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RESUMO

A identificacdo de fatores de risco para colonizagdo vaginal materna por
Streptococcus agalactiae tem sido objeto de estudo na literatura mundial pois essa
colonizagdo frequentemente é assintomética e pode causar bacteremia nos recém-
nascidos, com significante morbidade e mortalidade, especialmente em prematuros. O
objetivo do estudo foi associar a colonizagdo por S. agalactiae com o padrdo da
microbiota vaginal das gestantes e avaliar a eficacia de swabs combinados na
deteccdo de S. agalactiae. Foram incluidas no estudo 405 gestantes em idade
gestacional entre 35 e 37 semanas, atendidas no Pré-Natal do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Utilizando-se swabs estéreis foram
obtidas amostras da regido anorretal, do introito vaginal e do terco distal da parede
vaginal. O material coletado foi cultivado em caldo Todd Hewit suplementado com
colistina (10ug/mL) e acido nalidixico (15ug/mL), por 18 a 24 horas a 370C, em
seguida, realizada subcultura em &gar-sangue a 5% sob as mesmas condi¢des. As
colénias sugestivas de S. agalactiae foram submetidas a colora¢do de Gram e ao teste
da catalase e ao CAMP test. O padrao de microbiota vaginal foi avaliado empregando-
se a técnica de coloracao de Gram. Os dados sécio-demograficos e obstétricos foram
obtidos por formulario proprio. Considerando como variavel resposta a colonizagéo
materna ou ndo por S. agalactiae, foi ajustado um modelo de regressao logistica
adotando o método stepwise, considerando as variaveis explanatérias quantitativas e
qualitativas. Para positividade de cultura em swabs combinados e isolados foi
empregado o teste de Tukey. colonizacdo materna por S. agalactiae foi de 25,4%.
Em relagdo a microbiota vaginal, as alteragbes mais frequientes foram vaginose
citolitica (11,3%) seguido de vaginose bacteriana (10,9%), candidiase (8,2%) e Flora Il
(8,1%). Ajustando-se o modelo de regresséo logistica, tem-se que a idade materna,
namero de relagdes sexuais/semana, presenca de aborto espontaneo, presenca de
candidiase e vaginose citolitica foram as varidveis que se associaram a essa
colonizacdo. Considerando o local de coleta, do total de gestantes que apresentaram
positividade para S. agalactiae (103), 14,5% tiveram culturas positivas
simultaneamente para IV e PV; 5,8 % para IV e RA e 3,9% para PV e RA. Culturas
positivas para os 3 locais de coleta foram observadas em 47,5% das pacientes
incluidas no estudo e, em 28,1% delas, a cultura foi positiva em apenas um local (9,7
em IV; 3,9% em PV e 14,5% em RA). associacdo de dois swabs aumenta a
porcentagem de isolamento de S. agalactiae em relagdo ao swab isolado (p<0,05),
exceto quando o swab isolado é da regido anal. A associagcado de swabs de trés locais
de coleta foi estatisticamente superior na deteccdo de colonizagdo materna por S.
agalactiae (p<0,05). Os dados obtidos apontam elevada incidéncia de S. agalactiae
nas gestantes atendidas no Pré-Natal do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, e associagdo dessa colonizagcdo com numero de
relagdes sexuais por semana, aborto espontdneo anterior e presenca de candidiase
ou vaginose citolitica. Somado a esses achados, foi possivel concluir ainda que a
utilizacao de trés swabs combinados das regibes perianal, parede e intrito vaginais
foi significantemente mais eficaz na deteccao de colonizag&o por S. agalactiae.

Palavras Chave: Streptococcus agalactiae; flora vaginal; swabs combinados, fatores

de risco, colonizagdo materna.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)




Projeto Streptococcus agalactiae 8

INTRODUCAO
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1. Introducao

Durante as ultimas décadas, poucos temas na literatura cientifica obstétrica e
pediatrica t€m despertado tanto interesse como a colonizagdo materna por
Streptococcus agalactiae ¢ infec¢do neonatal de inicio precoce'. Essas infeccedes
apresentam alto grau de morbidade ¢ mortalidade, sendo os recém-nascidos prematuros
0s que apresentam maior risco de infec¢do por esse microrganismo>.

Isolado pela primeira vez em 1887, o S. agalactiae foi relatado como patdgeno
humano no final de 1930*. S3o cocos gram positivos, colonizadores do ambiente reto-
vaginal, que podem ser erradicados em muitas mulheres sem tratamento, mas também
podem ser agente etioldgico de varias infecgdes no organismo materno como infec¢des
do trato urinario**, endocardite, celulites, sepse’ além de comprometer a evolugio da
gestagdo, provocando abortamento, coriomnionite*®, rotura prematura de membranas e
parto prematuro com aumento nas taxas de prematuridade’.

