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Resumo:

Streptococcus agalactiae sdo cocos Gram positivos (Estreptococo do Grupo
B/EGB), encontrado na microbiota vaginal e gastrointestinal em gestantes. A
colonizacdo por este microrganismo € assintomatico em gestantes, todavia
0S recém-nascidos podem se contaminar durante o parto e, a partir disso,
desenvolver quadros clinicos severos como meningite, septicemia e
pneumonia. A identificacdo desse microrganismo € feita apds o crescimento
em meios de cultura, seguida por andlise bioquimica (fenotipica) e por
técnica sorolégica, que sdo técnicas bastante utilizadas no laboratério de
analises clinicas. Esta bactéria pode trazer grandes prejuizos ao hospedeiro
e devido a sua variacdo fenotipica € fundamental que os métodos
empregados sejam avaliados para determinar a eficacia na identificacdo do
patdgeno para que medidas profilaticas sejam adotadas precocemente.
Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o perfil bioquimico e
soroldgico que caracterizam o fenétipo da bactéria e identificam o EGB, a
partir de amostras clinicas de gestantes atendidas na 182 Regional de Saude
do Estado do Paran&. Ao todo foram obtidos 402 isolados de EGB em 147
(26,25 %) gestantes das 560 atendidas. Todos os isolados foram cocos
Gram positivos, catalase negativa e sorologia positiva para EGB, porém as
outras provas bioquimicas tiveram variacdo na frequéncia. A maioria foi
bacitracina (90,3 %) e sulfazotrim (74,87 %) resistentes, hipurato positivo
(99,0 %) e B-hemolitico (97,26 %). Nesse estudo verificamos que o EGB
possui variagdes no fenotipo, especialmente a hemolise (gama hemolise).
Neste caso, a triagem no pré-natal deve ser melhor analisada
fenotipicamente para evitar um resultado equivocado.

Introducao

Streptococcus agalactiae (estreptococo B-hemolitico do grupo B/EGB)
sdo bactérias frequentemente encontradas na microbiota da mulher,
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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 colbnias no trato genital e cerca de 3% no reto; e provavel que
50 a 75% dos recém-nascidos expostos a essa bactéria sdo colonizados
ainda na vida intrauterina (pelo rompimento das membranas que protegem o
concepto) ou depois do parto o qual caracteriza uma transmissao vertical
(FUNCAO; NARCHI, 2013). Nos ultimos anos, estudos apontam que a
colonizagdo materna pelo EGB é reconhecida como a causa mais frequente
de infeccdo 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 (HOMER et al., 2014).

Em 1996, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) juntamente
com a American Academy of Pediatrics (AAP) e o American College of
Obstetrics and Gynecology (ACOG) publicaram estratégias preventivas
contra doencas causadas por EGB que abrangia somente gestantes num
grupo de risco. Em 2010, o CDC publicou novas diretrizes, substituindo
aguelas de 1996 e 2002, e recomendando uma triagem pré-natal baseada
na realizagcdo de culturas para colonizacdo vaginal e retal de todas as
mulheres gravidas com 35 a 37 semanas de gestacdo (CDC, 2010).

As duas formas de identificacdo (bioquimica e soroldgica) para EGB sao
rotineiramente utilizadas no laboratério de andlises clinicas, sendo a
identificacdo bioquimica manual (apdés o crescimento em cultura), a
metodologia mais utilizada devido a simplicidade da técnica, tempo e custo-
beneficio, mas devido a sua variacdo fenotipica da bactéria, € fundamental
gue os métodos bioquimicos e soroldgicos sejam avaliados, pois sao eles
que auxiliam na identificacdo e podem indicar um diagndstico correto.
Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi analisar o perfil bioquimico e
sorologico de EGB, a partir de amostras clinicas de gestantes atendidas na
182 Regional de Saude do Estado do Parana.

Materiais e métodos
Populacao estudada

Foi realizado um estudo transversal, prospectivo, em gestantes com
35 a 37 semanas de gestacao atendidas no servico publico de saude dos
municipios da 182 Regional de Saude do Estado do Parana. As gestantes
foram esclarecidas quanto a finalidade do estudo e, apds concordarem em
participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Este projeto faz parte de um projeto de pesquisa de doutorado (Simone
Castanho-PCS), aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (COPEP) da Universidade Estadual de Maringa,
conforme parecer no 236/2011.
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Coleta das amostras

