analise visual da hemdlise
em meio AS
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A avaliacdo da capacidade de producao de biofilme foi realizada interpretando-
se os valores de densidade Optica obtidos. Das 32 amostras, 21 foram fortes
produtoras de biofilme (65,6%) e 11 (34,4%) foram produtoras moderadas. Dentre as
17 amostras provenientes de sitios de infeccdo, 13 (76,5%) foram fortes produtoras
de biofilme e quatro (23,5%) foram moderadas, enquanto entre as 15 amostras de
sitios de colonizacado, oito (53,3%) foram fortes e sete (46,7%) foram produtoras
moderadas. De forma geral, ndo foi observada associagdo significativa entre a
producado de biofilme e a origem (colonizacéo x infeccdo) das amostras (p=0,2662).
Entretanto, analisando individualmente os espécimes clinicos, foi possivel observar
que todas as amostras isoladas de urina foram fortes produtoras de biofilme
(p=0,0292). Nao foi observada associacao significativa entre a producao de biofilme e
os tipos capsulares (p=0,615); porém, foi observado que amostras pertencentes aos
tipos capsulares 1l (83,3%) e IV (100%) apresentaram-se forte produtoras de biofilme.
Os dados de expressao de B-H/C e de producdo de biofilme s&o apresentados na
tabela 11.



Amostra Origem da Tipo Expressdo Producéao de
amostra capsular de B-H/C biofilme
253 Sec. Vaginal A\ Forte Forte
946 Sec. Orof. [l Forte Forte
963 Sec. Orof. la Forte Forte
996 Urina Ib Forte Forte
1001 Sec. Vaginal la Forte Moderada
1005 Sec. Vaginal Vv Forte Moderada
03 Sangue Ib Moderada Forte
265 Esperma [l Moderada Forte
368 Urina \Y Moderada Forte
708 Urina [l Moderada Forte
755 Urina Vv Moderada Forte
850 Urina Il Moderada Forte
869 Urina la Moderada Forte
925 Sec. Vaginal la Moderada Forte
935 Sec. Vaginal Ib Moderada Forte
962 Urina Il Moderada Forte
1000 Urina la Moderada Forte
1006 Sec. Vaginal Il Moderada Forte
1021 Sangue [ Moderada Forte
27 Sangue [l Moderada Moderada
39 Sangue la Moderada Moderada
a7 Sangue la Moderada Moderada
234 Esperma Vv Moderada Moderada
882 Sec. Vaginal [l Moderada Moderada
958 Sec. Vaginal Vv Moderada Moderada
965 Sec. Orof. la Moderada Moderada
976 Sec. Orof. Ib Moderada Moderada
40 Sangue \% Fraca Forte
242 Sec. Uretral Il Fraca Forte
277 Esperma \% Fraca Forte
400 Sec. Uretral Il Fraca Forte
997 Sec. Vaginal [l Fraca Moderada
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Tabela 11: Expressao de B-hemolisina/citolisina e producéo de biofilme das amostras

B-H/C: B-hemolisina/citolisina; Sec.: secrecao; Orof.: orofaringea.

O crescimento bacteriano em meio de cultura com e sem glicose foi monitorado
durante 24 h, nos intervalos de tempode O h,1h,2h,3h,4h,5h,6he24h,afim
de se analisar o comportamento individual de cada amostra. Amostras oriundas de
sitios de colonizacdo comecaram a crescer (até 3 h) significativamente (p<0,05) mais
rapido do que as amostras de infeccdo. Considerando que EGB presente em esperma
esta associado a infecgbes crbnicas, ao retirar os dados relativos a este espécime, foi

possivel observar diferencas significativas de densidade bacteriana entre amostras de
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colonizacéao e infeccdo aguda (sangue e urina) durante praticamente todo o intervalo
inicial (seis primeiras horas) avaliado. Todas as amostras, com excecdo de duas de
sangue e uma de urina, ndo concluiram a fase log em 6h de incubacdo, o que
aumentou a meédia do tempo de geracdo das amostras de infeccdo. A figura 7 ilustra
a cinética de crescimento bacteriano, obtida a partir da média da densidade Optica das

amostras provenientes de diferentes espécimes clinicos.

—e—M sangue M urina M esperma M sec vag M sec uret M sec orof
0,35
.
0,3 T I I
[ X
£ 0,25 ' -
o
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) i
(V)]
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(@) Ji l
< o1 ¥
> ' %
+

i
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M: média; sec vag: secrecdo vaginal; sec uret: secre¢do uretral; sec orof: secrecdo orofaringea. As

linhas verticais correspondem ao desvio padréo.

