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RESUMO

O Streptococcus agalactiae ou Streptococcus f-hemolitico do grupo B de Lancefield é
responsdvel pela ocorréncia de abortamento, infeccdo urinaria, prematuridade,
corioamnionite, endometrite puerperal e sepse neonatal precoce com uma alta mortalidade,
principalmente entre prematuros. A taxa de colonizagdo materna, a incidéncia de
complicacBes perinatais causadas pelo EGB, a inquestionavel eficdcia da intervengdo e a
escassez de trabalhos nacionais que revele a realidade brasileira, justificam a realizagdo de
estudos que possam gerar e ampliar conhecimentos. Nesse sentido, o objetivo do presente
trabalho foi de investigar a colonizacdo por Estreptococo do grupo B (EGB) de gestantes que
utilizaram o servigo de pré-natal da Maternidade Estadual Balbina Mestrinho, Manaus/AM,
unidade de atendimento as gravidas de baixo risco obstétrico e de referéncia para alto risco
obstétrico. Para tanto, foram estudadas 174 gestantes que se encontravam entre a 35% e 372
semanas de gestacdo, confirmadas pela ultrassonografia e/ou pela data da Gltima menstruacgéo,
atendidas no periodo compreendido de abril a novembro de 2012. Durante a consulta de pré
natal foram colhidas as informacbes demograficas, socioeconémicos, historia obstétrica
pregressa e atividade sexual, assim como, dados da gestacdo atual e coletadas amostras
clinicas vaginais e anorretais para a realizagdo de exames bacterioldgicos e moleculares. Nos
exames bacteriologicos foi realizado o cultivo, que no caso de positividade para o
estreptococo foi submetido a identificacdo taxonémica. As amostras clinicas com os isolados
de estreptococos foram submetidas as anélises de deteccdo de DNA por técnica de PCR. Para
fins de anélise dos resultados, conforme 0s objetivos propostos, a colonizacdo pelo EGB foi
determinada quando um ou mais dos métodos diagnosticos (cultivo, ou PCR “in house™) em
qualquer das amostras coletadas (vaginal e anorretal), proporcionou uma positividade para o
EGB. Para analise das variaveis quantitativas, foram calculados os percentuais de ocorréncia
dos eventos. Para as analises de sensibilidade e especificidade dos métodos diagndsticos,
assim como seus valores preditivos positivos e negativos, foram utilizadas tabelas de
contingéncia do tipo 2x2. Também foram calculados os respectivos Intervalos de Confianca
ao nivel de 95% (1C95%) e na comparagdo das proporcdes foi utilizado o teste do Chi
Quadrado (X2) de Pearson, sendo que na impossibilidade da aplicacdo do mesmo, foi
utilizado o teste exato de Fisher. Entre aos resultados obtidos destaca-se uma taxa de
colonizacdo de 51,02% pelo cultivo e de 69,39% pela PCR, sendo que essa Ultima forneceu
uma ampliacéo de 18,37%. Pelo método de cultivo a vagina, como local de coleta, mostrou-se
mais eficiente que anorretal, apesar de que em 17,33% a colonizagdo ter sido obtida apenas
nas amostras anorretal. A caracterizacdo de alto e baixo risco ndo se traduziu em fator de risco
para a colonizagdo, apesar de essa ter sido maior nas gestacOes de alto risco. Na presente
casuistica, a ocorréncia de infecgdes do trato urinario apresentou significancia estatistica
como fator de prote¢do a colonizacgdo pelo EGB.

Palavras-chaves: Estreptococo do Grupo B; Streptococcus agalactiae; Sepse Neonatal,;
Prematuridade.
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ABSTRACT

Streptococcus agalactiae or B-hemolytic Streptococcus Group B Lancefield is responsible for
the occurrence of urinary tract infection, abortion, prematurity, chorioamnionitis, puerperal
endometritis and early neonatal sepsis with a high mortality, especially among premature
infants. The rate of colonization, the incidence of perinatal complications caused by EGB, the
unguestioned effectiveness of intervention and the shortage of national works that reveal the
Brazilian reality, justify this study that can generate and expand knowledge. In this sense, the
objective of the present work was to investigate the colonization by Group B Streptococcus
(GBS) of pregnant women who used the prenatal unity of the Balbina Mestrinho State
Hospital Maternity, ManausAM, pregnant service unit of low risk obstetric and reference to
high risk obstetric. To this end, 174 were studied pregnant women who were between the 35th
and 37th weeks of pregnancy, confirmed by ultrasound or by the first day of last the period,
met in the period from April to November 2012. During the prenatal query were collected
demographic, socioeconomic information, previous obstetric history and sexual activity, as
well as data from the actual pregnancy and vaginal and anorectal specimens were collected
for bacteriological and molecular tests. Bacteriological examination was conducted the
cultivation, which in the case of positivity to the streptococcus was submitted to taxonomic
identification. The clinical samples with Streptococcus isolates were subjected to analyses of
DNA detection by PCR. For the purposes of analysis of the results, as the proposed
objectives, the colonization by EGB was determined when one or more of the diagnostic
methods (cultivation, or PCR "in house") in any of the samples collected (vaginal and
anorectal), provided a positivity to the EGB. For analysis of the quantitative variables were
calculated the percentages of occurrence of events. For the analysis of sensitivity and
specificity of diagnostic methods, as well as their positive and negative predictive values were
used type 2 x 2 contingency tables. Were also calculated the respective confidence intervals at
95% (95%) and comparison of proportions, the test Chi Square (X2) Pearson, and the
impossibility of implementation, we used the exact test Fisher. Among the results obtained are
distinguished colonization rate by cultivation of 51.02% and 69.39% by PCR, with the latter
provided a magnification of 18.37%. At the vagina cultivation method, such as collection site,
it was more efficient than anorectal, although at 17.33% colonization have been obtained only
in the anorectal samples. The characterization of high and low risk did not translate into a risk
factor for colonization, although that was higher in high-risk pregnancies. In this series, the
occurrence of urinary tract infections was statistically significant protective factor for
colonization by EGB.

Key words: Group B Strep; Streptococcus agalactiae; Neonatal Sepsis; Prematurity.
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1. INTRODUCAO

O Streptococcus agalactiae ou Streptococcus f-hemolitico do grupo B de Lancefield,
denominado rotineiramente de EGB, é um diplococo Gram-positivo presente no trato
gastrointestinal e geniturinario humano, que quando acomete a gravida compromete a
evolucdo da gestacdo. E responsavel pela ocorréncia de abortamento, infecgdo urinéria,
prematuridade, corioamnionite, endometrite puerperal e sepse neonatal precoce com uma alta
mortalidade, principalmente entre prematuros (SCHRAG et al., 2002).

Somente a partir de 1970, quando houve um aumento importante da incidéncia de
sepse e meningite por EGB em neonatos nos Estados Unidos da América do Norte (EUA), foi
dada a devida importancia ao agente (SCHRAG et al., 2002). Segundo Gibbs et al. (2004), a
doenca perinatal causada por EGB é um dos problemas emergentes no atendimento da
gestante e recém-nascido em todo mundo. Nas ultimas trés décadas muitos estudos tém sido
publicados acerca da infeccdo neonatal de inicio precoce pelo EGB, tendo em vista sua alta
morbidade e mortalidade.

Nos EUA, a incidéncia da sepse esteve estavel durante o periodo de 1996 a 2001 (0,47
cas0s/1.000 nascidos vivos), queda em 2003 (0,32 casos/1.000 nascidos vivos) e pouca
alteracdo em 2004, pois a taxa foi de 0,34 casos/1.000 nascidos vivos (CDC, 2005).
Atualmente a incidéncia entre 0,34 e 0,37 casos/1.000 nascidos vivos esta associada as
medidas profilaticas instituidas (CDC, 2010).

Tendo por base as estatisticas de mortalidade perinatal, o Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), em 1996, elaborou um protocolo de rotina para a prevencdo de
infeccdo precoce do neonato. Nesse, recomendou a quimioprofilaxia nos casos positivos para

os fatores de riscos, como tempo de ruptura de membrana amni6tica maior ou igual ha 18
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horas, temperatura axilar igual ou superior a 38°C durante o trabalho de parto e/ou
prematuridade (CDC, 1996).

Em 2002 houve uma atualizagdo do protocolo enfatizando a maior eficacia da pesquisa
da colonizagdo materna pelo EGB, mediante o cultivo das secre¢Oes vaginal e anorretal, em
meio seletivo, colhidas entre a 35% e a 37 semanas de gestacdo, quando comparado ao
protocolo dos fatores de risco. Foi recomendada a pesquisa universal em todas as gestantes
entre a 35% e 372 semana de gestacdo e o uso da quimioprofilaxia. Essas recomendacdes foram
estendidas as gestantes que apresentaram bacterilria durante a gravidez ou que tiveram um
filno com doenca infecciosa precoce, ambas ocasionadas por EGB (CDC, 2002).

Em 2010 a nova atualizagé@o do protocolo, manteve as orientagdes anteriores e ampliou
os algoritmos para: atendimento as gestantes com quadro de ameaca de trabalho de parto
prematuro; trabalho de parto prematuro; e portadoras de rotura prematura das membranas
(CDC, 2010). Também foi atualizado o ajuste de doses da penicilina G na quimioprofilaxia e
as opcdes de antibioticos para as gestantes alérgicas a penicilina. Na abordagem laboratorial
foi incluido o teste de amplificacdo e caracterizacdo de &cidos nucléicos por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR).

A taxa de colonizagdo materna, a incidéncia de complicagOes perinatais causadas pelo
EGB, a inquestionavel eficicia da intervencdo e a escassez de trabalhos nacionais que
fundamente as diretrizes do CDC dentro da realidade brasileira, conforme disposto por
Castellano-Filho et al. (2008), justificam a realizacdo de estudos que possam gerar e ampliar
conhecimentos.

Preferencialmente, os estudos devem ser executados em todos os estados da federagédo
brasileira, visando estabelecer as peculiaridades e realidade de cada estado. Neste sentido,
pretende-se aplicar o protocolo estabelecido pelo CDC e verificar as adaptacGes que ao
mesmo devem ser incorporadas para uma eficaz determinagdo da ocorréncia da sepse neonatal

precoce secundaria ao EGB na cidade de Manaus.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Estreptococo

Entre os microrganismos que fazem parte da microbiota humana normal se destacam
0s estreptococos. Tal fato advém de que alguns deles sdo responsaveis por uma variedade de
manifestagdes clinicas sendo, portanto, considerados como importantes agentes infecciosos.

Segundo Breed (1927), em 1874, Billroth utilizou pela primeira vez o termo
Streptococcus para descrever um microrganismo esférico, isolado, aos pares ou em pequenas
cadeias, encontrado em feridas supuradas. Posteriormente, segundo Kohler; Kohler (2004),
Nocard e Mollereau em 1887 correlacionaram a presenga do microrganismo com a mastite
puerperal bovina, infeccdo comum em vacas leiteiras e que acarretavam a inibicdo da lactagdo,
surgindo entdo & denominacéo de Streptococcus agalactiae.