A resposta imune inata parece ter grande importancia na patogénese da infec¢do
estreptocdcica. A infecgdo neonatal de inicio precoce ¢ acompanhada de uma resposta
excessiva de citocinas pro-inflamatorias no sangue do cordao umbilical. Essas citocinas
parecem ter um papel importante na defesa do hospedeiro contra o S. agalactiae,
embora niveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF-a) podem, por outro lado,
contribuir significativamente para os eventos da fisiopatologia da sepse por S.
agalactiae e choque séptico®’.

Segundo a literatura, a frequéncia de colonizag¢do por S. agalactiae pode variar
de 6,5 a 48%"""5. Nos estudos realizados no Brasil, a prevaléncia tem variado de 15 a
21%" 118 Nesse sentido, em estudo recente, Beraldo ef al.' descrevem uma taxa de
colonizagido de 14,9% entre 309 gestantes. Do total de gestantes colonizadas, 56,5%

tinham colonizag@o vaginal, 17,4% apresentaram cultura retal positiva e 26,1% ambas
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culturas positivas. Para esses autores, é de suma importancia que se faga pesquisa de S.
agalactiae vaginal e retal visando maior taxa de prevaléncia desse microrganismo.
Outros autores'® sdo concordantes em mostrar que a combinacdo de swabs vaginal e
retal aumentam em 30% o isolamento de S. agalactiae, quando comparado ao swab
vaginal isolado.

Porém, ainda hoje a abordagem de gestantes, com colonizacdo por S. agalactiae,
¢ amplamente debatida entre neonatologistas e obstetras, uma vez que cerca de 30%
delas podem estar colonizadas por S. agalactiae e, na grande maioria, se apresentam

assintomaticas. Varios trabalhos'*!

tétm mostrado que a colonizagdo materna,
particularmente em estudos de abordagem quantitativa, ¢ um fator de risco significante
para a aquisi¢do de doenc¢a neonatal por S. agalactiae ¢ a trasmissdo da mae colonizada
para o feto pode ocorrer verticalmente apos a rotura das membranas ou durante o
22 ¢~ N . .
trabalho de parto™. Para os neonatos, a exposi¢do a esse microrganismo pode ter
. . 2,23,24
consequéncias severas para os sobreviventes .
Varia¢des na prevaléncia da colonizacdo pelo S. agalactiae, encontradas na
literatura podem ser atribuidas tanto a diferencas nas caracteristicas das populacdes
como idade, paridade, nivel sdcio-econdmico e localizacdo geografica, quanto as

diferencas nos meios de cultura utilizados*>?’

, sendo que a utilizagdo de meios seletivos
contendo antibidticos para inibi¢do do crescimento de outros microrganismos podem
aumentar a positividade da cultura em até 50%2%.

De acordo com alguns autores a taxa de colonizacdo de gestantes diabéticas ¢é
maior quando comparada & de gestantes ndo diabéticas. Segundo Ramos ez al.”® 43,8%

das gestantes diabéticas foram identificadas como colonizadas por S. agalactiae

comparado com 22,7% do grupo controle. Ainda segundo esses autores, ndo houve
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diferenca na taxa de colonizagdo entre as gestantes diabéticas que utilizavam insulina e
naquelas que o diabete era controlado apenas com dieta.

O Centro de Controle ¢ Prevencdo de Doengas (CDC) recomenda o rastreamento
para todas as gestantes entre 35 e 37 semanas de gestacdo’’. Para aquelas com cultura
positiva, a proflaxia ¢ recomendada durante o trabalho de parto reduzindo em até 70% a
ocorréncia de sepse neonatal®.

Ao contrario do que os estudos mais antigos apontavam a respeito de aumento
progressivo na quantidade de Lactobacillus, com o avangar da idade gestacional®?,

pesquisas mais recentes tém mostrado que a freqiiéncia e quantidade dos mesmos

permanecem relativamente constantes nos dois tltimos trimestres de gestagio™.

