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RESUMO

Objetivos: estimar a prevaléncia, identificar fatores associados a colonizagdo pelo
Streptococcus do grupo B (EGB), descrever o perfil fenotipico e genotipico das
cepas isoladas em gestantes, em Goiania, Goias. Metodologia: Estudo transversal
envolvendo 198 gestantes a partir da 322 semana, atendidas entre marco e junho de
2009, em um servico de referéncia materno-infantil, em Goias. Caracteristicas
sécio-demograficas e obstétricas foram investigadas utilizando um questionario
padronizado. Foram coletadas amostras de sitio vaginal e anal e inoculadas no meio
seletivo caldo Todd-Hewitt, posteriormente, foram realizados teste de identificacdo
do agente (gram, catalase, CAMP) e de suscetibilidade pela técnica de disco
difusdo. A diversidade genética foi avaliada por eletroforese em gel em campo
pulsado (PFGE). As analises foram realizadas no Instituto de Patologia Tropical
Saude Publica /UFG. Foram utilizados testes de estatistica descrita e analitica (Epi
Info e SPSS 13.0). Resultados: Trinta gestantes estavam colonizadas pelo EGB
resultando a prevaléncia de 15,2% (IC95% 10,5 — 20,9). Em analise univariada,
baixa renda e idade < 19 anos foram associadas a presenca de EGB (p<0,05). O
EGB foi isolado em 28 amostras de secrecao vaginal e em 14 anal. Doze gestantes
apresentavam colonizacao vaginal e anal. Todos os 42 isolados eram sensiveis a
penicilina, vancomicina, ceftriaxona e levofloxacina. Trés (7,1%) apresentaram
resisténcia a eritromicina e dois (4,7%) a clindamicina. Foram identificados 19
pulsotipos e quatro clusters. Nove entre 12 pares de cepas positivas (anal e vaginal)
eram geneticamente idénticas, dois eram estritamente relacionadas e um par
apresentou cepas diferentes. O mesmo perfil genético foi observado em pacientes
diferentes. Conclusoes: Fatores de risco soOcio-demograficos e obstétricos
apresentaram baixo poder preditivo para colonizagdo, pelo EGB, reforcando a
estratégia rastreamento universal por cultura de secrecao anorretal das gestantes no
terceiro trimestre. Uma grande variabilidade genética entre as cepas de EGB foi

evidenciada nas gestantes colonizadas, em Goiania.

Unitermos: Streptococcus grupo B, prevaléncia, colonizacdo, fatores de risco,

suscetibilidade antimicrobiana, PFGE
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ABSTRACT

Objectives: to estimate the prevalence, to asses risk factors for Group B
Streptococcus (GBS) colonization and to describe phenotypic and genotypic
characteristics of isolated strains from pregnant women in Goiania, Goias. Methods:
A cross sectional study was carried out among 198 pregnant women, at least at the
32° weeks” gestation, attending a reference health unit, from March to June 2009.
Socio, demographic and obstetric profiles were investigated using a standard
questionnaire. Samples of vaginal and rectal secretion were collected and placed into
selective enrichment broth Todd-Hewitt. Tests for GBS identification (gram, catalase
and CAMP) followed by susceptibility test using antibiotic disk diffusion technique
were performed. Genetic diversity was assessed by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE). Descriptive and analytic statistical tests were applied (Epi Info e SPSS
13.0). Analyses were performed at the Instituto de Patologia Tropical Saude
Publica/UFG. Results: Thirty pregnant women were colonized by GBS yielding a
prevalence of 15.2% (IC95% 10.5 — 20.9). Pregnant women younger than 20 years
and with low income had higher risk of GBS colonization, in univariate analysis
(p<0.05). GBS was isolated from 28 vaginal and 14 rectal specimens. Twelve
pregnant were vaginal and rectal colonized. All 42 strains were susceptible to
penicillin, vancomycin, ceftriaxone and levofloxacin. Three strains (7.1%) were
resistant to erythromycin and two (4.7%) to clindamycin. 19 pulsotypes and four
clusters were identified. Nine out 12 pars of positive strains (vaginal and rectal) were
genetically identical, two were stricted related and one par was colonized by different
strains. The same genetic profile was observed in more than one pregnant.
Conclusions: Socioeconomic and obstetrics variables had low predictive value for
GBE colonization among pregnant women, reinforcing the need for universal
microbiology screening strategy in this population, in order to prevent neonatal
sepsis. A high genetic diversity of GBS was found among pregnant women in
Goiania.

Uniterms: Strepfococcus group B, prevalence, colonization, risk factors,

antimicrobial susceptibility, PFGE



1 INTRODUGAO

1.1 Breve Historico

O Streptococcus beta-hemolitico do grupo B (EGB) de Lancefield ou
Streptococcus agalactiae foi reconhecido como importante agente etiolégico da
mastite bovina antes de ser descrito como patégeno humano (Teixeira et al. 2004).
Este agente foi isolado inicialmente por Nocard em 1887 e nomeado como
Streptococcus agalactiae em 1896, por Lehmann e Neumann, devido ao fato de
serem estreptococos isolados do leite associados a mastite bovina (Hardie & Whiley
1997, Castellano-Filho et al. 2008).

O estudo do género Streptococcus em laboratério foi possivel apds a
introducao de meios de cultura sélidos, no final do século XIX. J& no inicio do século
XX, a utilizacdo de meios com agar sangue iniciada por Shottmuller et al (1903)
possibilitou a diferenciacdo do padrao de hemolise em alfa beta ou gama
hemoliticos, este Ultimo nao causador de hemdlise (Facklam 2002).

Em 1933, Rebecca C Lancefield propds uma classificacdo para os
estreptococos baseada nas caracteristicas antigénicas dos polissacarideos
presentes na parede celular desses microrganismos (Lancefield 1933). Um ano
apds, essa pesquisadora diferenciou sorologicamente as cepas isoladas,
classificando o S. agalactiae como pertencente ao grupo B (Lancefield 1934). Em
1937, Sherman publicou uma classificacdo dos estreptococcos largamente aceita,
tendo como parametros um conjunto de dez caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas, sendo uma delas a classificacdo do grupo antigénico proposta por
Lancefield. De acordo com essa classificacdo os estreptococos foram denominados
de piogénicos, viridans, laticos e enterococos, sendo que S. agalactiae foi incluido
no grupo B dos piogénicos, associado com infecgcdes em humanos e animais (Hardie
& Whiley 1997).



Em 1935, Cogolon descreveu um caso fatal de sepse puerperal associada
com abortamento e Fry, em 1838, relacionou trés casos fatais de sepse puerperal
com a colonizacao pelo EGB (Teixeira et al. 2004). A partir de 1960 tornou-se
evidente que as infeccdes ocorridas no periodo perinatal em gestantes e em recém-
nascidos, freqiientemente, estavam relacionadas ao S. agalactiae. Durante a década
de 1970, observou-se um aumento na incidéncia dessas infec¢des, provavelmente
relacionado a uma melhor estratégia de investigacdo. Mundialmente, esse agente
continua sendo considerado como a principal causa de corioamnionite, endometrite
puerperal, meningite e sepse nos neonatos (Teixeira et al. 2004, Larsen & Sever
2008).

1.2 Aspectos microbiologicos do EGB

O género Streptococcus é constituido por cocos gram-positivos, dispostos aos
pares ou em cadeias, catalase negativos, oxidase negativos, imdveis e néo-
esporulados, anaerébios facultativos, sendo que a obtencdo de energia ocorre
através da fermentacao dos carboidratos dando origem ao acido latico como o maior
produto da fermentagéo da glicose (Hardie & Whiley 1997, Koneman et al. 2008).

As primeiras classificacbes do género Streptococcus foram baseadas na
presenca de atividade hemolitica e nas reacdes sorolégicas com anti-soros proposta
por Lancefield, ainda na década de 1940. (Teixeira et al. 2004). Os estreptococos
sao classificados de acordo com sua capacidade de lisar hemacias. Dependendo do
tipo de hemolise, observada nos meios de cultura contendo sangue, esses
microrganismos sao classificados em beta-hemoliticos (quando causam a lise total
das hemacias), alfa-hemoliticos (quando causam a lise parcial das hemacias) e
gama ou nao-hemoliticos (Koneman et al. 2008).

A incapacidade de crescer na presenca de bile e a resisténcia aos
antimicrobianos bacitracina e sulfametoxazol-trimetoprim sao caracteristicas
fisiologicas do EGB. Apenas essa espécie de Streptococcus é capaz de produzir 0
fator CAMP, descrito em 1944, por Christie, Atkins e Munch-Peterson (Caetano

2008). A presenca desse fator é Util para o diagnéstico presuntivo do patégeno



(Wilkinson 1977). O fator CAMP é uma proteina termoestavel que intensifica a lise
das hemacias produzida pela beta-lisina do Staphylococcus aureus, levando ao
aparecimento de uma zona de hemoélise em forma de seta observada em placas de
agar-sangue de carneiro, quando esses dois microrganismos sao semeados em
forma de estrias perpendiculares (Wilkinson 1977, Caetano 2008). O fator CAMP é
considerado um fator de viruléncia, devido a sua capacidade de se ligar a
imunoglobulinas G e M, via fracao Fc e serve para o diagnéstico presuntivo de EGB
(Caetano 2008).

O EGB ¢é a unica espécie do género que possui o antigeno do grupo B. Esse
antigeno é um polissacarideo de superficie celular tipo-especifico, composto por
ramnose, n-acetilglicosamina e galactose (Teixeira et al. 2004). Formam colénias de
3 a 4 mm de diametro, branco-acinzentadas, lisas e cremosas, com uma estreita
zona de beta-hemdlise e, tipicamente, produzem zonas de hemdélise maiores que a

préprias colbnias (Jawetz et al. 1995).

Os S. agalactiae sao classificados em nove sorotipos capsulares (la, Ib, Il, 1l
IV, V, VI, VIl e VIII. O antigeno protéico € designado pela letra ¢ e € encontrado em
todas as cepas do tipo Ib, em 60% das cepas do tipo Il e em poucas cepas do tipo
[ll. Assim, a designacdo dos sorotipos contendo o0 antigeno ¢ sdo expressas como
Ib/c e ll/c (Winn et al. 2006). Esta classificacao € importante para o conhecimento do
perfil epidemioldgico (distribuicdo sorotipica) desse agente; para o desenvolvimento
de vacinas multivalentes e para a avaliacdo da patogenicidade, pois o grau de
viruléncia parece estar associado ao sorotipo. Cinco sorotipos (la, Ib, II, lll e V) tém
sido mais comumente descritos em gestantes e neonatos com sepse precoce, nos
Estados Unidos e Europa. (Teixeira et al. 2004, El Beitune et al. 2006). Os sorotipos
VI e VII foram isolados predominantemente em mulheres japoneses (Lachenauer et
al. 1999) e, um estudo aponta para uma maior frequéncia do sorotipo | em
gestantes, na América Latina, (Benchetrit et al. 1982).

A caracterizagao fenotipica do EGB baseia-se na classificagdo sorolbgica e
no perfil de sensibilidade antimicrobiana desse agente. Esses microrganismos sao

sensiveis a penicilina e aos outros antibidticos beta-lactamicos e sao resistentes a



gentamicina e ao acido nalidixico (Schuchat 1998). Na ultima década, alguns
estudos tém descrito um aumento de cepas resistentes, especialmente a eritromicina
e a clindamicina, drogas utilizadas na profilaxia da transmissédo vertical do S.
agalactiae em mulheres alérgicas a penicilina (Martinez et al. 2000, von Both et al.
2003, Simoes et al. 2007, Rojo et al. 2008).

Mudancgas na nomenclatura e na taxonomia do género Streptococcus foram
numerosas e variadas, a partir de 1984. De modo resumido, essas mudancas foram
embasadas por estudos da composicdo da parede celular, por comparacdo de
colecbes de cepas classificadas com diferentes taxonomias, por estudos
metabdlicos e por andlises com utilizagcdo de técnicas moleculares (hibridizacao
DNA-DNA, hibridizagdo DNA-RNA ribossémico e o seqlenciamento da subunidade
16S do RNA riboss6mico) (Hardie & Whiley 1997, Facklam 2002, Castellano-Filho et
al. 2008). Mais recentemente, tém sido desenvolvidos e utilizados métodos de
genotipagem como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Eletroforese em gel
em campo pulsado (Pulsed field gel electrophoresis — PFGE) e “Multilocus sequence
typing” (MLST) para cepas de EGB, com potencial para identificacdo de clones
virulentos (Quentin et al. 1995, Martinez et al. 2000).

1.3 Colonizacao e infeccao pelo EGB em gestantes e recém-nascidos

O trato gastrintestinal € o principal reservatério do EGB. Estima-se que a
colonizagao do trato digestivo baixo, por esse microorganismo, ocorra em cerca de
um terco das mulheres (Dillon et al. 1982). A partir do trato gastrintestinal, o EGB
coloniza a vagina e, menos frequentemente, o trato urinario (Katz 1993). A aderéncia
do EGB a superficie das mucosas dos tratos geniturinario e gastrintestinal
representa o evento inicial dessa infeccdo (Galask et al. 1984). A presenga do
patdgeno nestes sitios durante o parto é o principal fator para a infec¢do dos recém-
nascidos, por via ascendente (Moller et al. 1984). Estima-se que 50% dos RN de
maes colonizadas adquiram essa bactéria e que 1 a 2% deles desenvolverao formas
graves da infeccado (Bromberger et al. 2000).



