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Resumo

OBJETIVO: Descrever os casos e o perfil microbiolégico dos sorotipos de Strepfococcus agalactiae provenientes
de recémrascidos em um Centro de Referéncia da Sadde da Mulher na cidade de Campinas, Séo Paulo, Brasil.
METODOS: Estudo iransversal clinicolaboratorial realizado de janeiro de 2007 a dezembro de 2011, As cepas
suspeifas, isoladas em amostras de sangue e liquor, foram identificadas a partir da hemélise em agar sangue,
coloragdo de Gram, provas de cafalase, teste de CAMP, hidrélise do hipurato ou por automagdo microbiolégica
Vitek 2 BioMerieux®. A seguir, estas cepas foram tipadas por PCR utilizando sucessivamente primers especificos para
espécie e para nove sorotipos de S. agalactiae. RESULTADOS: Foram isoladas sefe amostras de sangue, uma de
liquor e uma de secre¢do ocular provenientes de nove recém-nascidos com infecgdes causadas pelo S. agalactiae,
sendo sete casos de infecgdo de inicio precoce e duas de inicio tardio. Apenas um destes casos foi positivo para
amostras pareadas mée-filho. Para um total de 13.749 partos no periodo, os 7 casos correspondem a 0,5 caso de
infeccdo precoce por Streptococcus do Grupo B a cada 1 mil nascidos vivos (ou 0,6 casos por 1 mil, incluindo os
2 de infecgdo tardial, fendo ocorrido 1, 3, 2, nenhum e 3 casos (um precoce e dois tardios), respectivamente, nos
anos de 2007 a 2011. Foi possivel realizar o PCR para sete amostras, sendo duas de cada um dos sorotipos la e
V e o sorotfipo Ill em 1rés amostras, uma delas em um recém-nascido e outras duas em amostra pareada méefilho.
CONCLUSOES: Embora com casuistica limitada, os sorotipos encontrados coincidem com os mais prevalentes na
literatura mundial, mas diferem dos estudos brasileiros, exceto para o sorotipo la.

Abstract

PURPOSE: To describe the epidemiclogical cases and microbiological profile of Streptococcus agalactiae serotypes isolated
from infected newborns of a VWomen's Health Reference Centre of Campinas, Sao Paulo, Brazil. METHODS: Cross-sectional
laboratory survey conducted from January 2007 to December 201 1. The newborns’ sirains, isolated from blood and
cerebrospinal fluid samples, were screened by hemolysis on blood agar plates, Gram stain, catalase test, CAMP fest,
hippurate hydrolysis or by microbiological automation: Vitek 2 BioMerieux®. They were typed by PCR, successively using
specific primers for species and nine serotypes of S. agalactiae. RESULTS: Seven blood samples, one cerebrospinal fluid
sample and an ocular sample, were isolated from nine newborms with infections caused by S. agalactice, including
seven cases of early onsef and two of late onsef. Only one of these cases was posifive for paired motherchild samples.
Considering that 13,749 deliveries were performed during the study period, the incidence was 0.5 cases of GBS
infections of early onset per 1 thousand live births (or 0.6 per 1 thousand, including two cases of late onset) with 1, 3,
2, zero and 3 cases [one early and two late onset cases), respectively, for the years from 2007 to 201 1. It was possible
fo apply PCR to seven of nine samples, two each of serotypes la and V and three of serotype Ill, one from a newbom
and the other two from a paired motherchild sample. CONCLUSIONS: Although the sample was limited, the serotypes
found are the most prevalent in the literature, but different from the other few Brazilian studies available, except for type la.
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Introducao

Streprococcus agalactiae ou Streprococcus do Grupo B (EGB)
€ uma bactéria gram-positiva cocéide em forma de cadeias,
beta hemolitica e de potencial invasivo, especialmente
no periodo perinatal, envolvendo recém-nascidos (RN),
mulheres gravidas ou no pds-parto e, mais recentemente,
descrito em pacientes idosos e em casos de infec¢do hos-
pitalar'?. A doenga em RNs, em geral ocorre na primeira
semana de vida e é denominada sepse neonatal de inicio
precoce®*. As formas clinicas em recém-nascidos abrangem
a sepse, osteomielite, artrite séptica, pneumonia e menin-
gite, podendo acarretar sequelas neurolégicas, visuais e
auditivas graves em 15 a 30% dos nascidos acometidos,
ou podendo ainda levar ao 6bito.