Diversos estudos demonstraram menores taxas de complicagdes maternas e
perinatais nas pacientes com predominio de Lactobacillus em seus esfregacos vaginais
corados pelo método de Gram, principalmente no que diz respeito ao trabalho de parto
prematuro®*¢. Acredita-se que essa flora seja uma importante forma de protecio contra
a aquisi¢do de infecgdes do trato genital inferior. Entretanto, a presenga de outros
microrganismos no meio vaginal ¢ freqiiente, mesmo em gestantes normais, desde que
em concentracdes menores que 10° UFC/g de contetido vaginal. E comum o isolamento
de Klebsiella spp., difteroides, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Mycoplasma
hominis, Ureaplasma urealyticum, Preoteus spp., Escherichia coli, Peptostreptococcus
e Pseudomonas aeruginosa.

Em estudo recente, Altoparlak er al.*’

avaliaram as diferengas na flora vaginal de
gestantes colonizadas por S. agalactiae ¢ descreveram que 127 cepas de bactérias foram
isoladas do conteido vaginal dessas mulheres, ¢ as espécies de Candida, os

microrganismos predominantes. Em relacdo aos Lactobacillus, estes estiveram presentes

em 21,3% das gestantes colonizadas por S. agalactiae ¢ em 47,6% das ndo colonizadas.
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Alguns estudos relatam taxas mais elevadas de colonizacdo por S. agalactiae em
pacientes atendidas em clinicas de doengas sexualmente transmissiveis (DST) do que
em outras populagdes e utilizaram esse argumento para sugerir que o S. agalactiae seria
de transmissdo sexual. Entretanto, outros autores tém descrito argumentos contrarios a
transmissdo sexual do S. agalactiae, ndo sendo possivel correlacionar promiscuidade e
outras DST e colonizagdo estreptococica >,

Em trabalho recente Honig et al.** niio observaram correlagio entre colonizagio
vaginal por S. agalactiae ¢ nimeros de parceiros sexuais nos ultimos seis meses, no
ultimo més, uso de preservativo e método contraceptivo utilizado. Ainda segundo esses
autores, ndo houve correlagdo entre colonizagdo por S. agalactiae e infec¢des genitais
concomitantes, como candidiase, vaginose bacteriana, e¢ infecgdes por Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Trichomonas vaginalis, assim como Uulceras
genitais. Neste estudo, os autores relatam ainda que mulheres colonizadas com S.
agalactiae ndo apresentavam mais sinais ¢ sintomas de corrimento vaginal do que as
ndo colonizadas.

Por outro lado, Regan et al.*' descrevem associacdo entre colonizacdo vaginal

por S. agalactiae ¢ alteragio da microbiota vaginal. Para Honig et al.*’

a identificacdo
de fatores de risco especificos para a colonizagdo por S. agalactiae requerem estudos
futuros.

Considerando as diferengas de prevaléncia de colonizagdo por S. agalactiae nas

diferentes populagdes estudadas e a alta prevaléncia de infec¢des genitais durante a

gestacdo, esse trabalho se justifica.
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2. Objetivos
Os objetivos desse estudo foram:

5.1. Avaliar a incidéncia da colonizagdo retovaginal por S. agalactiae em gestantes de
ultimo trimestre atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu;

5.2. Associar a colonizac¢do por S. agalactiae com o padrdo da microbiota vaginal das
gestantes;

5.3. Avaliar a cultura em swabs combinados para detec¢do de colonizagdo materna por

S. agalactiae.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)




Projeto Streptococcus agalactiae 15

PACIENTES
E METODOS

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)




Projeto Streptococcus agalactiae 16

3. Pacientes e Métodos
3.1. Casuistica

Foi realizado um estudo clinico, prospectivo ¢ transversal, no qual foram
incluidas 405 pacientes com gestag¢do Unica, em idade gestacional variando de 35 a 37
semanas atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

A idade gestacional foi estabelecida pela data da ultima menstruagdo e/ou por
exame ultra-sonografico <20 semanas.

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto a
finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo
I). Responderam também a um questionario com perguntas para obten¢do de dados das
gestacdes atual e anteriores quando pertinente, além da idade, grau de escolaridade,
habito tabagista, nimero de parceiros sexuais no periodo de um ano, nimero de relagdes
sexuais por semana durante a gravidez atual, queixas de corrimento ¢ historia de doenga
sexualmente transmissivel atual e anterior (Anexo II).

Foram excluidas do estudo as gestantes com infec¢do urindria ou que estavam
em uso de antibidticos ou anti-fungicos. As pacientes com menos de 72 horas da ultima
relacdo sexual foram orientadas e a coleta das amostras foi reagendada.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu, sob protocolo 306/2006 (Anexo III).