1.3.1 Influéncia da colonizacao pelo EGB durante a gravidez

A colonizagéo pelo EGB, em gestantes pode ocorrer de forma transitéria,
intermitente ou persistente. Gravidas colonizadas pelo EBG geralmente sao
assintomaticas, porém, apresentam risco de desenvolver bacteremia,
corioamniominite, endometrite, sepse, como complicacées apds parto e, raramente,
meningite (Baker & Kasper 1985, Schrag et al. 2002). Segundo alguns
pesquisadores, as gestantes colonizadas pelo EGB, apresentam, também, risco de
abortamento espontaneo, de ruptura prematura de membranas, de trabalho de parto
prematuro e de recém-nascidos com baixo-peso (Regan et al. 1991, Feikin et al.
2001). Entretanto, outros estudos ndo evidenciaram efeito adverso da colonizagédo
pelo EGB na gestacédo (Garland & Fliegner 1991, El Beitune et al. 2006). Além de
complicagdes obstétricas, estima-se que o EGB cause infecgdo urinaria em 2% a 4%
das gravidas.

1.3.2 Influéncia da colonizacao pelo EGB durante a gestacao no prognodstico
do concepto

A principal consequéncia da colonizagdo materna pelo EGB é a infeccéo
neonatal grave, decorrente da transmissao vertical desse agente (Baker & Morven
1995). Entre os recém-nascidos, o EGB representa importante causa de pneumonia
e septicemia, com grande morbidade e mortalidade no periodo neonatal O recém-
nascido adquire a infec¢cao por transmissao vertical, a partir da mée colonizada, ou
por exposicao hospitalar, apds o nascimento (Brian & Rodney 1996, Edwards 2006).

De acordo com o momento do aparecimento dos sintomas, a infeccao

estreptococica nos neonatos pode ser classificada em precoce ou tardia.

A doenca de inicio precoce esta associada a colonizacao pelo EGB durante o
periodo perinatal, atingindo cerca de 1 a 2% dos neonatos das parturientes
colonizadas (Schrag et al. 2002). A transmissdo do patégeno ocorre através da

ruptura das membranas fetais, aspiracdo de liquido amniético contaminado ou



durante a passagem pelo canal do parto colonizado com esse microrganismo (Baker
& Morven 1995, Teixeira et al. 2004). O inicio da doenga ocorre nos primeiros cinco
dias de vida e, em mais da metade dos casos, as criancas adoecem 12 a 20 horas
apos o nascimento, com mortalidade estimada entre 2% a 8% (Franciosi et al. 1973,
Baker & Morven 1995). Em prematuros, essas taxas sdo mais altas e inversamente
proporcionais ao peso ao nascer (Schuchat et al. 2000).

O recém-nascido pré-termo apresenta limitacdes de defesa imunoldgica, pois
a passagem de anticorpos maternos geralmente ocorre apds 32 semanas de
gestacdo e a capacidade de opsonizacao e fagocitose sdao muito baixas no periodo
neonatal (Regan et al. 1991, Perroni et al. 1999). O risco de infecgao precoce nos
neonatos prematuros também se justifica pelo fato de a imaturidade anatémica,
bioquimica e imunolédgica pulmonar do RN prematuro, particularmente daqueles de
muito baixo peso, favorecer a multiplicacdo rapida do EGB e a evolucéo fulminante
da doenca. Estudos demonstram que a expressao da beta-hemolisina do EGB esta
diretamente relacionada com a lesdo de células pulmonares, in vitro (Grassi et al.
2001).

As manifestacdes clinicas predominantes sao bacteremia, pneumonia,
meningite, choque séptico e neutropenia. As seqlelas neuroldgicas incluem retardo
mental surdez e cegueira (McCracken 1973, Ancona et al. 1980, Payne et al. 1988,
Schrag et al. 2000).

A doenca de inicio tardio é evidenciada entre sete dias até trés meses, apds o
nascimento, com mortalidade estimada em 10% a 15% (Baker & Morven 1995,
Schrag et al. 2000). A principal via de aquisicdo, da doenca de inicio tardio, é
através do canal de parto das mées colonizadas, mas a contaminacao pos-natal do
microrganismo ocorre a partir da mae, de pessoas que cuidam da crianga e do
ambiente hospitalar (Paredes et al. 1977). A manifestacao clinica predominante é a
bacteremia com meningite, que, em até 50% dos casos leva ao comprometimento e

sequelas neuroldgicas graves (Schrag et al. 2000, Turow & Spitzer 2000).



1.4. Epidemiologia da infeccao pelo EGB em gestantes e recém-nascidos

A incidéncia da infeccdo neonatal pelo EGB varia de acordo com a forma
clinica da doenca: na precoce a incidéncia € em torno de 0,7 a 3,7 por 1.000
nascidos vivos, com letalidade média de 10% a 15%, principalmente em recém-
nascidos prematuros e de baixo peso, e na tardia acomete 0,5 a 1,8 por mil nascidos
vivos, com letalidade variando de 2% a 6% (Baker & Morven 1995).

Os niveis de anticorpos maternos contra o EGB estao relacionados com a
suscetibilidade do recém-nascido a doenca invasiva. A transferéncia dos anticorpos
maternos da classe IgG, ocorre de forma passiva através da placenta,
principalmente nas ultimas oito semanas de gestacdo, o que torna o recém-nascido
prematuro uma crianca de risco para a aquisicao da doenca invasiva pelo EGB
(Baker & Morven 1995). Os outros fatores de risco, para sepse neonatal sdo: ruptura
da membrana amniocoriénica por mais de 18 horas, temperatura superior a 38°C
durante o trabalho de parto, histéria de feto anterior acometido com EGB e infeccao
urinaria na gestacao pelo EGB (Schuchat 1998).

Fatores sécio-demograficos, antecedentes ginecoldgicos e obstétricos foram
amplamente investigados, na literatura cientifica, como preditores de risco para
colonizacao pelo EGB, em gestantes. Os resultados desses estudos sdo, muitas
vezes, conflitantes. As variaveis mais investigadas foram idade, raca, nimero de
gestacgdes prévias, nivel soécio-econdmico, numero de parceiros sexuais (no periodo
de um ano anterior a gestacéao), frequéncia de relagdes sexuais, uso de dispositivo
intra-uterino ou tampoes, tabagismo e diabetes (Regan et al. 1991, Schuchat 1998,
Edwards 2006, El Beitune et al. 2006, Simdes et al. 2007, Larsen & Sever 2008).

A epidemiologia do EGB, tanto na gestante como no neonato, tem sido muito
estudada nos EUA e Europa, mas ndao na América Latina (Pogere et al. 2005). No
Brasil, o EGB néao foi ainda devidamente valorizado na etiologia dos processos
infecciosos que acometem os recém-nascidos e as puérperas (Beraldo et al. 2004).
Os estudos realizados sobre o tema em nosso pais indicam que o EGB pode ter

importante papel na sepse de inicio precoce (Beraldo et al. 2004, Silveira & Fiori



2004, Borger et al. 2005, Pogere et al. 2005).

Para identificar estudos sobre prevaléncia e fatores de risco para colonizacao
pelo EGB em gestantes, no Brasil, realizamos uma revisdo nas bases de dados
Medline e Lilacs, utilizando os unitermos: prevalence, Group B Streptococcus. S
agalactiae, pregnant, pregnancy, Brazil. Foram incluidos os estudos publicados a
partir de 1980. A tabela 1 apresenta um sumario dessas publicacées, em ordem
cronoldgica. No total foram identificados 19 estudos, predominantemente conduzidos
em servigos de referéncia ou maternidades-escola das regides sul e sudeste do
Brasil. A figura 1 mostra os resultados dos estudos de prevaléncia realizados no
Brasil por regides geograficas. A maioria dos estudos encontrou prevaléncias de
colonizagao do EGB, entre 15 e 20%.

Estudo pioneiro no Brasil, realizado no estado do Rio de Janeiro em 1982,
para avaliar a prevaléncia da colonizacdo pelo EGB entre mulheres que nao
estavam gravidas e mulheres gravidas, bem como de seus neonatos, revelou taxa
de colonizacdo materna de 18,6% e colonizacédo de 15,4% dos recém-nascidos das
participantes do estudo que apresentam cultura positiva para EGB (Benchetrit et al.
1982).

Em S&o Paulo, estudo sobre a incidéncia de septicemia neonatal por EGB,
detectou 13% de positividade para esta bactéria entre as gestantes em trabalho de
parto prematuro, mas somente a amostragem vaginal foi realizada e o0 método de
cultura nao foi especificado. Nesta pesquisa, a incidéncia de infeccao neonatal foi de
0,39 casos por 1000 nascidos vivos, taxa menor que em paises desenvolvidos.
Embora a incidéncia de infeccdo por EGB na populacdo deste estudo tenha sido
menor do que a descrita em paises desenvolvidos, a taxa de mortalidade foi mais
elevada, o que poderia ser reduzido através de reconhecimento dos fatores de risco
e profilaxia durante o trabalho de parto (Vaciloto et al. 2002).

Outro estudo sobre a colonizacdo pelo EGB, em 273 gestantes, em Santa
Catarina, entre 2002 e 2003, evidenciou uma prevaléncia de 21,6% de gestantes
colonizadas por esse agente, sendo que 9,9% delas apresentavam colonizagcédo anal



e vaginal, 6,9% colonizacdo apenas vaginal e 4,7% apenas no sitio anal. A
prevaléncia de EGB foi ligeiramente mais alta em gestantes com idade inferior a 20
anos, naquelas com menor escolaridade e nas gestantes primiparas e o dobro entre
aquelas que nao relataram aborto espontaneo, ainda que estas diferencas nao
tenham sido estatisticamente significantes. De acordo com os autores, esse estudo
corrobora a indicacado para pesquisa de EGB nos sitios anal e vaginal de todas as

gestantes, no terceiro trimestre de gestacao (Pogere et al. 2005) .

Em 2004 foi realizado um estudo para identificar a prevaléncia da colonizacao
materna pelo EGB e comparar a capacidade de detec¢cao do EGB entre os meios de
cultura Todd-Hewitt enriqguecido com gentamicina e acido nalidixico, que consiste em
um meio seletivo que inibe o crescimento de bactérias gram-negativas, e o agar
sangue que € um meio nao-seletivo. A colonizacdo pelo EGB nas mulheres em
trabalho de parto prematuro foi de 25,2% e de 30,5% nas mulheres com ruptura
prematura de membranas. O meio de cultura seletivo foi capaz de isolar o
microrganismo em 87,5 das gestantes e o isolamento foi de 60,7% utilizando o meio
nao-seletivo (Nomura et al. 2006).

No Hospital Universitario de Jundiai foi realizado um estudo de corte
transversal entre 2003 e 2004, para estimar a prevaléncia e fatores de risco
associados a colonizacao retal e vaginal pelo EGB, bem como para analisar as
caracteristicas fenotipicas desse agente, em parturientes. A prevaléncia de EGB, na
amostra estudada foi de 14,6%, ndo sendo evidenciada associacao estatisticamente

significante entre sorotipo e a resisténcia antimicrobiana (Simdes et al. 2007).

Uma coorte prospectiva realizada em 2004 em uma maternidade de Manaus
com o objetivo de evidenciar os fatores de risco maternos envolvidos na incidéncia
da sepse neonatal precoce aponta que o principal microrganismo isolado nas
hemoculturas dos recém-nascidos foi o S. agalactiae com 48,5% do total das
hemoculturas positivas, ressaltando a importancia de identificar os fatores de risco
maternos associados com o diagndstico de sepse neonatal e da instituicdo de
protocolos de prevencao durante o pré-natal e o trabalho de parto (Pinheiro et al.
2007).
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Em um trabalho sobre a colonizagdo por Streptococcus agalactiae
desenvolvido na Maternidade Escola da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
entre 2003 e 2004, foram avaliadas 167 gestantes, 14 diabéticas e 153 nao
diabéticas entre a 322 e 412 semanas de gestacdo. A frequéncia de colonizacao
vaginal-anal foi de 19,2%, ndo havendo diferencas, estatisticamente significantes, na
frequéncia de colonizacdo em relacao a idade e ao numero de gestacdes anteriores.
A andlise estatistica mostrou ndo haver associacao entre a maior frequéncia de
colonizagao pelo EGB nas gestantes diabéticas quando comparadas com as nao-
diabéticas, o que pode ser justificado pelo limitado nimero de pacientes diabéticas
estudadas (8,4%) (Borger et al. 2005).

Para estabelecer a frequéncia da colonizagao por EGB em gestantes entre 35
e 37 semanas de gestacao, infectadas pelo virus da imunodeficiéncia adquirida tipo
1 (HIV-1) e os fatores de risco com esta associagdo, foi realizado um estudo
prospectivo entre novembro de 2002 e abril de 2004, na Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto. Foram estudadas 207 gestantes entre 16 e 43 anos de idade,
divididas em dois grupos: 101 infectadas pelo HIV e 106 ndo infectadas pelo HIV.
Entre as pacientes HIV positivas a prevaléncia de colonizacao pelo EGB encontrada
foi de 19,8% e nas soronegativas foi de 14,2%, sem diferenca estatisticamente

significante (El Beitune et al. 2006).

