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Resumo

OBJETIVO: Analisar a prevaléncia de Streptococcus agalactiae, um estreptococo do Grupo B, em gestantes e seus
possiveis fatores de risco, bem como o impacto perinatal e a suscetibilidade antimicrobiana das colonizadas. METODOS:
Foram avaliadas 213 gestantes a partir de 20 semanas de gestagdo, independente dos fatores de risco, atendidas
em um hospitalescola fercidrio da zona Norte do Esfado de Ceard, no Brasil. O célculo do tamanho amostral ocorreu
por conveniéncia. Foi utilizada técnica do swab estéril tnico para coleta de secrecéo das regides vaginal e perianal.
As amostras recém-obtidas eram armazenadas em meio de fransporte Stuart e, no laboratério, inoculadas em meio
seletivo Todd-Hewitt adicionado de gentamicina (8 ug/ml) e dcido nalidixico (15 ug/ml), com posterior subcultivo
em placas em dgarsangue. Nos materiais eram realizados feste de Gram, catalase com peréxido de oxigénio
e CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen), sendo confirmados sorologicamente com Streptococcal Grouping Kit,
Oxoid®. As positivas foram submetidas a testes de suscetibilidade antimicrobiana. Foram também avaliadas variaveis
socioeconémicas, reprodufivas, clinico-obstétricas e neonatais. Os dados foram analisados utilizando o programa
Epinfo 6.04. RESULTADOS: A prevaléncia de colonizagdo encontrada foi de @,8% pelo teste de CAMP, embora
apenas 4,2% pelo sorolégico. O tnico fator de protegdo observado foi cor da pele branca [p=0,01, 0.45>0R>0.94,
IC95%). Néo foi observada diferenca de prevaléncia do estreptococo do Grupo B com outras varidveis reprodutivas
ou obstétricas. Ocorreu infecgdo em apenas um dos recém-nascidos de mées colonizadas, entrefanto revelou-se
infecgdo por Pseudomonas spp. Foi encontrada resisténcia para ampicilina (4/9) e cefalotina (4/9), penicilina (4/9
casos), erifromicina (3/9), clindamicina (7/9) e cloranfenicol (1,/9). CONCLUSOES: A taxa de infeccdo foi inferior
& enconfrada em oufros estudos, embora fambém nofou-se grande faxa de resisténcia aos antibidticos mais utilizados
no tratamento. S&o necessdrios novos estudos no Brasil, com grupos geograficamente semelhantes, para a validagdo
desses resuliados.

Abstract

PURPOSE: To assess the prevalence of Streptococcus agalactiae, a Group B streptococcus, in pregnant women, and their
possible risk factors, as well as the impact of perinatal colonization and antimicrobial susceptibility. METHODS: We
evaluated 213 pregnant women from 20 weeks of gesfation, regardless of risk factors, attending a tertiary teaching
hospital. The technique used was a single sterile swab to collect secretions from the vaginal and perianal regions.
The newly obtained samples were stored in Stuart fransport medium and taken to the laborafory, where they were
inoculated in Todd-Hewitt selective medium supplemented with Gentamicin (8 ug,/ml) and nalidixic acid (15 ug/ml),
with subsequent cultivation on blood agar plates. The materials were tested with Gram, catalase with hydrogen peroxide
and CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen), and results were serologically confirmed with the Streptococcal Grouping
Kit, Oxoid®. The positive samples were tested for antimicrobial susceptibility. VWe also assessed socioeconomic,
reproductive, clinical, and obstetric variables, and newborn care. Statistical analysis was performed with Epi-info
6.04. RESULTS: The prevalence of colonization obtained by field fests was 9.8% by CAMP test, but only 4.2% by
serology. The only profective factor was white skin color (p=0.01, 0.45>0R>0.94, 95%Cl). There was no difference
in prevalence of Group B streptococcus regarding other reproductive and obstetric variables. Infection occurred in only
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one of the newborns from colonized mothers; although it was revealed infection with Pseudomonas spp. High resistance to ampicillin (4/9), cephalothin
(4/9), penicillin (4/9), erythromycin (3/9), clindamycin (7/9), and cloramphenicol (1,/9) was detected. CONCLUSIONS: The infection rate was lower
than that found in other studies, although a high rafe of resistance to antibiofics commonly used for treatment was defected. Since there are no studies
on the prevalence of Group B streptococcus in Ceard, we cannof perform a comparative analysis of the population, and further studies are needed with

geographically similar groups fo validate these results.