3.2. Coleta das amostras

A coleta do material foi realizada apenas em gestantes, que no momento da
consulta tinham mais de 72 horas apos a ultima relagdo sexual e/ou procedimentos
vaginais (toque digital, ultrassonografia transvaginal), além de ndo terem sido

submetidas a antibioticoterapia no periodo de 40 dias.
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Utilizando-se zaragatoas estéreis e distintas para cada local, foram obtidas
amostras do intréito vaginal (IV), ter¢o distal da parede vaginal (PV) e da regido
perianal (PA). As amostras coletadas foram introduzidas em tubos estéreis, devidamente
identificados, contendo meio de transporte de Amies e permaneceram refrigeradas por,
no maximo 3 horas até o processamento para pesquisa de S. agalactiae.

Outra zaragatoa foi utilizada para coleta de contretido do terco médio da parede
vaginal, para realizagdo de esfregacos delgados em lamina de vidro, que foram
utilizadas para realiza¢do dos exames a fresco ¢ corado pelo método de Gram, para
exame microscopico do conteido vaginal.

O isolamento ¢ identificagdo do S. agalactiae foi realizado de acordo com o
preconizado pelo CDC e foram realizados no Laboratorio de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu,
Unesp (Figura 1).

3.3. Processamento das amostras coletadas para pesquisa de S. agalactiae

As zaragatoas acondicionadas no meio de transporte de Amies foram
transferidas para o meio de seletivo de Todd-Hewit suplementado com colistina
(10ug/mL) e acido nalidixico (15ug/mL) que foi incubado por um periodo de 18 a 24

horas a temperatura de 37°C.

3.4. Isolamento dos microrganismos

Apbs o periodo de incubacdo do caldo seletivo, foi realizada uma subcultura em
placa de agar-sangue a 5% sob as mesmas condigdes. Se apos um periodo de 24 horas
de incubagdo sem crescimento de colonias sugestivas de S. agalactiae, a subcultura foi

reincubada até completar 48 horas.
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3.5 Identificacao de Streptococcus agalactiae

Aquelas colonias, que na subcultura em agar-sangue, foram sugestivas de S.
agalactiae e, portanto, apresentaram uma zona de B-hemolise, foram submetidas a
coloracdo de Gram ¢ ao teste da catalase. Visto que o género S. agalactiae é composto
por cocos gram positivos e catalase negativos, os isolados que apresentaram este perfil

foram submetidos ao Camp-Test para identificacdo da espécie S. agalactiae.
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Swabs
np= 2
Intréito Parede

vaginal (IV) Regido vaginal (PV)
anorretal (RA)

I Transporte dos swabs em meio de Amies I

Cultivo em caldo Todd Hewit |‘ ??.
suplementado com colistina 10 , o
pg/mL e acido nalidixico 15 &« & o

pg/mL por 24 h a 37°C m
ﬂ Catalase e CAMP test

v

Subcultura em agar-sangue 5%

v

Incubagdo a 37°C por até 24 horas

Colonias
=2  sugestivas

Figura 1. Representa¢do esquematica da metodologia empregada para isolamento e
identificacdo de S. agalactiae.
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3.6. Exame microscdpico do contetdo vaginal

Logo apds a coleta, as laminas do exame microscopico direto a fresco foram
analisadas para a pesquisa de Trichomonas vaginalis. As demais laminas foram
encaminhadas ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP, para fixacdo ao calor e coloracdo pelo método de Gram. Nelas foram
observadas a morfologia e coloragdo especificas dos microrganismos, além de analises
semi-quantitativas de leucocitos e células epiteliais, aos quais foram atribuidos de 0 a 4

cruzes, sob analise dos campos microscopicos em imersdo (1000 vezes).

3.6.1. Critérios de diagndstico laboratorial das infeccoes genitais

3.6.1.1. Flora I

A normalidade da microbiota vaginal foi diagnosticada pela observagdo de
predominio de Lactobacillus no exame microscopico do contetdo vaginal, corado pelo
método de Gram, na auséncia ou na presenc¢a de raros leucdcitos e na auséncia de

elementos micéticos e de T. vaginalis.

3.6.1.2. Candidiase vaginal
A candidiase vaginal foi diagnosticada pela visualizagdo de blastoconideos e/ou
pseudo-hifas no exame microscopico do contetido vaginal, no exame a fresco e/ou no

esfregaco corado pelo método de Gram.