As gestantes foram submetidas a coleta de quatro amostras de
secrecéao para cultura: dois swabs anorretais e dois swabs vaginais, sem uso
de espéculo, durante o periodo de marco de 2011 a marco de 2013. As
amostras de secrecdo foram coletadas do reto e do terco distal da vagina
utilizando-se swabs que foram a seguir inoculados separadamente em agar
sangue, meio HPTH (Hitchens—Pike—-Todd—Hewitt) e Todd-Hewitt (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD, USA), para cada amostra bioldgica.
Apéds a inoculagédo nos caldos de enriquecimento (HPTH e Todd-Hewitt), foi
acrescentado sangue de carneiro desfibrinado e incubado a 36 °C por 18 a
24 horas, apos este periodo, os caldos foram repicados em agar sangue e
incubados novamente por 24 a 48 horas, rendendo trés agar sangue de
cada material, sendo denominados &gar sangue vaginal, HPTH vaginal,
Todd-Hewitt vaginal, agar sangue retal, HPTH retal e Todd-Hewitt retal.

Identificacdo dos isolados clinicos

A identificacdo do EGB foi realizada pelo setor de Bacteriologia
Médica do Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC)
do Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina (DAB), da UEM. As
colénias sugestivas de EGB, hemoliticas (beta hemolise) ou ndo (gama
hemolise), foram submetidas a coloracdo de Gram, prova da catalase,
hidrélise de hipurato, hidrolise da bile esculina, teste de sensibilidade a
bacitracina (0,04U), teste de sensibilidade a sulfametoxazol-trimetoprima
(1,25ug, Newprov, Curitiba, Parang, Brasil) e ao teste de aglutinacdo para
deteccdo do antigeno do grupo B utilizando o Streptococcal Grouping Kit
(Oxoid, Hampshire, UK), de acordo com as recomendacodes do fabricante.

Resultados e Discussao

Foram atendidas 560 gestantes, das quais foram identificadas 402

colbénias de Streptococcus agalactiae em 147 pacientes, o0 que significa uma
prevaléncia de 26,25% na populacdo estudada. Na tabela 1 € mostrada cada
colonia isolada de sitios anatdomicos diferentes em seus respectivos meios
de cultura e os testes a que foram submetidas.
O perfil bioquimico de EGB comumente apresenta as seguintes provas
bioquimicas: sdo cocos Gram positivos, maioria beta-hemolitico, porém ja
foram relatados isolados clinicos gama-hemoliticos. N&o apresentam a
enzima catalase, em sua maioria sao bacitracina e sulfazotrim resistentes,
sao hipurato positivo e na sorologia para estreptococos a reacdo acontece
para o grupo B de Lancefield. Neste estudo, todos os isolados identificados
foram cocos Gram positivos, catalase negativa e sorologia positiva para
EGB, porém as outras provas bioquimicas tiveram variacdo na frequéncia. A
maioria foi bacitracina (90,3 %) e sulfazotrim (74,87 %) resistentes, hipurato
positivo (99,0 %) e B -hemolitico (97,26 %).
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Tabela 1. Perfil bioquimico e sorologico de Streptococcus agalactiae
isolados da regido vaginal e anorretal de gestantes

Meio de n B 0 Cat Bac SUT SUT Hip Sorol
cultura ) R R S (+) B

ASV 80 80 80 73 59 21 80 80
HPTHV 94 88 94 86 69 25 93 94
TODDV 58 57 58 53 41 17 57 58

ASR 82 81 82 73 68 14 80 82
HPTHR 73 71 73 66 53 20 73 73
TODDR 15 14 15 12 10 5 15 15
TOTAL 402 391 11 402 363 300 102 398 402

(%) 100 97,26 2,74 100 90,3 74,7 253 99,0 100

P NP, PP OO

ASV: agar sangue vaginal; HPTHV: HPTH vaginal; TODDV: TODD vaginal; ASR: agar sangue retal; HPTHR: HPTH
retal; TODDR: Todd retal; n: n° de isolados B: beta-hemdlise; &: gama-hemdlise; cat (-): catalase negativa; Bac R:
bacitracina resistente; BacS: bacitracina sensivel; SUT R: sulfazotrim resistente; SUT S: sulfazotrim sensivel; Hip
(+): hipurato positivo; Hip (-): hipurato negativo; Sorol B: Sorologia para grupo B de Lancefield;

Conclusbes

Neste estudo identificamos algumas variagbes no fendtipo desse
microrganismo, neste sentido, as identificacbes devem ser feitas
cuidadosamente interpretadas, apoiando-se de provas mais especificas
como a molecular, quando possivel. Verificou-se a importancia em procurar
bactérias d-hemoliticas na rotina, pois esta foi encontrada em 11 pacientes.
Apesar de pouco frequente, os EGB &-hemoliticos ndo devem ser
negligenciados, devido a relevancia e importancia deste exame em uma
gestante e para o recém-nascido.
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