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RESUMO

OBIJETIVOS: Caracterizar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana de Streptococcus agalactiae isolados de gestantes atendidas em um
hospital publico.

METODOS: O estudo foi realizado em um hospital materno-infantil publico de Porto Alegre, RS, no qual a pesquisa de S. agalactiae em
gestantes faz parte da rotina obstétrica. Foram incluidas no estudo as pesquisas por swab anal/vaginal realizadas no periodo de julho de 2015
a fevereiro de 2016. Os isolados bacterianos foram identificados por testes fenotipicos e foi determinada a suscetibilidade aos antimicrobianos
ampicilina, clindamicina, eritromicina e ofloxacino. Foram investigados também os genes de resisténcia a eritromicina ermB e mefA.
RESULTADOS: No total, 294 coletas foram incluidas e destas, 26 (8%) foram positivas para S. agalactiae. Todos os isolados avaliados foram
sensiveis a ampicilina e foram observadas resisténcias a eritromicina (21,4%), clindamicina (14,3%) e ofloxacino (7,1%), sendo que 66% dos
isolados resistentes a eritromicina apresentaram o genotipo mefA4.

CONCLUSOES: Os resultados deste estudo corroboram com o consenso de que em gestantes colonizadas com S. agalactiae é aconselhada a
antibioticoprofilaxia intraparto com penicilina G ou ampicilina. A expressiva propor¢do de isolados resistentes a eritromicina e clindamicina,
indicados para a antibioticoprofilaxia intraparto em caso de alergia aos antibioticos beta-lactamicos, enfatiza a importancia da determinagio
do perfil de suscetibilidade antimicrobiana prévia desses isolados, medida que ainda ndo faz parte da rotina de exames pré-natais em muitas
instituigdes.

DESCRITORES: Streptococcus agalactiae; estreptococos do grupo B; gestantes; antibacterianos; antibioticoprofilaxia; resisténcia microbiana a medicamentos.

ABSTRACT

AIMS: To characterize the antimicrobial susceptibility profile of Streptococcus agalactiae isolated from pregnant women attended at a public
hospital.

METHODS: The study was carried out in a public maternal and child hospital in Porto Alegre, RS, Brazil, in which the screening for
S. agalactiae in pregnant women is part of the obstetrics routine. The study was carried out on anal/vaginal swab tests performed from July
2015 to February 2016. Bacterial isolates were identified by phenotypic tests, and the susceptibility to ampicillin, clindamycin, erythromycin
and ofloxacin was determined. The erythromycin resistance genes ermB and mefA4 were also investigated.

RESULTS: A total of 294 samples were included, and of these, 26 (8%) were positive for S. agalactiae. All isolates were susceptible to
ampicillin, and resistance to erythromycin (21.4%), clindamycin (14.3%) and ofloxacin (7.1%) were observed. The mef4 genotype was
observed in 66% of the erythromycin resistant isolates.

CONCLUSIONS: Results of this study corroborate the consensus that in pregnant women colonized with S. agalactiae, intrapartum antibiotic
prophylaxis with penicillin G or ampicillin is indicated. The relevant proportion of isolates resistant to erythromycin and clindamycin, indicated
for intrapartum antibiotic prophylaxis in case of allergy to beta-lactam antibiotics, emphasizes the importance of determining the profile of
antimicrobial susceptibility of these isolates, a measure that is not yet part of routine prenatal tests in many institutions.
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Abreviaturas: AIP, antibioticoprofilaxia intraparto; CDC, Centers
for Disease Control and Prenvention; ermB e mefA, genes
determinantes de resisténcia aos macrolideos; Teste D, teste de
deteccdo de resisténcia induzivel a clindamicina; TSA, teste(s) de
sensibilidade aos antimicrobianos.

INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae, ou estreptococo do grupo
B, ¢ um patégeno oportunista humano reconhecido
principalmente por sua relagdo com complicagdes
gestacionais e infeccdes do recém-nascido [1]. Esse
microrganismo ¢ encontrado na microbiota do trato
gastrointestinal e geniturindrio de mulheres saudaveis,
sendo um comensal habitual, porém sua presenga ¢
extremamente significante durante a gestacao, sendo
associada a sepse neonatal [2].