3.6.1.3. Vaginose bacteriana
O diagnostico dessa entidade foi feito com base nos critérios estabelecidos por
Nugent e al.*?, baseada na morfologia ¢ coloragdo dos microrganismos observados e

suas respectivas quantidades.
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3.6.1.4. Flora I1

Foram consideradas portadoras desta afeccdo as gestantes cujo exame
microscopico do conteudo vaginal, corado pelo método de Gram, evidenciaram
alteragdes, tais como células redugio da quantidade de bacilos Doderlein < +/4+ ¢ um

misto de morfotipos bacterianos e auséncia de agente etioldgico especifico®’.

3.6.1.5. Vaginite aer6bia
O diagnéstico desta condig¢do foi dado pelo exame microscopico do contetido

vaginal a fresco, segundo critérios descritos por Donders et al.**.

3.6.1.6. Vaginose citolitica
O diagnostico desta condigdo foi descrito pelo exame microscopico do contetido
vaginal corado pelo método de Gram, quando presentes pelo menos +++/4+ de células

epiteliais e ++++/4+ de lactobacilos, tendo-se auséncia de elementos micoticos *.

3.6.1.7. Infeccdo por Trichomonas vaginalis
A pesquisa do protozoario 7. vaginalis foi realizada no exame microscopico

direto a fresco do contetido vaginal.

3.7. Andlise Estatistica

Considerando como varidvel resposta a colonizagdo materna ou ndo por S.
agalactiae, foi ajustado um modelo de regressdo logistica adotando o método stepwise,
considerando as variaveis explanatdrias quantitativas: idade materna, escolaridade,
namero de filhos, nimero de parceiros sexuais/ano, paridade, numero de relagdes
sexuais/semana, ¢ com as variaveis qualitativas: ocorréncia de TPP, RPM, aborto
espontaneo ¢ DST anteriores ¢ queixa de corrimento ¢ padrdo da microbiota vaginal

atuais. O software empregado foi o SAS versdo 9.1 ¢ o nivel de significancia adotado
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foi de 5% para entrada e saida de variaveis no ajuste do modelo de regressdo logistica
pelo método stepwise. Para positividade de cultura em swabs combinados e isolados foi
empregado o teste de Tukey*®. O software empregado foi o Sigma Stat (Jandel

Corporation) ¢ o nivel de significancia adotado foi de 5%.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)




Projeto Streptococcus agalactiae 23

RESULTADOS
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4. Resultados

4.1. Incidéncia de colonizacao retovaginal por S. agalactiae e caracteristicas

associadas e prevaléncia de infecges genitais

No periodo do estudo foram atendidas 567 gestantes, em idade gestacional
variando de 35 a 37 semanas, no Servigo de Pré-Natal do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Desse total, foram incluidas nesse estudo 405
pacientes, sendo que 106 nio puderam fazer parte do estudo por estarem em uso de
antibioticos e/ou antifingicos ¢ 56 por ndo aceitagdo do convite para participarem da
pesquisa. Do total de gestantes incluidas no estudo, a colonizagdo materna por S.
agalactiae foi de 25,4% (103/405) (Figura 2). Em relagdo a microbiota vaginal, a
prevaléncia de infec¢des do trato genital inferior foi de 45,6% nas gestantes colonizadas
por S. agalactiae ¢ 42,1% nas gestantes ndo colonizadas (Tabela 1) e as alteragdes da
microbiota vaginal mais freqiientes foram vaginose citolitica (46/405) seguido de
vaginose bacteriana (44/405), candidiase (33/405) e Flora II (33/405) (Figura 3).

Os dados relativos as caracteristicas socio-demograficas e gestacionais das
pacientes incluidas no estudo estdo apresentados na Tabela 2.A mediana de idade
materna, numero de filhos, escolaridade, paridade, nimero de relagdes sexuais por
semana, queixa de corrimento ¢ presenga de RPM e TPP ¢ abortos espontdneos em
gestacdes anteriores assim como presenga de DST em gestagdes anteriores ou na atual
ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos com cultura positiva para S.

agalactiae e grupo com cultura negativa (Tabela 2).
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Figura 2. Incidéncia de colonizagdo retovaginal por S. agalactiae, no periodo do
estudo, em gestantes atendidas no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP.

Tabela 1. Porcentagem do padrio de microbiota vaginal encontrado nas gestantes com
colonizagdo por S. agalactiae.

Streptococcus agalactiae Padrao de microbiota vaginal Estatistica (Teste z)*
Flora I Alterada
Positivo 56 (54,4%) 47 (45,6%) p=0,31
Negativo 175 (57,9%) 127 (42,1%) NA

*Teste de comparagdo de propor¢des; NA=ndo avaliado.
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Tabela 2. Caracteristicas socio-demograficas e gestacionais das 405 pacientes incluidas
no estudo em relacdo a colonizacgdo por S. agalactiae.

