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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a incidéncia de Streptococcus B-hemolitico em
gestantes e a suscetibilidade aos antimicrobianos das pacientes colonizadas. Métodos:
Para isso, foram analisadas 4.380 amostras de secregdes vaginais e anais de gestantes,
a partir de 35 semanas de gestagao, atendidas em laboratério particular na cidade de
Campinas, para detecgdo da presencga de Streptococcus B-hemolitico. Resultados: Foi
encontrada uma prevaléncia de colonizagdo nas gestantes analisadas de 12% (504/4380),
sendo 293 (13%) vaginais e 211 (10%) anais. Das positivas, foi realizado o perfil de
resisténcia bacteriana em 60 amostras, sendo 20% das amostras anais resistentes a
clindamicina e 22% a eritromicina e das amostras vaginais 25% resistentes a clindami-
cina e 33% a eritromicina, ndo havendo resisténcia a penicilina e ampicilina. Concluséo:
Diante da incidéncia apresentada, ressalta-se a importancia da realizagao do rastreio da
colonizagao transitéria de estreptococos B-hemoliticos em gestantes durante o pré-natal,
associado a adequada profilaxia intraparto, para minimizar os riscos de ocorréncia de
sepse nos neonatos.
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INTRODUGAO

As bactérias sdo classificadas, primeiramente, de
acordo com sua morfologia, para sé depois serem diferen-
ciadas de acordo com a coloragao e resposta as provas
bioquimicas.("

Aclassificagao morfoldgica é dividida em cocos, bacilos
e espirilos. Embora as bactérias tenham semelhancas estru-
turais, as mesmas possuem diferengas em sua composi¢ao
e no seu tratamento diante de uma patologia. A principal
ferramenta utilizada para diferenciagdo de bactérias é a
técnica de coloragao de Gram. A técnica permite dividir
as bactérias em dois grandes grupos: Gram-negativas e
Gram-positivas.®

A coloragdo de Gram sozinha nao permite a total
diferenciacéo e identificagdo das bactérias. Para isto, é
necessario realizar as provas bioquimicas especificas para
cada grupo de bactérias, como por exemplo: EPM, MILI,
citrato, DNAse, coagulase, catalase, oxidase, entre outras."3)

Os Staphylococcus e os Streptococcus sao bactérias
Gram-positivas que estao entre os microrganismos mais
isolados em amostras bioldgicas. Os Staphylococcus sao
geralmente encontrados na pele e mucosa. As espécies mais
importantes podem ser identificadas com algumas provas
especificas, sendo a habilidade de coagular o plasma o teste
mais aceito para identificar Staphylococcus patogénicos
associados com infecgdes agudas.*9

Os Streptococcus sdo capazes de causar diversas
doengas nos seres humanos, entre as mais frequentes
estdo as infecgdes do trato respiratério, pele, tecidos moles,
endocardites, sepse e meningites. Entre os sistemas de
nomenclaturas desenvolvidas para a identificagao de Strep-
tococcus, destacam-se aquelas baseadas nas caracteris-
ticas hemoliticas, que colocadas em meios de cultura agar
sangue de carneiro a 5%, observa-se o tipo de hemdlise.*5

Existem trés classificagbes de hemdlise baseadas no
halo de hemdlise causado pela bactéria: a a-hemolise é
caracterizada como uma hemolise parcial, ocorrendo uma
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zona cinza esverdeada; a -hemolise é caracterizada pela
lise completa das hemacias, ocorrendo uma zona transpa-
rente ao redor da colbnia, e a y-hemolise € caracterizada
pela auséncia de hemolise.®

O teste de catalase é utilizado para diferenciar os
Staphylococcus (catalase positiva) dos Streptococcus (cata-
lase negativa). Entretanto, existem relatos na literatura de
Streptococcus aureus catalase negativa relacionados a
processos infecciosos, embora raros, descritos em varios
paises, inclusive o Brasil. A catalase constitui um mecanismo
de defesa para a bactéria contra células fagocitarias, porém
ndo é um fator essencial para a sobrevivéncia do S. aureus.®

Dentro deste enorme grupo, o Streptococcus agalac-
tiae, também conhecido como Streptococcus (3-hemolitico
ou Streptococcus do Grupo B (SGB), tornou-se o agente
bacteriano de maior frequéncia e maior importancia clinica
para as infecgdes perinatais e neonatais.*”

Trata-se de um coco Gram-positivo disposto em cadeias
que se agrupa em col6dnias lineares em pares com tamanhos
variaveis. Sao anaerdbios facultativos, catalase e oxidase
negativa. Sdo imoveis e possuem parede celular grossa
constituida por peptideoglicano, carboidratos, proteinas,
acido teicoicos e membrana simples.®

