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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a colonizagdo por Streptococcus agalactiae em gestantes e
determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos e o tipo capsular das amostras bacterianas
isoladas. Foi avaliado um total de 114 gestantes de alto risco, atendidas no servigo de pré-
natal do Hospital Universitario Antonio Pedro, Universidade Federal Fluminense, entre
1° de setembro de 2013 e 31 de agosto de 2014. Secregdes vaginais/anorretais, coletadas
com auxilio de swabs, foram cultivadas e as culturas positivas submetidas a identificagdo
da espécie e a determinagdo do perfil susceptibilidade aos antimicrobianos pela técnica de
difusdo em agar e o tipo capsular por PCR-multiplex. A taxa de colonizagdo foi de 6,1%,
sem diferencas significativas entre as gestantes colonizadas ou nio no que diz respeito a
idade, grau de instru¢do e ocorréncia de gestagdes anteriores. Por outro lado, a auséncia de
infecgdes bacterianas no momento da coleta foi significativamente associada a colonizagio
por S. agalactiae. As amostras mostraram-se susceptiveis aos antimicrobianos ceftriaxona,
clindamicina, eritromicina, levofloxacina, penicilina e vancomicina. Resisténcia a tetraciclina
foi observada em 75% das amostras. Os tipos capsulares encontrados foram Ia (50%) e III
(50%). A frequéncia de colonizagao por S. agalactiae foi inferior a observada em outros estudos,
o que pode estar associado a clientela assistida nesta institui¢do. As amostras isoladas foram
susceptiveis aos antimicrobianos recomendados para a profilaxia da infec¢do neonatal. Tais
amostras albergaram os determinantes genéticos de tipos capsulares associados as infecgdes
neonatais. Estes resultados realgam a necessidade do continuo monitoramento da colonizago
a fim de se prevenir a infecgdo esteptococica neonatal.
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ABSTRACT

Evaluation of Streptococcus agalactiae carriage among high risk pregnant women attended in
Niter6i, RJ, Brazil

The aim of this study was to evaluate Streptococcus agalactiae carriage among pregnant
women and to investigate antimicrobial susceptibility and capsular types of recovered isolates.
A total of 114 pregnant women at high risk attending the prenatal service of the Hospital
Universitario Antonio Pedro, Universidade Federal Fluminense, between September 1st,
2013 and August 31st, 2014 were evaluated. Vaginal/rectal secretions, collected by swabs,
were cultured and positive cultures were submitted for species identification, antimicrobial
susceptibility testing by the disk-diffusion technique and capsular typing by multiplex-PCR.
Colonization rate was 6.1%, without significant difference between colonized or uncolonized
women regarding age, level of education and previous gestation. On the other hand, absence of
bacterial infection at the moment of the specimen collection was significantly associated with S.
agalactiae colonization. Isolates were susceptible to ceftriaxone, clindamycin, erythromycin,
levofloxacin, penicillin G and vancomycin. Tetracycline resistance was observed in 75% of
the isolates. Capsular types found were Ia (50%) and III (50%). Frequency of S. agalactiae
carriage was lower than observed in other studies, which may be associated with the population
attended at this institution. Bacterial isolates were susceptible to antimicrobials recommended
for neonatal infection prophylaxis. These isolates harbored capsular type genetic determinants
associated with neonatal infections. Such results corroborate the need for continuous carriage
screening, in order to prevent neonatal streptococcal infection.

KEY WORDS: Pregnant women; Streptococcus agalactiae; colonization; anti-infective agents.

INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae (Estreptococos do grupo B - EGB) tem
sido apontado, desde a década de 1970, como o mais importante patdgeno do
periodo neonatal, causando sepse, pneumonia e meningite nesta faixa etaria
(10). A doenga estreptocOcica neonatal é classificada como precoce, quando
ha manifestagdes clinicas nos primeiros seis dias apds o nascimento, ou tardia,
quando estas se desenvolvem entre 7 ¢ 90 dias apds o nascimento. O principal
fator de risco para a ocorréncia da infecg¢@o precoce ¢é a colonizagdo por EGB
do trato genital materno. Dados de diferentes regides geograficas indicam
que 10% a 30% das gestantes sdo colonizadas de forma assintomatica (5).
Ja a infecgdo tardia pode ser adquirida da mée e do ambiente hospitalar ou
comunitario (10).