Figura 7: Cinética de crescimento de amostras provenientes de diferentes espécimes
clinicos

Com a construgcdo dos graficos de cinética de crescimento, foi possivel
visualizar a fase log, na qual ocorre a divisdo celular e geracdo de novas células com
o maximo de eficiéncia, e calcular o tempo de geragéo (TG) e a taxa de crescimento

(TC) de cada amostra. Os dados estéo dispostos na tabela 12, em ordem crescente.
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Tabela 12: Valores de tempo de geracdo e taxa de crescimento das amostras,

espécime clinico e tipo capsular

Amostra
03
976
708
368
963
27
996
265
1001
965
882
1000
1006
277
869
253
234
47
755
1021
242
850
925
935
40
946
1005
958
997
400
962
39

Origem da
amostra
Sangue

Sec. Orof.

Urina
Urina

Sec. Orof.

Sangue
Urina
Esperma

Sec. Vaginal

Sec. Orof.

Sec. Vaginal

Urina

Sec. Vaginal

Esperma
Urina

Sec. Vaginal
Esperma
Sangue

Urina
Sangue
Sec. Uretral
Urina

Sec. Vaginal

Sec. Vaginal
Sangue
Sec. Orof.

Sec. Vaginal

Sec. Vaginal

Sec. Vaginal

Sec. Uretral

Urina
Sangue

Tipo capsular
Ib
Ib
Il
\Y,
la
1]
Ib
1]
la
la
[
la
Il
Vv
la
\Y;
Vv
la
Vv
1]
Il
Il
la
Ib
Vv
[l
Vv
Vv
Il
Il
Il
la

Tempo de
geracao (min)
67,8
67,8
67,8
71,4
73,8
78,6
78,6
79,2
81
82,2
84
84
85,8
88,2
88,8
89,4
93
93,6
94,2
94,2
94,8
97,2
98,4
99
101,4
103,2
103,2
103,8
106,8
108,6
112,2
176,4

Taxa de
crescimento
0,615
0,611
0,614
0,584
0,564
0,53
0,528
0,524
0,513
0,51
0,494
0,494
0,485
0,471
0,469
0,465
0,447
0,444
0,442
0,442
0,439
0,427
0,422
0,42
0,41
0,402
0,402
0,4
0,39
0,383
0,37
0,236

A média do TG das amostras foi de 92,14 min. Ainda que nao tenha sido

possivel observar associagdo significativa (p=0,9963) entre espécime no qual a

amostra foi isolada e o seu TG, observa-se que amostras isoladas de secrecao

orofaringea tiveram menor TG (81,6 min), seguido de esperma e urina (86,8 min),

secrecdo vaginal (94,8 min) e por fim, sangue e secrecdo uretral (102 min). Com

relacdo a producdo de biofilme, entre as 20 amostras fortes produtoras, 11 (55%)

apresentaram o tempo de geracdo menor do que o valor médio (92,14 min), enquanto

das 11 amostras produtoras moderadas, sete (63,6%) apresentaram valores menores
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que a média (p=0,217). Avaliando o tempo de geracdo das amostras em funcéo de
seus tipos capsulares, ndo foi possivel observar associacdes significativas (p=0,35).
No entanto, foi visto que amostras dos tipos Ib, IV e Ill, apresentaram as menores
médias de TG.

O efeito da glicose na cinética de crescimento das amostras foi avaliado em
concomitancia com o monitoramento do crescimento em THB. A figura 8 mostra o
crescimento comparativo das amostras em THB e THB-G. Observa-se que a partir de
5 h de incubacéo, a densidade bacteriana das amostras cultivadas em meio THB-G
foi tornando-se visualmente maior do que das amostras cultivadas em THB, e a partir
de 6h, esta diferenca tornou-se significativa (p<0,05). Além disso, observa-se
crescimento continuo das amostras em THB-G até o fim do experimento (24 h),
enguanto que as amostras cultivadas em THB atingem estabilidade em torno das 5-
6h de incubacgéo, o que indica que a presenca de glicose oferece mais nutrientes ao

meio, permitindo a gera¢cdo de novas células durante mais tempo.

