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Resumo:

Streptococcus agalactiae (EGB) é um coco Gram positivo encontrado na
microbiota vaginal e no gastrointestinal de seres humanos. Os recém-
nascidos podem se contaminar durante o parto e desenvolver quadros
clinicos severos como meningite, septicemia e/ou pneumonia. O Centro de
Controle e Prevencéo de Doencas (CDC) recomenda a deteccao do EGB a
partir da 352 semana gestacional através de meios de cultura (padréo-ouro).
Todavia, esse método convencional requer até 72 horas para confirmar a
identificacdo, tempo precioso para a gestante e a crianca. Objetivo: O
objetivo deste trabalho foi comparar os métodos de deteccdo de EGB pelos
meios de cultura convencionais e molecular. Material e método: Para
deteccéo de EGB, foram realizadas semeaduras de swabs anorretais em
agar sangue e em meios de enriguecimento (Todd-Hewitt e HPTH). Outra
coleta foi realizada para a reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real.
Participaram do estudo gestantes atendidas pela 182 Regional de Saude do
Estado do Parana. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité Permanente de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos, parecer 236/2011. Resultados e
Discussdo: Foram analisadas 55 amostras, destas 25 (45,5 %) foram
positivas pela cultura bacteriana e 41 (74,5 %) pela PCR (p < 0,05) com
sensibilidade superior a 90 %. Conclusdo: concluiu-se que a deteccao pela
gPCR é superior ao método convencional e pode tornar-se numa poderosa
ferramenta para detectar EGB de forma mais rapida.
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Introducao

Streptococcus agalactiae, (Estreptococos do grupo B/EGB), é uma
bactéria frequentemente encontrada na microbiota de mulheres,
colonizando o trato genital a partir do trato gastrointestinal e também,
raramente, o urinario. Estima-se que de 15 a 40 % das mulheres gravidas
apresentam coloniza¢do no trato genital e cerca de 3 % no reto; e provavel
gue 50 a 75 % dos recém-nascidos expostos a essa bactéria sdo
colonizados ainda na vida intrauterina (pelo rompimento das membranas)
ou depois do parto o qual caracteriza uma transmisséo vertical (Funcéao e
Narchi, 2013). Nos ultimos anos, estudos apontam que a colonizacdo
materna com EGB é reconhecida como a causa mais frequente de infeccao
grave em recém-nascidos. Os neonatos contaminados por essa bactéria
nas primeiras 24 horas de vida se destacam pelos altos indices de
morbidade e mortalidade em decorréncia da pneumonia, meningite e/ou
septicemia.

Para a identificacdo do EGB através dos meios de culturas, sé@o
utilizados meios especificos como Hitchens-Pike-Todd-Hewitt (HTPH) e
agar sangue. Esse método requer no minimo 72 h para confirmar a
presenca ou nao dessa bactéria no paciente. Ensaios baseados em biologia
molecular, tais como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
empregada na pesquisa para deteccdo de EGB em mulheres gravidas em
poucas horas. Nesses pacientes, o tempo de deteccdo pode determinar a
gqualidade de vida do feto, pois uma infec¢do ainda na vida intrauterina pode
deixar sequelas ou até mesmo a morte do recém-nascido.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo
de metodologias para deteccdo de EGB a partir de amostras anorretais
isoladas de gestantes.

Materiais e métodos

Extracdo de DNA: O DNA de S. agalactiae ATCC 13813 (controle positivo
para EGB), o material do swab da regido anorretal de uma doadora
voluntaria (conhecidamente negativa para EGB/controle positivo humano) e
as amostras de swab das pacientes foram extraidos utilizando o kit QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen). O DNA foi armazenado a -20 °C.

Selecdo do gene alvo, primers e sonda: Os primers (iniciadores) e
sonda especifica para S. agalactiae e DNA humano foram selecionados
baseados em estudos prévios (Bergseng et al., 2007).
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O gene alvo da bactéria selecionado foi o sip (GenBank: AF15135),
tendo como iniciadores: primer 1. ATC CTG AGA CAA CACT GACA
(posicao 263—-282) e primer 2: TTG CTG GTG TTT CTA TTT TCA (posicéo
340-320). A sonda utilizada foi TagMan™ probe: 6-FAM-ATC AGA AGA
GTC ATA CTG CCA CTTC-MGB (posigédo 293-317).

Para o gene alvo humano foi escolhido o Humano DNA (AL 133466),
tendo como primer 1: GTC ATA GGT AGT TGT GGT CG (posigdo 10 4242—-
10 4223) e primer 2: CAT AGA CTC ACC CTA GCA TGG (posicao 10 4006—
10 4026). A sonda utilizada foi a TagMan™ probe: VIC-CAC TGA GCC TCT
CTC TAT CC-MGB (posicao 10 4090-10 4071).

Resultados e Discussao

Foram analisados 55 swabs anorretais de gestantes, destas, todas
foram submetidas a técnica de gPCR e cultura bacteriana em meios de
cultura especificos. Na figura 1, foi observado que cada meio de cultura tem
seu proprio poder de deteccao e limitacdo. O EGB foi detectado com maior
frequéncia no AS, no entanto, outras colénias somente cresceram no HPTH,
iIsso demonstra a necessidade de se haver mais de um meio de cultura para
a identificacdo do EGB. Vale salientar que o meio TODD néo recuperou
isoladamente o EGB.

TODD

Figura 1. Dispersdo do numero de isoladosteptococcus agalactiae nos
meios de cultura.
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Tabela 1. Comparativo entre cultura e qPCR de
Streptococcus agalactiae.

Cultura
Positivo Negativo Total
Positivo 25* 16 41*
gPCR Negativo 0 14 14
Total 25 30 55
Sensibilidade >99%
*p-valor 0,0001

Considerando o resultado dos trés meios de cultura, a cultura
bacteriana detectou EGB em 25 (45,5 %) gestantes, ja pelo método da
gPCR, 41 (74,5 %) pacientes foram positivas. Esta diferenca €
estatisticamente significativa (p < 0,05) e isso se deve pelo poder de
deteccdo superior no método molecular o qual positivou 64 % a mais em
relacdo ao método convencional (Tabela 1).

Conclusoes

Com esses resultados, concluiu-se que a utilizacdo da técnica de
gPCR é uma poderosa ferramenta para a deteccdo do Streptococcus
agalactiae pelo qual as gestantes poderiam se beneficiar com diagndstico
rapido e seguro pois assim medidas profilaticas poderiam ser adotadas mais
precocemente.
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