Em 1996, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), em
colaborag@o com outras entidades como o American Congress of Obstetricians
and Gynecologists (ACOQG), publicou recomendacdes para a prevengdo da
doenga estreptococica neonatal (3). O uso profilatico de antibidticos durante o
trabalho de parto foi recomendado para mulheres que apresentavam algum fator
de risco como parto prematuro, febre intraparto e historia prévia de infecgdo
por EGB ou eram colonizadas por EGB entre a 35% e a 372 semana de gestacao.
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Em 2002, em uma atualizagdo das recomendagdes de prevencdo da doenga
estreptococica neonatal, o CDC preconizou a triagem universal de gestantes
entre as 35" e 372 semanas, em virtude da maior eficacia desta estratégia em
prevenir a infecgdo quando comparada aquela baseada em fatores de risco (4).

A triagem universal de mulheres colonizadas e a profilaxia intraparto
representam as medidas mais eficazes para a prevengdo, uma vez que resultam
em uma drastica redugdo da ocorréncia da infecg@o precoce (5). Atualmente, as
recomendacdes do CDC para a profilaxia intraparto se baseiam na administragdo
intravenosa de antimicrobianos. A penicilina ¢ a droga de primeira escolha em
razdo de seu pequeno espectro de atividade, sendo a ampicilina uma alternativa
aceitavel. Para pacientes alérgicas a penicilina, com baixo risco de anafilaxia,
a opcdo ¢ a cefazolina, contudo, para aquelas com elevado risco de anafilaxia,
recomenda-se a realizagdo do teste de susceptibilidade (antibiograma)
a clindamicina, sendo seu uso indicado apenas se a amostra bacteriana for
susceptivel. Vancomicina deve ser a op¢do se a amostra for resistente a
clindamicina ou ndo houver resultado de antibiograma (5).

No Brasil, a pesquisa universal de gestantes colonizadas e a
antibioticoprofilaxia ndo sdo procedimentos recomendados pelo Ministério
da Saude sob a justificativa de que ndo ha evidéncias suficientes quanto ao
custo/beneficio da conduta (2). Assim, a triagem de gestantes ¢ realizada, de
maneira ndo obrigatoria, por alguns centros que prestam assisténcia publica e
por profissionais da rede privada.

O Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP), Universidade Federal
Fluminense (UFF), ¢ um centro de assisténcia a saide nos niveis terciario
e quaternario, que atende gestantes de alto risco. Localiza-se em Niterdi
que, juntamente com outros municipios, faz parte da Regido Metropolitana
I do estado do Rio de Janeiro. E considerada a maior e mais complexa
unidade de satde da regido, abrangendo uma populacdo de dois milhdes
de habitantes. O rastreamento de EGB no terceiro trimestre da gestagdo faz
parte dos procedimentos de rotina da assisténcia pré-natal desta institui¢ao.
O presente estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de colonizagdo por
EGB, associando-a aos fatores sociodemograficos e ao historico clinico das
gestantes, além de determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
e o tipo capsular das amostras isoladas.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo prospectivo, avaliou-se a coloniza¢do vaginal/anorretal
por EGB em 114 gestantes, que apresentavam alguma condigdo clinica que as
classificava como de alto risco, atendidas no Servigo de Pré-Natal do HUAP,
UFF. Estas gestantes, aproximadamente 40% do total de assistidas neste
servigo, foram convidadas a participar do estudo e voluntariamente assinaram
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o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado no CEP,
sob o numero CAAE 17369913.0.0000.5243 e se desenvolveu no periodo de
1° de setembro de 2013 a 31 de agosto de 2014.

As secrecdes vaginais/anorretais coletadas com auxilio de swabs foram
inicialmente inoculadas no meio seletivo para S. agalactiae (Caldo THB com
gentamicina e acido nalidixico, Plastlabor®, Rio de Janeiro). Apo6s 18h-24h de
incubagdo a 35°C, as culturas em meio liquido foram subcultivadas em meio
agar sangue 5% (Plastlabor). As colonias que apresentavam beta-hemolise
caracteristica foram submetidas a identificagdo automatizada no sistema Vitek
2 (BioMerieux®, Marcy-Etoile, France).

As amostras de S. agalactiae foram submetidas ao teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos pela técnica de difusio em Agar Mueller
Hinton (Difco®, BD, Sparks, MD, EUA) acrescido de 5% de sangue de
carneiro, segundo as recomendacdes do CLSI 2014 (6). Como controle de
qualidade, foi utilizada a amostra de Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.
Os antimicrobianos testados foram ceftriaxona (30pug), clindamicina (2ug),
eritromicina (15pg), levofloxacina (5pug), penicilina G (10UI), tetraciclina
(30pg) e vancomicina (30ug) (Cecon®, Sdo Paulo). A leitura dos halos de
inibigdo do crescimento bacteriano e a interpretagdo dos resultados foram feitas
de acordo com as recomendagdes do CLSI (6).