——THB-G sangue THB-G urina THB esperma THB sec vag
—#=THB-G sec uret —@—THB-G sec orof —+—THB sangue ——THB urina

——THB-G esperma ——THB-G sec vag —#—THB sec uret —&—THB sec orof
0,6

VALORES DE DOgyy,,
o o o
w N (6]

o
N

o
=

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T24
TEMPO (HORAS)

THB: caldo Todd-Hewitt; THB-G: caldo Todd-Hewitt acrescido 1% de glicose; sec vag:
secrecao vaginal; sec uret: secre¢do uretral; sec orof: secrecdo orofaringea

Figura 8: Cinética de crescimento das amostras oriundas de diferentes espécimes
clinicos, incubadas em THB e em THB-G
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Oito das 32 (25%) amostras analisadas se destacaram por apresentarem a
maioria dos fatores associados a viruléncia abordados nesse estudo (genes bac e/ou
bca, forte expressdo de B-H/C e de producédo de biofilme), assim como maior
capacidade de adaptacdo ambiental (TG abaixo da média de 92,1 min). Estas
amostras sao listadas na tabela 13. Todas as amostras pertencentes ao tipo capsular
Ib e ao grupo clonal 3 foram reunidas entre as amostras com maior potencial de

viruléncia.

Tabela 13: Amostras que reinem a maioria dos fatores associados a viruléncia e a
adaptacdo ambiental avaliados

Amostra Origem CPS bac bca B-H/C Biofilme TG (min) PFGE

996 Urina Ib + + Forte Forte 78,6 3
03 Sangue Ib + + Mod Forte 67,8 3

1006 Sec Vag [l + + Mod Forte 85,8 6
963 Sec Orof la - + Forte Forte 73,8 -
935 Sec Vag Ib + + Mod Forte 99

976 Sec Orof Ib + + Mod Mod 67,8

368 Urina v + - Mod Forte 71,4 13
253 Sec Vag v - - Forte Forte 89,4 13

CPS: tipo capsular; B-H/C: expressdo de beta-hemolisina/citolisina; TG: tempo de geracdo (em
minutos); PFGE: grupo clonal de PFGE; sec vag: secre¢do vaginal; sec orof: secre¢édo orofaringea;
Mod: moderada.
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5. DISCUSSAO

Este estudo buscou investigar o potencial de viruléncia de amostras de
Streptococcus agalactiae provenientes de diferentes espécimes e, também, verificar
se uma mesma cepa era capaz de colonizar e causar infeccdo em diferentes
individuos. Para tal, foram estudadas amostras oriundas de quadros infecciosos e de
colonizacéo, que apresentavam os tipos capsulares mais frequentes.

Na prética clinica, S. agalactiae possui importancia principalmente no contexto
das doencas neonatais; porém, também sdo relatados quadros infecciosos em
gestantes e individuos nao-gravidos. A eficacia da profilaxia antibiética intraparto em
gestantes se limita a doenca de inicio precoce e as parturientes que se encaixam no
quadro de riscos. Assim, outras maneiras de prevenir a doencga neonatal tém sido
estudadas como, por exemplo, o desenvolvimento de vacinas voltadas para as
gestantes. Os alvos vacinais precisam englobar as estruturas mais comuns de EGB;
portanto, € importante caracterizar as amostras e avaliar os fatores bacterianos mais
envolvidos no desenvolvimento dos quadros infecciosos.

A cépsula polissacaridica de S. agalactiae é uma das estruturas mais
estudadas por desempenhar um papel fundamental como fator de viruléncia e por ser
considerada o mais importante marcador epidemioldgico. A diversidade de tipos
capsulares tem sido utilizada como ferramenta para tipificar amostras, tanto em
estudos de prevaléncia de colonizacdo materna e de doenca neonatal, como fora do
contexto materno-infantil, especialmente em infeccdes invasivas de adultos néo-
gravidos. A partir da tipificacao capsular foi possivel estabelecer a prevaléncia global,
dos tipos capsulares, com destaque para la, Ib, Il, lll e V. Estes correspondem a 98%
dos tipos capsulares detectados, tanto na colonizacdo materna como em infec¢des
em neonatos e adultos, em todo o mundo (RUSSEL et al., 2017; DO NASCIMENTO
et al., 2019).