Introducao

A bactéria Streprococcus agalactiae é um estreptococo
do Grupo B (EGB), que faz parte da microbiota hu-
mana, colonizando geralmente o trato gastrintestinal e
geniturindrio’.

Esse micro-organismo estd intimamente relacionado
a afec¢des maternas, como infec¢do do trato urindrio,
endocardite, endometrite, sepse e outras’. Estd também
relacionado a contaminagdo de neonatos, que o adquirem
no decorrer da sua passagem pelo canal vaginal ou durante
sua permanéncia no ber¢drio, e a presenca de septicemia,
meningite e pneumonia. Além disso, sabe-se que possui
uma frequéncia comumente maior que a de vdrias outras
doencas bastante conhecidas, como sffilis e rubéola'°.

Em estudo multicéntrico, realizado nos Estados Unidos
com 52.406 nascimentos, o EGB foi o agente de sepse
neonatal precoce mais frequente, seguido pela Escherichia
coli’. Ha vdrios fatores de risco para infecgdo neonatal,
sendo a coloniza¢gdo materna no momento do parto e a
prematuridade os fatores de risco mais importantes®?. A
taxa de colonizacdo por EGB varia de acordo com a regido,
sendo, em média, de 10 a 30% no Brasil®'°.

A ocorréncia das mortes e infec¢des de neonatos
no bergdrio é preocupante, pois, apesar de as taxas de
letalidade serem baixas (cerca de 2 a 6% dos casos),
25 a 50% dos sobreviventes tém sequelas neuroldgicas
permanentes’’.

Em razdo da escassez de trabalhos sobre infec¢do por
EGB em nossa regido e seu respectivo desfecho materno e
neonatal, além da intensa varia¢do na taxa de prevaléncia
de acordo com a regido estudada, realizou-se um estudo
para avaliar a prevaléncia e os possiveis fatores de risco
dessa infec¢do na maternidade de um Hospital de Ensino
da zona Norte do estado do Ceard.

Métodos

Trata-se de um estudo prospectivo e transversal,
realizado entre junho de 2008 e janeiro de 2010. Foram
incluidas 213 gestantes com idade gestacional a partir
da 20" semana, as quais deram entrada na Maternidade
Santana da Santa Casa de Miseric6rdia de Sobral, Cear4,
Brasil, responsavel pelo atendimento da macrorregido da
zona Norte do estado. Foram excluidas as gestantes que
ndo aceitaram participar, que apresentaram reducdo da

cogni¢do e/ou da consciéncia, que utilizaram antibiéticos,
medicamentos tépicos ou desinfetantes, que se submeteram
a ducha ginecoldgica e que mantiveram relagio sexual
nas dltimas 24 horas.

A coleta de dados foi realizada com uma entrevista
baseada em um formuldrio com perguntas predefinidas,
abordando fatores socioecondmicos, reprodutivos, clinico-
obstétricos e neonatais. A coleta do material vaginal foi
realizada antes do exame de toque (para fins diagndsticos),
utilizando luva estéril (afastando os pequenos ldbios, sem
utilizagdo de espéculo) e, posteriormente, o anal (em nivel
de esfincter anal) por meio de um dnico swab estéril, com
posterior inocula¢do do mesmo em meio de transporte
Stuarr'*?'. O material foi inoculado em tubos contendo
2 mL de caldo Todd-Hewitt, adicionado de gentamicina
(8 ug/mL) e de dcido nalidixico (15 ug/mL). Apés incu-
bagdo por seis horas na temperatura de 35°C, realizou-se
uma subcultura no meio de cultura dgar-sangue acrescido
de 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubado por
24 horas a 35° C.

As colonias sugestivas de EGB, acinzentadas, circun-
dadas por um halo discreto de hemdlise total (B-hemdlise)
ou ndo hemoliticas foram submetidas a coloragio de Gram
e observadas ao microscépio. Os cocos Gram-positivos fo-
ram testados quanto a capacidade de produzir catalase e o
fator CAMP'®". Os micro-organismos catalase negativos e
CAMP positivos foram submetidos a grupagem soroldgica.
As amostras identificadas como S. agalactiae foram mantidas
congeladas entre 18 a -20° C, sob forma de suspensdes densas
em leite desnatado Molico (Nestlé®, Aracatuba, Sio Paulo)
a 10% (p/v) acrescido de glicerol a 10% (v/v).