Shottmuller et al. (1903) promoveram um grande avanco na diferenciacdo das espécies
de Streptococcus, utilizando os padroes de hemdlise (a, B, y) produzidos em meio de cultivo
de agar sangue. Em 1933, Rebeca Lancefield (LANCEFIELD, 1933) desenvolveu a
classificacdo soroldgica dos estreptococos, utilizada até o presente momento. Com base na
composicao variavel de um polissacarideo da parede celular, denominado de carboidrato C, a
autora dividiu os estreptococos em 20 grupos, designados pelas letras maiusculas do alfabeto
(A,B,C,D,E,F,G,H,K,L, M,N,O,P,Q,R, S, T, U e V). Esse método de agrupamento €
amplamente aceito para os estreptococos B-hemoliticos, pois com raras exce¢des ndo tem boa
utilidade para os ndo-p-hemoliticos (CDC, 2004).

Segundo Facklan (2002), Sherman em 1937, com base no disposto por Shottmuller et
al. (1903) e Lancefield (1933), estabeleceu uma nova classificacdo para as diferentes espécies

de Streptococcus, dividindo-os em 4 grupos: piogénicos, viridans, laticos e enterococos, sendo
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que o Streptococcus agalactiae foi incluido no grupo dos piogénicos.

Fundamentado na propriedade hemolitica do tipo 3 e nas caracteristicas sorologicas do
grupo B, o Streptococcus agalactiae passou a ser rotineiramente denominado de Estreptococo
do Grupo B (EGB). O isolamento do microrganismo, em 1935, como pat6geno responsavel
em trés casos fatais de sepse puerperal deu inicio aos estudos que consideram o EGB como
responsavel por infecgdes em humanos (FRY, 1938).

O EGB é encontrado colonizando o trato gastrointestinal, genital e urindrio de forma
transitoria, crénica ou intermitente. Sua importancia no ciclo gravido-puerperal é que pode
determinar quadros infecciosos graves nos recém natos como septicemia, pneumonia e menos
frequentemente, meningite. A importancia da deteccdo em espécimes clinicos tem relagdo
com o diagnostico e a terapéutica adequada, e a doenca é mais comum que outras bem mais
conhecidas como rubéola, sifilis e espinha bifida (SCHRAG et al., 2002).

Atualmente o EGB é dividido em seis tipos sorolégicos: la, Ib, la/c, I, IlI, e IV, e essa
tipagem oferece dados sobre a epidemiologia das infec¢Oes e a associagdo de certos tipos com

as diferentes sindromes clinicas (CDC, 2004a).

2.2 A repercussao do EGB na gestagao

A importancia do EGB na perinatologia foi evidenciada quando na década de 70 foi
identificado como o principal agente causador da sepse neonatal precoce, sendo
responsabilizado por cerca de 7.500 casos/ano nas décadas de 80 e 90 (CDC, 1996).

Nos EUA, em 1990 ocorreram 7.600 casos de septicemia neonatal devido ao EGB com
310 mortes, revelando uma incidéncia de 1,8 casos/1.000 nascidos vivos entre recém-natos com
até 90 dias de vida. Destes, 80% apresentaram a septicemia neonatal precoce (CDC, 1996).

Schuchat et al. (2000) em um trabalho multicéntrico com 52.406 nascimentos,

identificaram a septicemia neonatal precoce em uma taxa de 3,5 casos/1.000 nascidos vivos,
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sendo 1,4 casos/1.000 nascidos vivos devidos ao EGB, com 16% de evolugdo para 6bito. O
EGB foi 0 agente mais prevalente, sendo identificado em mais de 40% dos casos. Fatores de
risco obstétrico como parto pré-termo, febre intraparto ou rotura das membranas amnioticas
foram encontrados em 49% dos casos relacionados ao EGB. A colonizagdo pelo EGB ¢é
estimada mundialmente entre 4% e 30% (DILLON et al., 1982; BAKER;EDWARDS, 1990;
HICKMAN et al., 1999; MOYO et al., 2000).

Alguns estudos brasileiros revelam que o EGB também é um dos organismos mais
frequentemente isolado em infecgdes neonatais precoces (MIURA; MARTIN, 2001; VACILOTO
et al., 2002; BERALDO et al., 2004, POGERE et al., 2005; PINHEIRO et al., 2007; NOMURA
et al., 2009).

A presenca do EGB no trato geniturinario materno é responsavel pela ocorréncia de
infeccOes maternas do tipo cistite, pielonefrite, endocardite, endometrite, celulite e sepse
materna. Compromete a evolugdo da gestacdo favorecendo a ocorréncia de abortamento,
corioamnionite, ruptura prematura das membranas, parto prematuro e morte fetal intrauterina.
Na fase puerperal, 0 EGB é responsavel por quadros infecciosos perinatais, entre eles a
endometrite, infeccdo do trato urindrio e menos frequentemente, artrite séptica e pneumonia
(SCHRAG et al., 2000).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), a taxa de colonizagéo
do EGB, nos EUA, em neonatos de gestantes colonizadas é de 50%, independente da via de
parto e entre estes, 2% se tornam infectados (CDC, 2002).

Durante os anos 70, cerca de 50% dos neonatos infectados pelo EGB evoluiam para o
6bito, porém com a melhora no atendimento pré-natal com a ado¢do de medidas preventivas
recomendadas pelo CDC, o percentual reduziu para cerca de 4% (CDC, 2010).

A sepse neonatal € um dos principais problemas de salde em todo o mundo. Pode ser
classificada de acordo com o tempo de inicio da doenca em sepse de inicio precoce, quando se
instala nos primeiros sete dias de vida (ocasionada pelo EGB), e de inicio tardio quando se

instala ap6s o 8° dia de vida (ocasionada por outros microrganismos).
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Quando a sepse é de inicio precoce, acarreta um quadro infeccioso severo e
usualmente se apresenta como sepse ou pneumonia, instabilidade cardiovascular e menos
frequentemente como meningite e, caracteristicamente, apresenta evolugdo clinica
desfavoravel. No geral, é ocasionada pela transmisséo vertical (mée/feto) do EGB, seja pela
via ascendente (através do canal de parto) ou pela via transplacentéria (bacteremia materna),
apresentando alto grau de morbidade e mortalidade, sendo 0s neonatos prematuros os que
apresentam maior risco de infecgdo. A grande maioria tem inicio nas primeiras 24h de vida,
progredindo rapidamente e acometendo varios 6rgdos (CDC, 2002).

O quadro clinico da sepse neonatal é inespecifico podendo manifestar-se com a queda
do estado geral, hipo ou hipertermia, hiperglicemia, apneia com graus variados de
insuficiéncia respiratéria e choque, necessitando de internacfes prolongadas e terapia de
suporte de alto custo (GIBBS et al., 2004). Uma ilustracdo do quadro clinico de sepse

neonatal est4 apresentada na Figura 1.

Figura 1. Recém-nato acometido por sepse neonatal ocasionada por Estreptococo do grupo B.
Autor: Dr. Carol Baker,Baylor College of Medicine, Houston, Texas.
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Os neonatos que sobrevivem podem apresentar sequelas importantes como perda da
audicéo, viséo e retardo mental (CDC, 1996). Segundo Afroza (2006), a cada ano cerca de 30
milhdes de recém-nascidos sdo acometidos e de 1 a 2 milhGes destes morrem.

Estudos epidemiolégicos realizados nos anos 80 revelaram que 0s neonatos de
gestantes colonizadas pelo EGB tinham 29 vezes mais chance de apresentarem a sepse
neonatal precoce, quando comparados com 0s de gestantes com cultivos negativos para o
EGB (BOYER; GOTOFF, 1986).

No periodo de 2000 a 2006 ocorreram nos EUA, 1.199 casos de sepse neonatal
precoce. Nos anos de 2000 a 2003 houve uma diminuicdo da incidéncia da doenca
decrescendo de 0,52 para 0,31 casos/1.000 nascidos vivos. Entretanto, no periodo de 2003 a
2006 ocorreu um aumento da incidéncia para 0,40 casos/1.000 nascidos vivos e, atualmente, a
taxa esta prevista entre 0,34 a 0,37 casos/1.000 nascidos vivos (CDC, 2010).

Quando os casos séo estratificados por raga, evidencia-se um aumento significativo da
sepse neonatal entre recém-natos de maes de cor negra (de 0,53 para 0,86 casos/1.000
nascidos vivos), enquanto que 0 aumento entre 0s recém-natos de maes brancas ndo €
significativo (CDC, 2009).

Em relacdo a idade gestacional tem-se que a média da incidéncia da doenca foi 2,8
vezes maior entre recém natos pré termo de maes de cor negra (1,79 casos/1.000 nascidos
vivos) quando comparados com recém natos de maes brancas (0,67 casos/1.000 nascidos
vivos), porém com aumento da incidéncia em ambos 0s grupos. Entre 0s recém-natos a termo
houve um importante aumento da incidéncia entre os de maes negras no periodo de 2003 a
2006, elevando-se de 0,33 para 0,70 casos/1.000 nascidos vivos (CDC, 2009)

Em 2006 foram diagnosticados 179 casos de sepse neonatal precoce sendo a taxa de
caso-fatalidade de 7%. Desses, 28% dos casos ocorreram em recém-natos pré-termo com
menos de 37 semanas (CDC, 2009). Atualmente esta taxa encontra-se entre 4% e 6%

refletindo os avancos na assisténcia pré-natal (CDC, 2010).
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2.3 Fatores de risco para a colonizacdo do EGB

Dos fatores de risco anteriormente relatados, a presenca do EGB colonizando o trato
genital e/ou anorretal materno no momento do parto € o mais importante (CDC, 2010). Tal
afirmativa advém de Boyer; Gotoff (1985), que demonstraram, em trabalho prospectivo
realizado nos anos 80, que gestantes colonizadas pelo EGB tinham 25 vezes mais chance de
dar a luz a um recém-nato colonizado pelo EGB do que aquelas com cultivo negativo.

Outras condicdes de risco que favorecem a ocorréncia da sepse neonatal precoce séo a
presenca de ruptura prematura das membranas por mais de 18h, parto prematuro (<37
semanas), febre materna (> 38° C) durante o trabalho de parto, bacteridria por EGB durante a
gestacédo e neonato anterior acometido da sepse neonatal precoce pelo EGB (CDC, 2002).

Cerca de 29% dos casos de sepse neonatal precoce que tem como o agente causal o
EGB, ocorrem em recém-natos prematuros (< 37 semanas). O risco relativo da ocorréncia da
sepse neonatal precoce é inversamente proporcional a idade gestacional variando de 1,5 a 4,8
(CDC, 2005).

Segundo Pinheiro et al. (2007), em trabalho realizado em uma maternidade da cidade
de Manaus/AM, a sepse neonatal precoce esteve presente em 5,3% dos casos estudados.
Nesses, 0s principais fatores de risco foram a prematuridade, seguido da auséncia de
seguimento pré-natal e neonato de baixo peso. Infelizmente o autor ndo identificou os

sorotipos e nem se as gravidezes eram de baixo ou alto risco.

2.4 Protocolos de profilaxia da infecgdo pelo EGB

Na década de 70, o EGB emergiu nos Estados Unidos da América do Norte como o
principal patdgeno causador de sepse e meningite nos primeiros dias de vida de recém-natos

com indices de mortalidade de 50%. No inicio dos anos 80 houve a demonstracdo de que a
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administracdo de antibioticos, durante o trabalho de parto nas parturientes que apresentavam
riscos de transmisséo vertical do EGB, poderia prevenir a ocorréncia da sepse neonatal
precoce (BOYER; GOTOFF, 1986).