Diversos estudos apontam uma correlagdo entre o tipo capsular e a
patogenicidade da espécie. Por exemplo, o tipo Ill é tradicionalmente associado a
maioria dos casos de sepse e meningite na doenca neonatal tardia (PHARES et al.,
2008). Ja os tipos V e la s&o comumente associados a doengas invasivas em adultos
e infeccbes em mulheres gravidas, respectivamente (PHARES et al.,, 2008;

EDWARDS et al., 2011). Quanto a prevaléncia de cada tipo, diferencas geogréficas
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sdo observadas. No Brasil, segundo Dutra et al., (2014), os tipos I, la e Ib foram os
mais frequentes no Sudeste, enquanto que no Sul, destacaram-se os tipos la, Il e IV.
O tipo la predominou no Centro-Oeste, enquanto os tipos Ib e V foram os mais comuns
nas regioes Nordeste e Norte, este ultimo representado por pouquissimas amostras.
Observa-se uma falta de dados relacionados a regido Norte do pais, 0 que aponta a
necessidade de se realizar mais estudos nesta regido. A capsula também vem sendo
empregada como alvo para o desenvolvimento de vacinas; entretanto, a diversidade
dos tipos capsulares, assim como o fendbmeno de “capsular switching”, representam
estratégias de evasdo do sistema imune que podem dificultar o desenvolvimento de
vacinas. Portanto, é importante que a distribuicdo dos tipos capsulares seja
monitorada globalmente (SHABAYEK; SPELLERBERG, 2018).

Neste estudo, a técnica de PFGE, ferramenta robusta para avaliar a diversidade
genética das amostras, foi empregada para investigar se uma mesma cepa era capaz
de colonizar assintomaticamente e causar infeccdo em diferentes individuos; e
também para avaliar a diversidade genética entre amostras epidemiologicamente nao-
relacionadas que expressavam o0 mesmo tipo capsular. Péde-se observar maior
homogeneidade entre amostras pertencentes aos tipos capsulares la, Ib e IV, e maior
heterogeneidade entre amostras dos tipos I, lll e V. Skjaervold et al. (2004)
observaram homogeneidade no perfil de PFGE para as amostras dos tipos Ib, lll e V,
e heterogeneidade para amostras dos tipos la, Il e IV. J& o estudo de Palmeiro et al.
(2010) relataram perfis de PFGE similares entre amostras dos tipos la, 1V, and V,
engquanto amostras dos tipos Ib, Il e [ll mostraram maior heterogeneidade. Pillai et al.
(2009) também relataram maior heterogeneidade nesses tipos capsulares, e
destacaram o tipo V como o mais homogéneo.

Entre amostras do tipo la e do tipo Ib, foi observado que uma mesma cepa
estava envolvida em colonizacao e infeccdo. Também foram observadas amostras do
tipo IV ou do tipo V, de origens diferentes, alocadas em um mesmo grupo clonal. Um
mesmo tipo capsular pode estar envolvido com a colonizagdo em alguns individuos, e
com processos infecciosos em outros, o que enfatiza a complexidade da interacao
EGB-hospedeiro (FURFARO et al., 2018). Amostras com o mesmo perfil de PFGE,
porém obtidas de localizagdo geografica e/ou anatdbmica diferentes, sugerem a

disseminagéo de algumas cepas especificas (MANNING, 2003; PILLAI et al., 2009).
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Estudos sugerem uma significativa relacdo clonal entre amostras isoladas de
gestantes e recém-nascidos, assim como entre gémeos e entre parceiros sexuais
(EDWARDS et al., 2011), e destacam o potencial do EGB em fazer a transicao de
colonizador assintomatico a patdgeno invasivo (YANG et al., 2012; ARMISTEAD et
al., 2019). Neste estudo, uma amostra do tipo capsular Ib foi isolada de secrecéo
orofaringea de um individuo ndo-gravido. Acredita-se que a coloniza¢do orofaringea
por EGB entre 0s adultos jovens aconteca pela transmisséo a partir do contato sexual
(VAN DER MEE-MARQUET et al.,, 2008). Outro fato que merece destaque € a
distancia cronoldégica entre duas amostras do tipo Ill, geneticamente idénticas,
isoladas de sangue de recém-natos em um espaco de tempo de 14 anos. Tal achado
corrobora a possivel da circulacdo de cepas especificas por longos periodos.