A doenga estreptococica do recém-nascido €
classificada de acordo com a época de inicio das
manifestagdes. A doenga de inicio precoce ocorre nas
primeiras 48 horas de vida e geralmente ¢ devida a
transmissao vertical por via transplacentaria ou por via
ascendente (na ruptura de membranas ou na passagem
pelo canal de parto). Ja a doenga de inicio tardio ocorre
entre as 48 horas e o terceiro més de vida [3], podendo
ter como foco de contaminac¢do um contato domiciliar.
S. agalactiae também pode acometer a mulher durante
o periodo perinatal, sendo causa comum de infec¢ao
do trato urinario, podendo ainda causar endometrite e
sepse puerperal [4].

Entre 10% e 30% das gestantes sdo colonizadas
de forma transitoria ou persistente no canal vaginal
e/ou no reto e, na auséncia de qualquer intervengao,
estima-se que 1% a 2% das criangas nascidas de maes
colonizadas desenvolverdo processos infecciosos [2, 3].
Desde 2002, o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), de Atlanta, Estados Unidos,
a American Academy of Pediatrics, o American
College of Obstetrics and Gynecology e, desde 2010, a
Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP), recomendam
triagem para identificar a colonizacdo das mulheres
entre a 352 e 372 semana gestacional. O método para a
pesquisa da colonizagdo por S. agalactiae consiste no
cultivo combinado de swab anal e vaginal [3].

O CDC e a SBP recomendam como prevengao
da doenca neonatal estreptococica de inicio precoce
a antibioticoprofilaxia intraparto (AIP) para as
gestantes com historico prévio de recém-nascido com
doenga invasiva por S. agalactiae, ou bacteritria por
S. agalactiae, ou pesquisa positiva ou desconhecida
para colonizacdo, ou ruptura de membranas por 18
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horas ou mais, ou temperatura corporal intraparto
>38°C. A AIP deve ser realizada com penicilina G
ou ampicilina, ou, em caso de risco de anafilaxia por
beta-lactamicos, com antibidticos alternativos como
clindamicina e eritromicina [5]. Contudo, apesar dos
raros relatos de redu¢do da sensibilidade as penicilinas,
a resisténcia aos antimicrobianos alternativos vem
sendo registrada em todos os continentes [1,6-9].

Devido a auséncia de um programa de vigilancia
especifico para o controle e registro de casos para
S. agalactiae, os dados epidemioldgicos no Brasil nao
sdo bem conhecidos. Dessa forma, o reconhecimento
do perfil epidemiologico local para estratégias de
prevencdo depende de avaliagdes em diversos centros.
O presente estudo teve por objetivo caracterizar os
S. agalactiae isolados de exames pré-natais de ges-
tantes atendidas em um hospital puiblico de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

METODOS

Um estudo transversal incluiu isolados bacterianos
de S. agalactiae recuperados de swab anal/vaginal
de gestantes atendidas no Hospital Materno Infantil
Presidente Vargas (HMIPV) em Porto Alegre, RS,
Brasil, no periodo de julho de 2015 a fevereiro de 2016.
O estudo ndo incluiu o seguimento das gestantes e de
seus conceptos. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica do HMIPV sob parecer consubstanciado de
numero 1.078.005.

A pesquisa de S. agalactiae em gestantes faz parte
da rotina do Servico de Obstetricia e do laboratorio de
analises clinicas do HMIPV. Os testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (TSA) foram realizados no Centro
Universitario Metodista e a pesquisa de determinantes
de resisténcia na Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre.