Estudo recente sobre a colonizacdo por EGB em gestantes atendidas em
maternidade publica no Maranhao revelou a prevaléncia da colonizacao materna de
20,4%, nao havendo diferencas estatisticamente significantes entre as variaveis
sécio-demograficas ou antecedentes obstétricos. Nesta casuistica, encontraram-se
porcentagens de resisténcia antimicrobiana de 12,7% para ceftriaxona, de 23,6%

para eritromicina e de 25,4 para clindamicina (Costa et al. 2008).



TABELA 1 — Prevaléncia de colonizacao pelo EGB em gestantes no Brasil, 1982 a 2008.

Populacao
L Colonizadas Prevaléncias
Autor, Ano de Publicacao Local, Data do Estudo Total EGB % (IC 95%)

Benchetrit et al., 1982 Rio de Janeiro, 1980-1981 86 22 25,6 (16,8-36,1)

Rocha et al., 1984 Sao Paulo, 1983 35 6 17,0 (6,6 — 33,6)
Mocelin et al., 1995 Parand, NI 100 15 15,0 (8,6 — 23,5)
Smania Junior et al., 1996 Florianépolis, NI 135 34 25,2 (18,1 —33,4)
Pellegrini R., 1999 Salvador, NI 288 20 7,1(4,4-10,8)

Ribeiro, KD, 2003 Para, 2002 50 7 14,0 (5,8 — 26,7)
Beraldo et al., 2004 Londrina, 2002-2003 309 46 14,9 (11,2 -19,3)
El Beitune et al , 2004 Ribeirdao Preto, 2002- 2004 207 70 33,8 (27,4 — 40,7)
Borger et al , 2005 Rio de Janeiro, 2003-2004 167 32 19,2 (13,5 - 26,0)
Pogere et al.,2005 Santa Catarina, 2002-2003 273 60 22,0 (17,2-27,3)
Nomura et al., 2006 Sao Paulo, 2003-2004 203 56 27,6 (21,6 — 34,2)
Silveira et al., 2006 Porto Alegre, 2005-2006 121 28 23,1 (16,0 - 31,7)
Zuzman et al., 2006 Ribeirdo Preto,1999 598 107 17,9 (14,9 - 21,2)
Simoes et al., 2007 Campinas,2003-2004 316 46 14,6 (10,8 — 18,9)
Caetano, 2008 Minas Gerais, 2006-2007 300 45 15,0 (11,5-19,5)
Chaves Junior et al., 2008 Maringa, NI 102 25 24,5 (16,5 - 34,0)
Costa et al., 2008 Sao Luis, 2005-2006 201 41 20,4 (15,0 — 26,6)
Darian et al., 2008 Cuiaba, 2006-2007 200 66 33,0 (22,5 —40,0)

NI = Nao Informa
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FIGURA 1 - Prevaléncia da colonizac¢do pelo EGB no Brasil.

1.5 Diagnostico laboratorial da colonizacao pelo EGB

1.5.1 Isolamento e identificacao

A deteccdo de colonizacdo em gravidas pelo EGB é fundamental para se
propor estratégias de prevencao e profilaxia, reduzir a transmissao vertical para os
recém-nascidos e, conseqglientemente, diminuir a mortalidade, morbidade e as
graves sequelas nos neonatos (Koneman et al. 2008). A cultura é o padrao-ouro
para deteccdo do EGB e deve ser realizada com amostras coletadas entre 35 e 37
semanas de gestacdo, por meio de swab colhido no terco distal da vagina e na
regiao anorretal (Schrag et al. 2002). Os microrganismos isolados nesse meio
seletivo, suspeitos de serem estreptococos, devem ser submetidos a prova de
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Christie, Atkins e Munch-Peterson (CAMP), cujo resultado positivo identifica
presuntivamente o S. agalactiae (Wilkinson 1977).

O uso de meios seletivos que contenham agentes antimicrobianos para inibir
o crescimento de outros microrganismos aumenta em 50% a possibilidade de
isolamento do EGB (Schrag et al. 2002). O meio de cultura mais indicado é o caldo
de Todd-Hewitt suplementado com gentamicina na concentracdo de 4-8 yg/mL e
acido nalidixico na concentracéo de 15 ug/mL (Schrag et al. 2002, Edwards 2006).

A cultura para isolamento da bactéria pode alcancar eficacia maxima quando
alguns cuidados sao observados: idade gestacional em que se realiza a cultura,
escolha de sitios anatbmicos para a coleta da amostra e métodos microbiolégicos
precisos para a cultura e deteccao do EGB (Schrag et al. 2002).

Entre as limitacbes da utilizacdo de cultura de microrganismos para deteccao
do SBG cita-se a necessidade de organismos viaveis na amostra coletada, a demora
para obtencao de resultados e a baixa sensibilidade do método, variando de 50 a
60%, nas melhores casuisticas (Schuchat et al. 2002, El Beitune et al. 2006).

1.5.2 Testes rapidos

Na década de 80 iniciaram os estudos para desenvolver testes rapidos, com a
utilizacdo de métodos de fixacao de latex, para detecgdo da colonizacéao pelo EGB,
com a finalidade de fornecer resultados em, tempo habil, para a tomada de decisdes
clinicas por obstetras e neonatologistas (Schuchat et al. 2002, El Beitune et al. 2006,
Larsen & Sever 2008).

Posteriormente varios testes para deteccao rapida da colonizagao pelo EGB
foram desenvolvidos, com ampla variacdo de desempenho (Schuchat 1998, Larsen
& Sever 2008). Honest et al. em 2006, publicaram uma revisao sistematica sobre a
acuracia e a rapidez de diferentes testes rapidos. Esses autores identificaram 29

estudos, envolvendo 15.691 gestantes, com avaliacao da acuracia de seis diferentes
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testes rapidos (Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), imunoensaio optico,
hibridizacdo de DNA, ensaio imunoenzimatico, aglutinacao de latex e Islam starch
medium test). PCR em tempo real e imunoensaios Opticos apresentaram o melhor
desempenho, entretanto, os autores ressaltam a necessidade de estudos
consistentes para avaliar acuracia, aceitacao e custo-beneficio, antes que esses
testes sejam implantados na pratica clinica (Honest et al. 2006). Até o presente
momento, a cultura do EGB continua sendo o padrdao ouro para deteccdo da
colonizacéo entre gestantes e parturientes.

1.5.3 Suscetibilidade antimicrobiana

O EGB permanece 100% sensivel a penicilina, sendo esta a droga de escolha
para profilaxia antimicrobiana intraparto por apresentar um espectro mais estreito de
atividade antimicrobiana e ser menos provavel de propiciar a selecdo de organismos
resistentes (Schrag et al. 2002). O patégeno também é sensivel a outros antibidticos
beta-lactamicos como cefalosporinas, vancomicina e imipenem (Feigin & Cherry
1998, Poyart et al. 2003). Em casos de alergia da paciente a penicilina os
antimicrobianos indicados sdo clindamicina e eritromicina (Schrag et al. 2002).
Porém, estudos demonstram a crescente resisténcia a estes antimicrobianos desde
1996 (Fitoussi et al. 2001, Schrag et al. 2002). Os mecanismos de resisténcia dos
estreptococos aos macrolideos sao: modificacdo da enzima ribossémica metilase
associada aos genes erm A e B, modificacdo do sitio alvo da bactéria e efluxo ativo
da droga, controlada pelo gene mef (A) e mutagcdes no RNAr 23S e nas proteinas
riboss6micas L4 e L22 (Fitoussi et al. 2001, Acikgoz et al. 2004). A resisténcia do
EGB aos macrolideos é expressa pelo fen6tipo MLSg (macrolideos, lincosamideos e
estreptograminas B) (Betriu et al. 2001, Acikgoz et al. 2004).

A resisténcia do EGB a eritromicina € frequente, mas nem sempre associada
a resisténcia a clindamicina (Schrag et al. 2002). A resisténcia a clindamicina com
sensibilidade a eritromicina é relacionada ao gene /inB (de Azavedo et al. 2001). O
EGB é resistente a gentamicina e acido nalidixico (Schuchat 1998). Estudos também
indicam a alta resisténcia do EGB a tetraciclina (Betriu et al. 2001, de Azavedo et al.
2001, Poyart et al. 2003).
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1.5.4 PFGE

A utilizacado de métodos de genotipagem baseados em analise de DNA tem
melhorado significativamente os resultados de tipagem epidemioldgica. A
macrorrestricdo do DNA seguida de eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE)
tem se mostrado uma importante ferramenta na genotipagem do EGB, sendo

utilizada para determinar subgrupos da bactéria (Benson & Ferrieri 2001).

A técnica desenvolvida por Schwartz e Cantor em 1984 é uma variacdo da
eletroforese em gel de agarose, onde o campo elétrico varia periodicamente, ou
seja, € pulsado. Envolve a digestao do cromossomo por endonucleases de restricao
especificas, como a Smal para S. agalactiae, que tém relativamente poucos sitios de
reconhecimento, gerando perfis de cinco a 20 fragmentos de DNA de
aproximadamente 10 a 800 kb. A eletroforese destes fragmentos permite a
visualizagdo do perfil de restricdo, que compreende uma série de bandas com
tamanhos diferentes que podem ser separados efetivamente no campo pulsado. A
relacdo entre os isolados bacterianos € inferida pela similaridade dos perfis de
restricdo originados (Singer et al. 2004). O PFGE tem sido utilizado para demonstrar
que os subgrupos de EGB que infectam seres humanos sao altamente clonais e
limitados a um numero relativamente pequeno de linhagens filogenéticas (Bohnsack
et al. 2004).

1.6 Estratégias para a prevencao da doenca de inicio precoce

O EGB apesar de ser reconhecido como agente desencadeador de infecgdes
perinatais, responsavel por alta morbimortalidade, permaneceu pouco estudado até
1970, quando ocorreu aumento importante da incidéncia de septicemia e meningite
em neonatos causados por esse agente (Schrag et al. 2002). Na década seguinte,
os indices de infeccao neonatal diminuiram apds a administracdo de antibi6ticos
intra-parto para as mulheres identificadas como tendo de fatores de risco para
colonizagao por esse agente (Larsen & Sever 2008).
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No final da década de 1990, no Reino Unido foi realizado um estudo
multicéntrico com o objetivo de avaliar os pontos fortes, pontos fracos e as lacunas
sobre a eficacia da antibioticoprofilaxia intraparto utilizada nas maternidades
envolvidas no estudo. Participaram da casuistica 30% das gestantes atendidas nas
referidas maternidades, a antibioticoprofilaxia foi administrada em 24% das
portadoras do EGB e 6% das participantes com riscos relacionados a prematuridade.
O estudo comprovou que o rastreamento para EGB e a quimioprofilaxia intraparto
contribuiram para a reducao na doenca de inicio precoce (Gilbert 2004).

Alguns autores ndo recomendam o uso do protocolo baseado na cultura, por
ser dispendioso e ndo apresentar maior efetividade do que o fundamentado, apenas
nos fatores de risco (Yucesoy et al. 2004). Em contrapartida outros estudos
demonstram que a estratégia baseada na pesquisa de colonizacdo pelo EGB para
indicar a profilaxia antimicrobiana, intra-parto € mais eficaz, principalmente levando-
se em conta que em grande parte das mulheres colonizadas ndo possuem fatores
de risco para infeccao do neonatal (Schrag et al. 2002)

Dados do Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), dos Estados
Unidos (EUA), demonstram que antes do uso de antibidticos intraparto a incidéncia
da doenca invasiva neonatal poderia variar de 2 a 3 casos por 1000 nascidos Vivos.
Apés esforcos ativos de prevencdo na década de 90, a incidéncia da doenca de
inicio precoce foi de 0,5 casos por 1000 nascidos vivos. A incidéncia de infeccao
invasiva de EGB entre mulheres gravidas colonizadas nos EUA declinou para 0,29
por 100 nascidos vivos em 1993 e a 0,23 em 1998, sugerindo que 0 uso de
antibiodticos intraparto impediu também alguns casos de amniominite e endometrite
materna. Embora a quimioprofilaxia intraparto para mulheres colonizadas diminua a
incidéncia da doenca de inicio precoce, a incidéncia da doenca de inicio tardio
permaneceu estavel, indicando que quimioprofilaxia intraparto € mais eficaz contra a

doenca de inicio precoce (Schrag et al. 2002).

Em 1996, recomendagdes para profilaxia intraparto para prevenir doenca
perinatal por EGB foram publicadas pelo CDC e pelo Colégio Americano de
Ginecologia e Obstetricia (ACOG) e, em 1997, pela Academia Americana de
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Pediatria (AAP). Tais recomendacées usavam um de dois métodos: conduta
baseada no risco ou conduta baseada no rastreamento por cultura (Schrag et al.
2002).

a) Conduta baseada no risco: ldentificagdo de candidatas para profilaxia
intraparto de acordo com a presenca de fatores de risco associados com doenca
precoce: parto com menos de 37 semanas; febre intraparto > 38°C ou ruptura de

membranas >18 horas.

b) Conduta baseada no rastreamento por cultura: este método recomenda o
screening de todas as mulheres entre 35 e 37 semanas de gestacao para detecgcéo
de colonizacdo por EGB com swab vaginal e retal. As mulheres colonizadas

recebem antibidticos intraparto.