Outro aspecto avaliado neste estudo foi o potencial de viruléncia das amostras.
Além da capsula polissacaridica, uma série de proteinas presentes na superficie das
células de EGB, como a proteina C, constitui importantes fatores de viruléncia. Dessa
forma, foi feita a investigacdo dos genes que codificam as porc¢des alfa, codificada
pelo gene bca, e beta, codificada pelo gene bac, da proteina C. Estas estruturas,
segundo a literatura, sao fatores de viruléncia envolvidos na invaséo celular e evaséo
do sistema imune, respectivamente. De acordo com Pietrocola et al. (2018), a proteina
C alfa € predominantemente expressa em amostras pertencentes aos tipos capsulares
la, b e I, e raramente expressa por amostras do tipo Ill. Neste estudo foi observada
associacao significativa entre bac e bca e o tipo capsular Ib. Ao avaliar esta
amostragem em conjunto com amostras de um estudo anterior, aqui chamadas de
grupo externo, foi possivel observar que o gene bca foi significativamente associado
as amostras oriundas de colonizacao. Este dado esta de acordo com outros estudos,
gue mostram que amostras de colonizagéo albergam o gene bca em maior frequéncia
gue aquelas oriundas de sitios de infeccdo (MANNING et al., 2006; DUTRA et al.,
2014).

A beta-hemolisina/citolisina (B-H/C), codificada pelo operon cylE, esta
associada a lesdo tecidual e disseminagdo sistémica (BOBADILLA et al.,, 2021),
contribuindo para transicdo da colonizacdo para quadros invasivos. A maioria das
amostras de EGB produz B-H/C e a hiperproducdo dessa toxina € associada aos
casos mais graves de infecgdo, como meningite em recém-nascidos, pneumonia e
sepse (SIGGE et al., 2008; WHIDBEY et al., 2013; ROSA-FRAILE et al., 2014). Ainda
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gue haja a associacédo entre tipos capsulares e quadros invasivos em neonatos ou em
adultos ndo-gravidos, nenhum tipo capsular tem se mostrado significativamente
associado a hiperproducéo de B-H/C e a sobrevivéncia de EGB no meio intracelular
(CUMLEY et al., 2012; LUPO et al.,, 2014). Nesse estudo também nao houve
associacao entre amostras fortes produtoras de 3-H/C e o tipo capsular, porém foi
observada uma tendéncia, ainda que né&o significativa, entre o tipo capsular Il e a fraca
producao de 3-H/C.

Whidbey et al. (2013) demonstraram que a B-H/C promove a invasdo das
células epiteliais amnidticas humanas contribuindo para penetragdo bacteriana na
placenta e corioamnio humanos. Além de sua atividade invasiva, B-H/C induz
apoptose, recruta neutrofilos e estimula a liberacdo de citocinas. A colonizacao vaginal
por EGB em gestantes é a primeira etapa critica na patogénese da doenca neonatal
invasiva (RANDIS et al.,, 2014). Randis et al. (2014), usando um modelo de
colonizagao vaginal em murinos, observaram uma vantagem competitiva significativa
no estabelecimento e persisténcia da colonizag¢do vaginal in vivo para amostras de
EGB que expressam B-H/C. Além disso, destacam que estudos anteriores
(OVERMAN et al., 2002; GUPTA; BRISKI, 2004) demonstraram que a grande maioria
das amostras de EGB oriundas de mulheres gravidas sdo hemoliticas.

No presente estudo foi observada uma tendéncia, ainda que nao significativa,
de producédo forte de B-H/C entre amostras isoladas de sitios de colonizacédo e
producdo moderada entre amostras de sitios de infec¢cdo. Entre as amostras
provenientes de secrecdo vaginal de gestantes foi observada a producao forte ou
moderada dessa toxina em oito das nove amostras estudadas. Isto pode estar
relacionado a potencial capacidade de transicdo do estado de colonizacdo para
infeccdo, onde a ascensdo bacteriana pode levar a invasdo da placenta e
contaminacao do feto, e gerar quadros graves no recém-nascido. Ainda que haja, na
literatura, a relagéo entre a hiperprodugéo de B-H/C e quadros infecciosos, no estudo
de Gendrin et al. (2018) foram encontradas amostras de EGB ndo hemoliticas que se
mantém virulentas, destacando o papel de outros fatores de viruléncia. Ademais,
Sagar et al. (2013) demonstraram que a auséncia da expressdao de [B-H/C em
amostras de EGB poderia permitir que as bactérias sobrevivessem em maior nimero
dentro de fagdécitos, uma capacidade que pode ser benéfica em certos estagios das