O teste da catalase é feito com a transferéncia de algu-
mas colOnias sugestivas para uma lamina de microscopia
contendo uma ou duas gotas de peréxido de hidrogénio a
3%. O rdpido aparecimento e a producdo sustentada de
bolhas de gds ou a efervescéncia indicaram uma reagdo
positiva'®. Como controle positivo do teste, utilizou-se
a amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Como
controle negativo, utilizou-se a amostra de Streptococcus
preumoniae ATCC 49619.

O teste de CAMP consiste em inocular, em uma placa
de dgar-sangue, uma cepa de Staphylococcus anrens ATCC
25923, conhecida como produtora de P-lisina, e uma
estria do Streptococos a ser identificado perpendicularmente
a estria do Staphylococcus, porém sem se tocarem. A placa foi
incubada em atmosfera ambiente (35/37° C). A intensificacio




da lise, em forma de ponta de flecha, na interse¢do das duas
estrias indicou a presenga do fator CAMP, produzido por
EGB e teste de CAMP positivo'™-2.

Para a sorogrupagem das amostras bacterianas, foi
utilizado o kit comercial para identificagdo de estrep-
tococos (Streptococcal Grouping Kit, Ox0id®) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Foram realizadas
suspensoes de duas a cinco coldnias de estreptococos
B-hemoliticos em um tubo de ensaio, com 0,4 mL da
enzima extratora. Em cada divisdo do cartdo foi apli-
cada uma gota de antissoro especifico para os grupos
A, B, C, D, Fe G de Lancefield”!*". Sobre o antissoro
foi adicionada uma gota da suspens@o bacteriana a ser
identificada. Ap6s a homogeneiza¢do, a amostra foi
identificada como pertencente ao grupo sorolégico,
com o qual foi observada uma reagdo de aglutinagdo. As
amostras pertencentes ao Grupo B foram identificadas
como S. agalactiae.

A avalia¢do da suscetibilidade antimicrobiana foi
realizada inicialmente sem o acréscimo do sangue de
carneiro a 5%, evidenciando-se uma taxa elevada de
resisténcia a bactérias, comumente ndo resistentes. ApGs
discussdo com o Servigo de Microbiologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFR]) e da Universidade
Federal do Ceard (UFC), sugeriu-se a metodologia que
serd descrita.

O reprocessamento das amostras para avaliagao da
suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo
teste de difusdo em 4gar, conforme as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)*. A partir
de culturas recentes, foram preparadas suspensdes das
amostras em solucdo salina esterilizada, correspondente a
turvagdo de 0,5 da Escala de Mac Farland. As suspensoes
foram semeadas com swabs esterilizados sobre a superficie do
meio de dgar Mueller Hinton (Himedia), acrescido de 5%
de sangue de carneiro. Discos de papel impregnados com
antibiéticos foram colocados sobre o meio. Os antibidticos
testados foram: Ampicilina 10 pg, Cefalotina 30 pg,
Clindamicina 2 pg, Cloranfenicol 15 pg, Eritromicina
15 pg e Penicilina 10 UI, todos obtidos da CECON (Sdo
Paulo, SP, Brasil). As placas foram incubadas a 35° C por
24 horas a atmosfera ambiente. A leitura dos halos de
inibi¢do e a interpretagdo dos resultados foram realizadas
de acordo com a CLSI*?. Foram considerados sensiveis os
seguintes didmetros dos halos: ampicilina (=24 mm),
cefalotina (=18 mm), clindamicina (=19 mm), cloran-
fenicol (=21 mm), eritromicina (= 21 mm) e penicilina
(=24 mm).

A coleta e o processamento do material foram re-
alizados de acordo com as recomendacdes do Centers for
Disease Control and Prevention (CDC)?.

A andlise dos dados foi realizada por meio do progra-
ma estatistico Epi-Info® 6.04d, usando teste do %* ou de

Fisher, quando aplicével, sendo considerado significante
p<0,05, com intervalo de confianga (IC) de 95%. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
da institui¢do, por meio do parecer 673.