Os Streptococcus agalactiae cresce em meio nutri-
cionalmente enriquecido em agar sangue. Suas colbnias
sao pequenas, de cor alaranjada ou vermelho-tijolo, e ela
apresenta caracteristica hidrolitica formando uma zona de
B-hemdlise.®

Aprincipal caracteristica do S. agalactiae € a presenga
do antigeno do grupo B, polissacarideo da parede celular.
Em 1933, Lancefield desenvolveu uma classificagéo para os
Streptococcus baseada nas caracteristicas antigénicas de
um carboidrato de parede celular denominado de carboidrato
C. Em 1934, Lancefield diferenciou o Streptococcus hemo-
litico bovino, classificando-o como pertencente ao grupo B.
Em 1937, Sherman classificou os Streptococcus em quatro
grupos: pirogénicos, viridans, lactico e enterococcus, sendo
gue o agalactiae ficou no grupo B dos pirogénicos.(?

As cepas da bactéria podem ser caracterizadas com
base em trés marcadores sorolégicos:(" Antigeno polissa-
carideo: grupo especifico de parede celular ou antigeno de
grupo B (antigeno da classificagao de Lancefield) composto
por ramnose, N-acetilglicosamina e galactose; Nove polis-
sacarideos capsuladores tipo-especifico (la, la/c e Il a VIII),
que caracterizam nove tipos sorologicos da bactéria. Os
sorotipos mais comumente associados as patologias sdo
la, Ib, I, lll E V; Proteinas de superficie: carboidrato C.("

A caréncia de anticorpos contra alguns antigenos tipo-
-especificos € um fator fundamental para o desenvolvimento
de doencas produzidas por sorotipagens do grupo B. As
cepas do tipo lll de Streptococcus do grupo B presentam
60% das bactérias isoladas em casos de septicemia neo-
natal e mais de 80% dos isolados provenientes de casos

RBAC. 2021;53(3):264-270

latentes com meningite, sugerindo que esse sorotipo de
Streptococcus do grupo B possui maior viruléncia."

Dentre as inumeras bactérias que compdem a micro-
biota humana, o Streptococcus agalactiae pode fazer
parte dela. O microrganismo € encontrado como saprdfita
vaginal em mulheres e esta presente no trato gastrointes-
tinal e geniturinario, podendo ser transitério, crénico ou
intermitente. As gestantes colonizadas sao geralmente
assintomaticas, no entanto durante a gravidez e no puer-
pério o SGB pode causar infecgao do trato urinario, sendo
responsavel por 2% a 4% das infec¢bes, podendo causar
parto prematuro, infecgcéo do liquido amnidtico e infecgao
do utero apés o parto.(?

Comumente gestantes s&o acometidas por infec¢des
deste género de bactérias devido as alteragoes fisiologicas
que ocorrem no periodo de gestagao alterando sua resposta
a infecgbes e limitando o tratamento antibioticoterapico,
uma vez que a agao de antibioticos em fetos ainda nao é
bem conhecida.™

Segundo o CDC (sigla do inglés: Centers for Disease
Control and Prevention), a transmissao ao feto ocorre quando
as membranas da placenta se rompem e o SGB ascende
da vagina para o liquido amnidtico. Ha evidéncias de que
ele também pode ultrapassar barreiras intactas. Quando
atinge o liquido amnidtico, a bactéria pode ser aspirada
para os pulmdes fetais levando a bacteremia.('®

Outra via de transmissao principal para o neonato
€ a transmissao vertical, onde o recém-nascido entra em
contato com a flora vaginal e consequentemente com o
Streptococcus agalactiae.®

O SGB é responsavel por cerca de 25% das mortes
de neonatos em decorréncia de pneumonia, meningite ou
septicemia. Nos recém-nascidos a infecgdo pode se apre-
sentar de duas formas:(" inicio precoce, que pode ocorrer
durante a primeira semana de vida devido a transmisséo
vertical, causando mais frequentemente sepse, meningite
€ pneumonia; inicio tardio, que pode ocorrer da primeira
semana até o terceiro més de vida devido a transmissao
vertical, que ocorre raramente, e por fim a transmissao
por outras fontes externas desconhecidas, causando mais
frequentemente meningite.('¥

Em 2010, um guia foi elaborado pela American Aca-
demy of Pediatrics recomendando a prescrigdo de qui-
mioprofilaxia em duas situagdes:('¥ Em todas as gestantes
colonizadas (SGB), de acordo com o resultado da cultura
realizada no final da gestacéo a partir das 35 semanas; e
nas gestantes que ndo tenham sido submetidas a pesquisa
da colonizagéao pelo SGB com o tempo de ruptura de mem-
brana maior que 18 horas, temperatura igual ou superior a
38°C durante o parto e/ou prematuridade.("®