As amostras de swab anal/vaginal foram inoculadas
em caldo enriquecido (GBS Newprov®) e, apos
evidéncia de crescimento, transferidas e incubadas em
agar sangue para identificagdo. As coldnias sugestivas
de S. agalactiae, acinzentadas e circundadas por um
halo discreto de hemolise, sdo identificadas pelo
teste de producdo do fator CAMP (Christie, Atkins
¢ Munch-Petersen) [3]. Para realizacdo deste estudo
as colonias de S. agalactiae foram transferidas para
o meio de armazenamento Skim Milk e congeladas
a -20°C. Os isolados foram recuperados em meio
Mueller-Hinton acrescido de 5% de sangue de carneiro
e apenas considerados os crescimentos puros, os quais
foram novamente identificados pelo teste CAMP e
resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim [3]. Para o
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TSA ¢ o teste de deteccao de resisténcia induzivel a
clindamicina (Teste D) foi empregada a metodologia
de disco difusdo, de acordo com as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standard Institute [10]. Os
antimicrobianos testados foram ampicilina, clindamicina,
eritromicina e ofloxacino. A pesquisa dos determinantes
de resisténcia aos macrolideos (genes ermB e mefA4) foi
realizada através de teste baseado na reagdao em cadeia da
polimerase (PCR) de acordo com protocolo previamente
descrito [11]. Também foram obtidas informagdes do
banco de dados do HMIPV: sitio anatomico de isolamento,
idade e origem das pacientes.

As variaveis foram expressas de forma descritiva
através de percentual relativo e absoluto. As inferéncias
estatisticas foram realizadas através do teste qui-
quadrado, considerando p<0,05 como significativo.
Todas as analises foram realizadas no programa
IBM SPSS Statistics versao 23.0 para Mac OS (IBM
Corporation, Armonk, NY).

RESULTADOS

No periodo de julho de 2015 a fevereiro de 2016, 294
gestantes foram submetidas a pesquisa de S. agalactiae
e, destas, 26 apresentaram colonizagao vaginal ou
anorretal o que resultou em uma prevaléncia de 8,8%. A
idade das gestantes colonizadas variou de 14 a 42 anos
(Tabela 1), sem associagdo observada entre as faixas
etarias e a colonizacdo com S. agalactiae. Quanto ao
local de origem, 13 foram procedentes do Hospital
Dia, ou seja, atendidas durante todo dia na unidade do
hospital com a realizacdo de diversos exames do pré-
natal. Quatro encontravam-se internadas, sendo que
uma era proveniente da ala de psiquiatria e as outras
trés do centro obstétrico. Nove pacientes encontravam-
se em acompanhamento ambulatorial (Tabela 2). Nao
houve associagdo do local de atendimento com o indice
de colonizacio.

Das 26 pesquisas positivas, houve 12 perdas por
contaminacao e/ou impossibilidade de recuperagao dos
isolados bacterianos. Ao total, 14 isolados (cinco do
ambulatoério, sete do hospital dia e dois da internagdo)
foram submetidos ao TSA e em quatro destes foram
observadas resisténcias aos antimicrobianos testados
(28,6%) (Tabela 3). Nenhum dos isolados apresentou
Teste D positivo e os perfis de resisténcia observados
estdo demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 1. Distribuicao das gestantes incluidas no estudo
por faixa etdria e pela presenga ou auséncia de colonizagao
vaginal/anorretal por S. agalactiae.

Cultura

Faixa etaria Total

da gestante Positiva para Negativa para ota

(anos) S. agalactiae S. agalactiae n (%)

n (%) n (%)

<20 8 (30,8) 86 (32,1) 94 (32,0
20-24 2(7,7) 52 (19,4) 54 (18,4)
25-29 7 (26,9) 37 (13,8) 44 (15,0)
30-34 5(19,2) 37(13,8) 42 (14,3)
>34 4(14,4) 56 (20,9) 60 (20,4)
Total 26 (100) 268 (100) 294 (100)

Faixa etaria versus colonizagao, X* p=0,252

Tabela 2. Distribuicao das gestantes incluidas no estudo por
origem e pela presenga ou auséncia de colonizagao vaginal/
anorretal por S. agalactiae.