Resultados

Durante o periodo do estudo foram rastreadas 213
mulheres com idade gestacional a partir de 20 semanas,
sendo a média de 32 semanas. A média da idade materna
foi de 25,9 anos. Em relacdo a paridade, 47,2% eram
multiparas. O uso de dlcool, tabaco e/ou drogas ilicitas
foi relatado por 23,8% das gestantes. Do grupo selecio-
nado, 21 (9,8%) foram positivas pelos testes da catalase e
de CAMP, sendo que apenas 9 (4,2%) tiveram resultado
positivo confirmado pelo teste sorolégico Streptococcal
Grouping kit (Oxo0id®).

A média de idade das gestantes do grupo colonizado
foi 23,5 anos e do ndo colonizado, 25,9. A maioria das
pacientes era oriunda da zona urbana (71,9%) e apresentava
renda menor do que trés saldrios minimos (95,5%), como
pode ser visto na Tabela 1. Nio foi observada colonizagdo
em mulheres brancas (p=0,01, 0.45>0OR>0.94, IC95%),
sendo esta a Gnica varidvel de prote¢io associada a colo-
nizagdo pelo EGB.

Das nove gestantes colonizadas, trés ndo realiza-
ram o parto na maternidade da SCMS. Dos seis partos
realizados na institui¢do, trés foram normais e trés
foram cesarianas, sendo um deles gemelar. Do total de
partos, dois foram pré-termos. A variagdao de peso dos
recém-nascidos foi de 2.145 a 3.380 g, sendo a média de
2.244 g. Ocorreu infec¢do em um dos recém-nascidos,
que nasceu de parto vaginal tendo sido coletado sangue
para realiza¢do de hemocultura, a qual revelou infec¢do
por Pseudomonas spp.

As nove amostras positivas foram submetidas ao teste de
sensibilidade antimicrobiana, sendo encontrada resisténcia

Tabela 1. Descricio dos fatores sociodemogrdficos em 213 gestantes com ou sem
infecciio pelo EGB

Varidveis %

Procedéncia

Urbana 71,9

Rural 28,1
Escolaridade

Analfabeto + Fundamental 57,4

Médio + Superior 42,6
Renda

<3 saldrios 95,5

>3 saldrios 45
Cor da pele

Branca 24,8

Nao-branca 75,2
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a Ampicilina (4/9), Cefalotina (4/9), Clindamicina (7/9),
Cloranfenicol (1/9), Eritromicina (3/9) e Penicilina (4/9).
Os casos que tiveram resisténcia 2 Ampicilina também
foram resistentes a Cefalotina e Penicilina.

Discussao

A prevaléncia de colonizagio foi de 4,2%, discordan-
do da maioria dos trabalhos da literatura, cuja média nas
literaturas nacional e internacional fica em torno de 10 a
30%*"%. Jauréguy et al.?® observaram valores préximos
aos encontrados no presente estudo, com prevaléncia de
colonizacdo de 4,3% na regido vaginal e 2,2% na anal®.
Os achados podem divergir na dependéncia de fatores
como populagdo estudada, sitio e época da coleta, amostra
e técnica bacterioldgica de isolamento utilizada.

A coleta foi realizada em dois locais anatdmicos,
sendo utilizado apenas um dnico swab, o que pode ter
contribuido para a baixa prevaléncia do EGB neste estudo.
Marconi et al.”” compararam a prevaléncia detectada com
o uso de swab Ginico ou combinado, coletando material
do introito vaginal, do recesso lateral da vagina e da
regido perianal. Este estudo mostrou que a prevaléncia
de colonizagdo estreptocécica foi de 25,4%, sendo que,
dentre as pacientes com cultura positiva, 28,1% tiveram
positividade em apenas um local de coleta, 24,2% em
dois locais simultaneamente e 47,5% nos trés locais
avaliados. A associacdo de swabs de dois locais de coleta
aumentou significativamente o isolamento estreptocécico,
comparado a Unico swab (p<0,05), exceto para coleta
perianal. Utiliza¢do de swabs combinados de trés locais
de coleta mostrou taxas de isolamento estatisticamente
superiores®.

