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Resumo

Streptococcus agalactiae, conhecido como Estreptococo beta-hemolitico do grupo B (EGB), é
classificado por diferencas capsulares que podem variar em dez sorotipos, alguns responsdveis por
infec¢Ges materno-infantis sérias e debilitantes ou podendo ainda levar ao 6bito. O EGB pode ocasionar
também, infeccdes graves em adultos e idosos. OBJETIVO: Descrever e analisar o perfil epidemiol6gico
dos sorotipos prevalentes de Streptococcus agalactiae, provenientes de infec¢do em recém-nascidos
(RN), do Centro de Atenc¢do Integral 4 Saide da Mulher (CAISM /UNICAMP) e casos de infec¢do por
EGB de diversos materiais do Hospital de Clinicas da Unicamp (HC UNICAMP) e de sete laboratérios
que prestam servicos a outros hospitais maternidade na cidade de Campinas SP e regido. METODOS:
Estudo transversal laboratorial realizado, no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2010. As cepas de
EGB foram triadas por provas laboratoriais manuais padronizadas, ou por automacdo microbioldgica,
Vitek®2 (BioMeriéux). A seguir foram tipadas por PCR, utilizando sucessivamente primers especificos
para espécie e para nove sorotipos de Streptococcus agalactiae. RESULTADOS: Durante os anos de
2007 e 2008 o programa de triagem materna do CAISM coletou 2.022 amostras de secre¢do retovaginal
com média de 20,5% de positividade. Entre janeiro de 2007 a dezembro de 2010, foram selecionadas 120
amostras de EGB, isoladas de pacientes do HC UNICAMP, de diferentes materiais: urina (72,5%),
sangue (hemocultura) (15,8%), secrecdo de feridas e abscessos (4,1%), liquor (2,5%), secrecdo ferida
cirtrgica (1,6%), outras secrecdes (3,3%). Foram também selecionados, entre setembro de 2008 a
setembro de 2009, 383 amostras de EGB isolados por laboratdrios que prestam servico a hospitais-
maternidade de Campinas e regido em: urina (54,3%), secrecdo retovaginal (37,8%), esperma (3,4%),
sangue (2,3%), secrecdes gerais (1,8%) e liquor (0,2%). Foram avaliados, por andlise molecular os
sorotipos de 70 destas amostras, sendo 22 isoladas de sangue, 5 de liquor e 43 de outros materiais
clinicos, escolhidos aleatoriamente, revelando a predominancia do sorotipo tipo V (61,4%), seguido pelo
tipo Ia (24,3%), tipo III (10,0%), tipo Ib (2,8%) e o tipo IV (1,4%). Dentre as amostras analisadas apenas
seis eram provenientes de processos infecciosos em RNs do CAISM, sendo 1, 2,1 e 2 casos,
respectivamente para cada ano, de 2007 até 2010, estimando-se para este periodo uma incidéncia média
0,55 casos de EGB por 1.000 nascidos vivos. Apenas mais um caso de RN foi isolado no Hospital
Estadual de Sumaré no ano de 2009. Entre esses sete casos de RN, em dois foram encontradas amostras
pareadas de mie-filho. Nas amostras de RNs houve predominéncia do sorotipo V com 42,8%, seguido
pelo tipo III e Ia com 28,5% cada um, nas amostras das duas mies foram encontrados os mesmos
sorotipos de seus recém-nascidos. CONCLUSOES: O niimero de amostras obtidas de recém nascidos foi
abaixo do esperado, possivelmente em conseqiiéncia da eficiéncia do programa de triagem e profilaxia
materna do EGB, ndo podendo ser excluida a possibilidade de limitagdes dos recursos laboratoriais
utilizados. Os sorotipos encontrados sdo os mais prevalentes na literatura mundial e associados a maior
viruléncia. A técnica de PCR revelou ser muito 1util para estudos epidemioldgicos e de elevada

especificidade.

Palavras-Chave: Infeccdo, meningite, sepse, mortalidade perinatal, tipagem molecular.
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Abstract

Streptococcus agalactiae, also known as beta-hemolytic streptococcus group B (GBS), is classified by
capsular differences that can vary in ten serotypes, some responsible for maternal and infant debilitating
or serious infections and can even lead to death. The GBS can also cause, serious infections in adults and
elderly. OBJECTIVE: To describe and analyze the epidemiology of prevalent serotypes of Streptococcus
agalactiae, isolated from newborns (NB), from the Center for Integral Attention to Women's Health
(CAISM / UNICAMP) and cases of GBS infection of various materials from Hospital de Clinicas,
Unicamp (HC UNICAMP) and seven laboratories that provide services to other maternity hospitals in
Campinas, Sdo Paulo, Brazil and region. Methods. It was a cross-sectional laboratory study conducted
in the period from January 2007 to December 2010. GBS strains were screened by standard manual
microbiological laboratory tests, or by automation by Vitek ® 2 (bioMérieux). Following, they were
typed by PCR, using specific primers for species and nine serotypes of Streptococcus agalactiae.
RESULTS: During the years of 2007 and 2008 the CAISM maternal screening program collected 2,022
rectovaginal secretion samples with an average of 20.5% positivity. From January 2007 to December
2010, were selected a total of 120 GBS strains isolated at the HC UNICAMP as follows: urine
(72.5%) blood (15.8%), secretion from wounds and abscesses (4.1%), cerebrospinal fluid (2.5%),
wound secretion (1.6%) and other secretions (3.3%). From September 2008 to September 2009, were
also selected 383 samples of GBS isolated by laboratories that provide service for maternity hospitals of
Campinas region as follows: urine (54.3%), rectovaginal secretion (37.8%), sperm (3.4%), blood (2.3%),
general secretions (1.8%) and cerebrospinal fluid (0.2%). Of these samples 70 strains were evaluated by
molecular typing analysis, 22 isolated from blood, 5 from cerebrospinal fluid and 43 randomly selected
isolates from other clinical materials, revealing the predominance of serotype V (61.4%), followed by
serotype Ia (24.3%), serotype III (10.0%), serotype Ib (2.8%) and serotype IV(1.4%). Among the 70
samples, six were from newborns of CAISM with infectious processes, with 1, 2, 1 and 2 cases occurred
respectively in  each year from 2007 to2010. For this period were estimated an average
incidence of 0.55 cases of GBS for 1,000 born alive. Only one additional case of NB infection was
isolated in the Hospital Estadual de Sumaré in 2009. Among these seven cases of NB infections, for
only two were found paired EGB isolates from mother and newborn. In the NB samples was found
predominantly the serotype V ( 42.8%), followed by type Ia and III with 28.5% for each, and in two
samples of mothers were found the same serotype of their newborns. CONCLUSIONS: The number
of samples of newborns was lower than expected, possibly due to the efficiency of the maternal GBS
screening program and prophylaxis, but can not be excluded the limitations of laboratory resources
used. The founded serotypes are the most prevalent in the literature and associated with increased
virulence. The PCR technique has proved to be very useful for epidemiological studies and a have a high

specificity.

Keywords: Infection, meningitis, sepsis, perinatal mortality, molecular typing.
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Introducao
1. Importancia clinica

Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do Grupo B (EGB) € uma bactéria
cocoide, gram-positiva de potencial invasivo, especialmente no periodo perinatal,
envolvendo recém-nascidos, mulheres gravidas ou no pds-parto e, mais recentemente,
em pacientes idosos e em casos de infec¢do hospitalar (1,2). Em adultos pode causar
desde quadros clinicos leves, como infec¢ao vaginal e urindria, a infec¢des graves como
celulite e fasciite. Na gravidez, pode causar endometrite puerperal, amnionite, sendo de
maior relevancia os quadros de septicemia e meningites no neonato, além da ocorréncia
de partos prematuros ou nascimento de criangas a termo com baixo peso corporal (3-6).

Na década de 90, foi verificado um aumento na detec¢do de Streptococcus
agalactiae como agente etioldgico de infeccdes em mulheres ndo gravidas e homens
com condi¢des debilitantes, como portadores de cancer e diabetes mellitus ou acima dos
60 anos (6 7,8). O aumento das taxas de doencas por EGB em adultos nao gravidos
pode ser atribuido, em parte, ao crescimento da populacdo de adultos com uma maior
expectativa de vida em decorréncia dos avangos da medicina (2).

Ja a doenca em recém-nascidos (RN) segue dois padrdes, denominados de
doenca de inicio “precoce” e “tardio” (9,10). A doenga precoce inicia-se durante os
primeiros sete dias de vida; o microrganismo ascende ao utero, antes do parto, através
de membranas fetais rompidas quando a crianca deglute ou aspira liquido contendo a
bactéria ou durante a passagem através do canal do parto colonizado pela bactéria
(9,10). A infeccao de inicio tardio € evidenciada de sete dias a trés meses apds o
nascimento sendo a bacteremia associada com meningite uma apresentacdo clinica
predominante (9,10).

Aproximadamente 25% dos casos de doenca de inicio precoce, ocorrem em
criancas prematuras (6,11-13). Geralmente, na doenga tardia, a crianca adquire o micro-
organismo no momento do parto ou no contato materno dos primeiros dias de vida,
porém, na doenca tardia, apenas em 50% dos casos as maes carreiam o EGB do mesmo
sorotipo que o presente no neonato. H4 descricdo de doencga de inicio tardio em criangas
cuja mae teve o EGB isolado no leite materno, sugerindo ser também uma fonte de
contaminagcdo para a crianga (14). A ocorréncia de sindrome tardia de origem

nosocomial também j4 foi descrita (11).
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As formas clinicas em recém-nascidos abrangem a sepse, osteomielite, artrite
séptica, pneumonia e meningite, podendo acarretar seqiielas neuroldgicas, visuais e
auditivas graves em 15% a 30% dos nascidos acometidos, ou podendo levar ao 6bito
(10).

As gestantes sdo colonizadas pelo EGB na vagina ou no reto variando as
casuisticas entre 10% a 30% (9,10). Na auséncia de qualquer interven¢do, estima-se que
1% a 2% dos recém nascidos de maes colonizadas desenvolve doenca precoce por EGB
(10). A letalidade da doenga diminuiu 50% na década de 1970 para 4% a 6% nos
ultimos anos, principalmente devido aos protocolos de triagem, antibiticos profilaxia e
avancos no cuidado neonatal (1,10)

Em 1996, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) publicou
diretrizes para a prevenc¢do de infeccdo estreptocdcica do grupo B no periodo perinatal
(15). As normas foram atualizadas e republicadas em 2002 pelo CDC padronizando a
triagem de mulheres gravidas para deteccdo de colonizacdo pelo EGB entre a 35* e 37°
semanas de gestacdo, indicando profilaxia antibidtica, nas infectadas, durante o trabalho
de parto (12). Os antibidticos utilizados na profilaxia sdo a penicilina ou ampicilina, em
casos de alergia a estas drogas, eritromicina ou clindamicina (12).

O aparecimento, em diferentes paises, de cepas de EGB resistentes (12),
aumentou a busca por alternativas na prevengdo (12,16). Assim, em junho de 2009, o
CDC reavaliou as estratégias de prevencdo com base em dados coletados apds a
emissdo de Diretrizes de 2002, dando novas orientacdes, referentes ao uso racional dos
antibidticos, triagem de urina e metodologias laboratoriais (10).

Na auséncia do licenciamento de uma vacina, a triagem universal e a profilaxia
antibidtica continuam a ser os pilares da prevengdo da doenca (10). As recomendagdes
de prevencdo ao EGB nos EUA resultaram em um declinio na incidéncia de casos da
doenca precoce em recém nascidos de 1,7 casos por mil nascidos vivos na década de

1990, para cerca de 0,34 casos por mil nascidos vivos em 2008 (10).

2. Aspectos microbiolégicos dos Streptococcus

O Streptococcus € um género de bactérias gram-positivas, ou seja, se colorem de
roxo quando submetidas 4 técnica de coloragdo de Gram, por terem uma camada
peptidioglicano maior que a lipoprotéica em sua parede celular. Estdo dispostas em
forma de cocos que se dividem em apenas um plano, formando cadeias curtas ou longas

(11 13,17).
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Nao produzem a enzima catalase, sendo, portanto, catalase negativos, uma
distingdo importante em relacdo aos Staphylococcus que sdo cocos agrupados onde a
maioria € catalase positiva. Algumas espécies possuem cépsula na fase de crescimento
logaritmo e estaciondria. Entre os sistemas de nomenclatura desenvolvidos para os
estreptococos, destacam-se aqueles baseados em suas caracteristicas hemoliticas, que é
a capacidade que algumas bactérias t€ém de romper as hemdcias de varios mamiferos e
de acordo com o tipo de lise celular, a mesma pode ser considerada, beta, alfa ou gama
hemolitica. No caso das beta-hemoliticas ocorre uma lise total das hemacias, as alfa-
hemoliticas produz uma lise parcial e as gama-hemoliticas ndo produzem lise em
hemécias (11 13,17).