O tratamento e profilaxia sao realizados com a utiliza-
¢ao de antibioticos de amplo espectro, mais especificamente
a penicilina e ampicilina. Para casos em que ha sensibilidade
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a algum destes antibidticos utilizados s&o cefazolina, clin-
damicina, eritromicina e vancomicina.(™®

A administragdo das doses adequadas e do tipo de
profilaxia e/ou tratamento segue o protocolo de Prevengao
da Doenca Estreptococica Perinatal do Grupo B elaborada
pelo CDC e também pela conduta médica aplicada a cada
caso e a cada paciente.('?

O uso de antibidticos para tratamento destes casos
aumenta a preocupagado com casos de resisténcia bacte-
riana. Casos ja foram relatados de resisténcia a penicilina
e ampicilina. O CDC também relata casos de resisténcia a
clindamicina e eritromicina, que sao antibiéticos alternativos
a penicilina e ampicilina.(™®

Portanto, a realizagéo do antibiograma no momento
do diagndstico da infecgdo é de suma importancia clinica.
Através dele é possivel analisar a sensibilizagao do Strepto-
coccus agalactiae frente a gama de antibioticos disponiveis
e escolher o mais adequado ao tratamento.('®

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
a incidéncia da colonizagao por Streptococcus B-hemolitico
em gestantes do municipio de Campinas—SP.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo observacional, transversal e
retrospectivo em um laboratdrio de patologia clinica particular
do municipio de Campinas—SP, onde foram realizadas ana-
lises dos resultados dos exames laboratoriais de mulheres
gravidas com idade gestacional a partir de 35 semanas
submetidas a pesquisa de Streptococcus B-hemolitico no
periodo de janeiro de 2017 a agosto de 2018.

Na rotina laboratorial, as amostras de secrec¢ao vagi-
nal e anal das pacientes submetidas a este exame foram
coletadas com swab estéril em meio de transporte Stuart.
As amostras obtidas foram inoculadas em meio seletivo
de caldo Toddy Hewitt e incubadas 24 horas a 37°C. A
seletividade desse meio se da mediante a inclusdo de
gentamicina e acido nalidixico, 0 que permite o crescimento
de SGB, inibindo a proliferagdo de contaminantes."¥ Apds
esse tempo de incubagao, as amostras foram semeadas
em agar sangue de carneiro a 5%, sendo entédo incubado
por mais 24 horas a 37°C.

As colbnias sugestivas de SGB, seja por sua morfologia
e tipo de hemdlise, foram submetidas ao teste de Fator CAMP,
que consiste em avaliar a produgao de um fator extracelular
de hemodlise, produzido pelo SGB, intensificando a hemdlise
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 produtores de B-lisina
em agar sangue. Foi realizada uma estria de Streptococcus
a ser identificado perpendicularmente a estria de Staphylo-
coccus, sem se tocarem, apds a incubacéao por 24 horas a
37°C. O fator CAMP positivo forma uma ponta de flecha, na
intersecdo das duas estrias e a amostra entao é considerada
positiva indicando o Streptococcus agalactiae.®'*17
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As amostras confirmadas pelo fator CAMP foram colo-
cadas para a identificagcdo em equipamento de automagao em
microbiologia (BD Phoenix 100, Franklin Lakes, EUA), onde
€ utilizado o painel PMIC/ID 105 para cocos Gram-positivos.
Muitos dos testes presentes no painel sdo métodos classicos:
testes de fermentagéao, oxidagao, degradagao e hidrdlise de
varios substratos, tais como: cromogénicos e flurogénicos,
bem como substratos que sdo fontes Unica de carbono.("

Apos a identificagdo do Streptococcus agalactiae,
foram avaliadas a suscetibilidade antimicrobiana pelo teste
de difusdo em agar conforme recomendacdes do Clinical
Laboratory Standart Institute.(%'®)

Foi realizada uma suspensao com solugao salina estéril
(NaCl 0,9%) com turvagéo de 0,5 da escala de McFarland.
A suspensao foi semeada uniformemente em placa de Agar
Mueller-Hinton sangue com o auxilio de um swab estéril e
em seguida foram colocados discos de papel impregnados
com antibidticos sobre o meio. Os antibidticos testados
foram: ampicilina, penicilina, clindamicina e eritromicina.