infeccdes por S. agalactiae, possibilitando o escape do sistema imune.
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Alguns estudos relataram a importancia da toxina B-H/C na patogénese das
infec¢Bes do trato urinério (ITU) e demonstraram que a agressao, inflamacao, e a
persisténcia de S. agalactiae na bexiga, sdo mediadas por 3-H/C (LECLERCQ et al.,
2016; SULLIVAN et al., 2017). S. agalactiae é responsavel por aproximadamente 2—
3% de todas ITU, podendo causar diferentes quadros clinicos, como bacteridria
assintomatica, cistite e pielonefrite. A prevaléncia de ITU por EGB aumenta quando
se tratando de mulheres, idosos e pacientes imunocomprometidos (SCHUAB et al.,
2015). Neste estudo, todas as amostras isoladas de urina foram produtoras fortes ou
moderadas de B-H/C.

Outro determinante de viruléncia estudado foi a capacidade de producéo de
biofilme por EGB. Rosini e Margarit (2015) destacaram a importancia da formacao de
biofiilme em infec¢cbes persistentes, facilitando a sobrevivéncia e proliferacédo
bacteriana e aumentando a resisténcia as defesas do hospedeiro e aos
antimicrobianos. As variagcdes das condi¢bes ambientais observadas na maioria dos
estudos incluem: concentracdo de glicose, pH e porcentagem de CO2 no meio.
Miranda et al. (2018) apontaram a importancia do pH acido na maior expressao de
adesinas que contribuem para a formacéo do biofilme. Previamente, Park et al. (2012)
demonstraram que o sistema de dois componentes CovRS e o pH neutro do meio
poderiam agir como importantes fatores reguladores de adesdo do EGB a proteinas
de matriz extracelular e superficies abibticas. Outros estudos (KAUR et al., 2009;
BORGES et al., 2012) também observaram maior producéo de biofilme em condicdes
de pH neutro.

A variabilidade intrinseca das diferentes amostras e sua capacidade de
sobreviver no ambiente 4cido podem explicar discrepancias (ALVES-BARROCO et
al., 2020). Sendo assim, amostras isoladas de diferentes espécimes, provenientes de
infeccdo ou de colonizac&do, podem apresentar capacidade variavel de producédo de
biofilme. Alvim et al., (2019) sugerem que a variacdo dos niveis de pH pode ter um
impacto na colonizagdo de diferentes sitios anatdbmicos. Por exemplo, na vagina
humana saudavel os niveis de pH estdo geralmente em torno de 4, enquanto que em
condicao de disbiose o pH esta entre 6 e 7. Ho et al. (2013) apontam que em pH
vaginal fisiolégico a sobrevivéncia e a producgéo de biofilme por EGB sao favorecidas,
0 que estimula a colonizacdo da vagina e aumenta o risco de vaginose e de infeccéo

neonatal. Nie et al. (2018) afirmam que a producéo de biofilme é intensificada em pH
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acido e pode contribuir para a colonizacéo e persisténcia vaginal favorecendo, dessa
forma, a transmissdo para neonatos.

Nesse estudo, a capacidade de producao de biofilme foi avaliada no meio THB
(pH 7,8 +/- 0,2) acrescido de 1% de glicose; portanto, a acidificacdo do meio ocorreu
devido aos produtos do metabolismo do carboidrato. Em relacdo a origem das
amostras, foi observada uma tendéncia, ainda que nao significativa, de maior
producdo de biofilme por aquelas isoladas de sitios de infeccdo. Em destaque, as
amostras de urina foram todas fortes produtoras de biofilme. D’'Urzo et al. (2014)
encontraram maior frequéncia de amostras fortes produtoras entre amostras oriundas
de sitios estéreis de neonatos, em comparagdo com amostras provenientes de sitios
de colonizacao. Outro estudo (NIE et al., 2018) descreve que amostras provenientes
de quadros invasivos foram mais propensas a forte producédo de biofilme do que as
amostras isoladas de pacientes com quadros néo invasivos, sugerindo a acéo de
outros fatores de viruléncia relacionados a maior capacidade de produzir biofilmes que
ainda nao foram totalmente elucidados. Em contraste, Kaur et al., (2009) observaram
maior producdo de biofilme entre amostras de EGB isoladas de pacientes
assintomaticos, principalmente entre amostras de secrecdo vaginal, em comparacdo
com pacientes sintoméaticos.