As amostras foram submetidas a tipificag@o capsular pela metodologia
de PCR multiplex, utilizando-se iniciadores e protocolo previamente descritos
(14, 17) para amplificacdo do gene cps. As sequéncias dos iniciadores e o
tamanho dos produtos de amplificagdo estdo listados na Tabela. A obtengdo
de DNA foi realizada por lise térmica, conforme protocolo prévio (9). Foram
investigados os genes envolvidos na biossintese dos tipos capsulares Ia, Ib, II-
VIII no seguinte esquema: 1% reagcdo com II, V e dlts; 2° reagdo com Ia, Ib e I1I;
3% reagdo com IV e VII e 4% reacdo com VI e VIII. O volume total da mistura de
reacao e DNA foi 25 pl. As concentragdes dos reagentes (Thermo Scientific®,
Waltham, MA, EUA) foram as seguintes: 2,5mM de MgCl,, tampédo 1x,
0,625U de Tag DNA polimerase, 0,2mM de dNTP e 0,8uM dos iniciadores
(Eurofins Genomics®, Hunstville, AL, EUA). As condigdes de amplificagao
foram: 40 ciclos de 94°C por 1 min, 53°C por 2 min ¢ 72°C por 2 min. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, posteriormente corado com solugdo de brometo de etidio para observacao
sob luz ultravioleta em fotodocumentador. As amostras de referéncia dos tipos
capsulares Ia, Ib, I, III, IV, V e VI foram gentilmente doadas pela Dra. Liicia
Teixeira, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Excel e
http://graphpad.com/quickcalcs/ para calculo do valor de p (testes de qui-
quadrado e exato de Fisher) e mediana.
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Tabela. Sequéncia dos iniciadores ¢ tamanho dos produtos de amplificagdo
dos genes envolvidos na biossintese dos tipos capsulares de S. agalactiae

Iniciador Gene Sequéncia (5’ to 3°) Tamanho Ref.
do
amplicon”
IaF cpslaH  GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC S521e 17
lIaR GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC 1826
IbF cpslb] TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC 770 17
IbR GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG
cpslbK
IIF cps 2K GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG 397 17
IR TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG
IIF cpsla/2/3] TCCGTACTACAACAGACTCATCC 1826 17
IR AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC
IVF cps4N GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT 578 17
IVR CCTCCCAATTTCGTCCATAATGGT
VF cps50 GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA 701 17
VR AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT
VIF cps6l GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA 487 17
VIR CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC
VII F cps’T™M  CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT 371 17
VIIR GCTGGTCGTGATTCTACACA
VIII F cps8J AGGTCAACCACTATATAGCGA 282 17
VIIIR TCTTCAAATTCCGCTGACTT
ditS F dltS CTGTAAGTCTTTATCTTTCTCG 199 14
ditSR TCCATTCGCTTAGTCTCC

#em pares de base nucleotidicas (pb).

RESULTADOS

A faixa etaria das gestantes variou entre 16 e 45 anos, com mediana de
28 anos. A idade gestacional no momento da coleta variou entre 30 ¢ 39 semanas,
porém 52,8% das coletas aconteceram entre a 35% ¢ a 37* semana. O nivel
de escolaridade das pacientes variou entre os ensinos fundamental (33,7%),
médio (62,2%) e superior (4,1%). Gestagdes anteriores foram relatadas por
65,4% das gestantes. Entre estas, a ocorréncia de uma gestagdo foi relatada
por 55,2%, duas gestagdes por 28,4% e trés gestagdes por 16,4%. Infeccdes
de diferentes etiologias foram diagnosticadas em 54,4% das gestantes, sendo
a do trato urinario (ITU) a mais comum (35,9%), acompanhada ou néo por
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outro processo infeccioso. Infec¢des do trato genital feminino como colpite,
candidiase, vaginose ou vaginite foram detectadas em 8,7% das gestantes.
Outras infecgdes observadas foram: toxoplasmose (6,8%), HIV (4,8%) e sifilis
(3,9%). De todas as gestantes, 42,7% apresentaram alguma infecgdo bacteriana
para a qual o uso de agentes antimicrobianos foi necessario.

A colonizagao por S. agalactiae foi detectada em sete gestantes (6,1%).
A faixa etaria das que se mostraram colonizadas variou entre 23 e 36 anos,
com mediana de 30 anos. A idade gestacional no momento da coleta variou
de 33,6 a 38 semanas. Gestag@o anterior ocorreu em 25% das pacientes. Ndo
houve diferenga significativa entre a ocorréncia ou ndo de gestagdes anteriores
e a colonizagdo por EGB (p=0,32). Idade ¢ grau de instru¢do também nédo
constituiram fatores associados a colonizagdo. Por outro lado, a auséncia de
infec¢des bacterianas foi significativamente associada a colonizagdo por EGB
(p=0,04). Se for considerada apenas a populagdo que ndo apresentou nenhum
processo infeccioso e, por conseguinte, ndo fez uso de antimicrobianos prévios
ao periodo de rastreamento de EGB, a taxa de colonizagdo foi de 12,1%.