Independente de qualquer uma das estratégias, as mulheres com bacteriuria
por EGB durante a atual gestacdo ou com antecedentes de recém-nascido com
doenca por EGB, devem receber profilaxia intraparto (Schrag et al. 2002). Apesar
das recomendacdes do CDC para prevenir a doenca de inicio precoce por EGB nos
neonatos, a maioria das instituicbes de saude segue protocolos proprios ou nao
segue nenhum protocolo de prevencao, pondo em risco a saude das criangas
(Gosling et al. 2002).

Atualmente néo existe recomendacao oficial do Ministério da Saude do Brasil,
nem consenso ou recomendacao oficial sobre o rastreamento para deteccéo de EGB
em gestantes. A Associacdao Médica Brasileira, através do Projeto Diretrizes,
recomenda a realizagdo de cultura no terceiro trimestre, quando houver fatores de
risco, poréem nao € rotina a realizagdo de rastreamento baseada na idade
gestacional (Amaral 2005). Em nosso meio, é crescente a preocupacao sobre as
complicagdes associadas ao EGB, o rastreamento de gestantes para deteccdo da
colonizagao por EGB e a profilaxia antimicrobiana intraparto para prevenir a sepse
neonatal pelo EGB (Amaral 2005).

A Sociedade Brasileira de Neonatologia possui documento especifico sobre a
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prevencao da doenca perinatal pelo EGB, considerando que a assisténcia perinatal
deve ser prioridade para diminuicdo da mortalidade materna e infantil, a alta
mortalidade neonatal precoce causada pela doenca invasiva pelo EGB, a
necessidade de conscientizagdo dos profissionais envolvidos com a assisténcia
perinatal na efetivacao da pesquisa do EGB na gestacéao e identificacao dos fatores
de risco, a necessidade de elaboracdo de documentos que sirvam de guia para a

pratica clinica (Costa et al. 2008).

O municipio de Sao Paulo segue o Protocolo de Prevencdo Neonatal pelo
EGB. De acordo com este protocolo, a coleta de amostra para cultura deve ser
realizada em todas as gestantes, entre 35 e 36 semanas de gestacado para se evitar
falhas de diagnostico negativo na coleta precoce, como também a possibilidade de
ocorréncia do parto antes do retorno do resultado. A antibioticoprofilaxia intraparto
inicia-se 4 horas antes do nascimento, sendo indicada para as pacientes que tiverem
cultura positiva para EGB, bacteriuria por EGB na gestacao, antecedente de recém-
nascido acometido pela doenca de inicio precoce em parto prévio, mesmo com
resultado de cultura negativo e quando o resultado de cultura for desconhecido ou
esta nao foi realizada. Os fatores de risco considerados neste protocolo séao:
trabalho de parto com gestacdo inferior a 37 semanas, ruptura de membranas
ovulares ha mais de 18 horas, temperatura materna intraparto acima de 38°C e 6bito
neonatal anterior por sepse ou hipertensdo pulmonar nas primeiras 48 horas. O
protocolo adotado recomenda ainda o uso de ampicilina como antibiético de escolha
e como alternativa a penicilina G para profilaxia intraparto, a eritromicina e a
clindamicina sao utilizadas em casos de alérgicas e vancomicina para as cepas

resistentes.

O uso de antibidticos para prevencao da sepse neonatal deve ser intraparto,
pois a antibioticoterapia durante a gravidez n&o elimina o estado de portadora e nem
previne a infeccao neonatal. O antibi6tico de escolha é a penicilina G. Nos casos de
alergia, preconiza-se o uso de eritromicina, clindamicina ou cefazolina (Schrag et al.
2002). O antibidtico de escolha deve ser administrado ap6s o inicio do trabalho de
parto ou ruptura das membranas para se atingir 0 maximo beneficio desta profilaxia
(Schrag et al. 2002, Borger et al. 2005)
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1.7 Perspectivas para o desenvolvimento de vacinas

O desenvolvimento de uma vacina especifica contra o EGB representaria a
solugdo efetiva na prevengdo da infeccdo nos neonatos, além de minimizar o
impacto da resisténcia bacteriana desse microrganismo e possivelmente evitar 6bito
fetal, prematuridade, sepse precoce e tardia relacionada ao EGB (Richtmann & Silva
2006).

A passagem dos anticorpos maternos da classe |IgG através da placenta
proporciona protecdo imunolégica do feto antes do parto. A vacinacdo da mulher
antes ou durante a gravidez é uma proposta para a estratégia de prevencdo da
infeccao neonatal pelo EGB (Baker & Kasper 1985).

Os anticorpos maternos especificos contra o antigeno polissacarideo que
envolve o0 EGB sao determinantes no risco de infeccdo neonatal pelo patégeno,
sendo esse risco inversamente proporcional a quantidade de anticorpos maternos. A
protecao temporaria do recém-nascido é devida as imunoglobulinas da classe IgG
que, provavelmente, atravessam a barreira de transplacentaria imunizando o
neonato temporariamente (Lin et al. 2004). Assim, filhos de mé&es que possuem
baixos niveis de anticorpos anti-Polissacarideo tipo Il especificos apresentam maior
incidéncia de doenca invasiva pelo EGB precoce e tardia (Baker & Kasper 1976).

Estudos clinicos, de fase 1 e 2, foram conduzidos entre mulheres saudaveis,
nao-gravidas, com o objetivo de avaliar uma vacina contra o EGB (Maione et al.
2005). Em um estudo para o desenvolvimento de vacina contra o patdégeno em
questao, analisou-se o genoma e proteinas de superficie de EGB que foram isolados
e clonados, testando as proteinas de superficie como vacinas. Quatro proteinas
propiciaram protecdo em camundongos, € sua combinacdo provou ser altamente
protetora contra um grande painel de estirpes, incluindo todos os sorotipos
circulantes. Protecdo também, correlacionada com o antigeno bacteriano
acessibilidade sobre a superficie e com a inducdo de anticorpos. A anadlise dos

genomas e rastreio descritos representam uma poderosa estratégia para a
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identificagdo de potenciais candidatos vacina contra o EGB (Maione et al. 2005).

A maioria dos estudos com vacinas contra o EGB tem avaliado conjugados
compostos de polissacarideo capsular acoplado ao toxdide tetanico. Entretanto,
alguns estudos apontam que conjugados preparados com proteinas transportadoras,

também séo eficazes em animais (Yang et al. 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O Streptococcus do grupo B é considerado a principal causa de
corioamnionite, endomiometrite puerperal e sepse neonatal, em muitos paises. A
frequéncia e os fatores de risco para colonizacdo de gestantes, por esse agente,
variam em diferentes populacdes, na dependéncia de fatores biolégicos e socio-
econdmicos (Larsen & Sever 2008).

Para prevenir a sepse neonatal pelo EGB, o Centro de Controle de Doencas,
no EUA preconiza, desde 2002, o rastreamento rotineiro de todas as gestantes,
entre a 35 e a 37 semanas de gestacao, seguida pela profilaxia antimicrobiana para
as mulheres colonizadas. Essa estratégia apresentou comprovada reducdo na
incidéncia de sepse neonatal precoce, nos Estados Unidos e varios paises da
Europa (Schrag et al. 2002).

No Brasil sdo os escassos os dados referentes a morbidade pela doenca
neonatal pelo EGB e nao existe recomendacao oficial do Ministério da Saude para
rastreamento do EGB em todas as gestantes. A maioria dos estudos sobre
prevaléncia de colonizacdo pelo EGB foi conduzida nas regides sul e sudeste
(Benchetrit et al. 1982, Pogere et al. 2005, El Beitune et al. 2006, Nomura et al.
2006). Em Goias, nao existe, até o presente momento, publicacdo sobre o perfil
epidemiol6gico e microbioldgico desse agente em gestantes, nem sobre a incidéncia
da doenca invasiva pelo EGB nos neonatos.



22

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimar a prevaléncia e identificar fatores associados a colonizagdo pelo
Streptococcus do grupo B, em gestantes em um servico de referéncia materno-
infantil em Goiania. Descrever o perfil fenotipico e genotipico dos Streptococcus do
grupo B isolados.

3.2 Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia de colonizagao, anal e vaginal, pelo EGB em mulheres,
a partir da 322 semana de gestacao, atendidas em um hospital publico de referéncia

Hospital Materno Infantil de Goiania.

Identificar potenciais fatores de riscos para colonizagdo pelo EGB, nessa
populacao.

Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas de
Streptococcus do grupo B isoladas.

Comparar os isolados obtidos através da técnica de Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) visando estabelecer relacdo genética entre os mesmos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo de corte transversal, realizado no Hospital Materno
Infantil (HMI) em Goiania-Goias, unidade publica estadual de saude voltada para o
atendimento da mulher e da crianga. O HMI dispbe de um servigo de pré-natal de
alto risco (quatro ambulatérios) com cerca de 160 pacientes atendidas por més e
dispde, também, de um servico de emergéncia obstétrica, em periodo integral, com
atendimento de aproximadamente 1800 gestantes por més.

4.2 Populacao

4.2.1 Critérios de inclusao

Foram convidadas a participar do estudo as pacientes com idade gestacional
maior que 32 semanas, atendidas no servico de pré-natal de alto risco do Hospital
Materno Infantil, na emergéncia obstétrica e no pré-parto, no periodo de marco a
junho de 2009. Foram incluidas as pacientes com gestacao Unica ou multipla; com
ou sem ruptura prematura de membranas amniéticas; com ou sem a presenca de
morbidades associadas (por exemplo, infeccdo pelo HIV, diabetes mellitus,
hipertensdo arterial, etc.) que, ap6s serem informadas do estudo, consentiram em
participar de forma voluntaria, através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (anexo 2).

4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo as gestantes que se encontravam em trabalho de
parto em evolucao e aquelas que relataram uso de antimicrobianos ou uso de creme

vaginal nos ultimos sete dias.
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4.2.3 Calculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi estabelecido levando-se em conta as estimativas
de prevaléncia de colonizacao pelo EGB em gestantes que variam de 15,0 a 30,0%,
no Brasil. O célculo do tamanho da amostra foi realizado para detectar prevaléncias
de 15,0%, com precisao de 5,0% e nivel de confianca de 95%. Considerando 10,0%
de recusas/inelegibilidade estimou-se que seria necessario convidar 216 gestantes,
com previsao de amostra final de 196 gestantes. A amostragem foi de conveniéncia.

4.3 Entrevista

Apé6s a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
cada participante do estudo respondeu a um questionario sobre suas condicdes
sécio-demograficas, uso de medicamentos, antecedentes obstétricos, numero de
parceiros sexuais em um ano anterior a gestacdo, ocorréncia de abortamento
espontaneo, presenca de diabetes, hipertensao arterial, infeccao pelo HIV, infeccao
urinaria, necessidade de internacdo durante a gestacdo, histéria de doencas
sexualmente transmissiveis, relato de natimorto e historia de filho falecido com até

trés meses de vida (anexo 1).

4.4 Coleta e processamento das amostras bioldgicas

Foram colhidas amostras de secregao vaginal e anal das pacientes elegiveis

e que aceitaram participar do estudo.

A secrecao vaginal foi obtida com introdugdo de swab estéril através do
intréito vaginal, sem a utilizacdo de espéculo. A amostra foi colhida introduzindo o
swab por cerca de dois centimetros e com movimentos giratérios por toda a

circunferéncia da parede vaginal.

O material anorretal foi obtido com segundo swab estéril, com introducéo
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através do orificio anal para coleta de amostras da parede distal do reto. O swab foi
introduzido por cerca de quatro centimetros com movimentos giratorios por toda a

circunferéncia da parede do reto.

4.4.1 Transporte das amostras

Apbs a coleta os swabs foram colocados separadamente em dois tubos
distintos contendo meio de transporte Stuart e transportados para o Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), onde foi realizado o isolamento e
identificacdo do EGB.

4.4.2 Isolamento e identificacao

4.4.2.1 Isolamento

O isolamento e a identificacdo do EGB foram realizados no IPTSP. Os swabs
contendo o material colhido da gestante foram inoculados separadamente no meio
seletivo, caldo de Todd-Hewitt contendo gentamicina (15 pg/ml) e &cido nalidixico (8
ug/ml), adquiridos comercialmente da Probac do Brasil. As amostras inoculadas
foram incubadas a 36°C por 18 a 24 horas. Apds a incubagao as culturas foram
semeadas em agar sangue de carneiro 5% e incubadas a 36°C por mais 24 horas.

4.4.2.2 Identificacao

As colbnias delicadas, cremosas, acinzentadas, circundadas por um halo de
hemdlise total (beta-hemdlise) (figuras 2 e 3), foram submetidas a bacterioscopia de

Gram.
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FIGURA 2 — Hemolise em Agar sangue FIGURA 3 — Coldnias de beta-hemoélise

As colbnias compativeis com cocos gram-positivos dispostos em cadeia foram
testadas quanto a capacidade de produzir catalase. As colbnias catalase-negativas
suspeitas foram submetidas ao teste de CAMP.