Aproximadamente 10 a 30% das gestantes sdo colo-
nizadas pelo EGB na vagina ou no reto’*. Na auséncia de
qualquer intervengdo, estima-se que 1 a 2% dos RNs de
mies colonizadas desenvolvem doenca precoce por EGB.
Em 1996, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
publicou diretrizes para a prevengdo de infec¢do estrep-
tocGcica do grupo B no perfodo perinatal’. As normas
foram atualizadas em 2002 pelo CDC, padronizando a
triagem de mulheres gravidas para a detec¢ao de coloni-
zagdo pelo EGB entre a 35" e a 37" semanas de gestagio,
indicando profilaxia antibi6tica nas infectadas durante o
trabalho de parto®.

Em 2010, nova atualizacdo reavaliou as estraté-
gias de prevencdo dando novas orienta¢des referentes
ao uso racional dos antibidticos, triagem de urina e
metodologias laboratoriais®.

Do ponto de vista microbioldgico, cada etapa do
processo laboratorial (coleta, isolamento, uso de meio
seletivo e apropriada identificagdo do EGB) é critica para
o sucesso da caracteriza¢do deste agente, assim como a
experiéncia do profissional que executa estas tarefas*’"'.
Além de técnicas convencionais de identifica¢do para
EGB, foram desenvolvidas sondas de DNA*" e testes de
amplifica¢do de 4cido nucléico, como rea¢io em cadeia
da polimerase (PCR)'1¢,

O S. agalactiae é classificado em sorotipos de acordo
com diferencas antigénicas capsulares detectados classi-
camente pela técnica de imunodifusio ou por PCR*%1°.

Existem atualmente dez sorotipos capsulares distintos
(Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII), incluindo o mais novo,
IX, descrito em 2007'7. A variedade capsular tem relagdo
com a viruléncia, e identificar os sorotipos é fundamental
para estudos clinicos e epidemioldgicos™’.

Dentre os dez sorotipos conhecidos, o III é o mais
encontrado nas doengas do neonato, principalmente me-
ningite e septicemia, e é o segundo mais detectado em
amostra vaginal de gestantes assintomadticas, enquanto
o sorotipo Ia é o mais isolado em amostra vaginal e o

V tem predominado em casos de infec¢do em adultos,
excluindo-se as gestantes®.

Para o desenvolvimento de uma vacina visando a
prevencdo das infec¢des pelo EGB, o planejamento da
sua composicdo antigénica depende da distribui¢do dos
sorotipos de EGB nas diferentes populaces. Estudos em
fase I e IT tém revelado que mdes imunizadas, produzindo
anticorpos IgG tipo especifico, protegem seus RNs de
doenca invasiva®'®?°, sendo, para este fim, importante
conhecer a distribuigdo dos sorotipos prevalentes a regional
e nacionalmente.

Assim, este trabalho teve como objetivos contribuir para
o melhor conhecimento da importancia do §. agalactiae em
nosso meio e avaliar o impacto das medidas de prevencido
preconizadas pelo CDC e a distribui¢do dos sorotipos de
EGB detectados pela técnica de PCR em RNs*?.

Métodos

Trata-se de um estudo clinico-laboratorial e transversal.
Foram selecionados os casos correspondentes as amostras
que tiveram cepas de S. agalactiae isoladas de liquidos
biolégicos, de RNs atendidos no Centro de Atengdo
Integral a Satde da Mulher (CAISM) do Hospital da
Mulher Prof Dr José Aristodemo Pinotti, durante o
periodo de 1° de janeiro de 2007 a 31 de dezembro
de 2011. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
Médica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob
parecer n° 640/2008.

Foram excluidas deste estudo as amostras clinicas ndo
identificadas corretamente, as repetidas do mesmo paciente
e cepas que ndo foram confirmadas como S. agalactiae.