Em 1996, o CDC juntamente com o American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG) e a American Academy of Pediatrics (AAP), instituiram uma
estratégia de prevencdo da ocorréncia da infeccdo pelo EGB. Essa teve por base a
administracdo de antibidtico profilatico intraparto nas parturientes que apresentavam fatores
de risco para a colonizacdo do EGB (CDC, 1996).

A referida estratégia era amparada em dois métodos de prevencdo: um considerava 0s
fatores de risco, e o outro a realizagéo de cultivo do EGB a partir das secre¢des vaginal e
anorretal da gestante. A estratégia dos fatores de risco era considerada positiva quando um
dos fatores estivesse presentes: parto prematuro (< 37 semanas), temperatura axilar > 38° C ou
a presenca de rotura prematura das membranas por mais de 18 h. A estratégia de cultivo do
EGB recomendava a realizagdo de cultivo para 0 EGB em todas as gestantes entre 35 e 37
semanas de gestacdo, com coleta de material vaginal e anorretal. Para as gestantes que
apresentassem cultivo positivo deveria ser oferecida a administracdo de antibidtico profilatico
durante o trabalho de parto.

A profilaxia deve ter inicio na fase ativa do trabalho de parto e continuar até a ligadura
do corddo umbilical. O antibidtico de escolha é a penicilina G na dose de ataque de 5.000.000
unidades internacionais (Ul) por via intravenosa (iv) e mantendo-se 2.500.000 Ul/iv a cada 4
horas. A ampicilina é aceita como alternativa, nas doses de ataque de 2g/iv e 1g/iv a cada 4
horas de manutencdo. No caso de gestantes com histdria de alergia a penicilina e baixo risco
para reacdo anafilatica, estd autorizado o uso da cefazolina na dose de ataque de 2g/iv e 1g/iv
a cada 8 horas como manutencdo (CDC, 2002). Nos casos de cepas resistentes a penicilina

deve-se utilizar a clindamicina na dose de 900 mg a cada 8 horas (SCHRAG et al., 2002). Nos
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casos de resisténcia a clindamicina e nas gestantes alérgicas a penicilina e com elevado risco de
anafilaxia, a terapéutica indicada é a vancomicina na dose de 1g/iv a cada 12 horas. Esta deve
ser utilizada com critério tendo em vista a crescente resisténcia do EGB a este agente (CDC,
2002).

A estratégia também previa que, independente de fatores de risco presentes ou do
resultado do cultivo, as gestantes que apresentassem infeccdo do trato urinério pelo EGB na
gestacdo atual e aquelas que deram a luz & recém-natos com passado de sepse neonatal
precoce deveriam receber profilaxia antibiética durante o trabalho de parto. Além disso, nas
gestantes com previsdo de cesarea eletiva (auséncia de trabalho de parto instalado) e nas em
trabalho de parto com antecedente de cultivo negativo para EGB ha menos de cinco semanas
do inicio do trabalho de parto, ndo deve ser indicada a profilaxia anteparto.

Embora no futuro as vacinas possam se constituir como uma alternativa a
antibidticoterapia, a quimioprofilaxia intraparto continua sendo o método mais eficaz na
prevencdo da infeccdo neonatal precoce pelo EGB (CDC, 2002). Entretanto, vale ressaltar que
0 uso da vacina ira acarretar novas preocupac6es como duragdo, distribuicdo e implementagéo
nas populacdes e uma continua monitoracdo das altera¢des dos sorotipos na populagdo (CDC,
2002). Essas afirmativas ainda permanecem na revisao executada em 2010 (CDC, 2010)

Schrag et al. (2002) em um estudo retrospectivo de coorte analisou 629.912
nascimentos ocorridos durante os anos de 1998 e 1999, tanto pela estratégia de fatores de
risco como pela do cultivo do EGB. Evidenciou que 62% dos recém-natos que foram
acometidos pela infecgdo estreptocdcica eram filhos de gestantes que ndo apresentaram
qualquer fator de risco para transmissdo da doencga. Concluiu que o rastreamento com base no
cultivo universal para o EGB é 50% mais eficaz que a estratégia focada nos fatores de risco.

Assim, em 2002, o CDC revisou as diretrizes publicadas em 1996 (CDC, 1996, 2002).

Nessa revisdo destacou a importancia da realizacdo do cultivo de amostras vaginal e anorretal
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durante o pré-natal, como forma mais eficaz de rastrear a colonizacdo do EGB em gestantes.

Em 2010 o CDC realizou uma nova revisdo do protocolo, atualizando as condutas ja

preconizadas (CDC, 2010). Modificou os algoritmos que tratam da assisténcia a gestante com

ameaca de trabalho de parto prematuro, parto prematuro instalado (< 37 semanas) e as que

apresentam rotura prematura das membranas. Entre as alteracdes se destacam:

a) Em gestantes admitidas com suspeita de trabalho de parto prematuro (idade gestacional

b)

< 37 semanas) deve-se proceder a coleta de material vaginal e anorretal para cultivo do
EGB e iniciar de imediato a profilaxia antibidtica. Nos casos em que houver a
confirmac&o do diagnostico de trabalho de parto prematuro (TPP) e o cultivo mostrar-se
positivo para o EGB, o antibiético deve ser mantido até o parto. Nagquelas em que o
diagndstico de TPP ndo foi confirmado e o cultivo foi positivo, deve-se administrar a
profilaxia antibidtica quando em trabalho de parto, porém se o cultivo mostrou-se
negativo a profilaxia antibidtica deve ser descontinuada. Entretanto, se a gestante
alcancar a 35% — 372 semana de gestacéo, deve-se repetir o cultivo vaginal e anorretal e
seguir o protocolo.

Em gestantes que apresentarem rotura prematura das membranas (RPM) estando em
trabalho de parto, deve-se coletar material vaginal e anorretal para cultivo e iniciar a
profilaxia antibiotica. Naquelas em que a RPM ocorreu e ndo evoluiu para o trabalho de
parto (TP) deve-se continuar a profilaxia antibiotica e de posse do resultado do cultivo
tomar as seguintes condutas: se positivo ou sem resultado até o inicio do TP, continuar
com o antibiotico até o parto; se negativo, interromper o antibiético e repetir o exame de
cultivo se chegar até 35% — 372 semana de gestacdo.

Na revisdo de 2010, o CDC também incluiu a realizacdo do Teste de Amplificacdo de

acidos nucléicos (NAAT - nucleic acid amplification tests), utilizando a Rea¢do em Cadeia da

Polimerase (PCR), como técnica laboratorial para a pesquisa do EGB (CDC, 2010).
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2.5 O diagnéstico Laboratorial do EGB

Conforme explanado anteriormente, no diagndstico de infeccdo estreptococica do
recém-nascido o rastreamento do EGB por cultivo é 50% mais eficaz que a estratégia focada
nos fatores de risco (SCHRAG et al., 2002). Para execucdo se faz necessario que a coleta da
amostra clinica por swab seja realizada no momento da consulta de pré-natal, da regido
vaginal e anorretal, sem a colocacdo do espéculo e sem a realizagdo de assepsia prévia (CDC,
1996).

Os procedimentos de encaminhamento das amostras clinicas evoluiram no decorrer
dos anos. Inicialmente o swab da amostra clinica era encaminhado diretamente para o
laboratdrio, onde entdo era atritado sobre o meio de cultivo Agar-sangue contido em placas de
Petri. Entretanto, quando ndo se tem acesso imediato ao laboratério deve-se utilizar meio de
transporte, atualmente o de Stuart ou de Amies (CDC, 2010). Assim, os swabs das amostras
vaginal e anorretal devem ser imediatamente imersos no meio de transporte e acondicionados
em geladeira até 0 momento do transporte ao Laboratorio que executara o cultivo.

O processamento de cultivo da amostra deve ocorrer no periodo maximo de quatro
dias ap6s a coleta (STONER et al., 2004). No decorrer dos anos, 0s meios de cultivo
utilizados no isolamento do EGB tiveram raras alteragdes. Efetivamente, a introducdo da
semeadura da amostra clinica em caldo enriquecido de Todd-Hewit por 6 horas, acrescido de
dois antibidticos aos quais todas as cepas de EGB sdo resistentes (gentamicina e acido
nalidixico) tem proporcionado uma melhora no isolamento do EGB em 50%. Tal fato se deve
a eliminacdo de outras bactérias indesejaveis, visto que o caldo de Todd-Hewit com a adicéo
dos antibi6ticos passa a ser um meio seletivo (CDC, 2002).

As técnicas de identificacdo taxondmica das col6nias microbianas isoladas néo

tiveram alteragfes nos dltimos 20 anos e a sorotipagem, para definicdo do tipo soroldgico,
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passou a ser efetuada por teste comercial de aglutinacdo positiva em latex, conforme disposto
por Johnson e Ferrieri (apud CAMPBELL et al., 2000). Essa definicdo oferece dados sobre a
epidemiologia das infecgbes e a associacdo de certos tipos com as diferentes sindromes
clinicas (CDC, 2004).

A incluséo recente do teste de Amplificacdo de Acidos Nucléicos, utilizando a Reagio
em Cadeia da Polimerase (PCR), nas técnicas laboratoriais de pesquisa do EGB é uma
novidade ainda em estudo (CDC, 2010). Os dados existentes ainda sdo escassos e obtidos por
diferentes técnicas e genes microbianos pesquisados. Entretanto, indicam que quando o
NAAT ¢ realizado diretamente da amostra coletada tem percentuais de positividade entre
62,5% e 98,5% (AZIZ et al., 2005; ATKINS et al., 2006; GAVINO; WANG, 2007
EDWARDS et al., 2008, EL HELALLI et al., 2009, ALFA et al., 2010). Quando executado a
partir de aliquota de caldos enriquecidos, 0s percentuais de positividade variam de 92,5% a
100% (GOODRICH; MILLER, 2007; BLOCK et al., 2008; SCICCHITANO; BOURBEAU,
2009).

Resumidamente, no diagndstico atual de EGB deve-se: coletar as amostras clinicas
vaginal e anorretal pelo uso de swabs; imergir imediatamente os swabs no meio de transporte
acondicionando-os em geladeira até o momento de envio ao Laboratorio que executara o
cultivo; retirar os swabs do meio de transporte e imergi-los em caldo de enriquecimento de
Todd-Hewit, adicionado de antibi6ticos; semear aliquotas do caldo em placas de Petri
contendo Agar-sangue; identificar e sorotipar as coldnias compativeis com 0 EGB; e quando
possivel, efetuar o teste de Amplificagdo de Acidos Nucléicos, seja a partir das col6nias
microbianas isoladas ou de aliquotas do caldo de enriquecimento/seletivo da amostra clinica
(CDC, 2010).