As placas semeadas foram incubadas 24 horas a 37°C.
As escolhas dos antibioticos ficam a critério da interpretacao
sugerida a norma M2-A8 adotada no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria.(41"

As leituras dos halos de inibigéo e a interpretagao dos
resultados foram realizadas de acordo com a CLSI.("® Foram
considerados “sensiveis” os seguintes diametros dos halos:
ampicilina (= 24mm); clindamicina (= 19mm); eritromicina
(= 21mm); penicilina (= 24mm).("®

Os dados coletados foram tabulados em planilha
Microsoft Office Excel, versao 2017, e foram comparados
dados como: idade das gestantes, quantidade de exames
positivos e negativos, diferenciagéo entre anais e vaginais
e as respectivas porcentagens de positivos e negativos.

ETICA

Todos os procedimentos seguidos nos experimentos
deste trabalho estdo em consonancia com os principios
éticos aceitos pelas normativas nacional [Resolugdo CNS
466/2012] e internacional [Declaragéo de Helsinki/ World Medi-
cal Association], tendo sido aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Paulista — UNIP sob Parecer n°® 2.666.377.

RESULTADOS

No estudo realizado em um laboratorio de patologia
clinica particular do municipio de Campinas—SP, foram ana-
lisadas 4.380 amostras de gestantes a partir de 35 semanas
de gestacdo. Dentre elas, 504 (12%) amostras tiveram
culturas positivas e 3.876 (88%) resultaram em cultura
negativa para SGB na analise do material anal e vaginal.

Dentre as pacientes testadas para SGB, a faixa etaria
variou de 19 a 47 anos, com média de 33+5 anos de idade.
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Houve uma maior incidéncia na faixa etaria de 31 a 40 anos com
348 (69%) mulheres positivas para a infecgao por SGB, seguida
de 116 (23%) mulheres de 21 a 30 anos, 30 (6%) mulheres
entre 41 a 50 anos e ainda 10 (2%) mulheres até 20 anos.

Dentre as 504 gestantes colonizadas, 293 (13%)
amostras foram positivas na colonizagéo vaginal, 211 (10%)
na colonizagao anal (Figura 1).

Das 60 amostras submetidas ao teste de sensibilidade
antimicrobiana, 12 (20%) das amostras anais mostraram-
-se resistentes a clindamicina e 13 (22%) a eritromicina,
e das amostras vaginais 15 (25%) resistentes a clinda-
micina e 20 (33%) a eritromicina. N&o houve resisténcia
aos antibidticos penicilina e ampicilina em nenhuma das
amostras (Figura 2).
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Figura 1. Incidéncia de SGB nas diferentes amostras de secre¢do vaginal e anal. Relagdo de resultados positivos

e negativos por amostra coletada.
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Figura 2. Resisténcia bacteriana do SGB aos antibibticos testados. Descrigao do padrdo de resisténcia antimicrobiano

por tipo de amostra analisada.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi detectada a colonizagdo materna
pelo Streptococcus B-hemolitico em 12% das amostras
analisadas. O percentual de colonizagdo observado foi
proporcional com o apresentado na literatura, sendo que a
média internacional se encontra em torno de 10% a 30%
das gravidas colonizadas com SGB.(121419.20 No Brasil, os
dados sobre a colonizagéo sao semelhantes, com taxas de
11,1% no Rio Grande do Sul, 20% na Regido Nordeste do
pais e 25,4% em Sao Paulo.(2'%2) Sendo que a prevaléncia
média brasileira de colonizagao por SGB tem se mostrado
menor do que paises asiaticos como a China, que possui
prevaléncia entre 3,7% a 14,5% da populagéo.®??

Diante dos artigos avaliados, muitos autores conside-
ram que a cultura bacteriana é o padrao-ouro para a detecgéo
do Streptococcus B-hemolitico, quando se utiliza material
obtido de coleta vaginal e anal, semeados em meios de
cultura especificos, aumentando assim a possibilidade de
identificag&o.?® Porém, os dados sobre a colonizagao pelo
Streptococcus B-hemoliticos s&o por muitas vezes escas-
sos, podendo apresentar variagdes como a idade materna,
o tempo de gestagdo no momento em que as coletas séo
realizadas, o local da coleta, os métodos utilizados e a
origem; as caracteristicas das populagdes estudadas e
fatores de riscos.(424

Apesar de fazer parte das diretrizes da Sociedade
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, este exame nem
sempre é realizado por todas as gestantes, por diversos
fatores.(” Quando a cultura de SGB nao é realizada ou é
desconhecida, recomenda-se o uso de antibidticos profilati-
cos, nas seguintes situagdes: trabalho de parto com menos
de 37 semanas de gestacao, rotura das membranas ovulares
a 18 horas ou mais, temperatura materna intraparto maior
ouigual a 38°C. Nesses casos o uso da profilaxia intraparto
com drogas antimicrobianas tem-se mostrado efetivo como
estratégia para a prevencgao da transmissao vertical.("

Das 60 amostras que foram submetidas ao teste de
sensibilidade aos antimicrobianos em nosso estudo, 55%
apresentaram resisténcia a eritromicina e 45% a clindami-
cina, demonstrando uma tendéncia no aumento de amostras
de SGB resistentes a esses antimicrobianos em questao
comparados em estudos realizados em diferentes paises.