Cultura
Origem da Positiva para Negativa para Tof)al
gestante S. agalactiae S. agalactiae n (%)
n (%) n (%)
Ambulatério 9 (34,6) 69 (25,7) 78 (26,5)
Hospital dia 13 (50,0) 168 (62,7) 181 (61,6)
Internagdo 4(15,4) 31(11,6) 35(11,9)
Total 26 (100) 268 (100) 294 (100)

Origem versus colonizagao, X* p=0,470

Tabela 3. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos
S. agalactiae isolados de pesquisa vaginal/anorretal das
gestantes.

Perfil de suscetibilidade do S. agalactiae
Antibiético

Sensivel Intermediario Resistente
n (%; 1C95%) n (%; 1C95%) n (%; 1C95%)
Ampicilina 14 (100; 87,2-100) 0 (0; 0-12,8) 0 (0; 0-12,8)
Erittomicina 11 (78,6; 53,4-94,2)  0(0; 0-12,8) 3 (21,4; 5,8-46,6)
Clindamicina 12 (85,7; 62,1-97,5) 0(0; 0-12,8) 2 (12,3; 2,5-37,9)
Ofloxacino 13(92,9; 72,1-99,6) 0(0; 0-12,8) 1(7,1,0,4-27,9)
Total 10 (71,4; 4,5,5-90,1) 0 (0; 0-12,8) 4 (28,6; 9,9-54,5)

Tabela 4. Descrigao dos quatro isolados de S. agalactiae com
resisténcia aos antimicrobianos, obtidos de pesquisa vaginal/
anorretal das gestantes.

Fendtipo  mefA ermB (;'igfamnt:a okt (:z g;stante
MeO 4 - Internagao 18
L - - Ambulatério 26
M 3 - Hospital dia 18
ML - - Hospital dia 33

M, resisténcia a eritromicina; O, resisténcia ao ofloxacino; L, resisténcia a clindamicina;
ML, resisténcia constitutiva a eritromicina e clindamicina.

3/7



Battistin FR et al. — Suscetibilidade antimicrobiana de Streptococcus agalactiae isolados de gestantes ...

DISCUSSAO

As estratégias de prevencao da transmissao vertical
de S. agalactiae tétm demonstrado impacto positivo,
prevenindo principalmente a doenga estreptococica
neonatal de inicio precoce. Conhecer a taxa de
colonizacao entre as gestantes de cada regido permite
estimar a extensao do problema e avaliar os beneficios
da triagem de rotina. Estudos prévios no Rio Grande
do Sul observaram prevaléncias de 15,2%, 22,5%,
23,4% e 40% [12-15]. Em contrapartida, estudos em
outras regides brasileiras apresentaram percentuais
de 4,2% em Sobral/CE [16] e 4,7% no Rio de Janei-
ro/RJ [17], percentuais esses mais proximos ao deste
estudo. De forma geral, a prevaléncia da colonizagao por
S. agalactiae em gestantes brasileiras varia de 4,2%
a 40% [12-24]. Alguns estudos sugeriram variaveis
que podem interferir na prevaléncia de colonizagdo
por S. agalactiae, atribuindo-se taxas superiores em
gestantes com mais de 25 anos de idade [13,15],
entre a 352 e 372 semanas de gestagao [15,17], com
historico de infec¢cdo do trato urinario [23], com
uso prévio de antimicrobianos [19] e de baixa renda
familiar [19]. Contudo, os resultados observados
na presente amostra, de gestantes atendidas por um
hospital publico na regido central de Porto Alegre, nao
indicaram diferencas na prevaléncia de S. agalactiae
em relacdo a idade ou a origem das pacientes.