Atualmente, a reacdo em cadeia da polimerase vem sendo executada por método
PCR/Real time e tem sido frequentemente utilizada na area da investigacdo biologica por sua

capacidade de amplificar e detectar, simultaneamente, quantidades diminutas de sequéncias
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especificas de &cidos nucléicos. Também ¢é utilizada na avaliacdo da carga viral ou bacteriana,
identificacdo da resisténcia a antibioticos e na determinagdo do prognostico de tumores
malignos (NASCIMENTO et al., 2010).

A PCR real-time propicia inimeras vantagens quando utilizada como ferramenta de
pesquisa e diagnostico, entre elas a reducdo do risco de contaminagdo cruzada, o alto grau de
sensibilidade e especificidade, o curto periodo de tempo necessario para a realizagdo do
método, e consequentemente maior rapidez na liberacdo dos resultados (BERGERON et al.,

2000).

2.6 A prevencao da doenca estreptocdcica neonatal no Brasil

O Ministério da Saude (MS) do Brasil reconhece como grave a mortalidade infantil
em nosso meio. A taxa de mortalidade infantil que reflete a morte de criangas com menos de
um ano de idade, é de 19,3 mortes para cada 1.000 nascidos vivos, posicionando o Brasil em
16° lugar em um grupo de 68 paises (MS, 2010).

Entre os anos de 2000 e 2007, 443.946 criangas menores de um ano de idade
morreram em nosso pais. No nordeste foram 144.003 e na Amazodnia legal (incluindo o
Maranhdo) 76.916. O somatério das duas regibes foi de 220.919, representando
aproximadamente 50% do total nacional (MS, 2010).

Cerca de 70% das mortes de recém-nascidos foram secundarias a causas evitaveis, tais
como: falta de atengdo adequada a mulher durante a gestagdo, parto e puerpério; falta de
conhecimentos; nivel s6cio econdmico; condi¢Bes sanitérias; acesso aos servigos de salde;
entre outros.

Infelizmente na rede basica de salde ndo se dispde de estratégias para o rastreamento
do EGB em gestantes brasileiras. Constata-se que no mais recente Manual Técnico de Pré

Natal e Puerpério — Atencdo Qualificada e Humanizada do Ministério da Salde — inexiste
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protocolo direcionado a deteccdo, prevencédo e tratamento da infeccdo neonatal pelo EGB
(BRASIL, 2006).

Visto que talvez a pouca atencdo dada pelos 6rgdos responsaveis seja devida a
escassez de estudos nacionais, que possam sustentar a composicao de diretrizes na assisténcia

as portadoras do EGB, faz-se necessario a realizacdo de pesquisas sobre o tema.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a colonizacdo por Estreptococo do grupo B (EGB) em gestantes que
utilizam o servico de pré-natal da Maternidade Estadual Balbina Mestrinho, Manaus/AM,
unidade de atendimento a gravidas de baixo risco obstétrico e de referéncia para alto risco

obstétrico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Determinar a taxa de colonizagcdo por EGB em gestantes atendidas em servico de preé-
natal de maternidade publica com atendimento a gravidas de baixo risco obstétrico e de
referéncia para alto risco obstétrico;

3.2.2 Estabelecer a sensibilidade e a especificidade da técnica de PCR tendo a cultura como
padrdo ouro na identificacdo do EGB;

3.2.3 Verificar a taxas de colonizacdo pelo EGB proporcionadas pelos métodos diagndsticos
utilizados (Cultivo e PCR) em relacdo aos diferentes locais de coleta - vaginal e retal;

3.2.4 Verificar se existe diferenca entre gravidas com alto e baixo risco obstétrico na
ocorréncia da colonizacdo vaginal e retal por EGB pelas técnicas de cultivo e PCR;

3.2.5 Analisar se existe relacdo entre antecedentes pessoais, intercorréncias clinico-obstétricas

e passado obstétrico com a presenca de EGB.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo e transversal do tipo deteccdo de casos, com o
intuito de avaliar a ocorréncia de colonizacdo por Estreptococos do grupo B (EGB) em
gestantes atendidas na maternidade Balbina Mestrinho, Manaus/AM, unidade de atendimento

as gravidas de baixo risco obstétrico e de referéncia para alto risco obstétrico.

4.2 Universo de Estudo

4.2.1 Populacéo de Estudo

A populacédo de estudo abrangeu as gestantes atendidas no ambulatorio de pré-natal da
Maternidade Estadual Balbina Mestrinho. No referido ambulatério sdo atendidas gestantes de
baixo e alto risco obstétrico, sendo que as de alto risco sdo portadoras de patologias como:
Diabetes, Hipertensdo Arterial, Colagenoses, Plrpuras, Aids e soropositivas para HIV (virus

da imunodeficiéncia adquirida), entre outras.

4.2.2 Casuistica, Participantes e Critérios de Elegibilidade

O estudo desenvolveu-se no periodo de abril a novembro de 2012 (oito meses),
buscando obter a casuistica estimada de 177 casos. Essa foi definida pela formula de

populacdo finita utilizando os pardmetros de prevaléncia minima de 14% encontrada em
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outras regides do Brasil (BERALDO et al.,2004), nivel de confiangca de 95% e uma precisdo
de 4%. Entretanto, modificagOes estruturais no servigco de atendimento da instituicdo, com a
diminuicdo do nimero de médicos obstetras e reformas ambulatoriais, s6 permitiram a
participacdo de 153 pacientes.

Participaram do estudo as gestantes que se encontravam entre a 35 e 372 semana de
gestacdo confirmada pela ultrassonografia e/ou pela data da dltima menstruagdo. No inicio da
consulta, a gestante foi indagada se estava em uso de antibiotico nos Ultimos sete dias e/ou se
realizou exame ginecoldgico nas 24 horas antecedentes. Na inexisténcia dos dois precedentes,
as gestantes foram entdo convidadas a participarem do estudo, sendo nesse momento
verbalmente informadas sobre os objetivos e finalidades da pesquisa, assim como esclarecidas
quanto aos procedimentos a serem realizados. Visando a possibilidade de inibicdo de como a
coleta seria realizada, também foi utilizado demonstrativo visual por imagem (Figura 3, pag.
33). Todas as gestantes convidadas aceitaram participar do estudo e foram incluidas mediante
confirmagdo de assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
(Apéndice 1). Quando se tratou de uma menor de idade, a assinatura foi fornecida pelos seus

responsaveis legais.

4.3 Informacdes Eticas e de Financiamento

Na analise critica de beneficios e riscos da pesquisa para a saude do homem e para a
sociedade, faz-se necessario informar que o diagnostico de colonizagdo pelo EGB ndo é
previsto ou executado na rede bésica publica de saide. Assim sendo, a realizacdo do estudo
teve a intencdo de proporcionar beneficio para as gestantes e seus neonatos, seja por realizar
uma acdo de prevencdo da sepse neonatal, seja por prevenir as consequéncias psicoldgicas
maternas da perda de um filho por uma patologia facilmente evitavel.

Na anélise de risco tem-se a informar que a coleta de secre¢des vaginais e anorretais,

previstas no estudo, ndo é invasiva e ndo oferece qualquer risco para a gestante ou para o feto.
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Pode no maximo proporcionar um desconforto e/ou inibigdo. Vale ressaltar que a unica forma
de obtencdo das secre¢des para averiguacdo de colonizagdo pelo EGB € a descrita no presente
estudo. Assim sendo, ndo existem métodos alternativos para a coleta das amostras.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Amazonas sob o0 nimero CAAE 0263.0.115.115 - 11.

Quanto a financiamento especifico para a realizacdo do projeto, tem-se a informar que
alguns itens de custeio foram adquiridos com recursos do Programa de Apoio a P0s-
Graduagdo (PROAP) da Coordenacdo de Aperfeicoamento de nivel superior (CAPES) e
outros foram disponibilizados pelo Laboratorio de Biodiversidade em Salde do Instituto

Lednidas e Maria Deane da Fundagéo Oswaldo Cruz (LBS/ILMD/FIOCRUZ).

4.4 Fluxo de Procedimentos

Os procedimentos previstos na execucao da pesquisa estdo apresentados na Figura 2.

' SELECAO DE GESTANTES CONFORME CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO |
]

A

COLETA DE INFORMAGOES

—‘ (perguntas fechadas e pré-codificadas de dados demogréficos,
| socioecondmicos, historia obstétrica pregressa e atividade sexual) |

|
v
—‘ EXAME CLINICO/OBSTETRICO E COLETA DE AMOSTRAS ENTRE [—

COLETA DE DADQS DO |
PRONTUARIO MEDICO —

(gestagao atual)

A 35°E 37° SEMANA

(coleta de amostras vaginal e anorretal com inoculacdo imediata em meio de transporte)

v

 ANALISES LABORATORIAIS |

|
v v

' BACTERIOLOGICA | .~ MOLECULAR |

v v

Cultivo \ \ PCR |

Y v

| ANALISE DOS RESULTADOS —

PCR= reacdo em cadeia da polimerase

Figura 2- Fluxo de procedimentos para investigacdo de colonizacdo de gestantes por Estreptococo do
grupo B (EGB).
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4.5 Detalhes dos Procedimentos

4.5.1 Coleta de InformacGes

A coleta de informacgdes sobre cada paciente ocorreu mediante a utilizacdo de
formulario (Apéndice 2) contendo indagacdes sobre os dados demograficos, socioecondémicos,
historia obstétrica pregressa e atividade sexual. Neste, também constaram os dados sobre a
gestacdo atual, obtidos do prontuério médico existente no servico da Maternidade Estadual

Balbina Mestrinho.

4.5.2 Exame Clinico/Obstétrico e Coleta das amostras clinicas

N&o foi introduzida qualquer modificagdo na rotina assistencial, exce¢do feita as
coletas de amostras vaginal e anorretal utilizando-se swab estéril, procedimento esse
considerado inbcuo para a gestante e o feto. Assim, durante as consultas de pré natal no
periodo da 35% a 372 semana, foi realizado o exame obstétrico usual pelo pesquisador, com
acompanhamento do crescimento uterino, avaliagdo da estética fetal, ausculta dos batimentos
cardiacos fetais e ao final, a coleta das amostras clinicas.

A coleta das amostras clinicas foram realizadas no intervalo entre a 35% e 372 semana
de gestacdo, devido ao fato de terem sido as semanas com maiores indices de valores
preditivos positivo e negativo encontrados por Yancey et al. (1996) e confirmado pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC, 2010). Essas foram realizadas conforme protocolo
estabelecido pelo CDC (2010), a seguir descrito:

Amostras vaginais: duas amostras foram coletadas, sucessivamente, mediante utilizacdo de
swabs estéreis. Individualmente, o swab foi introduzido no introito vaginal até o terco

distal da vagina, sem qualquer procedimento de antissepsia prévio e sem a utilizagéo de
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espéculo. Apds suave movimento rotatorio, cada swab foi retirado e imediatamente
imerso no meio de transporte de Stuart (TEESE et al., 2003), conforme apresentado na
Figura 3. Na parte externa do tubo de meio de transporte, foi registrado o nome da
paciente e seu respectivo numero de registro, a semana gestacional e o local
correspondente a coleta realizada. Os tubos foram acondicionados em geladeira para
posterior transporte ao Laboratorio de Biodiversidade em Saude, onde foram processados
no periodo maximo de 24 horas ap0s a coleta, conforme exposto por Rosa-Fraile et al.
(2005) e recomendado pelo CDC (2010). Um dos swab foi processado pelos métodos

bacteriolégicos e o outro submetido a pesquisa molecular.