Todos os estreptococos sdo aerdbios preferenciais e anaerdbios facultativos. Sao
bactérias que produzem principalmente dcido latico como produto final da fermentacdo
(13,17).

Streptococcus agalactiae, também conhecido como Estreptococo beta-
hemolitico do grupo B (EGB), € um microrganismo invariavelmente capsulado.
Existem varias formas de identificacdo desta espécie, sendo a primeira triagem realizada
através da inoculacdo da bactéria suspeita em agar sangue de carneiro (16). Muitas
vezes a hemolise é discreta, detectada somente apds da retirada da colonia do meio de
cultura com sangue. As caracteristicas microscopicas ap0s a coloracao de Gram, o teste
da hidrdlise do hipurato e o teste de CAMP sdo os testes que permitem identificar
presuntivamente o Streptococcus agalactiae (17).

O Streptococcus agalactiae foi reconhecido inicialmente como uma bactéria
comensal no ser humano e causador de mastite bovina no gado, contaminando o leite e

seus derivados, sendo posteriormente relacionado a patologia humana (16).

3. Classificac¢ao soroldgica dos Streptococcus beta-hemoliticos

A producdo de hemolise ndo € suficiente para distinguir os estreptococos, sendo
assim, Rebecca Lancefield em 1933 desenvolveu um método sorolégico para a distingdo
dos estreptococos com beta-hemdlise (7, 11, 18,19).

A classificacdo dos estreptococos nesses grupos soroldgicos baseou-se nas
caracteristicas antigénicas de um polissacarideo de composicdo varidvel chamado
carboidrato C, localizado na parede celular e detectado por diferentes técnicas
imunoldgicas. Tomando por base esse polissacarideo, os estreptococos foram divididos

em grupos soroldgicos, designados por letras maidsculas do alfabeto, denominados
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grupos de Lancefield: A, B, C, E, F, G, H e K. Nos grupos D e N estes antigenos sio
acidos teicoicos, localizando-se entre a parede e a membrana celular (7, 11, 18,19).
Esse método de identificacdo foi amplamente aceito e utilizado para a

identificacao dos estreptococos beta-hemoliticos. (11)

4. Classificac¢ao sorologica dos Streptococcus agalactiae

Somente no inicio da década de 30, apos Rebecca Lancefield ter desenvolvido
seu método de tipagem para os estreptococos hemoliticos, foi que, se diferenciaram
estreptococos do grupo B do estreptococo do grupo A, que sd@o importantes causadores
de infec¢des em humanos. (11).

O EGB pode ser subclassificado em sorotipos de acordo com diferencgas
antigénicas de um polissacarideo de composi¢do varidvel, localizado na regido externa
da parede celular e diferente do carboidrato C de Lancefield (10 13,17).

Existem dez sorotipos capsulares distintos (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII)
(17), sendo o mais novo IX, descrito em 2007 por Slotvet, H e colaboradores (20).

A variabilidade sorotipica capsular esta relacionada com a organizacdo de quatro
compostos fundamentais: Glucose, Galactose, N-Acetil-glucosamida e Acido Neuro—
Acetil-Neuramicina (Acido Sidlico) que formam a cdpsula do microrganismo. Portanto
diferentes combinacdes desses compostos levam aos diferentes tipos de cépsula
encontrados em EGB. (21-23)

A conformagdo bioquimica de cdpsula do EGB também estd presente na
superficie de membranas celulares de mamiferos, confundindo o sistema imunolégico e
proporcionando uma camuflagem extremamente eficiente, que age impedindo o
reconhecimento e a fagocitose do EGB pelas células do hospedeiro. Cepas de EGB ndo
capsuladas, raramente causam doengas em humanos e sido facilmente removidas pelo
sistema imunolégico. (24).

Fatores microbiolégicos e imunolégicos, como o sorotipo de EGB, grandes
indculos bacterianos e baixos niveis de anticorpos contra os polissacarideos capsulares
da cepa colonizadora, sdo importantes fatores de risco e sempre devem ser levados em
consideragdo nos casos de infec¢ao. (25)

5. Fatores de viruléncia e associacio com sorotipos

A variedade capsular tem relacdo com a viruléncia e identificar os sorotipos €
fundamental para estudos clinicos e epidemioldgicos. (10,17) A cédpsula age,

N

promovendo a aderéncia do microrganismo as superficies epiteliais para posterior
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invasdo tecidual; porem seu papel mais importante como fator de viruléncia estd na
capacidade de seus polissacarideos inibirem a fagocitose realizada pelos macréfagos e
neutréfilos do hospedeiro (26).

O 4cido sidlico existente na conformacdo da cépsula bacteriana é um fator
essencial para a patogenicidade, ja que, age impedindo a deposi¢cdo do componente C3b
do sistema complemento e a fagocitose; amostras de EGB sorotipo III, cuja cédpsula
contem niveis elevados deste constituinte, sdo consideradas, mais virulentas (27).

O 1solamento do sorotipo tipo III € relatado em algumas importantes casuisticas
como responsavel por 60% casos de sepse neonatal e de 80% dos casos de meningite
infantil (28,30). Além da cdpsula, o estreptococo do grupo B também produz outros
potenciais determinantes de viruléncia (28-30). Como ocorre com estreptococo do
grupo A, o do grupo B também possui C5a peptidase, C5a € produto da clivagem do
sistema complemento, produzido pelas células epiteliais, que age como um atrativo para
células inflamatdrias e estd envolvido no processo de inflama¢do pulmonar. A enzima
C5a peptidase produzida pelo EGB cliva o C5a interferindo com a quimiotaxia mediada
pelos neutrdfilos, essa peptidase também estd relacionada com a persisténcia da
colonizacdo, quando se liga a fibronectina, servindo como uma invasina e adesina
bacteriana impedindo a opsonizacdo e a remocdo do Streptococcus agalactiae do
epitélio (24,31-34).

Outro fator de viruléncia muito importante € a beta-hemolisina/citolisina que
atua principalmente em infec¢des pulmonares (tecidos alveolares e epiteliais) sugerindo
ser responsdvel pela infec¢do pulmonar em neonatos (35-38).

A captacdo do EGB pelas células alveolares e endoteliais dos pulmdes estimula
a producdo da beta-hemolisina que lisa diretamente a membrana celular, formando
poros e permitindo a invasdo bacteriana para corrente sanguinea, além de produzir
apoptose e a destruicdo de linfécitos e macréfagos (39). A beta—hemolisina também
estimula a producdo de interleucina-8, uma potente citocina pré-inflamatoria,
aumentando a lesdo pulmonar (24).

O fator CAMP também tem sido citado como um dos fatores de viruléncia da
bactéria; ele é expresso na forma de uma proteina extracelular que forma poros e
provoca lise nas membranas celulares do hospedeiro (40). O CAMP € mais conhecido
pela sua utilidade na identificag¢do laboratorial do EGB; na prova de CAMP, avalia-se a
producdo de um fator extracelular de hemdlise, produzido por EGB, e que intensifica a

hemolise de cepas de estafilococos produtores de beta-lisina em agar sangue de
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carneiro, o termo CAMP refere-se as iniciais dos autores que primeiro o descreveram:
Christie, Atkins e Munch-Petersen (13).

Existe também, a viruléncia extracelular da hialuronidato liase, enzima da
familia das hialuronidases que degrada o &4cido hialur6nico da matriz extracelular
auxiliando a disseminacdo da bactéria através dos tecidos do hospedeiro. O &4cido
hialur6nico encontra-se em altas concentragdes na placenta, nos tecidos fetais e fluidos
amnidticos, sugerindo que essa enzima possa provocar a ruptura da bolsa e 6bito fetal.
A oligopeptidase uma enzima que é capaz de degradar pequenos peptideos, inclusive
fatores protéicos de defesa do hospedeiro e o carboidrato téxico CM101, molécula de
carboidrato, que se liga a proteinas da superficie celular de vasos sanguineos dos
pulmdes de recém-nascidos, marcando-os para a destrui¢do pelo sistema imunoldgico,
sdo compostos secretados pelo EGB, e foram ambos detectados em liquor e urina de
neonatos com sepse (26,41).

Um segundo substrato da hialuronidato liase € a condroitina sulfato, que estd
envolvida na modificacdo de estruturas e macromoléculas de transporte, facilitando,
hipoteticamente, a penetracdo da bactéria em tecidos durante as infecgdes (26 41,42).

Observou-se também, a producdo da enzima superoxido-dismutase e do
pigmento carotendide que auxiliam a bactéria na capacidade de sobreviver por longos
periodos dentro dos lisossomos de macréfagos protegendo-a contra o estresse oxidativo
e da inibicdo do sistema complemento, reduzindo ainda mais a capacidade de
reconhecimento e ativacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, especialmente dos
recém-nascidos prematuros (40).

A ativagdo de processos inflamatdrios através de outras proteinas de superficie
do EGB ¢€ responsavel pela sepse e pela disfuncdo de multiplos 6rgdos, mediados
principalmente pelo fator de necrose tumoral alfa e pela interleucina-1, além de outras
citocinas produzidas pelo hospedeiro. O processo inflamatério é mais intenso no
cérebro e nas meninges, estimulado pelo endotélio da barreira hemato-encefalica (43).

Alguns sorotipos expressam antigenos protéicos de superficie, sendo mais
conhecidos os antigenos ¢, R e X. Os antigenos protéicos, juntamente com o0s
polissacarideos capsulares tipo-especifico, conferem imunidade protetora a bactéria
(44).

O antigeno ¢ é um complexo formado de duas subunidades uma alfa e outra
beta. A bactéria pode apresentar apenas uma ou ambas as subunidades, e 0os sorotipos

que mais produzem a proteina ¢ sdo Ia, Ib e II (44). O alfa-antigeno, assim como a
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cépsula, protege a bactéria contra a fagocitose, e ambos, alfa e beta antigeno, assim
como os polissacarideos capsulares, provocam a resposta imune (45). Amostras
contendo o antigeno “c” Sado designadas como la/c, Ib/c, Il/c, Ill/c (46).

O antigeno R € classificado em quatro tipos, de R1 a R4, de acordo com suas
reacoes de imunoprecipitacdo em gel de agarose, sendo o R4 mais predominante em
amostras de humanos e encontrados nos sorotipos II e III. As amostras que possuem a
proteina ¢, ndo possuem a proteina R e vice-versa, produzem uma resposta imune que
interfere na fagocitose (44,47).

O antigeno X tem sido pouco estudado no que se refere & composi¢ao antigénica
entre amostras clinicas de EGB, sendo encontrado freqiientemente em cepas
provenientes de animais, necessitando de pesquisas adicionais em Strepfococcus
agalactiae 1solados de humanos (44 48,49). Anticorpos formados contra o antigeno X
induzem 4 deposicdo do complemento C3 pela via cldssica e sdo capazes de estimular a
morte bacteriana por opsonizacao na auséncia do C3 (50).

Outra proteina de superficie celular, antigenicamente distinta da proteina C (alfa
e beta), tem sido encontrada na maioria das cepas do sorotipo III, embora seja incomum
nos outros sorotipos, essa proteina é chamada Rib, estudos com essa proteina, sugerem
que o nivel de anticorpos para essa proteina pode afetar a susceptibilidade do neonato &
doenca por EGB (51).

E possivel que a combinagio das proteinas Rib e alfa possam ser usadas no
desenvolvimento de uma vacina, ji que a grande maioria das cepas virulentas de
Streptococcus agalactiae expressa uma dessas duas proteinas, quando ndo ambas (51).

Dentre esses fatores de viruléncia, com o objetivo de identificar o
microrganismo na rotina de um laboratério microbioldgico, é possivel testar o fator
CAMP e a producdo de hialuronidase através do teste de hidrélise do hipurato, todos os
demais exigem testes especificos de biologia molecular ou imunolégicos.

6. Importancia clinica dos sorotipos no mundo e no Brasil

Sdo escassos os dados de sorotipos pesquisados em populagdes. Assim,
encontramos na Inglaterra e Noruega os sorotipos predominantes III (33,8%) e Ib
(21,3%) (52) e na China os sorotipos II (33%), Il (23%) e Ia (16%) (53). Ja nos EUA
em 2000, os dois sorotipos mais comuns foram o tipo Il e V onde o tipo III causa mais
de 50% das doencas infantis, o tipo V cerca de 40% das doengas de adultos ndo
gestantes enquanto o tipo la € responsdvel por cerca de um ter¢o da doenca em qualquer

grupo (46). Um estudo sueco de 2000 também encontrou o sorotipo III como o mais
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freqiiente (32%), seguido do sorotipo V (22%) (54). Estes dados sdo concordantes com
um estudo africano do mesmo ano (55). No Canadd, 81% das doencas neonatais
precoces foram causadas pelo EGB dos sorotipos Ia, III e V (56). Na Argentina, o
sorotipo III esteve presente em 47,6% (57). Na Austrélia, em 912 isolados o sorotipo
IIT foi prevalente seguido por la e V (58). Alguns relatos de 2010, um da Coréia e outro
do Libano encontraram o sorotipo V como o mais comum seguido pelo sorotipo Ia e na
Malasia o sorotipo V seguido por VIe III (59-61).