Assim, com relagao a eritromicina os maiores indices
de resisténcia foram detectados nos Estados Unidos da
América (30%)?) e na Franca (21,4%).) Com relagéo a
clindamicina, as taxas de resisténcia sdo inferiores, com
indices de 11,4% nos Estados Unidos da Américae 17,5%
na Franga. Nenhuma das nossas amostras apresentaram
resisténcia a penicilina e a ampicilina, pois de fato ndo
ha relato na literatura, até o presente momento, sobre a
resisténcia desses antibidticos na populagéo brasileira. No
entanto, ha indicios relatados na Africa, apresentando de
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23,8% a 33,6% de resisténcia a penicilina e a ampicilina,
respectivamente. @28

Sendo assim, atualmente a penicilina continua sendo a
droga de escolha como profilaxia antimicrobiana intraparto,
por ser uma droga de baixo custo e de largo espectro de
acgao direcionado para os cocos Gram-positivos, sendo
assim, eficaz na passagem da barreira transplacentaria.
Nos casos de alergia a penicilina, o CDC recomenda
o uso de clindamicina, desde que esta ndo apresente
resisténcia induzivel nos casos de cepas resistentes a
eritromicina.(*2% Em situagdes de resisténcia as drogas
citadas anteriormente, existem outras drogas que podem
ser administradas, como a cefazolina e a vancomicina,
sendo essa droga de ultima escolha.

A infeccao por SGB continua sendo uma importante
causa de morbimortalidade em recém-nascidos. As sindro-
mes clinicas mais comuns ocorrem no inicio precoce, sendo
essas a septicemia e a pneumonia; a infecgdo no inicio
tardio apresenta na maioria dos casos meningite, podendo
causar sequelas permanentes. ("2 Aproximadamente 25%
de casos de septicemia em recém-nascidos no inicio precoce
ocorrem em prematuros com um potencial de letalidade de
cerca de 20%. Ja para os bebés nascidos de gestagéo a
termo essa taxa cai para 2.1%.°%9

As gestantes colonizadas sdo geralmente assinto-
maticas, e por este motivo o rastreamento universal das
gestantes entre 35 a 37 semanas de gestagao e a pratica
de profilaxia intraparto para aquelas colonizadas tem tido
uma redugéo dos casos de sepse neonatal. 32930

CONCLUSAO

Conclui-se que o Streptococcus -hemolitico é pre-
valente nas gestantes do municipio de Campinas—SP com
taxa de incidéncia semelhante ao restante do Brasil.

Ressalta-se a importancia da classe médica da realiza-
¢ao da cultura para rastreio e pesquisa de colonizagao por
Streptococcus B-hemolitico no acompanhamento pré-natal
de gestantes, com avaliagéo sistematica da suscetibilidade
aos antimicrobianos para a escolha da quimioprofilaxia
adequada, garantindo assim a seguranga do recém-nascido.
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Abstract

Objective: The aim of this study was evaluate the incidence of B-hemolytic
Streptococcus in pregnant women and antimicrobial susceptibility of
colonized patients. Methods: For this, a cohort of 4,380 of pregnant
women, from 35 weeks of gestation, were analyzed, samples of
vaginal and anal secretion were collected in a private laboratory in
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the city of Campinas. Result: The prevalence of colonization was of
12% (504/4380) in pregnant women was evidenced, being 293 (13%)
vaginal and 211 (10%) anal. From the positives, the bacterial resistance
profile was performed in 60 samples, 20% of the clinical samples
resistant to Clindamycin and 22% of Erythromycin and 25% of the
vaginal samples resistant to Clindamycin and 33% to Erythromycin,
without resistance to Penicillin and Ampicillin. Conclusion: We conclude
that the emphasize the importance of performing the screening of
B-hemolytic Streptococcus in pregnant women during the prenatal
period, associated with adequate intrapartum prophylaxis is needed.

Keywords
Streptococcus agalactiae infection; Neonatal Sepsis; Pregnant women;
Recent born
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