Figura 3. Coleta de amostra vaginal para isolamento de EGB
Fonte: CDC (2011)

Amostras anorretais: também foram coletadas duas amostras individuais, sendo que cada
swab estéril foi introduzido no orificio anal até a parede distal do reto, sem qualquer
procedimento de antissepsia prévia. Apdés suave movimento rotatério, foi retirado e
imediatamente imerso no meio de transporte de Stuart. As demais etapas foram

executadas de forma idéntica as descritas para as amostras vaginais.

4.5.3 Andlises Laboratoriais

Nas analises laboratoriais foram realizados os procedimentos bacterioldgicos e


http://www.cdc.org/
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moleculares. As secrecdes, tanto da vagina como da regido anorretal, foram submetidas ao
cultivo e em caso de ocorréncia de isolamento do EGB, foi efetuada a identificacdo
taxondmica das colbnias bacterianas isoladas. Nos procedimentos moleculares foi realizado o
Teste de Amplificagdo de &cidos nucléicos/PCR (NAAT - nucleic acid amplification tests).
Todos os procedimentos foram executados no Laboratério de Biodiversidade em Salde do

Instituto Lednidas e Maria Deane da Fundagdo Oswaldo Cruz (LBS/ILMD/FIOCRUZ).

4.5.3.1 Procedimentos Bacteriologicos

Os swabs foram retirados do meio de transporte e inoculados em tubos
contendo 2 ml de caldo Todd-Hewit (Difco) adicionado de gentamicina (8ug/ml) e &cido
nalidixico (15 pg/ml). Apds incubacdo por 6 horas na temperatura de 35°C, 0,02 mL foram
retirados e semeados em placas de Petri contendo meio de Agar-sangue acrescido de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C (CDC,
1996).

Apos as 24 horas de incubacdo, as placas foram examinadas quanto & presenca de
colbnias suspeitas de se tratarem de EGB - col6nias pequenas, tamanho variando de 0,5a 1
mm, translicidas e apresentando alfa ou beta hemodlise. Dessas, pequeno fragmento foi
depositado em lamina microscépica e corado pelo método de Gram. As coldnias em cuja
microscopia foram visualizados cocos isolados, em pares ou em cadeias de diferentes
comprimentos, com coloragdo violeta escuro indicativa de serem Gram-positivo, foram
repicadas para realizacdo dos testes de identificagdo taxondmica.

Para a classificacdo taxonémica da espécie foram utilizados: teste de CAMP
(WILKINSON, 1977) e as provas bioquimicas da Catalase e NaCl a 6% (KONEMEN et al.;
1997).

O Teste de CAMP foi realizado em uma placa de Petri contendo meio de Agar sangue

e semeado com uma estria linear de uma cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
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conhecida como produtora de PB-lisina. Perpendicularmente a estria de S. aureus, foi semeada
uma estria da coldnia bacteriana a ser identificada, porém sem que as referidas estrias
tivessem contato. A placa foi incubada em temperatura ambiente de 35/37°C, por 24 horas.
Quando no teste ocorreu uma intensificagdo de lise das hemécias existentes no meio de
cultivo, em forma de ponta de flecha e na intersecdo das duas estrias, teve-se a indicacdo da
presenca do fator CAMP (CAMP positivo), produzido por estreptococos do grupo B (EGB).

lustracdo do teste esta apresentada na Figura 4.

Figura 4. llustracdo de um resultado positivo no teste de CAMP
Fonte: ASM (2001)

Todas as amostras de EGB isoladas foram transferidas para tubos de microcentrifuga
contendo caldo de Brain Heart Infusion (BHI) adicionado de glicerol (30%) e armazenadas
em freezer a —20°C.

A gestante que apresentou cultivo positivo para o EGB foi imediatamente informada e,
em seu prontudrio médico e carteira de gestante, foram disponibilizadas as informacdes
pertinentes as condutas a serem adotadas durante o trabalho de parto conforme protocolo do

CDC.
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4.5.3.2 Procedimentos Moleculares

Foram efetuadas as detecgbes de DNA (&cido desoxirribonucléico) pelo teste de
Amplificacdo de &cidos nucléicos/PCR (AAN/PCR) “in house”. Além da realizacdo do
referido exame, essa atividade tem a previsao futura de também efetivar-se o sequenciamento

das amostras amplificadas. As etapas realizadas estdo descritas a seguir:

» Extracdo de DNA total das amostras coletadas

Apos a coleta das amostras, foi adicionado 1mL de tampdo TEN (Tris-HCI 100mM
[pH 8,5]; EDTA 100mM; NaCl 3M), para a lavagem do swab. Em seguida foi vertido todo o
contetdo da lavagem em microtubos de 1,5mL, estéreis. As amostras foram homogeneizadas
durante 2 minutos, utilizando-se um vortex, e entdo foi adicionado 100uL de lisozima [20
mg/mL]. Em seguida as amostras foram incubadas por 30 min a 37°C e adicionado 120uL de
SDS 10% seguido de agitagcdo por 30 segundos. Acrescentou-se 20pL de proteinase K [10
mg/mL], e reincubou-se a 37°C por 45 minutos. A seguir foi adicionado 60uL de NaCl 3M e
150pL de Triton X-100 10%, e incubado por 10 minutos em banho-maria a 60°C.
Acrescentou-se 500uL de fenol hidratado e agitou-se por inversdo durante 5min. O material
foi centrifugado a 3.000xg/10min a temperatura ambiente. Recuperou-se, cuidadosamente, a
fase aquosa transferindo-se para microtubos novos. Adicionou-se a fase aquosa 1V de
cloroférmio, sendo centrifugado a 3000xg/10min a temperatura ambiente; recuperou-se a
fase aquosa transferindo para microtubos novos contendo 50uL de NaCl 3M. Retirou-se a
fase aquosa para um tubo novo e acrescentou-se V/V de isopropanol a T.A. Centrifugou-se a
10.000xg durante 30 min. Lavou-se a fase aquosa com 100uL de etanol 70% gelado e
realizou-se centrifugacédo a 10.000xg durante 30 min. Foi retirado o etanol cuidadosamente,

com micropipeta e 0 DNA foi secado em Speed Vacuo por 10 min. a Temperatura Ambiente.
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Ap0s secagem, ressuspendeu-se 0 DNA em 100uL de TE e guardou-se a 4°C, overnight. A
verificacdo da pureza do DNA foi realizada por espectrofotometria a 260/280 nm e a
verificacdo da qualidade e a quantificacdo do DNA foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose 1,0% - 0,5X TBE (45mM Tris-Borato, 1mM EDTA, pH 8,0). Na quantificacdo
do DNA se utilizou um padrdo de massa “Low DNA Mass Ladder” (INVITROGEN). O DNA

foi armazenado a 4°C.

» Amplificar o gene de cada amostra

As amplificacbes para PCR com oligonulceotideos iniciadores (primers) ATR
(proteina transportadora de glutamina), foram realizadas num volume final de 25 ul contendo:
1 pl de DNA; 0,4 mM de dNTPs; 10 pM do primer ATR forward (5’-GCATTCTCTCAGCTTTGTTA-
3"); 10pM do primer ATR reverse (5’-AAGAAATCTCTTGTGCGGAT-3’), 1,5 mM de
MgCl, ; tampéo 1x (200 mM Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM KCI); 0,5 U de TagDNA polimerase
(PROMEGA) e agua Milli-Q estéril até completar o volume final. As reacGes foram
incubadas no termociclador Eppendorf (Mastercycler®gradient), conforme o programa a
seguir: desnaturacdo inicial por um periodo de 5 minutos a 94°C; trinta ciclos de incubag6es a
94°C por 1 minuto, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto; um periodo final de extensao

a 72°C por 10 minutos.

» Eletroforese horizontal dos produtos da PCR em gel de agarose

A eletroforese do DNA foi realizada em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x (Tris-HCI
44,5mM; &cido bdrico 44,5mM; EDTA 1mM). Na amostra de DNA foi adicionada de tampéo
de amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA 1mM), e aplicada no gel

contendo 0,5 pug/ml de brometo de etideo. O gel foi submetido a uma voltagem de 80V em
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tampédo TBE 0,5x, sendo aplicados no gel 5 puL do produto de PCR de cada amostra. O DNA
foi visualizado através de iluminacdo ultra-violeta a 512nm e fotografado em méaquina digital.
Os amplicons do gene ATR gerados pela PCR que possuiam um tamanho de 779 pb (ATR)

foram considerados positivos para a presenca do EGB na amostra.

4.6 Analise dos Resultados

As informacgdes contidas nos formularios (Apéndice 2) e os resultados dos exames
realizados foram inseridos em planilha de Excel (Microsoft Office 2010), para posterior
analise estatistica.

Para fins de analise dos resultados, conforme os objetivos propostos, a colonizagdo
pelo EGB foi determinada quando um ou mais dos métodos diagnosticos (cultivo ou PCR “in
house”) em qualquer das amostras coletadas (vaginal e anorretal), proporcionou uma
positividade para o EGB.

Para analise as variaveis foram categorizadas, calculados os percentuais de ocorréncia
dos eventos e a sensibilidade e especificidade dos métodos diagndsticos, utilizando-se tabelas
de contingéncia do tipo 2x2, assim como seus valores preditivos positivos e negativos.
Também foram calculados os respectivos Intervalos de Confianca ao nivel de 95% (1C95%) e
na comparacdo das proporcdes o teste do Chi Quadrado (X%) de Pearson, sendo que na

impossibilidade de aplicar o teste de Pearson, aplicou-se o teste exato de Fisher.
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No periodo de abril a novembro de 2012, foram rastreadas 153 gestantes para

verificacdo de colonizagdo por Streptococcus [-hemolitico do grupo B (EGB), com idade

entre 14 e 46 anos, conforme os critérios de elegibilidade. Dessas, seis foram excluidas por

falhas no processamento de suas amostras, resultando numa populacdo de 147 gestantes

estudadas.

Para o estudo dois métodos foram utilizados para determinar a coloniza¢do de EGB. O

cultivo, considerado padrdo ouro para deteccdo desse microrganismo, e 0 teste de

Amplificacdo de Acidos Nucléicos (NAAT), por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR —

Polymerase Chain Reaction). A sensibilidade e especificidade obtidas no cultivo foram

relacionadas com a do PCR e os valores preditivos, positivo (VPP) e negativo (VPN), foram

calculados. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5.

Amostragem
147
Cultivo Cultivo
Positivo Negativo
75 n=72
PCR PCR
PCR (+ PCR (-
™) () +) 0
n=75 n=0 27 45
Sensibilidade Especificidade
100,00% 75175 45/72 62,50%
VPP VPN
75/102 | 73,53% 100,00% | 45/45

PCR = Polymerase Chain Reaction; (+) = positivo; (-) = negativo; VPP = Valor Preditivo Positivo; VPN = Valor

Preditivo Negativo.