Os dados sobre os sorotipos mais prevalentes no Brasil sdo escassos. No Rio de
Janeiro em 1982, os sorotipos mais freqiientes foram Ib e Ia (62). Em Florianépolis em
1986, os sorotipos mais freqiientes foram II e o III (63). Um estudo em 2005 encontrou
o sorotipo Ib predominante entre gestantes de Jundiai, Sdo Paulo, seguido pelos
sorotipos II e Ia (64,65) e mais recentemente em 2010 um estudo de Curitiba no Parand
revelou o tipo Ia como o mais freqiiente, seguido por IV e III respectivamente (66).
Esses sorotipos encontrados ndo sdo muito virulentos, exceto o sorotipo III, que é um
dos mais encontrados nas infecches em neonatos, principalmente meningite e

septicemia (17).

7. Aspectos do diagnostico laboratorial

Cada etapa do processo laboratorial (coleta, isolamento e apropriada
identificacdo do EGB) € critico para o sucesso da caracterizacdo deste agente, assim
como a experiéncia do profissional que executa estas tarefas (10 13,16).

A utilizacdo de meio de cultura seletivo, contendo agentes antimicrobianos que
sdo capazes de inibir o crescimento de outros microorganismos comuns da microbiota, é
importante para crescimento de Streptococcus agalactiae, com aumento da
possibilidade de seu isolamento em aproximadamente 50%, reduzindo os casos de falso
positivo e falso negativo. O meio de cultura seletivo mais empregado é o caldo de Todd
Hewitt, contendo gentamicina e dcido nalidixico ou colistina e dcido nalidixico. Caldo
seletivo contendo substratos cromogénicos que mudam de cor na presenga do EGB
beta-hemolitico vem sendo muito utilizado; entretanto para uma pequena quantidade, de
cepas nao hemoliticas, podem resultar em falsos negativos (10). A utilizacdo de placas
de agar sangue ¢ util para isolamento e a identificacdo presuntiva pode ser feita pelo
teste de CAMP, teste de hidrolise do hipurato, identificagdo pela aglutinagcdo com
particulas de latex com antisoro para Streptococcus do Grupo B, ou mais recentemente

com alguns meios cromogénicos em agar (67,68).

Pagina |44



Além de técnicas convencionais de identificacdo para EGB, foram
desenvolvidas sondas de DNA (10,69) e testes de amplificacdo de 4cidos nucléicos,
como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (70,71). Foi observado aumento da
sensibilidade na identificacio de EGB em amostras colhidas no intra-parto e
amplificadas por PCR (94,0%) em relacdo a aquelas obtidas no pré-natal e cultivo

enriquecido (54.3%) (10 70,72).

8. A producio de vacina e a distribuicao dos sorotipos

E grande o interesse do desenvolvimento de uma vacina para a prevencio das
infeccdoes pelo EGB, reduzindo a colonizacdo materna e prevenindo a transmissdo
neonatal. Ainda nao existe vacina licenciada, mas os estudos em fase I e II tém revelado
que, maes imunizadas, produzindo anticorpos IgG tipo especifico, protegem seus RNs
de doenca invasiva (10 73,74). Para planejamento da composi¢ao antigénica dessa
vacina, extensivos estudos epidemioldgicos serdo necessdrios para avaliar a distribui¢ao
dos sorotipos de EGB nas diferentes populagdes (10,17).

Antes da década de 90, os sorotipos IV, V e VIII eram pouco encontrados. A
partir da década de 90, o sorotipo V tornou-se mais prevalente. Estudos internacionais
demonstraram que os sorotipos: Ia, Ib, II, IIIl e V sdo mais encontrados em amostras
vaginais € em isolados clinicos. (75,76)

Dentre os dez sorotipos conhecidos, relata-se que o sorotipo III € o mais
encontrado nas doencas do neonato principalmente meningite e septicemia e € o
segundo mais detectado em amostra vaginal de gestantes assintomadticas; o sorotipo la é
o mais isolado em amostra vaginal e o sorotipo V t€ém predominado em casos de
infec¢@o em adultos, excluindo-se as gestantes. (10).

A determinacdo da prevaléncia dos sorotipos em nossa populacdo poderd

contribuir para direcionar o desenvolvimento de vacinas mais eficientes.
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Objetivos

Coletar amostras de Streptococcus agalactiae isolados em material clinico de
recém-nascidos infectados, gestantes colonizadas e de pacientes infectados do
CAISM, Hospital de Clinicas/Unicamp e de laboratérios que prestam servico 4

hospitais-maternidades de Campinas e regiao;

Conhecer a importancia da infeccio materno-infantil, colonizacdo materna e

infec¢do em pacientes adultos;

Conhecer os sorotipos de Streptococcus agalactiae prevalentes nesta populacao

para fins epidemiolégicos;

Padronizar a técnica de PCR para pesquisa de sorotipos de Streptococcus

agalactiae.
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Material e Metodologia
1. Delineamento do estudo

Estudo laboratorial, transversal e descritivo que foi realizado na Divisdo de
Patologia Clinica / Laboratorio de Microbiologia Clinica do Hospital de Clinicas, da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP e Laboratério de
Genética Humana da FCM UNICAMP.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Médica em pesquisa
da Faculdade de Medicina da UNICAMP sob o parecer n° 640/2008, bem como o
adendo de extensdo de coleta de amostra de outros laboratérios que prestam servigo a

hospitais-maternidade de Campinas e regido.

2. Populacio de estudo
Durante o periodo de 01/01/2007 — 31/12/2010, foram triadas para esse estudo
cepas de Streptococcus agalactiae isoladas em amostras clinicas, de pacientes
infectados e colonizados, atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP e do CAISM
(Centro de Atencdo Integral 4 Saide da Mulher - Hospital da Mulher Prof. Dr. José
Aristodemo Pinotti). No periodo de 01/09/2008 a 01/09/2009 processamos as cepas
isoladas de pacientes colonizados e infectados por EGB dos seguintes Laboratorios e

Hospitais da cidade de Campinas e regido que prestam servigos d hospitais maternidade:

Laboratoério de Analises Clinicas JA Vozza Ltda.
(Hospital Santa Casa de Campinas)

e Laboratério Andlises Clinicas Bromatoldgicas Vital Brazil S/C Ltda.
(Hospital Maternidade de Campinas de 09/2008 a 12/2008)

e Stelini Medicina Laboratorial
(Hospital Maternidade de Campinas 01/2009 a 09/2009)

e [aboratdrio de Andalises Clinicas Ramos de Souza S/C Ltda.
(Hospital Centro Médico de Campinas)

e Hospital e Maternidade Celso Pierro PUC-Campinas
e Hospital e Maternidade Madre Theodora

e Hospital Estadual de Sumaré
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3. Material de Estudo

Foram analisadas cepas de Streptococcus agalactiae isoladas de amostras
clinicas retovaginais, urina, liquido cefalorraquidiano (LCR ou liquor), hemocultura e
secrecoes de sitios anatdmicos diversos, no periodo de 01/01/2007 a 31/12/2010 no
Hospital de Clinicas de Unicamp e nos principais Laboratorios da cidade de Campinas e

regido que prestam servigo 4 hospitais maternidade.

4. Critérios de exclusao
Foram excluidos deste estudo; as amostras clinicas ndo identificadas
corretamente inviabilizando sua origem, amostras repetidas do mesmo paciente e cepas

que nao foram confirmadas como Streptococcus agalactiae.

5. Processamento do material de gestantes do CAISM/UNICAMP e de

pacientes internados no Hospital de Clinicas UNICAMP

No ambulatério foi feita a coleta de swab retovaginal das gestantes entre 35 a 37
semanas, de acordo com o protocolo do CDC de 2002, para cultura de S. agalactiae.
Esse material foi transportado dentro de um tubo com rosca contendo caldo Todd-
Hewitt®, com Gentamicina e Acido nalidixico. No laboratério foi colocado na estufa a
35°C por 24 horas.

Para as pacientes com complicagdes do trabalho de parto, como parto prematuro,
ou apresentavam febre, infec¢do urindria, abortos espontaneos ou qualquer outro quadro
clinico, a equipe médica do CAISM solicitou a coleta de outras amostras como
hemocultura, urina, swab de secrecdes, etc. Estes materiais foram encaminhados ao
laboratério de Microbiologia do HC UNICAMP, assim como os materiais de pacientes
internados no HC UNICAMP. Estes exames obedeciam a rotina padronizada do
Laboratério de Microbiologia do HC UNICAMP e para as amostras bacterianas
suspeitas de S. agalactiae em Agar sangue eram seguidas as etapas descritas abaixo para

identificagdo.
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6. Processamento do material de outros laboratérios

No inicio deste trabalho, orientamos os profissionais dos diferentes laboratorios
que participaram do estudo, fornecendo um repique da cepa padrdao de S. agalactiae.
Nestes laboratdrios diferentes amostras foram processadas: hemocultura, liquor
(Liquido cefalorraquidiano), urocultura, secrecdes gerais ou swab retovaginal. Esse
material foi semeado, nos proprios laboratérios, em meio de cultura agar sangue de
carneiro e incubado 4 35°C por 24 horas ou semeado diretamente em meio seletivo
CHROMagar®, proprio para identificacdo de Streptococcus agalactiae. As coldnias
encaminhadas foram confirmadas posteriormente no Laboratério de Microbiologia do
Hospital de Clinicas da UNICAMP através dos testes: hemdlise em Agar sangue,
catalase, CAMP e teste de hidrdlise do hipurato (13,17) e, quando confirmadas,

estocadas a -80°C, em tubos, contendo caldo BHI com 15% de glicerol.

7. Semeadura, isolamento e identificacao

Para as amostras enviadas em Todd Hewit, apds 24 horas de estufa a 35°C o
caldo estando limpido retornava a estufa sendo reavaliado no outro dia, repetindo-se o
processo por até dois dias. Em caso de turbidez, era feito o estriamento para isolamento
em placa de agar sangue de carneiro e incubado a 37°C com 5% de CO; permanecendo
por mais 24 horas na estufa. A seguir era observado o crescimento bacteriano e
selecionadas coldnias isoladas com morfologia de S. agalactiae e beta hemolise.

Para estas amostras e aquelas amostras suspeitas isoladas em outros materiais
clinicos, eram realizadas inicialmente as provas da Catalase e a coloracdo de Gram para
confirmacdo. A identificacdo era, a seguir, feita através do teste CAMP, teste de
hidrdlise do hipurato (13, 17,77) ou em caso de resultados duvidosos pelo equipamento
de automacao Vitek®2 Compact (bioMeriéux Vitek Inc., St. Louis, MO). As amostras
confirmadas foram estocadas a -80°C, em tubos, contendo caldo BHI com 15% de
glicerol. Todos os testes utilizados foram previamente testados com cepas padrdo para
controle positivo e negativo das rea¢des. Também utilizamos como controle uma cepa

padrdo de Streptococcus agalactiae adquirida da cole¢do do I. A. Lutz.
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7.1 Identificacdo pelo sistema automatizado Vitek®2 Compact (bioMeriéux
Vitek Inc., St. Louis, MO)

A identificagdo de microrganismos pelo sistema Vitek®2 (BioMeriéux) foi
efetuada com base nas caracteristicas bioquimicas dos microrganismos, que permitem a
diferenciacdo entre as espécies, previamente armazenadas no banco de dados do
software do equipamento. Quando ndo € reconhecido um padrdo tnico de identificagdo,
o sistema fornece uma lista de possiveis microrganismos e sugestdes quanto a testes
suplementares necessdrios para completar a identificacdo. Quando foi conhecido um
padrdo dnico de identificacdo, o equipamento emite um laudo com os resultados dos
testes realizados e o nome do microrganismo. (80)

Técnica

e Preparacdo dos in6culos:

Inicialmente foi transferido, assepticamente, 3,0 ml de solucdo salina estéril
(NaCl - 0,45% a 0,50%, pH 4,5 a 7,0) para um tubo de ensaio de plastico (poliestireno),
transparente. Com o auxilio de um swab estéril, foi transferido também cerca de 2 a 3
coldnias bacterianas, com menos de 24 horas de crescimento, para o tubo que continha a
solucdo salina preparada na etapa anterior, mediu-se entdo a densidade da suspensdo
bacteriana, até atingirmos 0,50 a 0,63 no padrio de McFarland. Em seguida, os tubos
que continham as suspensdes foram colocados em um suporte denominado de cassete
(Figura 4). Em cada um dos tubos através de um condutor que ficava imerso na
suspensdo bacteriana foi realizado a transferéncia das suspensdes para dentro dos
cartdes onde em seu interior existiam pogos, que continham as provas bioquimicas para
identificacdo dos microrganismos (Figura 1). Um pré-registro das informacodes
referentes as amostras foi realizado em uma planilha de trabalho, que serviu como base
para a inser¢do de dados no software do equipamento. (80)

ApOs a preparacdo do inoculo, o cassete contendo as amostras foi colocado na
estacdo de enchimento do equipamento ou camara de vacuo. Esta camara retirou
completamente o ar de dentro dos cartdes, e a suspensdo bacteriana fluiu para dentro
dos mesmos, passando pelo interior dos canais e foi armazenada nos pogos dos cartdes

que continham as provas bioquimicas (80).
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Figura 1: Preparacdo do inéculo para identificacdo no sistema automatizado Vitek®2
(BioMeriéux) (80).