A producdo de biofilme tem sido associada, entre outros fatores, a expressao
da cépsula polissacaridica. Xia et al. (2015) destacam que a capsula de EGB é
necessaria para a formacéao de biofilme na presenca de plasma humano. Shabayek e
Spellerberg (2018) complementam que o baixo pH e a presenca de plasma aparecem
como fatores ambientais cruciais de regulacdo da expressdo de estruturas da
superficie bacteriana, como os pili e a capsula, envolvidas na producédo de biofilme.
Nesse estudo, a forte producgéo de biofilme foi observada entre as amostras do tipo IV
e na maioria das amostras dos tipos Il, Ib e Ill. Kaur et al., (2009) observaram maior
producdo de biofilme entre amostras do tipo la, seguido pelos tipos Ib, 1l e V. J& Ho
et al. (2013) encontraram maior producéo de biofilme entre amostras dos tipos Il e V.
Outro estudo observou que amostras do tipo Il e V foram fortes produtoras de biofilme
em condi¢des acidas, e destacou a maior producao de biofilme por amostras do tipo
[, pertencentes ao clone hipervirulento ST17 (D’URZO et al., 2014).

A diversidade de manifestagdes clinicas causadas por EGB reflete uma
adaptabilidade eficiente das bactérias aos diferentes sitios anatdmicos no hospedeiro
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(OTAGUIRI et al., 2013). Sendo assim, este estudo também buscou avaliar o “fitness”
in vitro, ou seja, a capacidade do microrganismo de sobreviver, se replicar e se adaptar
as condi¢cbes ambientais (como a presenca de glicose e o pH do meio) (BHATTER et
al., 2012). Nesse estudo foi observado que amostras oriundas de colonizacao
cresceram mais rapidamente, nas primeiras horas da curva, que amostras oriundas
de quadros infecciosos. Existem poucos estudos in vitro que avaliam a cinética de
crescimento de EGB sob oOtica da patogénese. E importante investigar as
caracteristicas do crescimento bacteriano acerca da instalacdo dos processos
infecciosos e esclarecer os possiveis mecanismos subjacentes responsaveis pela
relacdo complexa parasita-hospedeiro (MALIN; PAOLETTI, 2001).

O estudo de Johri et al. (2005), utilizando células epiteliais respiratérias
polarizadas, demonstrou que o crescimento mais acelerado das amostras auxiliou na
translocacdo de EGB nas barreiras celulares, e destacou a importancia de um
ambiente rico em nutrientes e niveis amplos de oxigénio nesse processo. Van der
Mee-Marquet et al. (2006) sugeriram que cepas lisogénicas de S. agalactiae podem
possuir diversos fatores de aptidao (“fitness”) que propiciam a atividade metabdlica e
0 crescimento bacteriano. Estes autores observaram que amostras envolvidas em
infec¢des invasivas em neonatos possuiam caracteristicas de crescimento, producao
de enzimas e niveis de producdo capsular mais exacerbadas do que amostras que
nao causavam doenca invasiva. Por outro lado, um estudo utilizando amostras de
Streptococcus oralis encontrou maior taxa de crescimento em amostras nao e/ou
minimamente invasivas, e crescimento mais lento em amostras altamente invasivas
(CORCUERA et al., 2013).

Observou-se nesse estudo que a adicdo de glicose ao meio promoveu um
aumento continuo na populagcdo bacteriana, enquanto que no meio de cultura sem
glicose, a densidade torna-se estavel apds 5-6 h de incubacao. Silvestre et al. (2020)
observaram aumento na densidade bacteriana de amostras cultivadas em THB
suplementado com 1% de glicose em pH 7,6 em comparagéo com pH 4,5, e destacam
gue modifica¢des de pH induzida pela presenca da glicose podem ser suficientes para
maior taxa de crescimento e produgéo de biofilme. Outro estudo (D’URZO et al., 2014)
também observou aumento na densidade bacteriana, tanto em meio de cultura com
pH acido quanto em meio suplementado com glicose em pH neutro. Em contraste,

Malin e Paoletti (2001) relataram que a invaséo por EGB estaria associada ao menor
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tempo de geracdo nas amostras, pertencentes ao tipo capsular Ill, em ambiente
limitado de glicose.