Figura 5 — Resultados de deteccdo do EGB conforme a andlise de acuidade e concordancia

com a PCR, tendo o cultivo como padrdo ouro de diagndstico.
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Para melhor visualizagdo dos dados alocados na Figura 5, os resultados obtidos estéo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados entre o Cultivo e a PCR na deteccdo do EGB

PCR CULTIVO
Positivo Negativo Total
n % n % n %
Positivo 75 100,00 27 37,50 102 69,39
Negativo 0 0 45 62,50 45 30,61
Total 75 100,00 72 100,00 147 100,00

Sensibilidade: 100,00%; 1C95% (99,33 — 100,00); Especificidade: 62,50%; 1C95%(50,62 — 74,38);
Valor preditivo (+): 73,53%; 1C95%(64,48 — 82,58); Valor preditivo (): 100,00%; 1C95% (98,89 — 100,00).

Conforme os dados da Tabela 1, o método de cultivo, considerado para o presente
estudo como padréo ouro, detectou a presenca de EGB em 75 gestantes indicando uma taxa
de colonizagdo de 51,02%. Entretanto, o uso concomitante de cultivo e PCR elevou a taxa de
colonizacéo para 69,39%. Tais resultados téo elevados de colonizagdo induz relembrar que a
pesquisa foi realizada em maternidade publica onde a clientela € de baixa renda.

Em todos os casos em que o cultivo foi positivo teve-se PCR também positiva para
EGB. Tal fato tornou o método 100% sensivel. Entretanto, dentre as 72 amostras com cultivo
negativo, 27 (18,37%) do total dos 147 casos estudados apresentaram PCR positiva,
representando a ampliacdo diagndstica fornecida pelo teste. Comparativamente ao método de
cultivo determinado como padréo, a especificidade da PCR resultou em 62,50% e o resultado
do VPP foi de 73,53%. Nesse sentido e atualmente, é importante destacar que nos paises mais
desenvolvidos uma positividade por PCR é considerado um diagndstico de colonizacéo pelo
EGB. Tal fato é traduzido na obrigatoriedade da antibioticoprofilaxia intraparto (CDC, 2010).

Como no Brasil os estudos da ocorréncia do EGB entre as gestantes sdo escassos, se

torna dificil indicar o uso ou ndo do PCR como método de rastreamento de colonizacéo de
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gestantes pelo EGB. A definicdo se torna ainda mais complicada quando as taxas de
colonizagdo obtidas no presente trabalho foram de 51,2% e 69,39% (cultivo e PCR,
respectivamente), representando um desvio bastante acentuado da média mundial situada
entre 4% e 30% (DILLON et al., 1982; BAKER;EDWARDS, 1990; HICKMAN et al., 1999;
MOYO et al., 2000).

Além dos fatos anteriormente expostos, a taxa de colonizacdo de EGB detectada pelo
método de cultivo no presente estudo foi bastante superior a encontrada no Brasil por autores
como Beraldo et al. (2004), Pogere et al. (2005), Nomura et al. (2009), Funcdo; Narchi
(2013). Esses obtiveram taxas de 14,9%, 21,6%, 27,6% e 17,4%, respectivamente. Mediante o
exposto, o presente resultado de colonizacdo pelo EGB, detectado pelo cultivo em 51,02% das
gestantes estudadas, permite concluir que existe uma questdo regional bastante grave de saltde
publica.

Em todos os trabalhos nacionais anteriormente citados, a técnica de cultivo foi a Gnica
metodologia utilizada para a identificagio do EGB. Entretanto, na literatura analisada,
encontrou-se um estudo desenvolvido no Hospital de Clinicas de Porto Alegre — RS (de-
PARIS et al., 2011) onde os autores compararam as duas técnicas para identificacdo do EGB.
Relatam uma prevaléncia de 15,6% pelo cultivo e 26,99% pela PCR. Essas taxas séo
inferiores as detectadas no presente estudo e poderiam sugerir diferencas ambientais e/ou
socioculturais das regibes onde as pesquisas foram desenvolvidas. Segundo os autores a
sensibilidade da PCR foi de 100%, a especificidade de 86.88%, o VPP de 59% e o VPN de
100%, valores esses que estdo em de acordo com os encontrados no presente trabalho. Vale
ressaltar que esse foi o Unico trabalho brasileiro encontrado em revista cientifica onde as duas
metodologias foram analisadas.

Na literatura internacional o estudo de Gavino; Wang (2007), realizado em

Chicago/Estados Unidos da América (EUA), determinou a taxa de colonizagéo por cultivo no
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pré-natal e fez a comparacdo entre o cultivo e a técnica da PCR por Real Time em
amostragem intraparto. Nas atividades de pré-natal, obtiveram ocorréncia do EGB em 47,3%
da amostragem, dado esse semelhante ao presente estudo. Mesmo que a PCR por Real Time
tenha sido comparado apenas com os resultados de cultivo realizado no intraparto, as taxas de
sensibilidade e especificidade da PCR (95,8% e 64,5%, respectivamente), também foram
semelhantes ao presente estudo. Os autores ressaltam que das 26 gestantes com colonizagdo
no pré-natal, seis ndo apresentaram esse diagndstico durante o intraparto.

No sentido da deteccdo do EGB no intraparto, ressalta-se o trabalho de Strakova;
Motlova (2004). Os autores contataram que no universo de 285 recém-natos colonizados por
EGB, 15 eram oriundos de maes com rastreamento no pré-natal negativo pelo método de
cultivo. Tal fato poderia indicar que em torno de 4% da coloniza¢do materna nao é detectada
no pré-natal, porém esse dado ndo corresponde aos resultados obtidos por Gavino; Wang
(2007). Conclui-se que estudos se fazem necessarios para se determinar o conhecimento real
das taxas de colonizacdo do pré-natal e no momento do parto, infelizmente ndo realizadas
durante o presente estudo.

Devido apenas o estudo de Gavino; Wang (2007) ter detectado taxas de colonizagao
semelhantes as encontradas no presente trabalho, buscou-se identificar possiveis pontos
comuns na populacdo estudada. Constatou-se apenas que ambas as amostragens eram
compostas por gestantes de baixa renda. Entretanto, os autores relatam que a amostragem
utilizada tinha maior composicdo de afrodescendentes com indicativo de que essa populagéo
teria maior suscetibilidade a colonizacdo pelo EGB. Esse fato tem respaldo em publicacdes do
CDC nos anos de 2007 e 2009, tendo sido introduzido nas Diretrizes de Prevencdo da
Septicemia Precoce do Recém Nato pelo EGB em 2010 (CDC 2007, 2009, 2010). Mediante o
exposto os resultados do presente estudo induzem concluir que a populagdo do Estado do

Amazonas apresenta susceptibilidade ao EGB, fazendo com que ag¢des de pesquisa devam ser
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efetuadas nesse sentido para verificagdo e defini¢cdo de fator(es) indutor(es) da mesma.

Apesar de ndo fazer parte dos objetivos do presente trabalho, porém devido as taxas
tdo elevadas encontradas de colonizacdo pelo EGB, é pertinente fazer alguns comentérios
sobre a questdo dos custos x beneficio dos testes estudados. Primeiramente ndo existe no
Brasil um protocolo que indique a obrigatoriedade de se verificar a colonizagdo, seja por
cultivo ou PCR. Entretanto e talvez pelo conhecimento do problema, raros municipios
estabeleceram a obrigatoriedade como é o caso do de alguns municipios no estado de Séo
Paulo. Nesse sentido Nomura et al. (2009), em Campinas/SP, verificaram que a taxa de
colonizacéo era de 27,6%. Estabeleceram que o custo do material para identificagdo do EGB
através do cultivo seria algo em torno de R$ 9,00 (nove reais), com capacidade de deteccdo de
87,5%. Extrapolaram os dados para a cidade de Campinas/SP e constataram que em 2006
seriam necessarios um aporte de R$ 118.000,00 para o rastreamento das gestantes do
municipio. Ressaltaram que ndo ha estimativas nacionais confiaveis de gastos com os recém-
nascidos infectados pelo EGB, ou mesmo de mortes por ele proporcionadas (sepse neonatal
precoce) para se avaliar a grandeza da questdo em termos de satde publica.

Amaral (2005) em seus questionamentos editoriais de se rastrear ou ndo o EGB no
Brasil, relata que no minimo dois em cada 1.000 partos ou 1% das gestantes confirmadas com
colonizacdo pelo EGB podem ter recém-nascidos acometidos pela sepse neonatal precoce.
Mas, no municipio de Manaus tem-se relato de taxa bem superior a colocada pela autora,
como é o caso de Pinheiro et al. (2007) que analisaram fatores de risco associados com a
sepse neonatal precoce em hospital terciario da cidade de Manaus. Na casuistica de 302 méaes
e seus recém-nascidos acompanhados até sete dias apds o nascimento, encontram 16 casos
(5,3%) de sepse neonatal precoce, das quais 48,5% foram causadas pelo EGB. Mesclando o0s
dados dos autores com os do presente trabalho, € indiscutivel a importéncia de se fazer o
rastreamento de EGB por cultivo e/ou PCR em gestantes amazonenses durante a assisténcia
pré-natal, visando & diminui¢do da morbidade e mortalidade neonatal.

Principalmente no momento atual brasileiro, € irrefutavel o impacto financeiro nas

verbas para a salde ao se incluir o rastreamento do EGB em todas as gestantes do municipio
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de Manaus, ou mesmo do Estado do Amazonas. Além dos custos com os metodos
diagndsticos, existe a necessidade de aquisi¢fes de insumos, aparelhagem e de capacitagéo do
corpo técnico dos laboratérios da rede publica de saude. Mas, conforme exposto por Amaral
(2005) “a maior certeza é que ndo se pode mais alegar ignorancia”.

Além da questdo dos métodos laboratoriais de determinagdo de colonizacdo pelo EGB,
diversos estudos induziram a coleta vaginal e anorretal dos espécimes para ampliacdo do
diagndstico de colonizacdo. Por isso, desde 2002, ficou estabelecido que a detec¢do do EGB,
através do método de cultivo de material da vagina e regido anorretal, se tornasse o padrao
ouro de diagnédstico entre gestantes (CDC, 2010). Tal fato foi determinante na realizacdo

desse objetivo no presente trabalho e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados de colonizagcdo pelo EGB em gestantes, conforme positividade nos
diferentes métodos e locais anatdmicos de coleta.

Métodos Diagnosticos

Presenca de EGB por Locais de coleta

CULTIVO PCR

n % n %
S6 na Vagina (V) 36 48,00 16 15,69
SO Anorretal (A) 13 17,33 19 18,62
Concomitancia Vagina e Anorretal (V+A) 26 34,67 67 65,68
Total 75 100,00 102 100,00

PCR = Polymerase Chain Reaction.

Segundo o CDC, observa-se um aumento de 5 a 27% de deteccdo do EGB quando 0s
locais vagina e anorretal sdo pesquisados (CDC, 2004a). No presente estudo o aumento foi de
17,33% pelo cultivo e de 18,62% pela PCR. Por ética € importante ressaltar que os resultados
positivos para EGB desse estudo, independente do método ou local de coleta, foram incluidos na
ficha de atendimento pré-natal das gestantes visando que recebessem antibioticoprofilaxia
intraparto.