4.4.2.3 Teste de CAMP

O teste de CAMP ¢ indicado para identificacdo presuntiva do EGB. Foi
utilizado, para sua realizagdo, o Kit hemolisinabac adquirido comercialmente da
Probac do Brasil que consiste em uma placa contendo agar sangue e agar Todd-
hewitt sangue e uma fita impregnada com Staphylococcus aureus. S. aureus é
produtor de beta lisina que intensifica a hemalise discreta do S. agalactiae (semeada
perpendicularmente a fita). O teste é positivo quando ocorre a formacao de uma
zona clara em forma de flecha sobre a superficie da placa (Figura 4). As cepas
positivas para estes testes foram consideradas Streptococcus agalactie.

FIGURA 4 — Teste de CAMP positivo.
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4.4.3 Suscetibilidade aos antimicrobianos

Os isolados foram submetidos ao teste de suscetibilidade in vitro pela técnica
de disco difusdo, segundo as recomendacdes do CLSI (CLSI 2005), aos seguintes
antimicrobianos: Penicilina, Vancomicina, Eritromicina, Clindamicina, Levofloxacina e

Ceftriaxona.

O in6culo foi preparado fazendo uma suspensao direta em solucao fisioldgica
e ajustada para que a turbidez fosse compativel com a solugcéao padrao de McFarland
0,5. Ap6s 0 ajuste da suspensdao, com auxilio de um swab estéril, houve a
semeadura do in6culo em placa de agar Muller-Hinton acrescido de 4gar sangue e
em seguida foram adicionados os discos de antibidticos a serem testados. Apds a
aplicagéo dos discos as placas foram invertidas e incubadas a temperatura de 35-
37° C, sob uma atmosfera de 5% de diéxido de carbono (CO2). A leitura foi realizada
apds 18-24h segundo os critérios estabelecidos pelo CLSI (CLSI 2005), onde os
isolados foram classificados em sensiveis (S), resistentes (R) ou apresentaram
sensibilidade intermediaria (l).

4.4 Analise Genética - PFGE

Para a avaliacao da diversidade genética, os isolados foram submetidos a
macrorrestricdo do DNA por enzima de restricdo (Smal) seguida de eletroforese em
gel em campo pulsado (PFGE) segundo o protocolo de McEllistrem et al. (2000) com
modificacoes.

Apos cultivo em agar sangue, uma col6nia de cada isolado de EGB foi inoculada em
5mL de BHI (Brain Heart Infusion) e incubada a 37°C por seis horas em atmosfera
de 5% de CO2. A cultura foi centrifugada a 12.000 rpm/cinco minutos a 40C, e o
sedimento suspendido em tampao PIV (10mM Tris-HCI pH 8,0; 1M NaCl),
novamente centrifugado e ressuspenso em 200uL de PIV. Apés a padronizacdo da
suspensao bacteriana com PIV, os plugs foram confeccionados com 100 uL da
suspensao bacteriana e 100uL de agarose Low melting point (LMP) a 1,5%. Os
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plugs foram incubados em tampao ES (0,5M EDTA pH 9,0; 1% sarcosyl) acrescido
de Proteinase K (1mg/mL) a 500C/17h. Os plugs foram entdo lavados com tampéao
TE 1X (10mM Tris pH 7,5; 1mM EDTA pH 8,0) por 30 minutos a temperatura
ambiente. Este procedimento foi repetido cinco vezes. Um plug de cada amostra foi
digerido com 20U de enzima de restricdo Smal durante pelo menos seis horas. Os
fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 1% por eletroforese em
campo pulsado em tampao TBE 0,5X (Tris 90mM, acido bérico 90mM e EDTA 2mM)
no sistema CHEF DRIl (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA). Para a resolugdao dos
fragmentos de restrigdo foi utilizada corrente alternando com intervalos de pulso de 5
a 35 segundos a 6 V/cm e temperatura de 11,3°C por 23 horas. Apés a eletroforese,
o gel foi corado em solugao aquosa contendo GelRed (3000X) durante 10 minutos,
descorado em agua destilada, fotografado sob transiluminagdo com luz ultravioleta e
capturados com o sistema Molecular Imager GelDoc XR (Bio-Rad). As fotos foram
digitalizadas e para andlise posterior. Foi utilizado como padrdo de peso molecular
Lambda DNA ladder PFGE (New England Biolabs, Ipswich, MA).

A analise do perfil dos fragmentos de macrorrestriccdo resultantes foi
inicialmente realizada por inspecao visual segundo os critérios sistematizados por
Tenover et al. (1995): (i) cepas geneticamente indistinguiveis, quando as cepas
apresentaram perfil de restricdo com o mesmo numero de bandas e correspondéncia
de tamanho entre elas; (ii) cepas estritamente relacionadas, quando as cepas
diferiram em duas a trés bandas nos perfis de restricao; (iii) cepas possivelmente
relacionadas, quando as cepas diferiram em 4 a 6 bandas nos perfis de restricao e
(iv) cepas néo relacionadas, quando as cepas diferiram em sete ou mais bandas nos
perfis de restricéo.

A construcao do dendrograma, para avaliar a relagdo genética entre as cepas
foi realizada utilizando-se o coeficiente de similaridade de Dice (Dice 1945), baseado
na posicao e no numero de bandas e no algoritmo de analise filogenética UPGMA
(Unweighted Pair-Groups Method) através de agrupamentos por médias nao
ponderadas (Sneath and Sokal 1973). Os parametros de otimizacdo e tolerancia

foram utilizados com os respectivos valores, 0,8 e 1,2%. Cada cluster de isolados foi
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definido como um grupamento de perfis (n = 2) apresentando um coeficiente de
similaridade acima de 80% (Carrico et al. 2005).

4. 5 Processamento e analise de dados

Os dados coletados foram armazenados em planilha eletrénica (Excel) sendo
utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences versao 13.0 (SPSS

Inc., Chicago IL, EUA) para analise estatistica.

Inicialmente foi realizada analise descritiva das principais caracteristicas
sécio-demograficas, caracteristicas clinicas e obstétricas das participantes. Foram
utilizados testes de estatistica descritiva e exploratéria: medidas de tendéncia central
e dispersdo para variaveis continuas; distribuicdo percentual com respectivos
intervalos de confianga para variaveis categéricas. Aplicou-se o teste de x® para
avaliar as diferencas nas distribuicdes de frequéncias e teste t utilizado para avaliar

diferengas entre medias.

Foram calculadas as prevaléncias de colonizagédo pelo EGB nos sitios vaginal
e anal com respectivos com respectivos intervalos de 95% de confianca (IC 95%). A
razdo dos produtos cruzados (OR) foi utilizada como medida de associacéao entre as
variaveis de exposicdo (sécio-econ6micas e obstétricas) e a presenca de

colonizacao pelo EGB.

Para identificar varidveis soécio-demograficas potencialmente preditoras da
colonizagao pelo EGB foi criado um escore de risco. Gestantes com menos de 20
anos ou com renda familiar < 1 salario minimo ou de raga nao branca ou com < 8
anos de estudo foram consideradas como de risco para EGB e comparadas com
aquelas que nao apresentavam nenhum desses fatores. Outra avaliacéo foi para os
fatores de risco obstétricos. Gestantes como pelo menos um dos seguintes fatores
de risco: ser primigesta, histéria de abortamento espontaneo, histéria de parto
prematuro, relato de ruptura prematura de membranas amnibdticas em gestacao
anterior ou de falecimento de filho antes de trés meses de idade, foram comparadas
com o grupo de gestantes sem nenhum desses fatores. Foram calculadas a
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sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e acuracia
desses agrupamentos de variaveis para predicdo de colonizagdo. O isolamento

bacteriano do EGB foi considerado o padrdo ouro para essa comparagao.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

O processamento e a andlise de dados foram realizados no Departamento de
Saude Coletiva do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias.

4.6 Consideracoes éticas

A presente pesquisa foi submetida a analise e aprovacdo do Comité de Etica
e Pesquisa do HMI e, por atender as normas da resolu¢cdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, teve parecer favoravel (carta de aprovacao n° 24/08). A coleta
das amostras e dos dados das participantes se iniciou somente apds a aprovacao do
projeto de pesquisa (Anexo 4).

Todas gestantes elegiveis foram orientadas sobre a pesquisa, sendo
recrutadas aquelas que concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, em conformidade com as normas da Resolucdo 196/96, do Conselho
Nacional de Saude (Anexo 2).

Esta pesquisa ndo implicou em qualquer risco para as participantes
envolvidas e as intervengdes propostas ja foram validadas pelas Sociedades
médicas competentes. A coleta de material para pesquisa de Streptococcus grupo B

na vagina e no canal anal é in6cua e foi realizada por profissionais habilitados.

Os resultados dos exames de cultura foram entregues para as participantes
do estudo para que seu médico assistente pudesse propor as medidas profilaticas
cabiveis para evitar a transmissao vertical do EGB.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas socio-demograficas, clinicas e obstétricas

Um total de 206 gestantes, a partir da 322 semana de gestacao atendidas no
Hospital Materno Infantil entre 01 de margo a 30 de junho de 2009, aceitou participar
do presente estudo. A maioria das gestantes (74,3%) residia no municipio de
Goiania ou municipios do entorno e 20,4% eram procedentes de diferentes regides
do Estado de Goias, compreendendo 34 municipios. A idade das gestantes variou
de 12 a 45 anos com média de 25,4 anos (dp=6,5).

No momento da entrevista 128 gestantes (62,1%) relataram uso de algum tipo
de medicamento, nos ultimos sete dias, das quais oito referiram uso de antibiéticos.
Gestantes em uso de antimicrobianos foram excluidas da presente analise. Dessa
forma, foram elegiveis 198 gestantes, do total das entrevistadas. Todas as
participantes sabiam ler e escrever, sendo que 108 (56,5%) referiram mais de oito
anos de estudo. Aproximadamente 60% referiram ter renda familiar mensal de até
um salario minimo e 34,4% de dois a trés salarios minimos (Tabela 2). A quase
totalidade das gestantes (91,4%) relatou apenas um parceiro sexual no ano anterior
a gestacao.
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TABELA 2 — Caracteristicas socio-demogréaficas de 198 gestantes atendidas em
servico de saude materno-infantil, marco a julho de 2009.

Variaveis N %

Idade

12-19 anos 38 19,2
20- 35 anos 145 73,2
36- 45 anos 15 7,6
Municipio de residéncia®

Goiania e entorno 142 75,9
Outros municipios 45 24 1
Escolaridade °

< 8 anos 83 43,5
> 8 anos 108 56,5
Renda Familiar °

Até 1 salario minimo 118 61,4
2 a 3 salarios minimos 66 34,4
Acima de 4 saléarios 8 4,2

Sem informagéo: a =11, b = 7 e ¢ = 6 participantes.

A tabela 3 apresenta as caracteristicas obstétricas das 198 gestantes
avaliadas. A época da entrevista, mais da metade gestantes (53,5%) referiu idade
gestacional = 35 semanas. Gestacdo gemelar foi relatada por 12 (6,2%)
participantes. Observou-se que 55 (28,1%) eram primigestas, 114 (58,2%) referiam
uma ou duas gravidezes e 27 (13,8%) trés ou mais gestagdes prévias. Excluindo as
primigestas, 48 mulheres (34,0%) relataram histéria de abortamento espontaneo e
26 (18,7%) trabalho de parto prematuro. A ruptura prematura de membranas
amnioticas foi referida por 21 (15,3%) das participantes, em alguma das gestacdes
prévias. A ocorréncia de febre intraparto foi relatada por duas (1,5%) das gestantes.
Nove (6,4%) referiram filho natimorto e oito (5,7 %) falecimento de filho antes dos
trés meses de vida.
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TABELA 3 — Caracteristicas obstétricas de 198 gestantes atendidas em servico de
saude materno-infantil, margo a julho de 2009.

Gestacao Atual N %

Idade Gestacional

32 — 34 semanas 92 46,5
> 35 semanas 106 53,5
N2 de Conceptos?

Um 183 93,8
Gemelar 12 6,2

Antecedentes Obstétricos

N° de gestacdes prévias °

Nenhuma (Primigesta) 55 28,1
Uma a duas gestacdes 114 58,2
Trés gestacdes ou mais gestacoes 16 8,2
Quatro a nove gestacdes 11 5,6
Abortamento espontaneo 48 34,0
Parto prematuro ° 26 18,7
Ruptura prematura de membranas ° 21 15,3
Febre em parto anterior ° 2 1,5
Filho Natimorto 9 6,4
Filho falecido antes de trés meses de vida ¢ 8 5,7

Sem informacgao: a= 3, b=2, c=4 d= 1

A ocorréncia de infeccdo no trato urinario foi relatada por 108 gestantes
(55,1%) sendo que 53 mulheres (26,9%) referiram internacdo, em algum momento
da gestacdo atual, por diferentes motivos (Tabela 4). Os principais motivos para
internacdo, segundo as gestantes, foram: infeccdes no trato urinario (13 gestantes),
hipertensao arterial (11 gestantes) e ameaca de parto prematuro (5 gestantes).