Caracteristicas sécio- Streptococcus agalactiae p value
demograficas e gestacionais
+ -

1. Idade materna (anos) 26 (21-33) 25 (20-31) 0,05

2. Escolaridade (anos estudados) 9 (6-11) 9 (6-11) 0,85

3. Numero de filhos 0 (0-0) 0 (0-0) 0,62
4. Paridade

Primipara 37/103 142/302 0,07

Secundipara 38/103 85/302 0,11

Multipara 28/103 75/302 0,17

5.NR/S 1(1-2) 2 (2-3) 0,06

6. Aborto espontaneo* 20/103 84/302 0,09

7. RPM* 8/66 14/160 0,49

8. TPP* 14 /66 32/160 0,94

9. DST* 12/103 21/302 0,17

10. Corrimento 38/103 79/302 0,05

NR/S — niimero de relagdes sexuais por semana; RPM — rotura prematura de membranas; TPP — trabalho de parto prematuro; DST —
Doenga sexualmente transmissivel, * em gesta¢des anteriores. Valores expressos em mediana e semi-amplitude inter-quartilica e
comparacdo de proporgdo entre 2 grupos (Teste z).

Entretanto, ajustando um modelo de regressdo logistica considerando como
variavel resposta a colonizagdo materna ou ndo por S. agalactiae ¢ as variaveis
explanatorias observadas aplicando um método de ajuste stepwise, tem-se que a idade
materna, nimero de relagdes sexuais/semana, presenca de aborto espontaneo e presenga
de candidiase foram as variaveis que se associaram a essa colonizacdo. A Tabela 3
mostra os valores da estimativa dos parametros com seus respectivos erros padrdes, a
odds ratio com o intervalo de confianga de 95% .

Tabela 3. Caracteristicas socio-demograficas e gestacionais das 405 pacientes incluidas
no estudo em relagdo a associagdo com colonizagdo por S. agalactiae,

ajustado pela regressdo logistica, no periodo do estudo realizado no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Variaveis Estimativa Erro Padrdo OR IC 95% p value
Idade materna 0.0424 0.0197 1.043 (1.004-1.084) 0.03
NR/S -0.3300 0.1542 0.719 (0.531-0.973) 0.03
AE anterior 0.3142 0.1509 1.875 (1.038-3.387) 0.03
Candidiase 1.1780 0.4161 6.962 (2.193-22.105) 0.005

NR/S=numero de relagdes sexuais por semana; AE anterior=aborto espontaneo anterior.
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Aplicando a regressdo logistica com os padrdes de microbiota vaginal,
considerando cada padrdo isoladamente, obtivemos associa¢do entre presenca de

colonizagdo materna por S. agalactiae e vaginose citolitica (Tabela 4).

Tabela 4. Presenca de vaginose citolitica e associacdo com coloniza¢do por S.
agalactiae, ajustado pela regressdo logistica para cada padrdo de microbiota
vaginal, nas pacientes incluidas no estudo.

Variaveis Estimativa Erro Padrao OR IC 95% p value

Vaginose citolitica 0.4998 0.2365 2.717 (1.075-6.866) 0.03
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Figura 3. Fotomicrografia dos principais padrdes de microbiota vaginal encontradas
nas gestantes incluidas no estudo. A) Flora I; B) Vaginose bacteriana; C) e
D) Candidiase; E) Vaginose Citolitica e F) Flora II. Coloragao de Gram.
1000 x.
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4.2. Avaliacao de swabs combinados para isolamento de S. agalactiae

Considerando o local de coleta, avaliamos a eficicia no isolamento de S.
agalactiae com swab isolado e combinados das regides IV, PV e¢ PA. Do total de
pacientes que apresentaram positividade (103), 14,5% tiveram culturas positivas
simultaneamente para IV e PV; 5,8 % para IV ¢ RA ¢ 3,9% para PV e¢ RA. Culturas
positivas para os 3 locais de coleta foram observadas em 47,5% das pacientes incluidas
no estudo e, em 28,1% delas, a cultura foi positiva em apenas um local (9,7 em 1V;
3,9% em PV e 14,5% em RA). A andlise estatistica do efeito combinado dos locais de
coleta mostrou que a associacdo de 2 swabs aumenta significativamente a porcentagem
de isolamento de S. agalactiae em relacdo ao swab isolado, exceto quando o swab
isolado ¢ da regido anal. A associagdo de swabs de 3 locais de coleta foi estatisticamente

superior na detec¢do de colonizagdo materna por S. agalactiae (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de isolamento de S. agalactiae nos diferentes locais de coleta:
intréito vaginal (IV), parede vaginal (PV) e regido anorretal (RA).