Mostrou-se como Gnico fator associado a presenga do
EGB a raca ndo branca, compativel com o que foi mostra-
do por estudos norte-americanos, que apontam mulheres
de cor negra como mais frequentemente colonizadas.
Atualmente, a doenga neonatal pelo EGB tem incidéncia
crescente nessa populagio especifica, apesar da adogio de
politicas de prevencao®’~’. No entanto, este resultado
deve ser observado com ressalvas, j4 que a identificagdo
de cor de pele no Brasil € tarefa dificil, devido a intensa
miscigena¢do. Ndo foram encontradas associagbes entre
varidveis obstétricas e a ocorréncia de coloniza¢io pelo
EGB, o que ndo pode ser adequadamente inferido devido
a pequena prevaléncia de casos positivos.

Ainda que ndo seja relacionado diretamente a génese
da ruptura de membranas, o EGB pode ser altamente pre-
valente nessas gestantes, nas quais a suscetibilidade para
a ascensdo do micro-organismo até a cavidade amnidtica
¢ maior®®. E ainda possivel que ocorra invasdo da cavida-
de amnidtica integra pelo EGB, o que levaria a intensa
resposta inflamatdria fetal, que seria mais evidente apGs

o nascimento'>"*. No presente estudo, uma gestante
colonizada pelo EGB teve ruptura prematura de mem-
branas com 36 semanas, sendo que o seu recém-nascido
apresentou infec¢do neonatal.

O valor de resisténcia a eritromicina (trés entre
nove casos) estd equiparado a taxa considerada de maior
resisténcia mundial de 30%, que ocorre nos Estados
Unidos, na Franca (21,4%), na Turquia (20%) e, em
menor propor¢do, em Portugal (10,7%). Em relagdo a
clindamicina, que apresentou resisténcia de sete entre
nove casos na nossa regidao, possui taxas mundiais in-
feriores, com indices de 17,5% na Franca, 11,4% nos
Estados Unidos da América e 9,9% em Portugal >34,
Em relacgdo a resisténcia ao cloranfenicol (um entre nove
casos), os dados sdo semelhantes aos da literatura, que
sdao de 87%°".

O uso de penicilina continua sendo apontado como
antibidtico de elei¢do para profilaxia intraparto, pois
a descricdo de resisténcia continua muito baixa*’. Em
contrapartida, na presente pesquisa, constatou-se uma
resisténcia simultdnea e elevada de quatro entre nove
casos para penicilina, ampicilina e cefalotina. Recentes
estudos tém identificado formas moleculares distintas
do EGB, que apresentam multiplas mutagdes no gene da
proteina de ligagdo da penicilina, responsdvel pela dimi-
nuicdo da suscetibilidade a droga, o que pode justificar
os presentes achados®. Manning et al.** identificaram
resisténcia intermedidria a penicilina em oito amostras
no teste de difusdo de dgar. Embora a maioria dos S.
agalactiae sejam uniformemente sensiveis a penicilina'?,
hd descri¢bes de cepas resistentes isoladas em pacientes
com infec¢des graves por EGB, que apresentam insu-
cesso de tratamento quando aquele antimicrobiano foi
utilizado®. A discordincia nos resultados também pode
residir do uso indiscriminado de antibioticoterapia em
nosso meio, principalmente, dos derivados da penici-
lina. Franca e Costa mostraram que, em hospitais de
Fortaleza, os antibi6ticos mais utilizados foram ampicilina
(32%), ceftriaxona (29%), cefalotina (17%) e penicilina
(13%)*. £ importante que as institui¢des adotem, por
meio de protocolos rigidos, o uso racional dessas drogas.
Também, o nimero escasso de casos analisados pode ter
contribuido por resultados elevados e ndo alinhados com
a maioria da literatura.

Atualmente, ndo tem-se disponivel, em nossa ins-
tituigdo, a pesquisa do EGB para as gestantes, pois
preferiu-se antes realizar este estudo piloto inicial para
decidir sobre tal necessidade. O estudo faz reavaliar-se
a prioridade da pesquisa do EGB em nossa regido, pois,
devido a baixa prevaléncia, poderia beneficiar um niimero
muito pequeno de mulheres e neonatos, no entanto um
namero maior nimero de mulheres precisard ser estudado
antes dessa decisdo.
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