A investigacdo sobre a presengca de morbidade clinica, durante a atual
gestacdo, revelou que das 198 pacientes elegiveis para o estudo, 30 (15,9%)
relataram hipertensdo arterial. Ao serem questionadas sobre a presenca de

diabetes, oito (4,2%) afirmaram ser diabéticas. Nove gestantes (4,5%) sabiam ser
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portadoras do HIV, 171 (86,4%) referiam ser soronegativas e dezoito (9,1%) néo
conheciam seu status sorolégico. Em relacdo a outras doencas sexualmente
transmissiveis (DST), seis (3,0%) gestantes responderam que ja tiveram alguma
doenca DST. Dessas, duas gestantes referiram infeccdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV), uma gonorréia e uma sifilis. Os dados sobre antecedentes de
morbidades estdo da tabela 4.

TABELA 4 — Antecedentes de morbidades clinica em 198 gestantes atendidas
em servico de saude materno-infantil, marco a julho de 2009.

Variaveis N %

Infecgdo urinaria na gestagao atual ® 108 55,1
Internacéo hospitalar na gestacéo atual ® 53 26,9
Diabetes melitus ° 8 4,2
Hipertensao arterial ¢ 30 15,9
Soropositividade para HIV © 9 4,5
Antecedentes de DST 2 6 3,0

Sem informagédo: a=2 b=1,¢c=8,d =10

5.2 Prevaléncia e fatores associados a colonizacao pelo EGB

O S. agalactiae foi isolado em 30 das 198 pacientes, resultando em uma
prevaléncia de 15,2 % (IC95% 10,5 - 20,9). Entre as 30 gestantes colonizadas pelo
EGB, 28 (14,1%) apresentaram cultura positiva no sitio vaginal e 14 (7,1%) no sitio
anal (Tabela 5).

TABELA 5 — Prevaléncia de Colonizacao pelo EGB em 198 gestantes atendidas em

servico de salde materno-infantil, marco a julho de 2009.

Colonizacao pelo EGB

Sitio anatomico

Presente % (IC 95%)
Vaginal 28 14,1 (9,6 — 19,8)
Anal 14 7,1(3,9-11,6)
Total (vaginal ou anal) 30 15,2 (10,5 —20,9)
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Em analise univariada nao foi evidenciada associacdo, estatisticamente
significativa, entre colonizagdo por EGB e raca, escolaridade, antecedentes
obstétricos, histéria de abortamento espontaneo, diabetes, infeccao pelo HIV,
hipertensdo, ITU e histéria de internagcdo durante a gestacao (Tabelas 6 e 7).
Também nao houve diferencga, estatisticamente significante, entre a média de idade
(24,9 anos; dp=7,4) das gestantes colonizadas em comparacao com a média de
idade (25,5; dp= 6,4) das ndo colonizadas (F=0,21; p=0,65). Porém, quando a idade
das gestantes foi agrupada em duas faixas: adolescentes (12-19 anos) versus nao
adolescentes, as adolescentes apresentaram maiores indices de colonizagdo pelo
EGB (p=0,03). Gestantes que referiram renda familiar de até um salario minimo
também apresentaram maiores percentuais de colonizagdo pelo EGB, quando
comparadas com as mulheres com renda maior renda (p=0,02).

TABELA 6 — Analise univariada de fatores sdcio-demograficos associados com a
colonizacao do EGB em 198 gestantes atendidas em servico de salde materno-
infantil, margo a julho de 2009.

EGB
Variaveis OR (IC95%) P
Presente Ausente
Idade
12-19 anos 10 28 2,5(0,97-6,39) 0,033*
> 20 anos 20 140
Raca *
Negras 6 15 2,42 (0,75-7,54) 0,981
N&o negras 24 145
Escolaridade °
< 8 anos 15 68 1,37 (0,59-3,20) 0,430
> 8 anos 15 93
Renda
Até 1 salério 23 95 2,99 (1,08-8,67) 0,019*
> 1 salario 6 74

Sem informacéo:
a=8 b=7



36

TABELA 7 — Andlise univariada de fatores clinico-obstétricos associados com a
colonizagdo do EGB em 198 gestantes atendidas em servico de saude materno-

infantil, margo a julho de 2009.

N EGB .
Variaveis Prosente Ausente OR (IC95%) P
Gestacoes Prévias °©
Primigestas 11 44 1,61 (0,65-3,90) 0,254
Multiparas 19 122
Abortamento espontaneo
Sim 9 40 0,53 (0,18-1,61) 0,196
Nao 21 128
Diabetes ¢
Sim 0 8 0,00(0,00 -3,21) 0,220
Néo 29 153
Sorologia HIV ®
Positivo 1 8 0,70 (0,03-5,92) 0,737
Negativo 26 145
Hipertensao '
Sim 3 27 0,59 (0,13-2,27) 0,411
Néo 25 133
ITU na gestacéo °
Sim 14 94 0,79 (0,33-1,88) 0,558
Nao 14 74
Internagéo na gravidez "
Sim 8 45 0,99 (0,36-2,54) 0,975
Néo 22 122
Parto Prematuro '
Sim 2 23 0,81 (0,14-3,18) 0,749
Néo 16 99
Ruptura de membranas
Sim 3 18 1,4 (0,19-4,67) 0,843
Néo 15 103
Febre em parto anterior :
Sim 0 2 0,0 (0,0- 36,49) 0,583
Nao 18 119
Natimorto ™
Sim 0 9 0,0 (0,0-3,36) 0,225
Néo 19 115
Filho falecido "
Sim 1 8 0,0 (0,0-4,14)
Nao 18 116
Sem informacao:
c=2 d=8 e=18
=10 g=2 h=1
i=2 j=59 =4 m=7
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Para avaliar a presenca de pelo menos um fator de risco associado a
colonizacdo materna pelo EGB foi construido um escore de risco socio-demogréfico
e outro relacionado aos riscos obstétricos. No escore de risco socio-demografico
foram consideradas as variaveis: idade (< 20 anos), renda familiar (< 1 salario
minimo), raca (ndo branca) e escolaridade (< 8 anos de estudo). A associacao entre
ter pelo menos um fator de risco e estar colonizada apresentou 96,6 % de
sensibilidade, 9,5 % de especificidade, o valor preditivo positivo foi de 16,0 % e o
valor preditivo negativo foi de 5,9 %, a acuréacia foi de 22,7 % (tabela 8). No escore
de riscos obstétricos foram associados com a colonizacdo: numero de gestacoes
prévias, historia de abortamento espontaneo, histéria de parto prematuro, relato de
ruptura prematura de membranas amniéticas em gestagao anterior e de falecimento
de filho antes de trés meses de idade. A sensibilidade foi de 79,3%, a especificidade
foi de 35,4%, os valores preditivos positivo e negativo foram de 17,9 % e 90,6 %,
respectivamente. A acuracia desta associacao foi de 42,0 % (tabela 9).

TABELA 8 — Associagao entre a presenca de pelo menos um fator de risco sécio-
demografico e colonizacédo pelo EGB em gestantes atendidas em servico de saude
materno-infantil, marco a julho de 2009.

Presenca de pelo Colonizacao EGB

menos um fator

de risco a Presente Ausente Total
Presente 29 152 181
Ausente 1 16 17
Total 30 168 198

a Fatores de risco = idade ( < 20 anos), renda familiar (< 1 salario minimo), raca (ndo branca) e
escolaridade ( < 8 anos de estudo).

OR (IC 95 %) = 3,05 (0,44 — 132,36) p= 0,26

Sensibilidade= 96,6 % Especificidade= 9,5 %, Acuracia= 22,7%

Valor Preditivo Positivo= 16,0 %, Valor Preditivo Negativo = 5,9 %
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TABELA 9 — Associacdo entre a presenca de pelo menos um fator de risco
obstétrico e colonizacdo pelo EGB em gestantes atendidas em servico de saude

materno-infantil, marco a julho de 2009.

Presenca de pelo Colonizacao EGB

menos a um fator

de risco * Presente Ausente Total
Presente 23 106 129
Ausente 6 58 64
Total 29 164 193

* Fatores de risco = primigestacao, historia de abortamento esponténeo, histéria de parto prematuro,
relato de ruptura prematura de membranas amniéticas em gestacao anterior e de falecimento de filho
antes de trés meses de idade

a Sem informagéo = 5

OR (IC 95 %) = 2,10 (0,77 — 6,64) p= 0,12

Sensibilidade= 79,3 %, Especificidade= 35,5 %, Acuracia= 42,0 %

VPP= 17,9 %, VPN= 90,6

5.3 Perfil fenotipico e genotipico do isolados

Trinta gestantes estavam colonizadas pelo EGB, sendo 28 com colonizagao
vaginal, das quais 12 também estavam colonizadas na regido anal e duas apenas no

sitio anal, perfazendo um total de 42 amostras positivas.

O antibiograma realizado nas 42 amostras (incluindo amostras dos sitios
vaginal e anal) consideradas positivas revelou que todos os isolados foram sensiveis
a penicilina, vancomicina, ceftriaxona e levofloxacina. Trés (7,1%) apresentaram
resisténcia a eritromicina e dois (4,7%) foram resistentes a clindamicina. A
resisténcia a eritromicina e a clindamicina foi concomitante em duas amostras,
apresentando teste D positivo ou resisténcia induzivel a clindamicina. A sensibilidade
aos antimicrobianos testados esta representada na Figura 5.
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E Clindamicina
W Eritromicina
O Levofloxacina
O ceftriaxona
I Vancomicina
O Penicilina

92% 93% 94% 95% 96% 97% 98% 99% 100%

FIGURA 5 — Perfil de Sensibilidade dos EGB isolados em 42 amostras, de 30 gestantes atendidas
em servico de saude materno-infantil, marco a julho de 2009.

A analise genética das 42 amostras positivas realizada através do PFGE
revelou a existéncia de 19 pulsotipos (PT) diferentes (A — S) e quatro clusters (CL)
(1 — 4) definidos por amostras que apresentaram similaridade 280%. O PT é definido
como o mesmo perfil de similaridade. Dois clusters (1 e 4) agruparam oito cepas
cada um e os clusters 2 e 3 agruparam seis cepas cada um. Quatorze cepas foram

consideradas néo relacionadas com estes quatro clusters.

Das 12 pacientes em que foi realizado o isolamento do EGB nos sitios anal e
vaginal simultaneamente, nove apresentaram cepas geneticamente idénticas. Em
duas pacientes, as cepas isoladas foram estritamente relacionadas e em uma, a
analise genética revelou se tratarem de cepas diferentes, ou seja, a paciente estava

colonizada por duas cepas diferentes ao mesmo tempo (Figura 6).

Observamos ainda que o mesmo perfil genético foi ocorreu em pacientes
diferentes (PTs: A, K e L), demonstrando que o mesmo clusters circula entre

pacientes diferentes.
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FIGURA 6 - Relagao clonal de Streptococcus agalactiae isolados de gestantes em servigo
de referéncia materno-infantil de Goiania/GO, estabelecida por PFGE ap6s digestdo do DNA
com enzima de restricdo Smal. Os clusters sao designados por numeros, pulsotipos (PT)
por letras maiusculas e subtipos (ST) por letras e numeros.

A: amostra de origem anal
V: amostra de origem vaginal
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a prevaléncia de colonizacao pelo EGB foi de 15,2%, em
198 gestantes atendidas no HMI de Goiania, servico de referéncia para gestacao de
alto-risco, da rede publica de Goias. Foram convidadas a participar do estudo,
gestantes a partir da 322 semana de gestacdo e nao a partir da 352, conforme
recomendacgado do CDC para o rastreamento do EGB (Schrag et al. 2002). Embora
nao exista recomendacao oficial no Brasil, o Projeto Diretrizes da Associacao Médica
Brasileira sugere a realizacédo de cultura para EGB, no terceiro trimestre gestacional,
apenas se houver fatores de risco (Amaral 2005).

A opcgao de iniciar o rastreamento em idade gestacional mais precoce, no
presente estudo, teve como justificativa o perfil clinico - obstétrico da clientela desse
servico de referéncia. Uma parcela significativa das gestantes cadastradas nessa
unidade de saude tem antecedente de parto prematuro ou ruptura prematura de
membranas, em gestacoes prévias. Portanto, a detec¢ao da colonizacao pelo EGB,
nas mulheres com idade gestacional a partir de 322 semana possibilitaria a adocao
da profilaxia antimicrobiana baseada em resultados de cultura. De forma
semelhante, estudo realizado em Hospital Escola no Rio de Janeiro, incluiu
gestantes entre a 32° e a 412 semanas de gestacao (Borger et al. 2005). A questao
relevante, em relacdo a época do rastreamento, € qual o significado da deteccao
desse agente, no inicio do terceiro trimestre. Sabe-se que a colonizagédo pelo EGB
pode ser intermitente e o risco de sepse neonatal estd associado com a presenca
desse agente, no momento do parto. Gestantes no inicio da gravidez nao
colonizadas podem apresentar cultura positiva no ultimo trimestre de gestacao, bem
como, quando a colonizacdo é diagnosticada precocemente, podem ser submetidas
ao tratamento e novamente se re-colonizarem no final da gravidez (Regan et al.
1991).