Nos ultimos anos tém sido realizadas abordagens de avaliacdo global do
potencial de viruléncia de EGB. Neste estudo, néo foi possivel observar diferencas
significativas no tempo de geragcdo das amostras que produziam biofilme forte ou
moderadamente. Corroborando com esse resultado, outros estudos (D'URZO et al.,
2014; NIE et al., 2018) analisaram a taxa de crescimento das amostras de EGB
submetidas a diferentes condi¢cées no meio de cultura, e destacaram que nao foram
encontradas diferencgas significativas na taxa de crescimento de amostras produtoras
fortes, fracas ou ndo produtoras de biofilme. Yang et al. (2012) sugerem que a
sobrevivéncia de EGB pode ser duradoura a partir do crescimento em biofilme. Estes
autores destacaram que a capacidade de EGB colonizar persistentemente pode ser
dependente tanto da producéo de biofilme, quanto da expressédo génica altamente
coordenada.

Outro aspecto analisado foi o tempo de geracdo em funcdo dos tipos
capsulares. Hooven et al. (2017) encontraram que 75% dos genes envolvidos no
“fitness” de EGB estavam envolvidos na biossintese da capsula polissacaridica.
Nesse estudo, foi visto que amostras dos tipos Ib, IV e Il apresentaram as menores
médias de TG, enquanto que na cinética de crescimento, os tipos la, Il e lll
apresentaram a maior densidade celular nas primeiras 3h, com inclusao do tipo Ib a
partir de 4h. Ross et al. (1999) observaram, entre amostras dos tipos capsulares la, I1b
e Ill, um aumento na producao de capsula de acordo com o menor TG das amostras,
demonstrando um papel regulatério por meio da taxa de crescimento. D’'Urzo et al.
(2014) destacam maior densidade bacteriana em amostras pertencentes ao tipo lll,
principalmente pertencentes ao ST-17, e também em amostras dos tipos V e la.

Neste estudo observa-se a ocorréncia de amostras que apresentaram todos ou
a maioria dos fatores associados a viruléncia avaliados, pertencentes a poucos clones
e oriundas de sitios de colonizacdo e de infeccdo. Tais achados demonstram a
versatilidade de EGB, em que uma mesma cepa é capaz de colonizar ou infectar
diferentes individuos. O fato de albergar genes e/ou de expressar moléculas ou
mecanismos que auxiliam na colonizacgéo e invasao de barreiras epiteliais, na evasao

do sistema imune, na persisténcia e na maior adaptacdo ao hospedeiro, observado
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em um grupo bastante representativo de amostras, ilustra a potencialidade desta

espécie como patdogeno humano.

6. CONCLUSOES

v' Foram observadas amostras idénticas, isoladas de espécimes associados a
infeccdo e a colonizagdo, bem como a circulagdo de uma mesma cepa na
regiao por longos periodos;

v" Foi observada associacdo significativa entre os genes bac e bca e o tipo
capsular Ib, assim como entre o gene bca e amostras oriundas de colonizacéo;

v Nao se observou associagao significativa entre a expressado de B-H/C e a
origem das amostras ou o tipo capsular. Entretanto, observou-se forte ou
moderada expressao de B-H/C na maioria das amostras de secrecédo vaginal.
Amostras oriundas de sitios infecciosos, em sua maioria, apresentaram um
padrao moderado de expressao de B-H/C;

v" Observou-se que amostras isoladas de urina, em sua totalidade, apresentaram
forte producéo de biofilme, independentemente do tipo capsular;

v' Amostras oriundas de sitios de colonizacdo se adaptaram mais rapidamente
ao meio, o que pode ser comprovado pelo crescimento significativamente mais
rapido em comparacdo com amostras oriundas de sitios infecciosos;

v O tempo de geracdo médio foi 92 min, ndo sendo observadas diferencas
significativas em funcao da origem das amostras nem dos tipos capsulares;

v A adicao de glicose ao meio de cultura favoreceu o crescimento continuo das
amostras até o fim do ensaio de cinética de crescimento, entretanto ndo se
observou diferenca na performance das amostras em funcao de sua origem de
isolamento;

v' Cerca de ¥4 das amostras destacaram-se por albergar e/ou expressar todos ou
a maioria dos determinantes de viruléncia abordados nesse estudo e
apresentar menor tempo de geracdo, em destaque as amostras do tipo

capsular Ib.
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Cps: tipo capsular; Clin: clindamicina; Eri: eritromicina; Tet: tetraciclina; B-H/C: beta-hemolisina/citolisina; TG: tempo de geracdo; RN: recém-nascido; G:
gestante; F: sexo feminino; M: sexo masculino; Sec: secrecdo; Orof: orofaringea; Uret: uretral; S: sensivel; R: resistente; I: resisténcia intermediéria; pos:
positivo; neg: negativo.