Atualmente, diversos métodos microbiologicos
podem ser empregados para a pesquisa de colonizacao
por S. agalactiae, refletindo em sensibilidades varia-
veis [18,21,24,25]. A metodologia empregada neste
estudo segue as recomendagdes do CDC [3], contudo
a identificacdo de colonias suspeitas no agar sangue
apresenta algumas dificuldades, como a presenca
de coldnias atipicas ndo hemoliticas, e o emprego
de meios cromogénicos ¢ uma alternativa [24]. Um
estudo realizado em um laboratério privado de Porto
Alegre utilizou, para a pesquisa, unicamente meio
cromogénico, sem caldos enriquecedores, observando
prevaléncia de 15,2% [12]. Ainda, a sensibilidade dos
métodos com emprego de caldo enriquecido parece
variar de acordo com a amostra. Em uma comparagao
de desempenho de métodos, o agente foi isolado em
10,1% e 5,2% dos swabs vaginais e¢ 1,4% ¢ 6,0%
dos swabs anais, respectivamente para métodos com
uso de caldo enriquecido versus inoculagdo direta
em 4agar sangue [18]. Assim, existe a necessidade de
revisdo dos protocolos previamente empregados e
selecdo do método de cultivo de acordo com a origem
do swab em busca do implemento da sensibilidade
do exame.
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Apesar da cultura ser considerada o padrio ouro,
estudos na populacdo brasileira avaliaram o emprego
de metodologias de amplificacdo de acidos nucléicos
diretamente em amostras clinicas, demonstrando
percentuais de positividade superiores e implicando em
reflexdes a respeito da AIP nesses casos [20,21,24].

Independentemente da universal sensibilidade
aos beta-lactamicos observada at¢é o momento no
Brasil [6,26] e reforgada pelos resultados deste estudo
(100% de sensibilidade a ampicilina), relatos de cepas
de S. agalactiae com reducdo da sensibilidade aos
beta-lactamicos foram descritos na Asia [8], América
do Norte [27], Africa [28], Europa [29] e América
Latina [30]. Este fato destaca a importincia da
manutengdo constante de pesquisas de vigilancia
epidemiolodgica local na deteccdo de cepas emergentes.

Em contrapartida, a observacdo de um elevado
percentual de resisténcia aos antimicrobianos alter-
nativos (quatro entre 14 isolados de S. agalactiae,
28,6%) corrobora com a preocupagdo da adequada
eficacia destes na AIP e no tratamento de processos
infecciosos. Ainda que os macrolideos, a clindamicina
e as fluoroquinolonas ndo sejam os antimicrobianos
de primeira linha nesses casos, estudos relatam
crescentes percentuais de resisténcia em populacoes
com elevado uso dos mesmos [31,32]. Elevadas
taxas de resisténcia a eritromicina foram previamente
relatadas em outras populagdes, como no Japao
(19%) [8], na Africa do Sul (21,1%) [1] e na Franga
(30%) [7]. O percentual observado no presente estudo
(21,4%) ¢ superior ao relatado em estudos anteriores
com gestantes brasileiras, que oscilaram entre 4,1% a
14,3%[6,26,33]. Ao avaliarmos as taxas de resisténcia
a clindamicina em nossa amostra (14,3%), também
observamos maior similaridade com dados da Africa
do Sul (17,2%) [1]. Talvez estejamos presenciando no
Brasil uma elevagdo no isolamento desse perfil de resis-
téncia que na década passada foi de 3% a 4,5% [6,33].
Entretanto, cabe ressaltar que nosso estudo observou
uma amostragem pequena de isolados bacterianos o
que limita uma conclusao definitiva quanto a possiveis
alteragdes no perfil de resisténcia dos S. agalactiae
no Brasil.

A plausivel disseminagdo dos mecanismos de
resisténcia na comunidade pode estar relacionada
ao elevado uso dos antimicrobianos envolvidos. Um
dos mecanismos mais frequentes de resisténcia aos
macrolideos ¢ a metilagdo do RNAr 23S mediada pelos
genes erm. A presenca do gene erm resulta em um
fendtipo de resisténcia aos macrolideos-lincosamidas-
estreptogramina B (fenotipo MLS), o qual pode ser de
expressao constitutiva ou detectado pela indugdo com o
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Teste D (fenotipo iMLS). Outro importante mecanismo
de resisténcia aos macrolideos, fenotipo M, ¢ atribuido
a presenca do gene mef que codifica uma bomba de
efluxo para o antimicrobiano [6]. Os dois isolados
resistentes a eritromicina e sensiveis a clindamicina
ndo demonstraram o fendtipo iMLS no Teste D, sendo
que em ambos foi detectada a presenca de mefA4,
confirmando o fendtipo M observado. Um isolado
apresentou resisténcia a eritromicina e a clindamicina,
entretanto a pesquisa para ermB foi negativa, nao
sendo possivel detectar o mecanismo de resisténcia
subjacente. Apesar de na literatura o gene ermB ser
um importante mecanismo associado aos fenotipos
MLS, outros genes como ermA sdo frequentemente
observados em fendtipo MLS no Brasil [33].