Na literatura cientifica, as estimativas de prevaléncia de colonizacdo pelo
EGB em gestantes, variam largamente, desde 2,0 a quase 40%, em diferentes

estudos, provavelmente na dependéncia de fatores sécio-demograficos e obstétricos
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da populacdo estudada, do sitio anatdbmico pesquisado e das técnicas
bacteriolégicas de isolamento utilizadas (Barcaite et al. 2008, de Steenwinkel et al.
2008). Estimativas similares as encontradas no presente estudo foram descritas em
estudos realizados em varios paises da America do Norte e da Europa (Regan et al.
1991, Barcaite et al. 2008).

Um estudo de revisdo sobre a prevaléncia de colonizagdo pelo EGB, em
gestantes no México, analisou nove estudos, perfazendo um total de 2.942
gestantes investigadas. A prevaléncia de colonizacdo, nessa revisdo foi de 9,5%
(Figueroa et al. 2007). Nos Estados Unidos, estudo conduzido em uma populacao de
7.742 mulheres, entre 23-26 semanas de gestacao, encontrou uma prevaléncia de
18,6% para a colonizacao pelo EGB, sendo mais frequente entre hispénicas e
negras. Demonstrou ainda, maior taxa de ocorréncia em mulheres mais idosas, de
baixa paridade, sem parceiro fixo e com baixa escolaridade (Regan et al. 1991). Em
uma revisao sistematica, sobre a prevaléncia de EGB na Europa, foram analisados
21 estudos, englobando 24.093 mulheres de 13 paises, com taxas de colonizacao
EGB variando de 6,5 a 36,0%, sendo que em um terco dos estudos o percentual de
colonizagao foi igual ou superior a 20% (Barcaite et al. 2008).

No Brasil, os primeiros estudos sobre a colonizacado pelo EGB em gestantes,
foram realizados no Sul, na década de 1980 e encontraram prevaléncias de
aproximadamente 25% de gestantes colonizadas (Benchetrit et al. 1982, Smania
Junior et al. 1986). De forma similar aos resultados do presente estudo, pesquisas
conduzidas predominantemente em hospitais-escola das regides sul e sudeste do
Brasil, descrevem percentuais de colonizacédo pelo EGB em gestantes, variando de
15 a 20% (Mocelin et al. 1995, Dias 2003, Beraldo et al. 2004, Borger et al. 2005, El
Beitune et al. 2006, Zusman et al. 2006, Simdes et al. 2007, Caetano 2008). Mocelin
et al. (1995) estimaram em 15% a prevaléncia de colonizacdo pelo EGB em 100
gestantes atendidas em Hospital Universitario de Londrina. Prevaléncia similar de
colonizagao foi evidenciada em gestantes atendidas na rede publica de Uberaba em
Minas Gerais Pogere et. al (2004) avaliaram 273 gestantes atendidas em um
Hospital Universitario de Santa Catarina e detectaram uma prevaléncia de
colonizacdo pelo EGB de 21,6%. No Rio de Janeiro, Borger et al. (2005) relatam
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indices de colonizacédo pelo EGB em 19,2% de 167 gestantes atendidas em uma
maternidade escola. Percentuais mais altos de colonizacao (27,6%) foram descritos
por Nomura et al. (2006), em estudo com gestantes em trabalho de parto e
portadoras de fatores de risco obstétricos, em Sao Paulo. Na regido centro-oeste,
até o presente momento apenas dois estudos foram publicados. No estudo
conduzido em Brasilia, ha mais de duas décadas, foram encontradas as menores
prevaléncias entre os estudos brasileiros, com apenas 4,0% de gestantes
colonizadas pelo EGB (Rocha et al. 1984). Em contrapartida, as maiores
prevaléncias no Brasil foram descritas no estudo conduzido em Cuiaba, no qual mais

de 30% das gestantes estavam colonizadas pelo EGB (Darian et al. 2008).

Embora a literatura cientifica sugira um maior risco de colonizag¢ao pelo EGB
em diabética (Ramos et al. 1997), o presente estudo ndo detectou diferencas
significativas no percentual de colonizagdo por EGB entre as gestantes diabéticas e
as nao diabéticas. De forma semelhante, estudo conduzido no Rio de Janeiro
(Borger, 2005) também n&o evidenciou essa associacdo. Cabe ressaltar que o
namero de gestantes diabéticas, tanto no nosso estudo, quanto no de Borges foi
relativamente pequeno, e talvez insuficiente para detectar essa diferenga. Na nossa
casuistica, gestantes HIV positivas também nao apresentaram percentuais maiores
de colonizacado pelo EGB, em consonancia com estudo realizado em Campinas —
Sao Paulo, entre 2002 e 2003 (El Beitune et al. 2006).

Considerando que 15% das gestantes estdo colonizadas pelo EGB, é
possivel estimar que exista um contingente significativo de recém-nascidos expostos
a esse agente. Esses recém-nascidos apresentam risco aumentado de desenvolver
sepse neonatal, caso nao seja instituida antibioticoprofilaxia, para as gestantes
colonizadas. Estudo publicado em 1990 mostrou que programas de rastreamento
universal sdo custo-efetivos quando as taxas de colonizacdo materna superam 0s
10% (Strickland et al. 1990).

Caracteristicas socio-demograficas, comportamento sexual e antecedentes
obstétricos foram amplamente investigados, na literatura cientifica, como fatores

potencialmente associados com risco de colonizacao pelo EGB em gestante. Na
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maioria das vezes, os resultados obtidos ndo sao concordantes, sugerindo uma
grande variacao de fatores, provavelmente relacionados a questées metodoldgicas.
No presente estudo, baixa renda e idade inferior a 20 anos foram as Unicas variaveis
associadas com maior risco de colonizacao pelo EGB. Estudo conduzido em
Campinas- Sao Paulo, encontrou que a raga branca e a baixa escolaridade foram
fatores associados a maior colonizagdo das gestantes (Nomura et al. 2006). Em
contrapartida, nos Estados Unidos, estudo publicado no inicio da década de 90,
evidenciou maior freqiiéncia de colonizagédo entre hispanicas e negras. Demonstrou
ainda, maior taxa de ocorréncia em mulheres mais idosas, de baixa paridade, sem
parceiro fixo e com baixa escolaridade Entretanto, os autores concluiram que néo
era possivel selecionar um grupo de mulheres com alta probabilidade de estarem
colonizadas, considerando as caracteristicas so6cio-demograficas e obstétricas
(Regan et al. 1991).

No presente estudo, de forma similar ao resultado obtido em uma
maternidade escola de Jundiai-MG (Simobes et al. 2007), ndo foi encontrada
associacao entre antecedentes obstétricos e colonizacédo pelo EGB. A presenca de
pelo menos um fator de risco, potencialmente, associado a colonizagdo materna pelo
EGB, nado teve bom desempenho para identificar as gestantes colonizadas,
apresentado baixos valores preditivos positivos e negativos. Assim, se a decisdo de
oferecer a quimioprofilaxia intraparto fosse baseada apenas na presenca ou nao dos
fatores de risco muitas gestantes receberiam a intervencdo, sem, contudo serem
portadoras do EGB e outras, que mesmo na auséncia de algum fator de risco,
poderiam estar colonizadas e privadas do tratamento, o que enfatiza a necessidade
da utilizagao de cultura para a deteccao de gestantes portadoras do EGB. De acordo
com as caracteristicas obstétricas e principalmente com as caracteristicas socio-
demograficas das pacientes cadastradas nessa unidade de saude, quase todas as

gestantes teriam pelo menos um critério para profilaxia.

Os nossos resultados estdo em concordancia com as estratégias propostas
pelo CDC em 2002 que recomenda o rastreamento através da cultura de material
colhido da regido vaginal e retal para todas as gestantes com idade gestacional
entre 35 e 37 semanas (Schrag et al. 2002). Em 1996, antes do rastreamento
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bacteriolégica o CDC recomendava o rastreamento baseada nos fatores de risco e a
realizacdo de cultura apenas para as gestantes portadoras de algum desses fatores
(CDC,1996). Apb6s a mudanca no protocolo de rastreamento das gestantes, houve
uma drastica reducao nos casos de sepse neonatal nos Estados Unidos (Schrag et
al. 2002).

A deteccao de gravidas colonizadas pelo EGB no ultimo trimestre de gestacao
se faz importante para propor medidas de prevencado e controle da transmissao
vertical para o RN. A cultura das secrecbes vaginal e retal para o isolamento do
agente € considerada o padrdo-ouro para a deteccdo do agente. A coleta de
amostras para cultura nos sitios anatémicos (vaginal e anal) e utilizacdo de meios
seletivos aumenta a sensibilidade do método e influencia nas taxas de colonizacao
(Rocha et al. 1984, Simdes et al. 2007). No presente estudo, a identificacdo do EGB
em amostras de sitio vaginal foi duas vezes maior que no sitio anal. Metade das
gestantes colonizadas néo teria sido identifica se as amostras tivessem sido colhidas
apenas do sitio anal. Em contrapartida, menos de 10% das gestantes estavam
colonizadas apenas no sitio anal. De acordo com outros estudos brasileiros, a dupla
testagem (vaginal e anal) aumenta a detecgdo de mulheres colonizadas (Beraldo et
al. 2004, Simdes et al. 2007).

Nos Uultimos 15 anos, as recomendagdes internacionais, baseadas nos
manuais do CDC, indicam a penicilina como droga de escolha para a profilaxia
antimicrobiana das gestantes colonizadas pelo EBG. No presente estudo, todos os
isolados eram sensiveis a penicilina, de forma semelhante ao descrito em outros
estudos conduzidos no Brasil, nos ultimos anos (Borger et al. 2005, Simdes et al.
2007, Costa et al. 2008). Os protocolos nacionais e internacionais recomendam o
uso da eritromicina e clindamicina para as gestantes alérgicas a penicilina. Na nossa
casuistica o percentual de resisténcia a essas drogas foi menor que 10%, similar aos
percentuais descritos no Rio de Janeiro e em Jundiai (Borger et al. 2005, Simdes et
al. 2007). Em contrapartida, em dois outros estudos (Simdes et al. 2007, Costa et al.
2008) quase 25% dos isolados eram resistentes a clindamicina ou eritromicina,
indicando a necessidade de testes de suscetibilidade para orientar a escolha do

antimicrobiano, para gestantes alérgicas a penicilina.
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Os resultados da analise genotipica das 42 cepas de EGB isoladas revelaram
uma grande diversidade genética do microrganismo com 19 pulsotipos e quatro
clusters. Até o presente, poucos estudos foram conduzidos no Brasil, para avaliacdo
da diversidade genética do EGB em gestantes, utilizando a metodologia de PFGE.
De forma similar aos resultados encontrados no presente estudo, uma ampla
diversidade genética também foi detectada em estudos que utilizaram a mesma
metodologia (PFGE) em outros estudos (Oliveira et al. 2005, Correa et al. 2009).
Andlise pelo PFGE de 103 cepas de EGB provenientes de varias regides do pais,
coletadas nos ultimos 25 anos, também evidenciou uma grande variedade genética
de EGB com 54 perfis, organizados em 18 padrdes. Em continuacao ao estudo de
Oliveira et al (2005), foram analisadas 45 cepas de EGB do tipo la, sendo descritos

34 perfis eletroforéticos pertencentes a oito grupos e 24 clusters.

No México Rojo et al. (2008) identificaram 37 padrdes de PFGE diferentes em
58 cepas EGB isoladas provenientes de mulheres gravidas e de recém-nascidos
com sepse e meningite, destes 37 padrdes 9 eram idénticos. (Ramaswamy et al.
2006), examinaram 92 cepas de EGB obtidas em varios paises dos Estados Unidos
entre 1993 e 2002 e relataram 21 perfis de DNA, 10 clusters provenientes de 2 em
44 isolados. A ampla variedade genética do EGB por nés relatada e também
detectada por outros autores ressalta a importancia em se conhecer os subtipos de
EGB circulantes em nosso pais.

O S. agalactiae apresenta alta diversidade genética, onde varios tipos podem
ser identificados dentro de um mesmo sorotipo (Gherardi et al. 2007, Pillai et al.
2009). Outros autores também encontraram alta diversidade genética entre isolados
obtidos de gestantes que ndo apresentavam fatores de risco para a colonizagao por
EGB e entre maes colonizadas e seus filhos com sintomas clinicos da infeccao por
S. agalactiae (Rojo et al. 2008, van der Mee-Marquet et al. 2009).

Pillai et al. (2009) analisando 872 isolados provenientes de 152 pessoas
sadias encontraram o mesmo perfil genético no mesmo individuo e perfis diferentes

dentro do mesmo sorotipo entre individuos diferentes. J& von Both et al. (2008)
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encontraram maior similaridade entre cepas invasivas provenientes de infec¢des

neonatais na Alemanha.