ApOs a inoculacdo, o cassete contendo as amostras foi colocado na camara de
selagem dos cartdes € na mesma camara foi realizada a leitura 6tica do cédigo de barras
de cada um dos cartdes de identificacdo, cujas informacdes foram enviadas para o
software do aparelho. Em seguida, o mecanismo de incubagdo do aparelho retirou cada

cartdo do cassete e o deslocou para um carrossel, onde os cartdes ficam incubados por

até 24 horas em temperatura controlada a 35°C (80) (Figura 2).

Figura 2 - Selagem e incubacdo dos cartdes de identificacdo do sistema automatizado

Vitek®2 (BioMeriéux) (80)

e Leitura e andlise dos cartdes

A cada 15 minutos, o leitor do equipamento retirou um cartdo e devolveu a
posicdo original. Durante este processo, um feixe luminoso passou pelos pocos dos
cartdes, verificando a turbidez, e alteracdes de coloracdo que caracterizaram as reacoes
bioquimicas positivas ou negativas, de acordo com as altera¢des dos indicadores de pH,
essas informacdes foram registradas no sistema e apds 24 horas, o equipamento emitiu
um laudo para cada cartdo, onde foram registrado os resultados das provas de
identificacdo executadas, o nome do microrganismo identificado e o nivel de qualidade

da identificagdo. (80)
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8. Extraciao de DNA

O protocolo de extracdo baseou-se no trabalho de Ausubel, et al 2003 (81)
utilizando col6nias crescidas diretamente no agar sangue, diluidas num tubo contendo
400 pl de solucdo TE pH 8,0 e 50 ul de lisozima 10 mg/ml e incubado por 3 horas 4
65°C em banho maria.

Apés o tempo de incubacdo foi adicionado 70 pl de SDS 10% e 5 pl de
proteinase K 10mg/ml, foi feita agitagdao por vortex 10 segundos e incubado novamente
a 65°C por 10 minutos em banho maria. Em seguida foram acrescentados 100 ul de
NaCl 5M e 100 ul de CTAB/NaCl (pré aquecido a 65°C em banho maria), feita agitacdo
por vortex 10 segundos e incubado 4 65°C por mais 10 minutos em banho maria. Foram
adicionados 750 pl de Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1) 4 mistura, que foi
novamente homogenizada por vortex, 10 segundos e centrifugado por 10 minutos a
12000 rpm.

Em seguida o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o precipitado foi
descartado. Ao sobrenadante foram acrescentados 600 ul de Isopropanol gelado,
homogenizado manualmente e incubado a -20°C por 30 minutos Apds o periodo de
incubacao foi centrifugado por 05 minutos a 12000 rpm, sendo em seguida descartado o
sobrenadante. Ao precipitado de DNA foram adicionados 1000 pl de dlcool 100%,
incubados por 24 horas a -20°C.

No outro dia o material foi centrifugado por 05 minutos a 12000 RPM,
descartando-se o sobrenadante e, ao precipitado, foram adicionados 1000 ul de dlcool
70%. A seguir foi incubado por 1 hora a -20°C e, apds, o DNA foi centrifugado por 05
minutos a 12000 rpm, descartando-se o sobrenadante. O DNA foi deixado na bancada
para que o alcool 70% evaporasse por completo e entdo foram adicionados 100 pl de

agua Millig® estéril e o material estocado -20°C (81).

9. Quantificacao e diluicao de DNA:
O DNA gendmico foi quantificado por espectrofotometria, pelo NanoVue®,
General Eletric Company. Todas as amostras foram diluidas a 50ng, utilizando dgua

Millig® e as amostras estocadas a -20°C.
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10. PCR multiplex e Reacao de PCR
Foram designados um par de primers (iniciadores) para cada sorotipo de EGB (Ia, Ib, II-
VIII) utilizando a seqiiéncia do Genbank para gene cps (gene da cdpsula) e um par para

confirmar o microrganismo como realmente sendo Streptococcus agalactiae (82,83)

(Tabela 1).

Tabela 1 — Seqiiéncia de primers utilizados nas rea¢des de PCR

Primer Sorotipo alvo | Tm (°C)f | GenBank Sequéncia
CFBSb S.agalactiae 59.53 X72754 326 ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG 352
CFBADb S.agalactiae 60.48 X72754 585 CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC 563
TacpsHSb Ia 58.42 AB028896 8176 ATACAGTTGTCGTAAAGAAGAAAAC 8200
TacpsHADb Ia 58.46 AB028896 8536 TGTTTAGCTTTCCTACCAATATTAG 8512
IbcpsHSb Ib 60.82 AB050723 2986 TTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTC3012
IbcpsHAb Ib 64.91 AB050723 3265 CAAAGAAAGCCATTGCTCTCTG 3244
TicpsKSb I 59.68 AY375362 7269 CTCCAGATGGTCTTTGTGAC 7288
TlicpsKAb I 58.08 AY375362 7700 AAAATTGGTATATTTCCTCTTGAC 7677
[IcpsHSb 11 59.15 AF1 63833 7509 CCACATATGAGAATAAGACTTGC 7531
IIcpsHAb I 58.86 AF163833 7874 CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG 7850
IvepsHSb v 59.56 AF355776 7634 ATAGCCTTTTGACAGGTAGGTT 7655
IvepsHAb v 58.67 AF355776 7958 TGTAAATCATCTACACCCCC 7939
VcpsHSb \% 59.04 AF349539 7616 GATGTTCTTTTAACAGGTAGATTACAC 7642
VcpsHAb \% 58.56 AF349539 7945 CTTTTTTATAGGTTCGATACCATC 7922
VicpsHSb VI 58.83 AF337958 7648 TGTTTTTCTTACAAAGTGGAGTC 7670
VicpsHAb VI 60.66 AF337958 7926 CCTGTTTTGTTTGATAGCTTCTC 7904
VllcpsMSb VII 59.92 AY376403 5359 GTGCAATTAGAGGACAAAAATTTA 5382
VIlcpsMAb Vil 58.56 AY376403 5651 CATCGAATCAGGAAAAATAGAT 5630
VllIcpsISb VIII 59.56 AY375363 5687 ATCTCATGGCATGTCTGG 5704
VllIcpsJAb VIII 60.23 AY375363 5998 CATTCGAATAAACAATCTTATTGC 5975

Foram feitas trés reacOes no termociclador, sendo a primeira apenas com O0S
primers que definiam a espécie CFBSb e CFBAb. As amostras que amplificaram nessa
etapa foram amplificadas com os outros nove pares de primers (IacpsHSb e TacpsHAD,
IbcpsHSb e IbcpsHAD, IlcpsKSb e IlcpsKAb, IllcpsHSb e IllcpsHAb, IvepsHSb e
IvepsHAD, VepsHSb e VepsHAD, ViepsHSb e VicpsHADb, VIIcpsMSb e VIIcpsMAD e
VIlIcpsJSb e VIlIcpsJAb) misturados na quantidade de 0,25ul por amostra em um mix
de Primers forward e Primers reverse. Por fim, realizou-se uma ultima reacdo para
confirmar o sorotipo apenas com o par de primers que amplificou na reagdo anterior,

descartando-se reagdes cruzadas (Figura3).

Pagina | 59




Figura 3 — Esquema das trés reacdes de PCR realizadas

Nas reacoes utilizou-se: 3ul do DNA de interesse, 2,5ul de dNTPs, 2,5 ul de tampao
Taq (Taq Buffer with KCI - Fermentas Life Science, USA), 2,5 ul tampio MgCI*
(Fermentas Life Science, USA) 0,1 pul de Tag polimerase (Fermentas Life Science,
USA), 0,25ul de primer forward e 0,25ul de primer reverse e completando com dgua
Millig® ou deionizada até 25 pl.

O ciclo do termociclador foi programado em: 15 min. a 94°C, 60°C por 30 seg., 72°C
por 1 min., 72°C por 10 min., e final de 22°C (82).

11. Eletroforese
Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% (1,5g de agarose + 100 ml de TBE 1x). Foi utilizado 2,0 pl de marcador de peso
molecular /00Kb e 50Kb (Fermentas Life Science, USA). As imagens foram capturadas
pelo analisador Amersham Biosciences/GE Healthcare Typhoon 9400®, e armazenados

em pendrive e posteriormente, analisadas.
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12. Analise estatistica

Foram selecionadas para esse estudo, de forma aleatdria, amostras provenientes
de infeccdo e colonizac¢do coletados no Hospital das Clinicas UNICAMP e demais
laboratdrios que prestam servigos a hospitais da regido citados anteriormente. Os dados
foram tabulados no Microsoft Excel e o programa utilizado para as anélises estatisticas

foi o PASW Statistics 18.0.
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Resultados

Foram processados no Laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas da

Unicamp 925 exames de secre¢do retovaginal no ano de 2007 e 1097 exames no ano

de 2008, obtendo-se um total de 414 casos positivos de pacientes colonizadas por

EGB, resultando numa positividade de 20,55% em relacdo ao total de 2.022 exames

para este periodo. A andlise estatistica foi feita pelo Teste T para Amostras Pareadas

com P= 0,02 para a homogeneidade das amostras positivas (Tabela 2 e Grafico 1).

2007 2008
Meses  N°de amostras % Positividade Meses  N°de amostras % Positividade
Janeiro 78 21,80% Janeiro 85 9,41%

Fevereiro 64 23,43% Fevereiro 105 18,09%
Marco 43 13,95% Marco 68 25,00%
Abril 76 9,21% Abril 122 22,13%
Maio 112 35,71% Maio 91 16,48%
Junho 76 18,42% Junho 102 14,70%
Julho 86 13,95% Julho 111 21,62%
Agosto 81 28.,39% Agosto 83 24,09%
Setembro 72 16,66% Setembro 79 22,78%
Outubro 85 17,64% Outubro 102 16,66%
Novembro 84 26,19% Novembro 75 24,00%
Dezembro 68 23,52% Dezembro 74 22.97%

Total /Ano

Total /Ano

19,59 %

O numero de amostras obtidas em 2007 é discretamente menor que a quantidade

de amostras obtidas em 2008, em decorréncia ao fato que, em 2007, a rotina de triagem

das gestantes do CAISM estava sendo implementada e, portanto ndo estava totalmente

estabelecida na rotina ambulatorial e laboratorial ocasionando a perda de alguns

resultados (Gréafico 1).
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Amostras do CAISM em 2007 e 2008
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Graéfico 1 — Diferenga do numero de amostras obtidas de gestantes do CAISM nos

anos de 2007 e 2008 em relagdo 4 positividade para o mesmo periodo.

Durante o periodo de 2007 a 2010 foram selecionadas 120 amostras de EGB
isoladas de diversos materiais no Laboratério de Microbiologia do Hospital das Clinicas
da Unicamp, sendo eles: oitenta e sete amostras de urina (72,50%), dezenove amostras de
sangue (hemocultura) (15,83%), cinco amostras de secrecdo de feridas e abscessos
(4,16%), trés amostras de liquor (2,50%), duas amostras de secre¢do ferida cirdrgica
(1,66%), uma amostra de secre¢do ocular (0,83%), uma amostra de secre¢do umbilical
(0,83%), uma amostra de secre¢do orofaringea (0,83%) e uma amostra de secrecao

uretral (0,83%) (Tabela 3).

Material 2007 2008 2009 2010 Total
Urina 72 15 - - 87
Sangue 4 4 4 7 19
*LCR 1 - 1 1 3
Secrecao de feridas e abscessos 2 2 - 1 5
Secrecao ferida cirdrgica 1 1 - - 2
Secrecao Ocular (RN) = o - 1 1
Secrecao Uretral 1 = o 5 1
Secrecao Umbilical (Adulto) 1 - - - 1
Secrecio Orofaringea 1 - - - 1
Total Geral 83 22 5 10 120

* LCR=liquido cefalorraquidiano
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Das dezenove amostras isoladas em hemoculturas, quinze eram provenientes de
infeccdo de adultos do Hospital de Clinicas da UNICAMP e quatro de RNs do CAISM.
Entre as trés amostras de liquor analisadas, duas eram de adultos do Hospital de
Clinicas da UNICAMP e uma de RN do CAISM (Tabela 2).