Os resultados apresentados na Tabela 2 sdo concordantes com os achados de Beraldo
et al. (2004) e Simdes et al. (2007), que confirmaram que a dupla testagem, vaginal e

anorretal, aumenta a deteccdo do EGB em gestantes consideradas colonizadas. Costa et al.
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(2008) em trabalho realizado em uma maternidade publica da cidade de Sdo Luis — MA
constatou que se ndo houvesse a dupla coleta ndo seria diagnosticado 22% das gestantes
colonizadas.

Para analisar os métodos diagnosticos em relacdo aos locais de coleta, tendo em
consideragdo um ou outro local, os dados foram compilados, alocados na Tabela 3 e as

analises de acuidade realizadas.

Tabela 3 — Resultados de colonizacdo do EGB correlacionados com os locais de coleta e
métodos diagndsticos.

Locais de Coleta

VAGINA ANORRETAL
Cultivo Pos Cultivo Neg Totais Cultivo Pos Cultivo Neg Totais
PCR n % n % n % n % n % n %

Positivo 62 42,18 21 1428 83 56,46 39 26,53 47 3197 86 58,50
Negativo 0 0 64 4354 64 4354 0 0 61 4150 61 41,50
Total 62 42,18 85 57,82 147 100,00 39 26,53 108 73,47 147 100,00

Pos= exame positivo; Neg= exame negativo; N= nimero absoluto; %=percentual; PCR = Polymerase Chain Reaction;
Sensibilidade: 100,00%; 1C95%(99,19 — 100,00); Sensibilidade: 100,00%; 1C95%(98,72 — 100,00);
Especificidade: 75,29%; 1C95%(65,54 — 85,05); Especificidade: 56,48%; 1C95%(46,67 — 66,29);

Valor preditivo (+): 74,70%; 1C95%(64,74 — 84,65);  Valor preditivo (+): 45,35%; 1C95%(34,25 — 56,45);
Valor preditivo (-): 100,00%; 1C95%(99,22 — 100,00).  Valor preditivo (-): 100,00%; 1C95%(99,18 — 100,00).

Conforme os dados apresentados na Tabela 3, constata-se uma predominancia vaginal
de positividade para EGB pelo cultivo, sendo 42,18% dos casos isolados na vagina contra
26,53% isolamentos anorretais, do total dos 147 casos estudados. Os resultados de
sensibilidade, especificidade e de valores preditivos dos testes nos diferentes locais de coleta
indicam que a PCR tem maior especificidade e valor preditivo positivo na vagina.

Também se observa na Tabela 3 que em todos os resultados com cultivo positivo a
PCR forneceu também resultados positivos. Porém, dos 147 casos estudados, aparentemente
em 68 tem-se cultivo negativo com PCR positiva. Tal fato é induzido nessa analise devido 0s
casos de positividade em ambos os locais de coleta ndo terem sido computados
separadamente. Para verificacdo do fato e analisando-se apenas os resultados positivos de

colonizagdo pelo EGB, os dados foram compilados e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados com positividade de colonizagdo pelo EGB conforme os métodos
diagndsticos e locais de coleta.

CultPcomPCRP CultNcomPCRP TOTAIS

Locais de Coleta

n % n % n %
Vagina (V) 36 48,00 2 7,41 38 37,26
Anorretal (A) 13 17,33 17 62,96 30 29,41
V+A 26 34,67 8 29,63 34 33,33
Total 75 100,00 27 100,00 102 100,00

EGB= Streptococcus f3-hemolitico do grupo B; Cult P=cultivo positivo; PCR P=Polymerase Chain Reaction positiva;
N=nUmero absoluto; %=percentuais; V+A=vagina e anorretal concomitantemente; p < 0,001 (qui-quadrado).

Os dados expostos na Tabela 4 confirmam que existe diferenca entre as proporcdes
encontradas, indicando que cultivos positivos sdo mais incidentes na vagina do que no
anorretal (p < 0,001). Entretanto, ressalta-se novamente que em 13 casos pelo cultivo e em 17
pela PCR, a deteccdo de colonizacdo se deu apenas nas amostras anorretais que, se néo
realizadas, colocariam em risco 0s recém-natos destas gestantes.

Conforme exposto anteriormente, a deteccdo apenas anorretal tem sua importancia nas
atividades terapéuticas da gestante, pois para Dillon et al. (1982) e Quinlan et al.(2000) existe
um carreamento anorretal para o canal vaginal tornando-o colonizado pelo EGB.
Consequentemente pode propiciar que recém-natos de gestantes com EGB positivo apenas
anorretal, apresentem quadros de septicemia precoce do recém-nato.

Vale ressaltar que apesar de a analise estar voltada para os locais de coleta, mais uma
vez a sensibilidade do PCR pode ser constatada pelo nimero de gestantes com colonizagéo
anorretal, confirmando assim a importéancia da coleta em ambos os locais (Tabela 4). Tal
resultado nos leva a concluir que a utilizacdo da técnica de PCR deveria ser incorporada no
rastreamento do EGB em gestantes da cidade de Manaus. Mostrou-se mais sensivel que o
cultivo na deteccdo do EGB e necessitou de menos tempo para a realizacdo do exame,

resultando em um menor tempo de resposta.
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Quando a suscetibilidade a um microrganismo € referida, sdo incontaveis as variaveis
que determinam essa condi¢do. Anteriormente destacamos a suscetibilidade afrodescendente
ao EGB, entretanto também se faz necessério avaliar outras variaveis. Nesse sentido o
presente trabalho optou por verificar o risco obstétrico. Com esse objetivo a casuistica foi
dividida em dois grupos — 91 gestacdes de Alto Risco e 56 de Baixo Risco, perfazendo 100%

do universo amostral estudado (147 gestantes). Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Distribuicdo dos resultados de colonizacdo pelo EGB pelos métodos diagndsticos
utilizados, conforme gestacédo de alto e baixo risco obstétrico.

RISCO OBSTETRICO

VARIAVEIS Alto (n=91)  Baixo (n = 56) Total p*
n % n % n %

Cultivo 0,132
Positivo 42 46,2 33 58,9 75 51,0
Negativo 49 53,9 23 41,1 72 49,0

PCR 0,430
Positivo 61 67,0 41 732 102 69,4
Negativo 30 33,0 15 26,8 45 30,6

* Qui-quadrado.

Conforme apresentado na Tabela 5, a analise estatistica demostrou que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, em ambos os metodos diagndsticos de colonizagdo
pelo EGB. Conclui-se que a caracterizagdo da gestacdo em alto ou baixo risco ndo é um fator
relacionado com a predisposicdo de uma colonizacao pelo EGB e, portanto, ndo é um Fator de
Risco Materno associado a sepse neonatal precoce.

Buscou-se também verificar se 0s métodos diagnosticos ao serem relacionados com 0s
locais de coleta apresentavam diferencas entre os grupos. Os dados encontrados estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados de colonizagdo pelo EGB conforme métodos diagndsticos utilizados,
gestacdo de alto e baixo risco obstétrico e locais de coleta.

Local da coleta

Variaveis Anorretal P Anorretal N Total p*
n % n % n %
CULTIVO
Gestantes de Alto Risco 0,008
Vagina P 13 14,29 21 23,08 34 37,36
Vagina N 8 8,79 49 53,84 57 62,64
Total 21 23,08 70 76,92 91 100,0
Gestantes de Baixo Risco 0,022
Vagina P 13 23,21 15 26,79 28 50,0
Vagina N 5 8,93 23 41,07 28 50,0
Total 18 32,14 38 67,86 56 100,0
PCR
Gestantes de Alto Risco <0,001
Vagina P 37 40,66 12 13,19 49 53,85
Vagina N 12 13,19 30 32,97 42 46,15
Total 49 53,85 42 46,15 91 100,0
Gestantes de Baixo Risco <0,001
Vagina P 30 53,57 4 7,14 34 60,71
Vagina N 7 12,50 15 26,79 22 39,29
Total 37 66,07 19 33,93 56 100,0

P*= Qui-quadrado; P = positio; N = negativo.

Valor de p em negrito italico indica diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Na Tabela 6 visualiza-se que em 53,84% das gestantes de alto risco ndo foi detectado

colonizacdo do EGB pelo método de cultivo, enquanto que nas de baixo risco a auséncia de

colonizacéo ocorreu em 41,07% dos casos. Entretanto, o uso da PCR ampliou a positividade

em ambos 0s grupos estudados. Além disso, obtiveram-se em todos os grupos analisados

diferencas entre as proporgdes encontradas, indicando maior incidéncia de EGB na vagina.

Novamente ressalta-se que no cultivo obteve-se maior nimero e percentuais de

isolamento na vagina do que anorretal, em ambos os grupos estudados (37,36% versus

23,08% no alto risco e 50% versus 32,14% no baixo risco, respectivamente). Mas quando o

diagndstico e feito por PCR ocorre um aumento consideravel e as diferencas ndo se repetem

(53,85% versus 53,85% no alto risco e 60,71% versus 66,07% no baixo risco). Esse resultado
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indica maior sensibilidade da PCR independente do local de coleta. Entretanto, deve ser
lembrado que a PCR detecta 0 DNA do microrganismo, esteja ou ndo viavel, podendo
representar apenas uma colonizagdo passada. Esse € o motivo do padrdo ouro de diagndstico
ser o cultivo, mas um resultado positivo pelo PCR tem que ser levado em consideragdo na
antibidtico profilaxia intraparto, pois um cultivo negativo também pode ser oriundo de erros
técnicos nas variaveis etapas de manuseio e inoculacdo da amostra em meios de cultivo.

Para uma visualizagdo mais simplificada e apenas dos resultados positivos de
colonizagéo pelo EGB, os dados tabulados foram alocados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados de colonizacdo pelo EGB, conforme gestacdo de alto e baixo risco
obstétrico, diferentes métodos diagndsticos e locais anatdmicos de coleta.

Local da coleta
Vagina (V)  Anorretal (A) V+A Total P
VARIAVEIS n % n % n % n %

Gestantes de 0,003*
Alto Risco

Cult P com 21 3443 8 1311 13 21,31 42 6885
PCRP

Cult N com 2 328 11 1803 6 984 19 3115
PCRP

Total 23 37,70 19 31,15 19 31,15 61 100,0
Gestantes de **
Baixo Risco

Cult P com 15 3659 5 1220 13 31,71 33 80,49
PCRP

Cult N com 0O 000 6 1463 2 48 8 1951
PCRP

Total 15 36,59 11 26,83 15 36,59 41 100,0

EGB= Streptococcus -hemolitico do grupo B; Cult P=cultivo positivo; PCR P=Polymerase Chain Reaction positiva;
*Qui-quadrado; ** N&o é possivel aplicar o teste de Pearson devido as restricbes do teste qui-quadrado
(VIEIRA, 2004). Valor de p em negrito itdlico indica diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Na Tabela 7 visualiza-se melhor a ocorréncia mais acentuada do EGB na vagina do
que anorretal em ambos os grupos de estudo e conforme os métodos diagndsticos utilizados.
Também € mais bem visualizado o acréscimo de diagndstico de colonizacdo pelo EGB
fornecido pelo uso da PCR em ambos os grupos estudados, tendo sido maior nas gestagdes de

alto risco. Esses achados induzem a premissa de que a colonizagdo possa ser apenas vaginal,
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entretanto oriunda do trato gastrointestinal onde ndo manteve sua colonizagdo por competicéo
com 0s demais microrganismos ou outra causa. Também pode significar um carreamento
proporcionado por infeccdo geniturinério.