Isolamento de S. agalactiae

Regido da coleta Efeito combinado de locais de coleta

N (%) N (%)

\Y 10 (9,7)° -

PV 4 (3,9 -

RA 15 (14,5)*° -
IV+PV 15 (14,5)° 29 (28,1)°
IV+RA 6 (5,8)° 31 (30,1)°
PV+RA 4 (3,9)° 23 (22,3)°

IV+PV+RA 49 (47,5)° 103 (100,0)?

Teste de Tukey para comparag@o de propor¢des. Na comparag@o dos grupos foram utilizadas letras minusculas, considerando-se que
as proporgdes seguidas de, pelo menos, uma mesma letra ndo diferem.
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5. Discussao

No presente estudo foram rastreadas 405 gestantes e a incidéncia de colonizagio
por S. agalactiae foi de 25,4%. Essa frequiéncia ¢ similar a relatada na literatura, que
descreve que taxas de colonizacdo por S. agalactiae variando de 5 a 40%"' 1447,

A associacdo entre TPP e RPM e coloniza¢do materna por S. agalactiae tém sido
amplamente discutida na literatura mundial e os resultados sdo conflitantes. O primeiro
relato de associacdo entre colonizagdo por S. agalactiae ¢ RPM e TPP foi descrito, em
1981, por Regan er al.*'. Segundo esses autores, a incidéncia de RPM foi de 8,1% no
total de gestantes comparado com 15,3% em gestantes colonizadas a partir de 32
semanas de gestagdo. Em relagdo ao TPP, foi de 1,8% comparado com 5,4% das
gestantes colonizadas por S. agalactiae, associando o aumento de RPM ¢ TPM em
pacientes colonizadas. Desde entdo, varios outros autores tém relatado resultados
controversos, alguns demonstrando associagdo entre colonizacdo e complicacdo

5255 Para Kubota et al.' nas 615

gestacional e outros ndo descrevendo tal associacdo
mulheres incluidas no rastreamento de colonizag¢do vaginal por S. agalactiae entre a 22°
¢ 26" semanas de gestagdo, a incidéncia foi de 11,4% e quando essas mesmas pacientes
foram submetidas ao rastreamento no momento do parto normal, em trabalho de parto
prematuro e com rotura prematura de membranas essa frequéncia foi de 13,8%. Assim,
segundo esses autores, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas
frequéncias de TPP ¢ RPM entre pacientes colonizadas ou ndo por S. agalactiae.

Nao foi objetivo do presente estudo avaliar o desfecho da gestacdo em gestantes
colonizadas por S. agalactiae. Entretanto, caracteristicas socio-demograficas e
gestacionais foram avaliadas e estiveram associadas a colonizagdo por S. agalactiae, as

variaveis idade materna, nimero de relagdes sexuais por semana, presenca de aborto

espontaneo anterior e presenca de candidiase ou vaginose citolitica na gestagdo atual.
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18, . . e, . , .
830 correlacionam a presenga de S. agalactiae e variaveis socio-

Alguns estudos
demograficas estabelecendo a importancia da detec¢do destes fatores. Em relacdo a
idade materna, no presente estudo, a mediana foi de 26 anos no grupo colonizado por S.
agalactiae. Dados similares foram relatados por Moyo et al.*’, na qual a colonizacio
materna por S. agalactiae foi mais comum em mulheres com idade entre 20 e 24 anos.
Ainda segundo esses autores, a colonizagdo materna por S. agalactiae foi mais comum
em mulheres com paridade de 0 a 2 filhos, relacdo essa que ndo foi confirmada em
nosso estudo.

Pogere ef al.™® em estudo com 273 pacientes relataram prevaléncia de S.
agalactiae ligeiramente mais elevada em gestantes com idade materna inferior a 20
anos, menor grau de escolaridade e em primiparas, porém sem significincia estatistica.
Nesse mesmo sentido, Borger e al.'® descrevem ndo haver correlagio entre a
colonizagdo por S. agalactiae ¢ as variaveis idade materna, numero de gestacdes
anteriores ¢ presenca de aborto anterior. Em contrapartida, no presente estudo, houve
associacdo entre coloniza¢do materna por S. agalactiae e aborto anterior. A possivel

1.3 avaliando

participagdo de S. agalactiae em abortos tém sido relatada. Heller ef a
abortos espontdneos do segundo trimestre relataram corioamnionite histoldégica em
56,7% dos casos e cultura positiva para S. agalactiae em 1/3 dos casos com cocos gram
positivos notificados pela coloracdo de Gram.