Neste periodo de 2007 a 2010 obtivemos, apenas seis amostras de Streptococcus
agalactiae, de RNs do CAISM, tendo sido quatro isoladas de hemocultura, uma de
liquor e uma de secrecdo ocular. Entre os seis recém-nascidos ocorreu apenas um 6bito
sendo em um caso de sepse neonatal. Foi calculada uma relacdo média para doenca de
inicio precoce por EGB em casos ocorridos no CAISM/UNICAMP, de 0,553 casos por

1000 nascidos vivos, considerando uma média de 2.713 partos/ano (Tabela 4).

Tabela 4 — Estimativa da incidéncia da doenga de inicio precoce causada por EGB em RN por

mil nascidos vivos no CAISM/UNICAMP, durante o periodo de 2007 a 2010.

2007 2.685 1 0,372
2008 2.687 2 0,744
2009 2.754 1 0,363
2010 2.724 2 0,734
Média — 2.713 1,5 0,553

Durante o periodo de setembro de 2008 a setembro de 2009, foram
encaminhadas, dos sete laboratdrios que prestavam servigcos aos hospitais maternidades
de Campinas e regido, um total de 383 amostras de Streptococcus agalactiae. Um dos
laboratérios envolvidos na pesquisa nao forneceu nenhuma amostra de EGB e outro se
destacou por apresentar uma quantidade de amostras muito maior que os demais
(Tabela 5). Entre essas amostras obtivemos duzentas e oito de urina (54,30%), cento e
quarenta e cinco de secrecdo retovaginal (37,85%), treze de esperma (3,39%), nove de
sangue (2,34%), sete de secrecdes gerais (1,82%) e uma de liquor (0,26%) (Tabela 6).
Encontramos apenas uma amostra de sangue de RN proveniente do Hospital Estadual
de Sumaré, que foi o tnico dos laboratérios, fora da Unicamp a isolar amostra em RN,

e neste caso também foi possivel isolar uma amostra pareada da mae . Nos laboratorios
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envolvidos com hospitais-maternidades da cidade de Campinas e regido ndo foi
possivel realizar o cédlculo da estimativa de incidéncia da doenca de inicio precoce
causada por EGB em RNs, por mil nascidos vivos, porque consideramos a casuistica
subestimada por conta de ndo termos controle sobre casos ndo diagnosticados ou cepas

ndo enviadas.

Laboratérios/Hospitais 2008 2009 Total
Hospital Estadual de Sumaré 4 11 15
Laboratoério Vozza (Hospital Casa de Satide de Campinas) 103 202 305
Vital Brasil (Maternidade de Campinas 09/2008 a 12/2008) 2 0 2
Stelini (Maternidade de Campinas 01/2009 a 09/2009) 0 24 24
Ramos de Souza (Hospital Centro Médico de Campinas) 8 2 10
Hospital Maternidade Celso Pierro (PUC-Campinas) 11 16 27
Hospital Maternidade Madre Teodora 0 0 0

Total Geral 128 255

Secrecoes Total de
Laboratdérios Urina Retovaginal Esperma Sangue em Geral LCR* amostras
Hospital Estadual Sumaré 2 9 0 2 1 1 15
= Vozza - SCS 180 103 13 3 6 0 305
+ex Stelini - MC 10 10 0 4 0 0 24
+Vital Brasil - MC 0 0 0 0 2
**Ramos de Souza - CMC 0 0 0 0 10
***Celso Pierro - PUCC 14 13 0 0 0 0 27
Hospital Madre Teodora 0 0 0 0 0 0 0

Total Geral 208 145 1 383

* LCR=liquido cefalorraquidiano, **Laboratério Vozza — SCS (Hospital Casa de Saide de Campinas) *** Stelini
Medicina Laboratorial - MC (Maternidade de Campinas), “Laboratério Vital Brazil -MC (Maternidade de Campinas),
"*Laboratério Ramos de Souza - CMC (Hospital Centro Médico de Campinas), “""Hospital e Maternidade Celso
Pierro — PUCC (PUC Campinas).
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Analise Molecular

Do total de amostras estocadas para esse estudo, algumas foram perdidas ao
serem reativadas, apds o congelamento & -80°C e por esses motivos, ndo foram
analisadas. Entre elas, seis amostras de hemocultura de pacientes adultos, sendo uma do
Hospital de Clinicas da UNICAMP, outra do Laboratério Stelini, trés do Laboratério
Vozza e outra do Hospital Estadual Sumaré. Entre as vidveis, foram analisadas setenta
amostras de diversos sitios infecciosos, sendo vinte e duas de hemocultura, quatro de
liquor e as demais escolhidas aleatoriamente, compreendendo o0s outros materiais
(tabela 7). Nenhuma das cepas selecionadas e submetidas a anélise molecular deixou de

ser tipada.

Material Ia Ib II III IV V VI VII VIII IX Total
Esperma - = = = = 2 = o o - 2
Secrecio umbilical 2 - - - - - - = = o 2
Secrecio orofaringea = = = = = 1 = 5 - - 1
Secrecao ocular i - - - - = = = o o 1
Urina 1 2 - 2 - 13 - - - S 18
Secrecao retovaginal 6 - - - 1 10 - - - - 17
Secrecao ferida cirdrgica 2 - - - - 1 - - = o 3
Sangue 5 - - 4 - 13 - - - - 22
LCR* o - - 1 - 3 - - - - 4
Total Geral 17 2 0 7 1 43 0 0 0 0 70

* LCR=liquido cefalorraquidiano

Foram feitas trés reacdes de PCR para definir os sorotipos do Streptococcus
agalactiae. Na primeira reacdo utilizou-se primers especificos para a espécie
Streptococcus agalactiae. As amostras que nao amplificaram nessa reacdo foram,
reavaliadas por meio de provas manuais de identificacdo. As que obtiveram resultados
positivos foram submetidas novamente pelos primers que definiam a espécie, ja as
amostras que continuavam com resultado negativo foram descartadas do estudo (Figura

4).
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Figura 4 - Primeira reagdo de PCR para definicdo de espécie Streptococcus
agalactiae ou EGB. Com controle positivo e negativo e escala de peso molecular

*Peso Molecular de 100 Kb

As amostras que amplificaram na primeira reacdo para espécie, foram
submetidas 4 uma segunda reacdo de PCR, desta vez para identificar os sorotipos. Nessa
segunda reacdo foram utilizados os nove pares de primers especificos para os sorotipos
mais conhecidos de EGB (Ia. Ib, II, III, TV, V, VI, VII e VIII). Essa reacdo foi

considerada pouco discriminatdria, resultando apenas numa provdvel definicio dos

sorotipos (Figura 5).

Teste de definic3o dos sorotipos por PCR Multiplex

Hel

oBdE?

*PM
100KD

Figura 5 — Segunda reacdo realizada, para diferentes amostras, desta wvez
empregando os nove pares de primers especificos para os principais sorotipos.

Utilizando duas escalas de peso molecular.

*Peso Molecular de 100 Kb e **Peso Maolecular de 50 Kb
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A terceira e ultima reacdo de PCR foi realizada para evitar resultados
imprecisos, devido a proximidade existente entre os fragmentos de DNA amplificados.
Com a realizacdo desta terceira reacdo foi possivel confirmar o resultado obtido
utilizando apenas o par de primers especifico para o sorotipo mais provavel, detectado

pela altura da banda encontrada na reacao anterior (Figura 6).

M P
100 KE 0 KB 100 KB

= Primers 2ae 25
100 KB Sorotipo la
. Primers 6a e 65 Primers 8a e 85 Primers 9a e 95
" Sorotipo IV Sorotipo VI Sorotipo VI
) = M

Bas

“PM
- 100 KE
1.1?1":-5. Primers 3a e 35
Sorotipo : '

32 Reacdo

Primers 10a e 105 -

Figura6 — Terceirareagdo de PCR especifica para os sorotipos: la, I, IV, VI, Vil e VI, Analisando as

amostras: 5283, V23, A100, B24, D4, B17, CP252, D6 & controle negativo, utilizando escala de peso

molecular.  *Peso Molecular de 100 Kb

A andlise molecular das amostras revelou que a maioria dos sorotipos
encontrados eram do tipo V (61,42%), seguido pelo tipo la (24,28%), pelo tipo III
(10,0%), tipo Ib (2,85%) e tipo IV (1,42%) e os demais tipos ndo foram encontrados
(Tabela 6). Dentre as setenta amostras analisadas, vinte e duas amostras eram de cultura
de sangue (hemocultura) e quatro de cultura de liquor, e nelas o sorotipo mais
encontrado foi o tipo V com 57,69%, seguido pelo III com 23,07% e por la 19,23%.
(Tabela 8). Nao temos dados clinicos dos pacientes da Maternidade de Campinas,

exceto que eram de parturientes.
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Laboratorios* Sangue Sorotipo LCR  Sorotipo

Hospital Sumaré 1 A\ 1 A\
Maternidade de Campinas 3 1:Ia, 2:V - -
CAISM Unicamp 5 1:Ia, 2:111, 2:V 1 111
Hospital das Clinicas Unicamp 13 3:1a, 2:111, 8:V 2 A\
Total Geral 22 - 4 -

*Nao constam outros hospitais por nio terem isolado cepas em amostras de sangue e liquor.

Os seis RNs com processos infecciosos causados por S. agalactiae, vindos do
CAISM, apresentaram em quatro deles, quadro de sepse neonatal precoce, um de
meningite neonatal precoce € um de conjuntivite purulenta. Na amostra de RN vinda do
Hospital Estadual de Sumaré foi diagnosticado quadro de sepse neonatal precoce. Os
casos de amostras pareadas de mae e RN revelaram o mesmo sorotipo na mie e no
recém-nascido, sendo uma amostra do CAISM e outra do Hospital Estadual de Sumaré

(Tabela 9)

Coédigo RN Amostra Sorotipo Quadro clinico Ano Amostra Mae Sorotipo Mae

58 liquor I Meningite 2007 Nao Nao
91 Sangue 11 Sepse 2008 Sangue 11
64 Sangue Ia Sepse 2008 Nao Nao
284* Sangue A\ Sepse 2009 Nao Nao
HS255%*  Sangue v Sepse 2009 Vaginal v
2130 Sangue A\ Sepse 2010 Nao Nao
270 ocular Ia Conjuntivite 2010 Nao Nao

*evoluiu para ébito, ** Amostra do Hospital Estadual de Sumaré
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Discussao

No periodo compreendido entre Janeiro de 2007 a dezembro de 2010, foram
coletadas cepas de S. agalactiae isoladas de gestantes e recém-nascidos atendidos no
CAISM/ UNICAMP e de outros pacientes adultos do Hospital de Clinicas da Unicamp
em culturas de urina, sangue e secre¢Oes diversas. Durante este periodo foram
observados muitos casos de coloniza¢do vaginal, significativo isolamento em urina,
secrecoes e hemoculturas de adultos, mas apenas seis casos de infeccio em recém
nascidos, que era o nosso foco principal no inicio deste estudo. Com a inten¢do de
enriquecer esta casuistica, solicitamos, no periodo de um ano, entre setembro de 2008 a
setembro de 2009, o envio de cepas bacterianas isoladas por laboratérios da cidade de
Campinas e regido que atendem hospitais maternidades, obtendo apenas uma amostra de
RN do Hospital Estadual de Sumaré.

A triagem com exame retovaginal para pesquisa de Strepfococcus agalactiae,
entre a 35" e 37* semana de gestacdo (10,12), conforme preconizado pelo CDC e
também estabelecido no Projeto Diretrizes da AMB, sobre “Rotura Prematura das
Membranas” de 2008 (84), seguido de tratamento profilatico das gestantes colonizadas e
aplicado no CAISM mostrou-se pertinente e efetiva. Essa conduta baseia-se na
estimativa de risco ser vinte € cinco vezes maior para uma gravida colonizada por EGB
ter um parto de RN com doenga de inicio precoce, que de uma gestante com cultura
negativa no pré-natal (10) . Na falta de qualquer intervencao, entre 1% a 2% dos RN
nascidos de mées colonizadas desenvolvem infec¢des precoces por EGB (10,12,15,16).
E fundamental destacar que a elevada letalidade da doenca existente na década de 70
diminuiu de 50% (10) para 4% a 6% nos ultimos anos, principalmente devido aos
avancos no cuidado neonatal (1,85). A mortalidade é de 2% a 3% entre os recém-
nascidos a termo, sendo maior entre os recém-nascidos prematuros com taxas de
letalidade de cerca de 20%, ja entre aqueles com gestacdo de < 33 semanas a letalidade
pode chegar a 30% (1,85). Em nossa pequena casuistica a letalidade foi de 16,6% (1/6
casos).