As amostras de sangue foram processadas no equipa-
mento de automacio BacT/Alert BioMerieux® e as amostras
positivas semeadas em dgar sangue de carneiro e incubadas
a 37°C com 5% de CO,, permanecendo por 24 horas na
estufa. Desta mesma forma, foram semeadas as amostras
de liquor (LCR).

A rotina microbiol6gica de identificagdo de §. agalactiae
baseou-se em técnicas padronizadas compreendendo
a beta hemolise em dgar sangue de carneiro, prova da
catalase, teste de CAMP, hidrélise do hipurato™'®. Nos
casos de provas com resultados duvidosos, as amostras
foram identificadas pelo equipamento de automacio
Vitek 2 Compact (BioMeriéux Vitek Inc., St. Louis, MO). As
confirmadas foram estocadas a -80°C, em caldo BHI com
15% de glicerol.

O protocolo de extragio de DNA baseou-se no tra-
balho de Ausubel et al.” utilizando colénias crescidas
diretamente no dgar sangue. O DNA gendmico foi quan-
tificado por espectrofotometria, pelo NanoViue, General
Eletric Company. Para a reacio de PCR foram designados
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um par de primers para cada sorotipo de EGB (Ia, Ib, II-
VIII) e um par para confirmar o microrganismo realmente
como sendo S. agalactiae®*. Foram feitas trés reacdes no
termociclador, sendo a primeira apenas com os primers
que definiam a espécie. As amostras amplificadas nessa
etapa, assim o foram com os outros nove pares de primers.
Por fim, realizou-se uma tdltima rea¢do, para confirmar o
sorotipo, apenas com o par de primers que amplificou na
reacdo anterior, descartando-se rea¢Oes cruzadas.

O ciclo do termociclador foi de 15 minutos a 94°C,
60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, 72°C por
10 minutos e final de 22°C*!. Os produtos das PCRs
foram submetidos 2 eletroforese em gel de dgarose 1,5%
e utilizou-se 2,0 YL de marcador de peso molecular
100 Kb e 50 Kb (Fermentas Life Science, USA). As imagens
foram capturadas pelo analisador Amersham Biosciences/ GE
Healthcare Typhoon 9400° e, posteriormente, analisadas.

Os prontudrios dos recém-nascidos e de suas maes
foram revisados para a coleta de informagcdes clinicas e
demogriéficas. Os dados foram tabulados no Microsoft
Excel e o programa utilizado para as andlises estatisticas
foi 0 PASW Statistics 18.0, no qual executaram-se andlises
comparando as médias dos resultados apresentados.

Resultados

No periodo de 2007 a 2011 foram detectados nove
casos de RNs com culturas positivas para S. agalactiae,
sendo sete isoladas de hemocultura, uma de liquor e uma
de secre¢do ocular. Em apenas um deles houve amostras
positivas pareadas da mae e do RN, totalizando dez
amostras analisadas.

Entre os nove RINs com processos infecciosos causados
por S. agalactiae, em cinco foi diagnosticado quadro de sepse
neonatal precoce (sendo dois gemelares), um de bacteremia
neonatal precoce, um de meningite neonatal associada a
sepse precoce e dois de infec¢do tardia (um de conjuntivite
purulenta e outro de sepse e pneumonia). Das amostras,
apenas seis estavam disponiveis para estudos moleculares.

A triagem inicial por PCR de espécie S. agalactiae
confirmou as sete amostras selecionadas (seis de RN e
uma de mde). O PCR dos sorotipos das seis amostras
de RNs revelou a participagdo dos tipos Ia, IIl e V, com
dois casos cada um. Na tnica amostra pareada mae-RN,
que eram casos de bacteremia sem evolugdo para sepse, o
subtipo III foi encontrado nas duas amostras de sangue.
Os demais sorotipos nido foram encontrados e nenhuma
amostra deixou de ter o sorotipo identificado pelos pri-
mers utilizados.