A presenca de fendtipo L, resisténcia isolada a
clindamicina, € pouco frequente em S. agalactiae, tendo
sido observado em um isolado do estudo. O fenotipo
pode ser associado a presenca do gene /nu(B) o qual
codifica uma enzima que inativa a clindamicina, ou
através do gene /sa(C) o qual provavelmente codifica
uma bomba de efluxo, ou ainda pela presenca do gene
Isa(E) de Staphylococcus aureus. Um grande estudo
retrospectivo com isolados fenotipo L nos Estados
Unidos, observou prevaléncia de 75% para Isa(C)
e 18% para associacdo /nu(B) e Isa(E) presentes no
mesmo elemento genético movel de S. aureus [34].

Os resultados observados em nossa amostra suge-
rem que a AIP com eritromicina ou clindamicina em
gestantes com risco de anafilaxia com beta-lactamicos
deve ser apoiada pela realizacdo rotineira de TSA a fim
de assegurar adequada eficacia da terapia. Em caso de
auséncia de informacgdes a respeito da suscetibilidade
do isolado a eritromicina e clindamicina, ou TSA
indicando resisténcia a ambos os antimicrobianos,
recomenda-se realizar AIP com vancomicina [3,5].

A resisténcia as fluoroquinolonas emergiu de forma
gradual em diferentes espécies de estreptococos [34],
sendo que na literatura s@o encontrados percentuais
extremante variaveis para S. agalactiae de acordo com
a populagdo e regido, de 1,5% até 40% [7,8,36]. Em
nossa amostra observamos um isolado com resisténcia
simultidnea ao ofloxacino e eritromicina. De fato, até
o momento os relatos de S. agalactiae resistentes as
fluoroquinolonas no Brasil sdo escassos ¢ atribuidos a
mutagdes pontuais no gene gyrd, especialmente pelo
elevado uso desses antimicrobianos no tratamento de
infeccdes urinarias [37]. Todavia, em nosso estudo nao foi
possivel determinar o uso prévio de antimicrobianos ou o
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historico de infecg¢des urinarias das gestantes ou mesmo
a confirmacdo do determinante genético de resisténcia do
isolado. Logo, a realizacdo de estudos posteriores deve
ser incentivada a fim de contribuir na compreensdo da
possivel emergéncia da resisténcia as fluoroquinolonas
em S. agalactiae.

O estudo realizado apresentou limitagdes quanto
a sua amostragem, uma vez que a porcentagem
de colonizag¢do observada foi reduzida, somada a
dificuldades de recuperacao de isolados para realizagao
das analises complementares, especialmente pela
contaminagdo com microrganismos da microbiota,
elementos que implicaram em um quantitativo discreto
de isolados para avaliacdo. Apesar disso, a observagao
de fenotipos atipicos e a caracterizacdo dos isolados
em nossa populacdo contribui para o monitoramento
epidemioldgico e promogao de futuros estudos mais
robustos.

Os resultados deste estudo corroboram com o
consenso de que em gestantes colonizadas com S.
agalactiae é aconselhada a AIP com penicilina G
ou ampicilina. A expressiva propor¢ao de isolados
resistentes a eritromicina e clindamicina, indicados
para AIP em caso de alergia aos antibidticos beta-
lactamicos, enfatiza a importancia da determinagao do
perfil de suscetibilidade antimicrobiana prévia desses
isolados, medida que ainda nao faz parte da rotina de
exames pré-natais em muitas institui¢des.
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