Nos EUA, a incidéncia da infec¢do por EGB diminuiu cerca de 80% desde o
inicio de 1990 até 2002, alcancando um patamar de aproximadamente 0,5 casos por mil
nascidos vivos (10). Depois de 2002, a incidéncia caiu mais e nos dltimos anos tem
variado entre 0,3-0,4 casos por mil nascidos vivos. Este declinio adicional de 20% a

40% € coerente com o previsto para a estratégia de preven¢do que incluiu a triagem
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universal em 2002 (12). Entre nés, encontramos uma incidéncia semelhante de 0,553
casos por mil nascidos vivos no CAISM, para o periodo de estudo de 2007 a 2010, ap6s
o inicio do monitoramento vaginal/retal de gestantes. Segundo dados disponiveis do
CAISM referente ao periodo anterior, (de 1996 a 2007), a incidéncia estimada era de
0,82 casos por mil nascidos vivos (86), confirmando a efetividade do programa de
monitoramento e profilaxia.

Outro fato primordial € que, na maioria dos casos a transmissao ocorre da mae
para o bebé no utero, com ascensio na proximidade do parto ou durante 0 mesmo, com
transmissao vertical (12). Em nosso estudo foram encontrados dois casos em que tanto
mae como RN estavam infectados por Streptococcus agalactiae do mesmo sorotipo,
comprovando a ocorréncia da transmissao vertical.

Estudos apontam também que, cesarianas realizadas antes do inicio do trabalho
de parto em uma mulher com membranas amniéticas intactas ndo previne a transmissao
de mae para filho, porque EGB pode atravessar as membranas intactas (87,88). No
entanto, quando uma cesariana € realizada nestas condi¢des, o risco de desenvolver
sintomas da infeccao, entre recém-nascidos a termo, € extremamente baixa, e o risco de
transmissdo € provavelmente muito menor do que no cendrio de parto vaginal, cesariana
ap6s ruptura de membranas ou inicio do trabalho de parto (10,89,90). Porém, em
Campinas SP., as taxas de mortalidade perinatal s3o mais elevadas em RN de parto
vaginal que em RN de parto cesareo (91). Esse fato pode justificar a diminui¢do de
casos de infeccdo de RN por Streptococcus agalactiae considerando o grande nimero
de cesarianas em Campinas, que dos 14.952 partos de nascidos vivos no ano de 2010,
63,23% foram cesarianas e 37,70% de partos normais (92). Esses dados podem ajudar a
justificar o baixo indice de infeccdo em RN por nds encontrados vindos de laboratérios
que atendem as maternidades da regido de Campinas.

Os recursos laboratoriais tradicionais utilizados para isolamento e identificacdo
de EGB, associados ao reconhecimento da sua importancia clinica, ao uso do caldo
seletivo Todd-Hewitt®, com ou sem o uso de meios cromogénicos, como indicado pelo
CDC 2010, permitiram um melhor conhecimento de sua epidemiologia e patogenia
(10). Entretanto, deficiéncias no treinamento ou intimidade com o agente podem ainda
restringir o sucesso da sua caracterizagdo. Outros fatores que podem dificultar o seu
isolamento sdo pacientes tratados previamente com antimicrobianos, a ndo coleta de
material para diagndstico ou a menor sensibilidade da hemocultura para casos com

baixa bacteremia.
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Estes fatores podem ter contribuido de forma significativa para que os casos de
infeccdoes por EGB em RN fossem subestimados. Por outro lado, um dos laboratdrios
demonstrou grande intimidade na identificacdo do EGB, revelado pela grande numero
de uroculturas positivas, com identificagdo confirmada por nos.

Novos recursos moleculares para deteccdo do Streptococcus agalactiae
diretamente em amostras de sangue estdo sendo utilizados, alguns automatizados, que
além de mais sensiveis rdpidos e padronizados, poderdo ser uteis para fins clinicos e
epidemioldgicos (82,93).

Outra razdo para o uso da triagem materna é o argumento de reduzir o uso de
antibidticos desnecessdrios em mulheres ndo colonizadas, tendo em vista o
aparecimento, em diferentes paises, de cepas de EGB resistentes a drogas
antimicrobianas usadas na profilaxia e no tratamento da infeccdo (86). Com a triagem
apenas as mulheres colonizadas passaram a utilizar os antibi6ticos.

O Streptococcus agalactiae tem sido encontrado também em casos infecg¢des e
queimaduras (2,6). Ele também foi descrito em 5% a 23% dos casos de infec¢do urinaria
em ndo gestantes, sobretudo em pessoas idosas (2,6). No material selecionado no
Laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP destaca-se o
significativo nimero de amostras isoladas em urina nos anos de 2007 e 2008, ndo se
tendo registrado o nimero de amostras nos anos seguintes, pois O interesse estava
voltado apenas para as amostras de materiais nobres (sangue e LCR). O mesmo
comentdrio pode ser feito para as secrecdes, tanto de mucosas, como de feridas em
geral, que no conjunto, representaram cerca de 10% de todo material selecionado. Este
achado também foi verificado para um dos Laboratérios que colaboraram com a
pesquisa, revelando significativo nimero de isolamentos em amostras de urina e
proporcional nimero em amostras de secrecoes.

Raros sdo os casos descritos de meningite em adultos; existem casos descritos de
endocardite em pacientes com problemas valvulares (2). Entre nossas amostras de LCR
isoladas pelo Hospital de Clinicas da UNICAMP, uma amostra era de RN do CAISM e
as outras duas de adultos. Recebemos também uma amostra de LCR de um paciente
adulto do Hospital Estadual de Sumaré.

O EGB tem sido associado com infec¢des de cateteres e outros procedimentos
invasivos, e nesses casos ¢ comum a co-infec¢do com Staphylococcus aureus (6,7). Nao
procedemos a andlise detalhada dos prontuérios dos pacientes do HC UNICAMP para a

detec¢do de algum caso de infec¢do hospitalar.
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Das dezenove amostras isoladas em hemoculturas no Laboratério de
Microbiologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, seis eram provenientes de RNs
do CAISM, e as treze amostras restantes, eram de adultos. Entre as nove amostras
isoladas pelos outros laboratdrios, uma amostra era de RN e outra de adulto no Hospital
de Sumaré. As quatro amostras do Laboratério Stelini eram de pacientes gravidas da
Maternidade de Campinas, mas sem outras informagdes clinicas. Os trés casos de
hemoculturas provenientes do laboratério Vozza todas eram de idosos entre 71 a 80
anos e ndo foram tipadas pois as amostras ndo puderam ser recuperadas, embora
previamente confirmadas por testes fenotipicos. Estes achados destacam a importancia
do Streptococcus agalactiae como agente de bacteremia em adultos e idosos.

Quanto aos sorotipos encontrados em nosso estudo, devemos inicialmente
considerar o baixo numero de casos de infeccao neonatal detectados. Entre os sete casos
analisados, houve o predominio do sorotipo V, seguido pelo Ia e III respectivamente,
que condizem com os achados da década passada em outros paises, como EUA, Suécia,
Canada e Austrélia (46,54,56,58). A partir da década de 90, o sorotipo V, que era pouco
relatado, ganhou mais importancia, sendo citado em publicacdes recentes como o mais
isolado em paises como a Coréia, Libano, Malasia (59-61). Os outros sorotipos
encontrados sdo os mais encontrados em amostras retovaginais (10,16,46,52-57), e
assim como em outras amostras clinicas em adultos, excluidas as gestantes (2). Os
sorotipos III, Ta e V, também estdo relacionados a maior viruléncia e, portanto,
associados a maioria das infec¢des neonatais, maternas e em outras populacdes
(1,2,9,10,17,46).

Na auséncia de uma vacina, a triagem universal e a profilaxia antibidtica
continuam a ser os pilares da prevencdo da doenca de Inicio Precoce (10). Existem
poucos estudos no mundo e raros no Brasil sobre a distribui¢do dos sorotipos de
Streptococcus agalactiae na populacdo, e investigar o padrao de sorotipos capsulares
em diferentes regides ou populacdes é necessdrio para avaliar a diversidade capsular
possibilitando diferentes combinacdes de antigenos atingindo um numero maior de
pessoas em diferentes localizacOes geograficas (9), seria fundamental para o
desenvolvimento de uma vacina efetiva contra o EGB e esta vacina permitiria diminuir
as infec¢des materno-infantis e eventualmente para populagdes de risco, como ja
detectado na literatura mundial e pelo nosso significativo nimero de hemoculturas

positivas encontradas.
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Conclusoes

1 - Durante o periodo 2007 a 2010 foram observados apenas seis casos de infec¢do em
recém nascidos na populacdo de pacientes atendidos no CAISM, cujo nimero de
amostras obtidas foi abaixo do inicialmente esperado. As possiveis justificativas
isoladas ou em conjunto para esse fato seriam:

A) A eficiéncia do programa de triagem materna, possibilitando alcancar niveis de
mortalidade infantil compardvel a de paises desenvolvidos para doenga de inicio
precoce por Streptococcus agalactiae.

B) A falta de um recurso mais sensivel para deteccao de casos com baixa bacteremia.
C)Pacientes tratados com antimicrobianos, que dificultariam o isolamento do

Streptococcus agalactiae.

2 - Durante o periodo de setembro de 2008 a setembro de 2009 foram obtidas 383 cepas
de S. agalactiae dos laboratorios de Campinas e regido que prestam servigos a hospitais
e maternidades isoladas em diferentes materiais clinicos, mas apenas de um recém
nascido, embora cerca de 10.000 partos sejam realizados por ano por estes hospitais. As
possiveis explicagdes para esses resultados seriam:

A) Problemas com o treinamento do pessoal que trabalha em laboratdrios, que teriam
dificuldades na identificac¢do de Streptococcus agalactiae,

B) A falta de material adequado para a coleta e transporte

C) Nao solicitagdo de exame pelo médico

D) Uso prévio de antimicrobianos

E) Alto indice de cesarianas que ocorridas no periodo do estudo em Campinas e regido,

muito maior que no CAISM.

3 - Foram obtidas cepas de S. agalactiae 1soladas de pacientes adultos, excluidas as
gestantes, tanto do Hospital de Clinicas da UNICAMP, como de hospitais de Campinas
e Regido em 15 amostras de sangue, trés de liquor, 295 uroculturas e 175 de secrecdes
diversas, revelando a importancia do EGB em processos infecciosos locais e sist€micos

em pacientes adultos.

4 - Em nosso estudo a prevaléncia de tipos capsulares encontrados pela técnica de PCR

¢ semelhante ao encontrado nos paises industrializados onde sorotipo V é o mais
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comum, seguido pelo Ia e III, tanto em recém-nascidos, como nas 61 amostras de

adultos analisadas.

5 - A técnica de PCR revelou ser util na caracterizacdo dos sorotipos de Streptococcus
agalactiae, pois, todas as nossas amostras foram sorotipadas, mostrando ser uma técnica
especifica, barata e util para estudos epidemioldgicos. A complexidade desses testes
ainda € muito alta para que os mesmos sejam implementados na rotina de um
laboratério, devendo, no entanto, em breve ser superada com a introducdo de novas

técnicas automatizadas.
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RESUMO

OBJETIVO: Analisar os sorotipos de estreptococo beta-hemolitico do grupo B (EGB)
isolados de recém-nascidos (RN) com infec¢do precoce, internados no Centro de
Atencdo Integral 4 Saude da Mulher da Universidade Estadual de Campinas (CAISM
/UNICAMP) METODOS: Estudo transversal realizado de janeiro de 2007 a dezembro
de 2010. As cepas foram obtidas de amostras de sangue, liquor e secre¢do ocular e
foram submetidas a provas laboratoriais manuais apos constatacao de hemolise em Agar
sangue, com coloracdo de Gram, provas de catalase, teste de CAMP, hidrélise do
hipurato ou por automacdo microbiolégica Vitek®2 Compact BioMerieux. Na
sequéncia, foram sorotipadas por PCR, utilizando sucessivamente primers especificos
para espécie e para nove sorotipos de S. agalactiae. RESULTADOS: Foram isoladas
seis amostras positivas, com 1, 2, 1 e 2 casos, respectivamente, para os anos de 2007 a
2010. Obteve-se uma incidéncia média 0, 553 casos de EGB por 1.000 nascidos vivos
em uma média de 2.713 partos nos quatro anos de estudo. Encontraram-se duas
amostras de cada um dos sorotipos Ia, Il e V nas quatro amostras de sangue, uma de
liquor e uma de secrecdo ocular dos recém-nascidos com quadro clinico de infec¢do. Na
Unica amostra de sangue materna pareada encontrou o mesmo sorotipo III que se isolou
no recém-nascido. CONCLUSOES: O reduzido nimero de amostras de recém nascidos
infectados possivelmente decorre da eficiéncia do programa de profilaxia do EGB em
gestantes. Os sorotipos encontrados, associados a maior viruléncia, coincidem com
aqueles descritos na literatura mundial. A técnica de PCR revelou ser muito util e de

elevada especificidade.