Dos nove RNs com amostras positivas para §. agalactiae,
quatro evoluiram para 6bito, sendo dois casos de gemelares
com diagnéstico de sepse neonatal. Destes quatro,
apenas um foi submetido ao PCR e teve identifica¢io

Tabela 1. Estimativa da taxa de doenca neonatal precoce causada por Streptococcus do
Grupo B no Centro de Atenciio Integral & Saide da Mulher da Universidade Estadual de
Campinas durante o periodo de 2007 a 2011

Ano Total de partos ~ Numero de casos Tuxu' por ]. il
nascidos vivos
2007 2.685 1 04
2008 2.687 3 1,1
2009 2.754 2 0,7
2010 2.724 0 0,0
2011 2.899 1 03
Total 13.749 7 0,5

do sorotipo V. Entre os cinco que sobreviveram, um
apresentou meningite neonatal causada pelo sorotipo I e
na evolugdo clinica foram detectadas sequelas neuroldgicas
caracterizadas por atrofia cerebral fronto-parietal, com
crises convulsivas e atraso no desenvolvimento motor.
Nos outros quatro casos de sepse e um de conjuntivite,
os RNs ndo tiveram sequelas. Todas as mdes também
tiveram alta sem complicagdes.

Das oito parturientes (uma com gemelares), cujos
nove RN apresentaram infecgdo por S. agalactiae, cinco
foram acompanhadas em Centro de Satde, sendo que trés
fizeram cultura reto-vaginal para S. agalactiae e tiveram
resultado negativo. A mie dos gemelares ndo fez cultura
por ser prematuro. Das trés parturientes acompanhadas
pelo CAISM, duas eram casos de trabalho de parto pre-
maturo e uma ndo fez pré-natal.

A taxa de doenga de inicio precoce por EGB foi
0,51 casos/1 mil nascidos vivos e a letalidade no periodo,
44,4%. Quando considerados também os dois casos de
infec¢do de inicio tardio, a taxa foi de 0,65 casos/1 mil
nascidos vivos (Tabela 1).

Discussao

A triagem com exame reto-vaginal para pesquisa de §.
agalactiae, entre a 35 e 37" semana de gestagdo, seguida de
tratamento profildtico das gestantes colonizadas, aplicado
na rotina do CAISM desde janeiro de 2007, mostrou-se
pertinente e efetiva. O nimero de amostras reduzido pode
ser atribuido a eficiéncia deste programa. A técnica de
PCR foi atil e de elevada especificidade.

Tais protocolos seguem orientagdes do Centro de
Controle de Doengas (CDC)*® e do Projeto Diretrizes da
Associagao Médica Brasileira sobre Rotura Prematura das
Membranas, de 2008%%. A conduta baseia-se na estima-
tiva de risco 25 vezes maior de uma gravida colonizada
por EGB ter parto de RN com doenca de inicio precoce,
comparada com uma gestante com cultura negativa
no pré-natal*’». Nos Estados Unidos, a taxa alcangou
patamar de aproximadamente 0,5 casos por 1 mil nas-
cidos vivos?, e, mais recentemente, 0,3 a 0,4 casos por




1 mil nascidos vivos, gracas a estratégia de prevenc¢do
que incluiu a triagem universal em 2002°. No CAISM,
encontramos uma taxa semelhante, de 0,51 casos por 1
mil nascidos vivos, para o periodo de 2007 a 2011, apés
o inicio do monitoramento vaginal/retal de gestantes.
Segundo dados disponiveis de perfodo anterior (1996 a
2000), a taxa estimada era de 0,8 casos por 1 mil nascidos
vivos (dados ndo publicados — Comissdo de Controle de
Infec¢do Hospitalar do CAISM).

Devemos considerar que a reduzida casuistica pode
ser atribuida aos resultados positivos alcancados pelas
medidas de prevengdo adotadas. Os recursos laboratoriais
tradicionais utilizados para isolamento e identificagdo
de EGB, associados ao caldo seletivo Todd-Hewitt, com
ou sem o uso de meios cromogénicos, o adequado trei-
namento do pessoal técnico e o reconhecimento da sua
importancia clinica permitem a adequada caracterizagdo
e estiveram presentes em nosso estudo’. Por outro lado,
possiveis problemas com a coleta ou técnica de isolamento
e identificagio podem justificar os trés casos seguidos em
Centros de Saide que tiveram amostras reto-vaginais co-
lhidas e resultados negativos e apresentaram sepse neonatal
precoce (dois casos) e bacteremia (um caso), mostrando as
limitacGes possiveis da triagem e a consequente falha na
profilaxia. Um caso seguido em Centro de Sadde foi um
parto prematuro gemelar, ndo tendo sido colhida a cul-
tura; outro caso ndo fez pré-natal. Nos trés atendimentos
de pré-natal no CAISM, as amostras ndo foram colhidas,
pois se encontravam antes da 35" semana de gestagéo.