Dentre as limitagbes do presente estudo, destaca-se o0 processo de
amostragem por conveniéncia. Soma-se ao fato que as participantes foram
recrutadas em servico de referéncia para gestantes de alto-risco, 0 que poderia
implicar em viés de selecao devido as caracteristicas da instituicdo. Apesar da
facilidade e praticidade em recrutas essas gestantes, essa amostra talvez ndo seja
representativa, da populacdo de gestantes de Goias. Os resultados sobre a
prevaléncia de colonizagcdo precisam ser analisados com cuidados antes de serem
expendidos para as gestantes em outros contextos. Cabe ressaltar que a quase
totalidade dos estudos brasileiros sobre colonizacao pelo EGB, em gestantes foram
conduzidos em amostras de conveniéncia em unidades especializadas ou
maternidades escola (Borger et al. 2005, El Beitune et al. 2006, Simdes et al. 2007,
Costa et al. 2008). Outra limitacao se refere ao poder da amostra utilizada para
identificar fatores de risco para colonizacdo pelo EGB, possivelmente seria
necessaria uma amostra maior de gestantes para detectar diferencas menores de

risco, neste grupo.
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7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A prevaléncia de colonizacao por EGB, em gestantes no terceiro trimestre de
gestacdo, em uma unidade de atendimento para gestantes de alto-risco, em
Goiania-Goias foi de 15,2%.

Fatores socio-demograficos e antecedentes obstétricos ndo foram bons
preditores de colonizacdo pelo EGB. A baixa acuracia dos parametros de
marcadores sécio-demograficos e obstétricos reforca a necessidade de rastrear
todas gestantes, do terceiro trimestre através de exames de cultura.

O teste de suscetibilidade revelou que todos os isolados eram sensiveis a
penicilina, indicando que esta droga continua como a primeira opcao para a
quimioprofilaxia intraparto. Em casos de mulheres com antecedentes de alergia a
penicilina, a eritromicina e a clindamicina continuam sendo a droga de escolha, pois

apresentaram baixos indices de resisténcia na populacao estudada.

A analise do perfil genético demonstrou uma grande variabilidade do EGB, em
gestantes. Observou-se a circulacdo de um mesmo cluster em pacientes diferentes,
bem como a colonizacdo simultdnea por dois subtipos de EGB, em uma mesma

gestante.

Enfatiza-se a necessidade do rastreamento universal para o EGB entre as

gestantes do terceiro trimestre.
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ANEXO 1

PREVALENCIA DA COLONIZACAO PELO STREPTOCOCCUS DO GRUPO B EM
GESTANTES DO TRECEIRO TRIMESTRE ATENDIDAS NO HOSPITAL
MATERNO INFANTIL

QUESTIONARIO APLICADO AS PARTICIPANTES DO ESTUDO

e IDENTIFICACAO
Paciente N@.
Numero do Prontuario:
Nome:
Telefone de contato:
Telefone para recados:
Municipio de moradia:

Data de nascimento / /
Qual sua idade em anos?

Raca:

Branca
Negra
Indigena
Parda
QOutras

Al

Vocé esta tomando ou tomou algum medicamento nos ultimos 7dias?
1. Sim. Qual ou para qué?
2. Nao

Fez uso de creme vaginal ou sabonete intimo nas ultimas 24 horas?
1. Sim. Se sim interromper a entrevista
2. Nao

e (Caracteristicas sécio-econémicas:
Sabe ler e escrever?
1. () Sim
2. ( )Nao
Para quem sabe ler e escrever:
Até que série vocé estudou?

Renda Familiar:
1. até um salario minimo
2. 2 a 3 salarios minimos
3. 4 a5 salarios minimos
4. 6 ou mais salarios minimos
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¢ Antecedentes Obstétricos

Ne°. de Gestacoes prévias

Ja teve algum aborto espontaneo?
1. Nao
2. Sim
9. Nao informa
N?. de parceiros sexuais no ultimo ano:

vV AWON =

4
99. Nao informa

el ol e

Atual gestacéao:
1. Feto Unico
2. Gemelar
3. Nao sabe

Diabetes:
1. Sim
2. Nao
3. Nao sabe

Hipertenséo:
1. Sim
2. Nao
3. Nao sabe

Exame para HIV:
1. Nao realizou
2. Realizou mais desconhece o resultado
3. Resultado negativo
4. Resultado positivo
9. Nao informa

Vocé ja teve alguma doencga venérea (sifilis, gonorréia)?
1. Sim. Qual?
2. Néo
3. Né&o informa

Durante esta gravidez teve infecg¢do urinaria?
1. Sim
2. Nao

Por algum motivo durante esta gestacao vocé ja foi internada?
1. Sim. Motivo:
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2. Nao

Gestacao anterior com parto prematuro:
1. Sim
2. Nao
3. Nao informa

Gestacao anterior com rompimento precoce de membrana (a bolsa estourou antes
do parto) :

1. Sim

2. Nao

3. Nao informa

Gestacao anterior com febre durante o parto:
1. Sim
2. Nao
3. N&o sabe ou néo informa

Ja teve gestacao anterior que resultou em natimorto (o bebé nasceu morto)?
1. Sim
2. Nao
3. Nao se aplica

Vocé ja teve algum filho que faleceu antes dos 3 meses de vida?
1. Sim
2. Nao
3. Nao se aplica
Caso tenha tido, sabe 0 motivo?
Qual?

e Dados Laboratoriais:

Data da coleta: / /

SWAB vaginal:
1. Sim
2. Nao. Por qué?

SWAB anal:
1. Sim
2. Nao. Por qué?

Resultado da cultura:
Swab vaginal:
Swab anal:
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ANEXO 2
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA E MEDICINA TROPICAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé estd sendo convidada para participar, como voluntaria, em uma pesquisa.
ApOs ser esclarecida sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizada de forma alguma. Se houver alguma davida vocé pode procurar o Comité

de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil.
INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Prevaléncia da colonizacao pelo Estreptococo do grupo B em

gestantes do terceiro trimestre atendidas no Hospital Materno infantil.

Pesquisador Responsavel: Telma Sousa Pires — Biomédica do Hospital Materno
Infantil (HMI) e Mestranda do Instituto de Medicina e Patologia Tropical de Goias —

Area de concentragdo: Epidemiologia.

Telefone para contato: (62) 3201 33 38/ 8149 44 02

Pesquisadores participantes: Marilia Dalva Turchi
Luiza Emylce Pela Rosado Schmaltz

Justificativa da realizacao da pesquisa:

O Streptococcus do grupo B é uma bactéria que quando presente na vagina ou no
anus de uma gestante pode ser passada para o recém-nascido, podendo provocar
infecgbes no recém-nascido.

O motivo para pesquisar a presenca dessa bactéria na gestante é que existem
medidas, isto €, tratamento para evitar que essa bactéria passe da gestante para
seu filho, evitando infeccdes graves no bebé.
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Objetivo:

O objetivo dessa pesquisa é detectar a presenca dessa bactéria (Streptococcus do
grupo B) que pode estar de forma silenciosa, isto €, sem causar qualquer sintoma na
mulher gravida, mas que pode ser transmitida para o recém-nascido.

Caso vocé aceite participar dessa pesquisa vocé sera entrevistada. A entrevista é
confidencial e sigilosa. A entrevista sera conduzida por um membro da equipe
responsavel pela pesquisa e tera duracdo de 10 a 15 min. Serdo feitas perguntas
incluindo: idade, escolaridade, moradia e sua situacdo de saude durante essa
gravidez.

Caso vocé concorde, também, serd necessario colher material para exame. Pois
essa bactéria fica alojada, com freqiiéncia, em secrecdes presente na vaginal ou no
intestino, proxima ao anus.

A coleta do material da vaginal e da regido prdéxima ao anus, é feita com
cotonete apropriado, sem a utilizacdo de espéculo, ndo causa dor e nem desconforto
, porém se houver algum desconforto, sera minimo e passageiro. Esse procedimento
nao causa sangramento, ndo rompe a bolsa de agua e nao desencadeia o trabalho
de parto.

Os cotonetes sdo esterilizados, descartaveis, ou seja, de uso Uunico e
individual, portanto ndo transmitem nenhuma infec¢ao.

A vantagem em fazer esse exame (coleta de secrecdo vaginal e préxima ao
anus) € a possibilidade de encontrar a bactéria Streptococcus do grupo B durante a
gestacdo. Caso vocé tenha essa bactéria, mesmo nao tendo qualquer sintoma, ela
pode ser transmitida para o seu filho e causar infeccao na crianca. O diagnéstico da
bactéria antes do parto possibilita 0 seu tratamento, evitando infeccdo no recém-
nascido.

Os exames serao realizados gratuitamente, portanto, vocé ndo terd nenhum gasto
para obter os resultados.

Caso vocé nao queira participar da pesquisa, vocé nao sera penalizada de forma
alguma e seu acompanhamento ndao sera prejudicado. Assim, seu atendimento
ocorrera da mesma forma, independente da pesquisa.

A coleta do material sera no proprio Hospital Materno Infantil pelo médico que te

acompanha no pré-natal no momento de sua consulta de rotina.
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Caso vocé ja esteja internada para dar a luz e nao colheu o material durante o pré-
natal e aceite participar da pesquisa, a coleta do material para a realizacdo do

exame sera feita pela biomédica Telma Sousa Pires, que é autora da pesquisa.

e Pode-se desistir da participacdo em qualquer etapa da pesquisa.

e Em nenhum momento sera divulgado ou utilizado seu nome.

e Os resultados desta pesquisa serdo entregues para o médico que realiza
acompanhamento no HMI e se a bactéria for encontrada em seu exame,
seu bebé sera beneficiado, pois com o resultado positivo o0 médico aplicara
as medidas necessérias para controlar a infeccao e proteger o recém-
nascido.

e Toda duvida que houver sera esclarecida pelo pesquisador responsavel
deste estudo, Telma Sousa Pires, no laboratério de analises clinicas desta
maternidade ou através dos telefones: 3201 33 38 ou 81494402.

e (Caso vocé tenha alguma duvida quanto a questao ética da pesquisa, pode
procurar esclarecimentos no Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do
Hospital Materno Infantil, pessoalmente (Rua R 7 S/N Setor Oeste — sala
do CEP), ou através do telefone 3201-33-52, o numero do protocolo desta
pesquisa é 65/2008. Esse Comité de Etica e Pesquisa é composto por
varios profissionais que analisaram o projeto da pesquisa e aprovaram a
realizacao deste estudo.
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+ CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , carteira de identidade n9

, abaixo assinado, concordo em participar do estudo Prevaléncia da

colonizacdo pelo Estreptococo do grupo B em gestantes do terceiro trimestre
atendidas no Hospital Materno infantil, como sujeito. Fui devidamente informada e

esclarecida pelo pesquisador sobre a

pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
ou interrupcao de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Goiania, de de 2008.

Nome do sujeito:

Assinatura do sujeito ou responsavel:
. Goiania, de de 2008.

Presenciamos a solicitacao de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.

Nome:
Assinatura: Goiania, de de 2008.
Nome:
Assinatura: Goiania, de de 2008.

Observacoes complementares:

Telma Sousa Pires — Pesquisadora responsavel
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ANEXO 3

Fluxograma de realizacao do trabalho

12. Atendimento da paciente a partir da 322 semana de gestacao no servico de pré-
natal de alto risco, emergéncia obstétrica e maternidade do Hospital Materno Infantil
(HMI).

2°. Abordagem e convite da paciente a participar do estudo .

3¢. Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

42, Coleta da amostra (Swab anal e vaginal).

59, Introduzir no meio Stuart.

6°. Amostra enviada para o laboratério de microbiologia.

7°. Semeadura em caldo Todd-Hewitt suplementado com gentamicina e &acido
nalidixico (18 a 24 horas a 37°C).

8°. Semeadura em agar sangue de carneiro € em agar sangue azida.

9¢. Bacterioscopia pelo Gram

10°. Prova da catalase.

119, Identificacdo da colénia com o uso do kit Streptococos agalactiae.

12°. Prova da bile esculina

13°. Teste de CAMP

142. Entrega do resultado para a participante do estudo.
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SECRETARIA . L 5
pasaUDE  Hospital Materno Infantil  geeersimesino or coris

cA2n°JH /08-CEP-HMI _ Goiania, 28 de novembro de 2008.

CARTA DE APROVACAO

Protocolo N° 65/08

Titulo do Projeto: “Prevaléncia da colonizagio pelo Estreptococo do grupo B em
gestantes do terceiro trimestre Atendidas no Hospital Materno Infantil”.(V - 2).
Investigador(a): Telma Sousa Pires.

Prezado(a) Senhor(a),

Comunico-lhe que o Comité de Etica em Pesquisa Humana do
Hospital Materno Infantii CEP-HMI, analisou e aprovou, o projeto de pesquisa
indicado em epigrafe, em sua Verso — 2, bem como o TCLE — Vers#o 2, vez que foi
considerado o atendimento as adequagdes sugeridas em analise anterior, consoante aos
principios éticos vigentes.

Informo, ainda, que a presente aprova¢do tem validade pelo
periodo de tempo definido no projeto e caso hajam alteragdes no cronograma, ainda
que alheias a vontade do pesquisador, estas deverdo ser informadas a esse Comité para
fins de analise e deliberagéo.

Como ja ¢ de conhecimento de V.Sa. destaco, por oportuno, a
necessidade de ser encaminhado & esse Comité relatorios semestrais que informem
sobre o andamento, encerramento, conclusdo e publicagdo da pesquisa.

Atenciosamente,

g

Qw/%,& (? Gk M/L/L/'\

Dr. MARCO AURELIO ALBERNAZ
Coordenador do CEP-HMI

ssisténcia médico-hospitalar. no contexto da : areas da salide da mulher e ¢
o de Goids e contribuir para o enfoque na humanizagao da
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