Palavras-Chave: Streptococcus agalactiae, infec¢do neonatal, sepse neonatal,

meningite neonatal, tipagem capsular, PCR.
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ABSTRACT

PURPOSE: Analyze the serotypes of beta-hemolytic streptococcus group B (GBS)
isolated from newborn (NB) with early infection admitted to the Center of Integral
Attention to Women's Health at the University of Campinas (CAISM/ UNICAMP).
METHODS: A transversal laboratory survey conducted from January 2007 to
December 2010. The newborns strains were isolated from blood, cerebrospinal fluid and
and secretion ocular samples. The strains were screened by the hemolysis on blood agar
plates, Gram stain and catalase test, followed by standard methods: CAMP test,
hippurate hydrolysis or by microbiological automation: Vitek®2 Compact BioMerieux.
They were serotyped by PCR using specific primers successively for species and nine
serotypes of S. agalactiae. RESULTS: There were only six samples isolated from
infectious processes caused by GBS in newborns of CAISM, with 1,2,1 and 2 cases
respectively for each year from 2007 through 2010, with only one case with mother-
child paired samples. Considering that the CAISM performed on average 2,713
deliveries/year for the study period, we estimate an average incidence of GBS 0.553
cases per 1,000 live births. The serotypes found in four samples of blood, one
cerebrospinal fluid and one ocular secretion, were two samples of each of following
serotypes: Ia, III and V. In the sample of the mother's blood was found the
same serotype III than in the newborn. CONCLUSIONS: The number of samples from
newborns was lower than expected, possibly due to the efficiency of the screening
program and maternal GBS prophylaxis. The serotypes that we found in our infected
newborns are the most prevalent in the literature and associated with increased

virulence. The PCR technique has proved to be very useful and with high specificity.

Keywords: Streptococcus agalactiae, neonatal infection, perinatal sepsis, perinatal

meningitis, capsular typing, PCR.
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“Identificacdo de sorotipos de Streptococcus agalactiae pela técnica de PCR de
amostras isoladas de recém nascidos infectados do CAISM/UNICAMP”
"Streptococcus agalactiae serotypes identification by PCR of samples isolated

from infected neonates of CAISM /UNICAMP"

INTRODUCAO

O Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do Grupo B (EGB) € uma bactéria
gram-positiva de potencial invasivo, especialmente no periodo perinatal, acometendo
recém-nascidos, gestantes ou puérperas e, mais recentemente, pacientes idosos e outros
casos de infec¢do hospitalar (1,2). A doenca em recém-nascidos (RN) em geral ocorre
na primeira semana de vida e é denominada sepse neonatal de inicio precoce (3,4). As
formas clinicas em recém-nascidos abrangem a sepse, osteomielite, artrite séptica,
pneumonia e meningite, podendo acarretar seqiielas neuroldgicas, visuais e auditivas
graves em 15% a 30% dos acometidos, ou podendo levar ao ébito (4).

Aproximadamente 10% a 30% das gestantes sdo colonizadas pelo EGB na
vagina ou no reto (3,4). Na auséncia de qualquer intervencao, estima-se que 1% a 2%
dos recém nascidos de maes colonizadas desenvolva doenga precoce por EGB (4). No
entanto, a letalidade da infeccdo diminuiu de 50% na década de 1970, para 4% a 6% nos
ultimos anos, principalmente devido aos protocolos de triagem e antibidticoprofilaxia e
avancos no cuidado neonatal (1). As recomendagdes de prevengdo ao EGB nos EUA
resultaram em um declinio na incidéncia de casos da doenca precoce em recém nascidos
de 1,7 casos por mil nascidos vivos na década de 1990, para cerca de, 0,34 casos por mil
nascidos vivos em 2008 (4).

m 1996, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) publicou diretrizes
para a prevencdo de infeccdo estreptococica do grupo B no periodo perinatal (5). As
normas foram atualizadas e republicadas em 2002 pelo CDC padronizando a triagem de
mulheres gravidas para deteccao de colonizacdo pelo EGB entre a 35" e 37 semanas de
gestacdo, indicando profilaxia antibidtica nas infectadas, durante o trabalho de parto (6).
Os antibidticos utilizados na profilaxia s@o penicilina e ampicilina, em casos de alergia a
estas drogas, eritromicina ou clindamicina.

O aparecimento, em diferentes paises, de cepas de EGB resistentes aumentou a
busca por alternativas na prevencao (6,7). Assim, em junho de 2009, o CDC reavaliou
as estratégias de preven¢cdo com base em dados coletados apds a emissdo de Diretrizes

de 2002, dando novas orientacdes, referente ao uso racional dos antibiéticos, triagem de
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urina e metodologias laboratoriais (4). Na auséncia do licenciamento de uma vacina, a
triagem universal e a profilaxia antibidtica continuam a ser os pilares da prevencdo da
doenca (4). Do ponto de vista microbioldgico, cada etapa do processo laboratorial
(coleta, isolamento e apropriada identificacio do EGB) € critico para o sucesso da
caracterizacdo deste agente, assim como a experiéncia do profissional que executa estas
tarefas (4,7-10). A utilizacdo de meio de cultura seletivo, contendo agentes
antimicrobianos que sdo capazes de inibir o crescimento de outros microorganismos
comuns da microbiota, € importante para crescimento de Streptococcus agalactiae, com
aumento da possibilidade de seu isolamento em aproximadamente 50%, reduzindo os
casos de falso positivo e falso negativo. O meio de cultura seletivo mais empregado é o
caldo de Todd Hewitt, contendo gentamicina e 4cido nalidixico ou colistina e 4dcido
nalidixico. Caldo seletivo contendo substratos cromogénicos que mudam de cor na
presenca do EGB beta-hemolitico vem sendo muito utilizado; entretanto uma pequena
quantidade de cepas ndo hemoliticas pode resultar em falsos negativos (4). A utilizacdo
de placas de Agar sangue € util para isolamento e para a identificacdo presuntiva que
pode ser feita pelo teste de CAMP, ou identificacdo pela aglutinagdo com particulas de
latex, com antisoro para Streptococcus do Grupo B, ou mais recentemente com alguns
meios cromogénicos em agar, que sofrem alteracdo de cor na presenca de coldnias beta-
hemoliticas (11,12).

Além de técnicas convencionais de identificacio para EGB, foram
desenvolvidas sondas de DNA (4,13) e testes de amplificacdo de acido nucléico, como
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (14,15). Foi observado aumento da
sensibilidade na identificacio de EGB em amostras colhidas no pré-natal e cultivo
enriquecido, de 54.3% para 94,0% em relacdo aquelas obtidas no intra-parto e
amplificadas por PCR (4 14,16).

O Streptococcus agalactiae é classificado em sorotipos de acordo com
diferencas antigénicas capsulares (4 9,10). A variedade capsular tem relacio com a
viruléncia e 1identificar os sorotipos € fundamental para estudos clinicos e
epidemioldgicos. (4, 9). Existiam nove sorotipos capsulares distintos (Ia, Ib, II, III, IV,
V, VI, VII, VIII) (10), além do novo IX, descrito em 2007 por Slotvet, H e
colaboradores (17). Dentre os dez sorotipos conhecidos, relata-se que o sorotipo III € o
mais encontrado nas doencas do neonato principalmente meningite e septicemia e € o

segundo mais detectado em amostra vaginal de gestantes assintomaticas; o sorotipo la é
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o mais isolado em amostra vaginal e o sorotipo V t€ém predominado em casos de
infec¢do em adultos, excluindo-se as gestantes. (4).

E grande o interesse do desenvolvimento de uma vacina para a prevencdo das
infeccoes pelo EGB, reduzindo a colonizacdo materna e prevenindo a transmissdo
neonatal. Ainda ndo existe vacina licenciada, mas os estudos em fase I e II tém revelado
que, maes imunizadas, produzindo anticorpos IgG tipo especifico, protegem seus RNs
de doenca invasiva (4,18-20). Para planejamento da composi¢do antigénica dessa
vacina, extensivos estudos epidemioldgicos serdo necessarios para avaliar a distribui¢do

dos sorotipos de EGB nas diferentes populacoes (4,9).

MATERIAL E METODOS
Este estudo laboratorial, transversal e descritivo foi realizado na Divisao de

Patologia Clinica / Laboratério de Microbiologia Clinica do Hospital de Clinicas, da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, SP e Laboratério de
Genética Humana da FCM UNICAMP.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Médica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP sob o parecer n° 640/2008.

Foram triadas durante o periodo de 01/01/2007 a 31/12/2010, cepas de
Streptococcus agalactiae 1soladas de recém-nascidos infectados atendidos no CAISM
(Centro de Atencdo Integral & Saiude da Mulher - Hospital da Mulher Prof Dr José

Aristodemo Pinotti).

Processamento do material do CAISM/UNICAMP

Amostras de hemocultura e liquido cefalorraquidiano (LCR) de recém nascidos
foram colhidas em suspeita de quadro infeccioso e foram enviadas ao Laboratério de
Microbiologia do HC da UNICAMP para processamento. Amostras de sangue foram
processadas no equipamento de automagdo BacT/ALERT® BioMerieux. Amostras de
LCR eram semeadas diretamente em placas de Agar chocolate e Agar MacConkey e em
tubo contendo caldo BHI e incubado a 37°C com 5% de CO, permanecendo por 24 as
72h horas na estufa, sendo observado diariamente para detectar a presenca de

crescimento bacteriano.
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Semeadura, isolamento e identificacdo

Amostras de hemocultura positivas no BacT/ALERT® eram semeadas para
isolamento de coldnias por estriamento em placa de Agar sangue de carneiro e incubado
a 37°C com 5% de CO, permanecendo por 24 horas na estufa.

O crescimento bacteriano era observado e as colonias selecionadas com
morfologia e beta hemolise de S. agalactiae. Eram realizadas a prova da Catalase e a
coloracdo de Gram. A identificacdo era feita através do teste de CAMP, teste de
hidrélise do hipurato (9,10) ou em caso de resultados duvidosos pelo equipamento de
automacdo Vitek®2 Compact (BioMeriéux Vitek Inc., St. Louis, MO). As amostras
confirmadas foram estocadas a -80°C, em tubos, contendo caldo BHI com 15% de

glicerol.

Extracdo de DNA

O protocolo de extracdo baseou-se no trabalho de Ausubel, et al 2003 (21)
utilizando colonias crescidas diretamente no agar sangue, que foram diluidas em 400 pl
de solugdo TE pH 8,0 e 50 pl de lisozima 10 mg/ml incubadas por 3 horas a4 65°C. Foi
adicionado 70 ul de SDS 10% e 5 ul de proteinase K 10mg/ml, incubado 65°C por 10
min., em seguida, acrescentou-se 100 ul de NaCl 5M e 100 ul de CTAB/NaCl (pré
aquecido a 65°C), e foi incubado & 65°C por mais 10 min.. Foi adicionado 750 pul de
Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1) e centrifugado por 10 min. a 12000 RPM. Ao
sobrenadante foram acrescentados 600 ul de Isopropanol e incubado a -20°C por 30
min. e centrifugado por 05 min. a 12000 RPM. Ao precipitado foram adicionados 1000
ul de dlcool 100%, e foi incubado por 24 horas a -20°C. Apos o periodo de incubagdo o
DNA foi centrifugado por 05 min. a 12000 RPM, descartando-se o sobrenadante e, ao
precipitado, foram adicionados 1000 pl de dlcool 70%. e foi incubado por 1 hora a -
20°C e, apds foi descartado o sobrenadante e adicionado 100 ul de dgua Millig® estéril

e foi estocado -20°C. (21)

Quantificagdo e dilui¢do de DNA:
O DNA gendmico foi quantificado por espectrofotometria, pelo NanoVue®,
General Eletric Company. Todas as amostras foram diluidas a 50ng, utilizando 4gua

Millig® e as amostras estocadas a -20°C.
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Reacdo de PCR multiplex

Foi designado um par de primers para cada sorotipo de EGB (Ia, Ib, II-VIII) e
um par para confirmar o microrganismo como realmente sendo Streptococcus
agalactiae. (22,23). Foram feitas trés reagdes no termociclador, sendo a primeira apenas
com os primers que definiam a espécie. As amostras que amplificaram nessa etapa
foram amplificadas com os outros nove pares de primers misturados na quantidade de
0,25ul por amostra em um mix de Primers forward e Primers reverse. Por fim, realizou-
se uma ultima rea¢do para confirmar o sorotipo apenas com o par de primers que
amplificou na reacdo anterior, descartando-se reagdes cruzadas. Na reacdo utilizou-se:
3ul do DNA de interesse, 2,5ul de dNTPs, 2,5 ul de tampao Taq (Taq Buffer with KCI -
Fermentas Life Science, USA), 2,5 ul tampao MgClz’ (Fermentas Life Science, USA)
0,1 pl de Taq polimerase (Fermentas Life Science, USA), 0,25ul de primer forward e
0,25ul de primer reverse e completando com dgua Millig® ou deionizada até 25 ul. O
ciclo do termociclador foi de 15 min. a 94°C, 60°C por 30 seg., 72°C por 1 min., 72°C
por 10 min., e final de 22°C. (23).