As amostras de S. agalactiae revelaram-se suscetiveis aos
antimicrobianos ceftriaxona, clindamicina, eritromicina, levofloxacina,
penicilina G e vancomicina. Resisténcia a tetraciclina foi observada em 75%
das amostras. Os tipos capsulares observados foram Ia (50%) e III (50%).
A idade mediana das gestantes portadoras de S. agalactiae do tipo Ia foi de
31 anos e, entre as portadoras de S. agalactiae do tipo III, a idade mediana
foi de 28 anos. Portadoras de S. agalactiae de ambos os tipos capsulares ndo
apresentaram quadros infecciosos durante a gestagao.

DISCUSSAO

A taxa de coloniza¢do por EGB de 6,1%, observada neste estudo, ¢
inferior a tradicionalmente descrita na literatura, de 10% a 30% (5). Da mesma
forma, ¢ inferior as encontradas em estudos realizados em diferentes regides do
Brasil, que tém variado entre 14,6% e 21,6% (7, 16, 18), e ligeiramente maior
que a observada em um estudo mais recente conduzido no Ceara que detectou
4,2% (12). Uma hipdtese a ser levada em consideragdo para a frequéncia de
colonizagdo observada ¢ o fato de que, durante o pré-natal, um elevado nimero
de pacientes apresentou infec¢des bacterianas como ITU, vaginites, colpites
e outras. Como ¢ procedimento padronizado deste servigo tratar todas as
infecgdes bacterianas que estas gestantes apresentem, o uso de antimicrobianos,
em diferentes épocas da gestacdo, pode ter levado a sua descolonizagdo. Esta
hipétese ¢ reforgada quando se considera que a taxa de coloniza¢do por EGB
entre as gestantes que ndo receberam antimicrobianos durante o pré-natal
foi de 12,1%, o que esta de acordo com a descrita na literatura. Mitima et al.
(2014) apontaram a ocorréncia de infec¢do urindria e a presenca do virus HIV
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como fatores significativamente associados a colonizag¢do por EGB; em nosso
estudo, porém, nenhuma condiggo infecciosa foi observada entre as gestantes
colonizadas. Aspectos sociodemograficos e historico clinico como idade, grau
de instrugd@o e ocorréncia de gestagdes anteriores ndo foram significativamente
associados a colonizag@o, como ja foi observado por outros autores (1, 7).

As amostras de EGB foram susceptiveis a penicilina G, droga de
escolha para a profilaxia intraparto, assim como as opgdes terap€uticas em caso
de alergia a penicilina, como a clindamicina e a vancomicina (5). A reduzida
susceptibilidade de EGB a penicilina tem sido descrita em alguns estudos,
porém em baixa frequéncia (8, 11), ao passo que resisténcia a clindamicina
entre amostras isoladas de gestantes ¢ bastante relatada, inclusive em nosso
meio (1, 19).

A determinag@o do tipo capsular ¢ o método mais importante para
os estudos epidemiolédgicos de S. agalactiae. O conhecimento sobre os tipos
capsulares associados as infec¢des neonatais é base para o desenvolvimento
de estratégias de prevencgdo, como as vacinas baseadas nos tipos capsulares
(15). Os tipos Ia e III, detectados entre as amostras isoladas neste estudo,
estdo entre os frequentemente associados a infecgdo neonatal, conforme vem
sendo observado ao longo dos anos (10), e fazem parte da vacina conjugada
trivalente que se encontra nas fases clinicas I e I1(15). Vale ainda ressaltar que
a metodologia utilizada para a determinagdo do tipo capsular, PCR multiplex,
ainda pouco utilizada em nosso meio, representa uma importante inovagéo
com inumeras vantagens em relagdo a sorologia.

Em conclusdo, a frequéncia de colonizagdo por EGB no HUAP-
UFF foi inferior a outros dados nacionais e internacionais. Esta constatagao
pode estar associada ao elevado indice de infecgdes bacterianas que as
gestantes assistidas nesta institui¢do apresentaram, o que demandou o uso de
antimicrobianos antes do periodo de rastreamento de S. agalactiae. As amostras
de S. agalactiae foram susceptiveis aos antimicrobianos recomendados para a
profilaxia intraparto. Os tipos capsulares detectados, la e III, estdo entre os
mais associados as infec¢des neonatais. Estes dados acentuam a necessidade
do continuo rastreamento de EGB entre gestantes e da realizacdo da profilaxia
intraparto, ainda que estes procedimentos ndo tenham sido estabelecidos pelas
autoridades de satide publica do Pais.
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