Como ultimo objetivo da presente pesquisa, realizou-se a analise dos antecedentes das
gestantes e a colonizacdo pelo EGB. Nesse sentido se considerou que uma gestante estava
colonizada quando a PCR foi positiva, independente do local de coleta. A estratégia teve a
intencdo de verificar se com o aumento de colonizacdo diagnosticado pela PCR se obteria
correlagdo com os antecedentes pessoais, intercorréncias clinico-obstétricas e passado obstétrico.

Inicialmente efetuou-se o estudo com os antecedentes pessoais e 0s resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Analise de antecedentes pessoais com a colonizacgéo pelo EGB.

EGBPOS EGB NEG
VARIAVEIS n % n % Total P
IDADE 0,783%
0al5 9 692 4 308 13
16a25 26 765 8 235 34
26a35 45 67,2 22 328 67
36a45 21 656 11 344 32
>46 1 1000 O 0,00 1
ESTADO CIVIL 0,785%
CASADA 28 683 13 317 41
OUTRO 49 72,1 19 27,9 68
SOLTEIRA 25 658 13 342 38
TABAGISMO 0,185"
PRESENTE 0 0 2 100,0 2
AUSENTE 102 70,3 43 29,7 145

ALCOOLISMO 0,612°
PRESENTE 0 0 1 100,0 1
AUSENTE 102 699 44 30,1 146
NUMERO DE PARCEIROS 0,149"

1 88 672 43 328 131
20UMAIS 14 875 2 12,5 16

GRAVIDEZ PROGRAMADA 0,069°
SIM 33 805 8 19,5 41
NAO 69 651 37 349 106

EGB = Streptococcus f-hemolitico do grupo B; POS = Positivo; NEG = Negativo; N = ndmero absoluto; Q =
qui-quadrado; F = Teste exato de Fisher.
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Conforme apresentado na Tabela 8, nenhuma das variaveis estudadas apresentou
significancia com a colonizagédo pelo EGB, mesmo utilizando a PCR como padréo ouro.
Conclui-se assim que mesmo com o aumento no diagndstico de colonizagdo essas variaveis ndo
possuem correlagao.

E oportuno ressaltar alguns achados sociais interessantes do grupo estudado. Tem-se
8,8% da casuistica composta por adolescentes com até 15 anos. A faixa etaria predominante
de gestantes foi entre 26 e 35 anos (45,6%). A presenga de uma gestante com idade de 46
anos, cuja situacdo é incomum na prética obstétrica.

Em relacdo ao estado civil, das 147 participantes apenas 41 (27,9%) eram legalmente
casadas.

Identificamos também a conscientizacdo da populagdo estudada em relagdo ao
tabagismo e alcoolismo, nos quais constatamos apenas duas gestantes mantendo o habito de
fumar e apenas uma relatando o uso de bebida alcodlica.

Outro fato refere-se a falta de planejamento familiar nessa casuistica, onde 106 (72,1%)
das gestantes ndo haviam planejado a gestacéo atual.

Apesar de ndo apresentado na Tabela 8, calculou-se quantas das 91 gestantes de alto risco
haviam planejado a gestacdo atual. Constatou-se que apenas 23 (25,3%) haviam tido essa
responsabilidade com seus estados de satde. Tal fato nos leva a questionar se antes de suas
gestacOes haviam sido devidamente informadas sobre os riscos de uma gravidez e as consequéncias
para a saude do binbmio mae-feto.

Os dados obtidos na analise das intercorréncias clinico-obstétricas e passado obstétrico

com a colonizagéo por EGB estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Analise das variaveis de intercorréncias clinico-obstétricas e passado obstétrico

com a colonizacéo pelo EGB.

EGB POS EGB NEG
VARIAVEIS n % n % Total p
DOENCAS CONCOMITANTES 0,730°
DIABETES 11 73,3 4 26,7 15
HIPERTENSAO 11 68,8 5 31,2 16
NENHUMA 42 73,7 15 26,3 57
OUTRAS 38 63,8 21 36,2 59
CORRIMENTO VAGINAL 0,332°
AUSENTE 33 76,7 7 23,3 30
PRESENTE 79 675 38 325 117
INFECGAO DO TRATO URINARIO 0,023°
NA GESTACAO
ATUAL SIM 52 619 32 38,1 84
NAO 50 79,4 13 20,6 63
USO DE ANTIBIOTICO 0,097°
SIM 53 639 30 36,1 83
NAO 49 766 15 234 64
N° GESTACOES 0,873°
PRIMIGESTA 28 66,7 14 33,3 42
SECUNDIGESTA 16 72,7 6 27,3 22
MULTIGESTA 58 699 25 30,1 83
N° DE PARTOS 0,950°
NULIPARA 38 679 18 321 56
PRIMIPARA 21 70,0 9 30,0 30
MULTIPARA 43 705 18 29,5 61
ABORTAMENTOS 0,595"
AUSENTE 61 70,1 26 299 87
10U2 39 709 16 29,1 55
30UMAIS 2 40 3 60 5
ANTECEDENTE PARTO PREMATURO 0,525°
SIM 14 636 8 36,4 22
NAO 88 704 37 296 125
ROTURA PREMATURA DE MEMBRANAS 0,133%
SIM 16 84,2 3 15,8 19
NAO 86 67,2 42 328 128
ANTECEDENTE OBITO NEONATAL 0,315°
SIM 10 588 7 41,2 17
NAO 92 70,8 38 292 130

EGB = Streptococcus f-hemolitico do grupo B; POS = Positivo; NEG = Negativo; Q = qui-quadrado; F = Teste exato de

Fisher; Valor de p em negrito italico indica associacdo estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Conforme apresentado na Tabela 9, a idade gestacional média foi de 35,8 semanas.

Das variaveis estudadas, excetuando-se a “Infec¢do do trato urindrio na Gestacdo Atual”,
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nenhuma apresentou significAncia estatistica com a colonizagdo pelo EGB. Resultados
semelhantes foram obtidos por Jerbi et al. (2007), ao analisar as mesmas variaveis estudadas
no presente trabalho,

Vérios fatores de risco obstétricos citados na literatura tém sido estudados na
verificacdo de possivel influencia na colonizacdo pelo EGB em gestantes. Nesse sentido séo
escassos 0s que obtiveram alguma correlacdo, excecgdo feita a infecgdo do trato urinario pelo
EGB (CDC, 2010). Essa é referida como um fator de risco importante para a prematuridade e
infeccdo neonatal pelo EGB.

Na presente pesquisa a Infec¢do do Trato Urinario (ITU) foi a Unica varidvel que teve
significancia estatistica com a colonizacdo pelo EGB (p=0,023). Conforme apresentado na
Tabela 9, ocorreu em 84 (57,14%) das gestantes incluidas no estudo e destas 52 (62,0%)
apresentaram colonizagdo positiva para o EGB. Entretanto, das 63 que ndo apresentaram
infeccdo urindria 50 (79,37%) estavam colonizadas por EGB. Tal fato propiciou a
significancia estatistica indicativa de que a infec¢do urinaria pode ser um fator de protecdo
para a colonizacdo pelo EGB, independente de se ter o conhecimento dos germes causadores
da mesma. As informacdes sobre os germes responsaveis pelas 1TU, relatadas na casuistica
estudada, ndo foram coletadas dos prontudrios, visto que ndo fazia parte dos objetivos do
presente trabalho. Entretanto todas as gestantes relataram antibioticoterapia para seus quadros
de ITU. Assim tem-se a premissa de que a antibioticoterapia para a ITU propiciou uma
protecdo contra o EGB. Tal fato tem respaldo no trabalho de Nomura et al. (2009) que
encontraram correlagdo de bacteridria assintomatica e colonizacdo pelo EGB, portanto sem o
uso de antibioticoterapia.

Em relacdo ao uso de antibidticos na gestacéo atual, 56,46% (n=83) admitiram o uso e
destas, 63,8% (n=53) apresentaram exames positivos para 0 EGB (Tabela 9), entretanto ndo

configurando significancia estatistica (p=0,097). Faz-se necessario entdo alertar que os dados
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de uso de antibiotico na gestacdo se referem ao uso generalizado e ndo especifico para as ITU.
Entdo é possivel que a auséncia de significAncia estatistica de colonizagdo pelo EGB entre as
que utilizaram antibio6ticos e as que ndo fizeram uso se deva a auséncia do dado especifico
para as ITU. Assim, ndo configura conflito sobre o disposto na andlise da significancia
estatistica das ITU.

Na analise das intercorréncias clinico-obstétricas, entre as gestantes diabéticas ou
hipertensas, a colonizacdo pelo EGB nas hipertensas foi de 73,33% (11/15) e nas diabéticas
de 68,75% (11/16). Apesar de ndo serem significantes, esses dados devem ser objeto de novos
estudos com um numero mais adequado de individuos para termos a verdadeira correlagdo

entre estas intercorréncias e gestantes colonizadas pelo EGB.
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6. CONCLUSOES

6.1 A taxa de 51,02% de colonizacdo por EGB, obtida por método de cultivo considerado
como padrdo ouro de diagndstico, permite a conclusdo de que existe uma questdo
regional bastante grave de saude publica, visto ser muito superior a média nacional
(14,9%, a 27,6%) ou mesmo da média mundial (4% e 30%);

6.2 As altas taxas de colonizacdo pelo EGB propiciam a hipdtese de que a populacdo do
Amazonas pode ter susceptibilidade ao mesmo, semelhante ao que acontece com a
populacdo afrodescendente nos estados Unidos da America;

6.3 O uso da PCR como método diagndstico forneceu uma ampliagdo diagndstica de 18,37%
na casuistica estudada e com valores de acuidade que o tornam indicado no rastreamento
de colonizacdo pelo EGB. Além disso, forneceu uma taxa de colonizagéo (69,39%) ainda
mais preocupante em termos de salde publica de gestantes e seus recém-natos;

6.4 No estudo dos locais de coleta constatou-se que o método de cultivo foi mais eficaz na
vagina do que anorretal (p < 0,001). Entretanto, em 13 casos (17,33%) pelo cultivo e em
19 (18,62%) pela PCR, a detecgéo de colonizagéo se deu apenas nas amostras anorretais
que, se ndo realizadas, colocariam em risco 0s recém-natos destas gestantes;

6.5 A caracterizacdo da gestacdo em alto ou baixo risco ndo é um fator relacionado com a
predisposicdo de uma colonizagdo pelo EGB e, portanto, ndo é um Fator de Risco
Materno associado a sepse neonatal precoce. Mas, constatou-se um acréscimo de
colonizacéo fornecido pelo uso da PCR em ambos os grupos estudados, tendo sido maior
nas gestacdes de alto risco;

6.6 Entre as variaveis de antecedentes pessoais, intercorréncias clinico-obstétricas e passado

obstétrico, confirmou-se que apenas a Infecgdo do Trato Urinario (ITU) tem significancia
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estatistica com a colonizacdo pelo EGB (p=0,023), indicando que é um fator de risco,

porém que se tratada pode fornecer prote¢do contra o EGB.
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