Eletroforese
Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%.
Foi utilizado 2,0 pl de marcador de peso molecular /00Kb e 50Kb (Fermentas Life
Science, USA). As 1imagens foram capturadas pelo analisador Amersham
Biosciences/GE Healthcare Typhoon 9400®, e armazenados em pendrive e

posteriormente, analisadas.

RESULTADOS
No periodo de 2007 a 2010 obtivemos, apenas 6 amostras positivas para S.
agalactiae, de RNs do CAISM, tendo sido quatro isoladas de hemocultura, uma de
liquor e uma de secrecdo ocular. Em apenas um dos casos foi possivel obter amostras
positivas pareadas da mae e do RN, totalizando sete amostras analisadas. (Tabela 1).
Entre os seis RNs com processos infecciosos causados por S. agalactiae, em quatro foi
diagnosticado quadro de sepse neonatal precoce, um de meningite neonatal precoce e
um de conjuntivite purulenta. (Tabela 1).
A triagem inicial por PCR de espécie S. agalactiae confirmou as sete amostras
selecionadas. O PCR dos sorotipos das seis amostras de RNs provenientes de diferentes

sitios infecciosos revelou a participag¢ao dos tipos Ia, III e V, com dois casos cada um
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(Tabela 2); os demais tipos ndo foram encontrados. Na tnica amostra pareada mae -
RN o subtipo III foi encontrado em ambos. Foi possivel fazer a tipagem de todas as
amostras com os primers disponiveis (Tabela 2).

Durante o periodo de estudo de 2007 a 2010 foi calculada uma relagdo média para
doenca de inicio precoce por EGB de 0, 553 casos por 1000 nascidos vivos, no
CAISM/UNICAMP, variando entre 0, 363 e 0, 734 casos por 1000 nascidos vivos.
(Tabela 3)

DISCUSSAO

A triagem de S. agalactiae com amostra reto-vaginal entre a 35* e 37* semana de
gestacdo (4,6), seguida de tratamento profildtico das gestantes colonizadas, utilizada
rotineiramente no CAISM, mostrou-se pertinente e efetiva. Esta rotina coincide com
aquela preconizada pelo CDC e estabelecida no Projeto Diretrizes da AMB para
“Rotura Prematura das Membranas” (24). Essa conduta baseia-se na estimativa de risco
vinte e cinco vezes maior para uma gravida colonizada por EGB ter um parto de RN
com doenca de inicio precoce, comparada a uma gestante com cultura negativa no pré-
natal (4).

Na falta de qualquer intervencdo, entre 1% a 2% dos RN nascidos de maes
colonizadas desenvolvem infec¢des precoces por EGB (4-7). E fundamental destacar
que a elevada letalidade da doenca diminuiu de 50% na década de 70 (4) para 4% a 6%
nos ultimos anos, principalmente devido aos avancos no cuidado neonatal (1,25). A
mortalidade € de 2% a 3% entre os recém-nascidos a termo, sendo maior entre os
recém-nascidos prematuros com taxas de letalidade de cerca de 20%, ja entre aqueles
com gestacdo de < 33 semanas a letalidade pode chegar & de 30% (1,25). Nos EUA, a
incidéncia da infec¢do por EGB diminuiu cerca de 80% desde o inicio de 1990 até 2002,
alcancando um patamar de aproximadamente 0,5 casos por mil nascidos vivos (4).
Depois de 2002, a incidéncia caiu mais e nos ultimos anos tem variado de 0,3-0,4 casos
por mil nascidos vivos. Este declinio adicional de 20% a 40% € coerente com o previsto
para a estratégia de prevencdo que incluiu a triagem universal em 2002 (6). Entre nos,
encontramos uma incidéncia semelhante, de 0, 553 casos por mil nascidos vivos apds o
inicio da triagem pré-natal com amostra vaginal/retal de gestantes. Segundo dados do
CAISM referente ao periodo anterior, (de 1996 a 2007), sem triagem e apenas profilaxia

por fatores de risco, a incidéncia estimada era de 0,82 casos por mil nascidos vivos (26).
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Outra razdo para o uso da triagem materna incluiu o argumento de reduzir o uso
de antibidticos desnecessarios em mulheres ndo colonizadas, tendo em vista o
aparecimento, em diferentes paises, de cepas de EGB resistentes a drogas
antimicrobianas, usadas na profilaxia e no tratamento da infec¢do (26). Com a triagem
apenas as mulheres colonizadas passaram a utilizar os antibi6ticos.

Os recursos laboratoriais tradicionais utilizados para isolamento e identificacao
de EGB, associados ao reconhecimento da sua importancia clinica, ao uso do caldo
seletivo Todd-Hewitt®, com ou sem o uso de meios cromogénicos, como indicado pelo
CDC2010, permitiram um melhor conhecimento de sua epidemiologia e patogenia (4).
Entretanto, defici€éncias no treinamento ou intimidade com o agente podem ainda
restringir o sucesso da sua caracterizagdo. Outros fatores que podem dificultar o seu
isolamento sdo pacientes tratados previamente com antimicrobianos, a ndo coleta de
material para diagndstico ou pela menor sensibilidade da hemocultura para casos com
baixa bacteremia. Novos recursos moleculares para deteccdo do S. agalactiae
diretamente em amostras de sangue estdo sendo utilizados, alguns automatizados, que
além de mais sensiveis rdpidos e padronizados, poderdo ser uteis para fins clinicos e
epidemioldgicos (22,27).

Quanto aos sorotipos encontrados em nosso estudo, a prevaléncia do sorotipo Ia,
Il e V condiz com os achados em outros paises onde diversos estudos, demonstraram
que os sorotipos: Ia, III e V s@o mais encontrados em amostras reto-vaginais (4,7,28-
34), e assim como em outras amostras clinicas em adultos gestantes ou ndo (2). Estes
sorotipos também estdo relacionados a maior viruléncia e, portanto, associados a
maioria das infecgdes neonatais, maternas € em outras populagdes (1-4,9,30). Na
Inglaterra e Noruega, os sorotipos predominantes sao III (33,8%) e Ib (21,3%) (28) e na
China, os sorotipos 1I (33%), III (23%) e 1a (16%) (29). J4 nos EUA em 2000, os dois
sorotipos mais comuns foram o tipo III e V; o tipo III causa mais de 50% das doencas
infantis, o tipo V cerca de 40% das doengas de adultos ndo gestantes enquanto o tipo la
€ responsdvel por cerca de um terco da doenca em qualquer grupo (30). Da mesma
maneira, um estudo sueco de 2000 encontrou o sorotipo III como o mais freqiiente
(32%), seguido do sorotipo V (22%) (31). Estes dados sdo concordantes com um estudo
africano do mesmo ano (32). No Canad4, 81% das doengas neonatais precoces foram
causadas pelo EGB dos sorotipos Ia, III e V (33). Na Argentina, o sorotipo III esteve
presente em 47,6% dos RN (34).
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Os dados sobre os sorotipos mais prevalentes no Brasil sdo poucos. Em
Floriandpolis, os sorotipos mais freqiientes foram II e o III (35) e no Rio de Janeiro em
1982, os sorotipos Ib e Ia (36). Um estudo em 2005 encontrou o sorotipo Ib
predominante entre gestantes de Jundiai, Sdo Paulo, seguido pelos sorotipos II e Ia
(37,38). Esses sorotipos ndo sdo muito virulentos, diferente do sorotipo III, que é um
dos mais encontrados nas infec¢des em neonatos, principalmente meningite e
septicemia (9).

Na auséncia de uma vacina, a triagem universal e a profilaxia antibidtica
continuam a ser os pilares da prevencdo da doenca de Inicio Precoce (4). Existem
poucos estudos no mundo e raros no Brasil sobre a distribui¢do dos sorotipos de
Streptococcus agalactiae na populagdo, fundamental para o desenvolvimento de uma
vacina efetiva contra o EGB. Investigar o padrdo de sorotipos capsulares em diferentes
regides ou populacdes € necessdrio para avaliar a diversidade capsular possibilitando
diferentes combinagdes de antigenos atingindo um ndmero maior de pessoas em

diferentes localizacdes geogréficas (22).

CONCLUSAO

Durante o periodo do estudo foram observados raros casos de infec¢do em recém
nascidos na populagdo de pacientes atendidos no CAISM, possivelmente devido a
eficiéncia do programa de triagem. Em nosso estudo a prevaléncia de sorotipos
encontrados pela técnica de PCR é semelhante ao encontrado nos paises industrializados
onde os sorotipos mais comuns sdo Ia, IIl e V. A técnica de PCR revelou ser util na
caracterizacdo dos sorotipos de Streptococcus agalactiae e os testes por PCR tém
demonstrado alta sensibilidade e especificidade. Porém, a complexidade desses testes
ainda € muito alta para que os mesmos sejam implementados na rotina de um
laboratério, devendo, no entanto, em breve ser superada com a introdu¢do de novas

técnicas automatizadas.
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Tabela 1 — Amostras de Streptococcus agalactiae em amostras de RN isolados no

CAISM e um caso de mae - RN pareados, no periodo de 2007 e 2010

Cédigo RN Amostra Quadro clinico Ano Amostra Mae
58 liquor meningite 2007 Nio
64 Sangue sepse 2008 Nao
91 Sangue sepse 2008 Sangue
284* Sangue sepse 2009 Nao
2130 Sangue sepse 2010 Nio
270 ocular conjuntivite 2010 Nao

*evoluiu para 6bito (tabela 1)

Tabela 2 — Distribuicao dos sorotipos de Streptococcus agalactiae obtidos por PCR
de amostras provenientes de recém-nascidos do CAISM/UNICAMP e um caso de

mae - RN pareados no periodo de 2007 a 2010.

Material Ia Ib I II IV V VI VII VIII IX T.Amostras
Secrecao Ocular 1 - - - - - - - - - 1
Sangue RNs 1 - - -2 - - - - 4
Sangue da mae - - - - - - - - - 1
Liquor - - - 1 - - - - - = 1
Total Geral 2 0 0 3 0 2 0 o0 0 0 7

*amostras pareadas mae e RN com o mesmo sorotipo (tabela 2)

Tabela 3 — Estimativa da incidéncia da doenca de inicio precoce causada por EGB

em RN por mil nascidos vivos no CAISM/UNICAMP, durante o periodo de 2007 a

2010.

Anos Total de Partos  Nuamero de casos Incidéncia por mil nascidos vivos
2007 2.685 1 0,372

2008 2.687 2 0,744

2009 2.754 1 0,363

2010 2.724 2 0,734

Média — 2.713 1,5 0,553

*amostras pareadas mie e RN com o mesmo sorotipo
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O conteddo e as conclusées agui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

0O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa. sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item [V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos anilise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item I11.1.2). exceto quando perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CLEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estude (Res, CNS Item V.4.), E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagdo ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo [ ou 1l apresentados anteriormente &8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentades ao CEP. de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugiio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologagio V111 Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 26 de agosto de 2008,

- J{ll‘(_ -~
Profa. I)r_.'r.f’f(arr;id{ Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité dee Eliva em Pesquisa - UNTCAMP
Wunz Tessalia Yieirn de Camargo, 126 FONE (00%9) 35321-8930
Caixa Postal 6111 FAX (019 3521-T187
13084-971 Campinas — SI cepilom.unicamp.br
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4. Autorizacao para os Laboratérios de Campinas e regiao

Ao Laboratério

Prezado (a) Senhor (a) Responsavel

Venho por meio desta, solicitar a colaboracdo e autorizacdo para o
fornecimento de cepas bacterianas de Streptococcus agalactiae que venham a ser
isoladas neste laboratério provenientes de exames feitos a partir de qualquer material
biolégico de pacientes infectados ou colonizados, para meu projeto de mestrado, que
visa tracar o perfil microbiolégico e epidemioldgico desta bactéria na regido de
Campinas. A colaboracao deste Laboratério é de vital importancia para o sucesso de
nossa proposta. O projeto ird definir a variabilidade capsular do S. agalactiae
encontrado em nossa comunidade, dados que poderdo reorientar medidas de
profilaxia disponiveis na atualidade.

Titulo do projeto: “Estudo da variabilidade capsular pelo PCR de linhagens de
Streptococcus agalactiae isoladas no periodo peri-natal de pacientes

colonizados e infectados na cidade de Campinas e regiao”

Responsaveis pelo projeto: Kateli Fiolo (kateli@fcm.unicamp.br)

Mestranda do Programa de P6s Graduacdo da Saude da Crianga e do Adolescente,
Faculdade de Ciéncias Médicas, Unicamp. Laboratério de Microbiologia do Hospital
das Clinicas UNICAMP

Prof. Dr. Carlos Emilio Levy (celevy@fcm.unicamp.br)

Departamento de Patologia Clinica da Unicamp

Responsavel pela Divisdo de Patologia Clinica do HC da Unicamp
Professor Orientador pelo Departamento de Pediatria

Programa de Pés Graduacao em Saude da Crianca e do Adolescente

Campinas de de 20__

Assinatura um dos responsaveis pelo Projeto

Assinatura Responsavel pelo Laboratério
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