Nio se pode afastar a possibilidade de transmissio
hospitalar do §. agalactiae nos dois casos de inicio tardio,
que ocorreram em 2011, no CAISM, com dois meses de
intervalo e 0 mesmo sorotipo la.

Fatores como tratamento prévio com antimicrobia-
nos, auséncia de coleta de material para diagnéstico ou
menor sensibilidade da hemocultura para casos com baixa
bacteremia poderiam ter dificultado um ndmero maior de
isolamentos de casos de infec¢do por S. agalactiae. Novos
recursos moleculares para detec¢do do S. agalactiae dire-
tamente em amostras de sangue estdo sendo utilizados,
alguns automatizados, que, além de mais sensiveis, rapidos
e padronizados, poderdo superar algumas destas limita-
cBes e serem Tteis para fins clinicos e epidemiolgicos?*.

Quanto a prevaléncia dos sorotipos Ia, III e V em nosso
estudo, condizem com os achados em outros paises em amostras
reto-vaginais®*’?’~®, sendo excegio o Japdo, onde predominam o
VIe VIIT?. Estes sorotipos, por nés encontrados, também estio
relacionados a maior viruléncia e, portanto, associados a maioria
das infeccBes neonatais, maternas e em outras populacdes'™.

Os dados sobre os sorotipos mais prevalentes no Brasil
sdo poucos, todos obtidos pela técnica de imunodifusdo,
em diferentes perfodos e com resultados distintos do pa-
drdo internacional. No Rio de Janeiro, em 1982, os mais
frequentes foram Ib e Ia*®. Em Floriandpolis, em 1986, o
IT e 0 III*°. Um estudo em 2005 encontrou o sorotipo Ib
predominante entre gestantes de Jundiai (SP), seguido
pelos sorotipos IT e 1a**4!, Mais recentemente, em 2010,
um estudo de Curitiba (PR) revelou os tipos Ia e Ib como
os mais frequentes em doenca de inicio precoce, e o IV
na infeccio tardia, com apenas sete casos descritos. O
que chama a ateng¢do é que os sorotipos Ib e II, que pre-
dominaram na maioria dos estudos brasileiros, nio sio
considerados de maior viruléncia. Este fato justifica a
ampliacdo destes estudos de sorotipagem em diferentes
situagles clinicas para melhor conhecimento de nossa
realidade epidemioldgica e, eventualmente, da revisdo dos
conceitos de viruléncia associados aos sorotipos.

A elevada gravidade da doenga pode ser constatada
pela também elevada letalidade (44%), especialmente
nos casos de instalagdo precoce, e apesar de imediata
introdug¢do de antibioticoterapia especifica. Diverge,
neste sentido, o quadro apresentado de bacteremia tran-
sitéria num caso envolvendo méde e RN, pois apesar de
apresentarem um episédio febril, que indicou a coleta
de hemoculturas, tomou-se a conduta de n3o usar an-
tibiético pelo fato de estarem bem e afebris quando o
resultado da hemocultura de ambos revelou a presenca
de S. agalactiae, com boa evolugio.

A técnica de PCR demonstrou-se (til na caracteriza¢io
dos sorotipos de S. agalactiae pela excelente especificida-
de e relativa facilidade de execu¢do em relacdo a técnica
soroldgica, cuja limitagdo é a dificuldade na obtengdo dos
soros especificos. Trabalhos semelhantes com técnicas
padronizadas e reprodutiveis de PCR poderio contribuir
para um melhor delineamento do perfil de sorotipos
prevalentes nas diferentes regides brasileiras, assim como
mais conhecimentos sobre a importancia clinica do EGB
e do impacto das medidas atualmente preconizadas para
a sua prevencao.
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