Em relacdo ao padrio de microbiota vaginal, no presente estudo, houve
associacdo entre colonizagdo materna por S. agalactiae e candidiase ou vaginose
citolitica. Ja € conhecido que o ecossistema vaginal das gestantes difere pouco do
encontrado em ndo gravidas. Ao contrario dos estudos mais antigos que apontavam

aumento progressivo nas quantidade de Lactobacillus, com avancar da idade

. 2 . . N A .
gestacional®, pesquisas mais recentes tém mostrado que sua freqiiéncia e quantidade
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permanecem relativamente constantes nos dois wltimos trimestres de gestagdo™.
Acredita-se que essa microbiota seja importante forma de protecdo contra a aquisi¢do de
infec¢des do trato genital inferior. Estudos evidenciam que o ponto crucial ¢ realmente a
producdo de agua oxigenada (H,O;) por determinadas cepas de Lactobacillus, capazes
ainda de elaborar bacteriocinas que interferem com a aderéncia bacteriana na célula
epitelial vaginal e com a competi¢do por nutrientes, inibindo assim o crescimento

exagerado de outros germes comuns no meio vaginal®’

. Entretanto, a presenca de outros
microrganismos no meio vaginal é freqliente, mesmo em gestantes normais, desde que
em concentra¢des menores que 10° UFC/g de conteudo vaginal.

A candidiase vaginal isolada n3o estd associada a complicagdes perinatais
relevantes™. Ainda merecem estudos os fatores que fazem com que a Candida deixe de
ser comensal ¢ passe a agredir o hospedeiro. Atualmente acredita-se que as inter-
relacdes imunologicas, entre hospedeiro e fungo, sejam fundamentais para esse
entendimento®®. A gravidez ¢ o fator predisponente mais comum, apesar de ser
complexo o mecanismo pelo qual a gestacdo aumenta a prevaléncia dessa infeccdo®®%,
O aumento de glicogénio local decorrente dos altos néveis de estrogénios circulantes,
além de representar fonte energética para o fungo, contribui para a acidificcdo do meio
vaginal, diminuindo o nimero de outros microrganismos que seriam inibitdrios para a
Candida sp.®. Além disso, os niveis elevados de progesterona aumentam a viruléncia
do fungo, facilitando a invasdo tecidual pela formag@o de pseudo-hifas.

A associagdo entre colonizagdo por S. agalactiae ja foi descrita anteriormente.
Segundo Bayo et al.**, o S. agalactiae foi frequentemente co-isolado com C. albicans
em 54,5% das 623 gravidas saudaveis em idade gestacional variando de 35 a 40

. . 4 ~ ~ . ~
semanas. Em contrapartida, Honig et al.** ndo encontraram correlagdo entre colonizagio

por S. agalactiae ¢ candidiase vaginal. Nesse sentido, Kubota et al.®® encontraram
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prevaléncia maior de isolados de C. albicans em gestantes ndo colonizadas por S.
agalactiae em relagdo as colonizadas, entretanto, o isolamento de Lactobacillus foi
significativamente inferior no primeiro grupo.

Nesse contexto, na literatura recente, nido encontramos outros relatos de
associacdo de colonizagdo por S. agalactiae ¢ vaginose citolitica, entretanto a grande
casuistica incluida nesse estudo reforga a pertinéncia dessa associagdo. A vaginose
citolitica, apesar de nfo se tratar caracteristicamente de patologia infecciosa, ¢ condigdo
que freqiientemente ¢é diagnosticada como candidiase vaginal, por apresentar
sintomatologia semelhante. Tal sintomatologia seria determinada pela eliminagdo de
substancias irritativas do citoplasma das células intermediarias, decorrente do processo
de citlise por atuacdo dos lactobacilos®. Segundo Cerikcioglu & Beksac®, é uma
alteracdo da microbiota vaginal que acomete cerca de 7% das mulheres com simtomas
de candidiase recorrente. A alta prevaléncia de colonizagdo materna por S. agalactiae
em associacdo ou ndo com candidiase ou vaginose citolitica, reforca a necessidade de
rastreamento dessa colonizagdo no terceiro trimestre de gestagao.

Quanto a avaliagdo de cultura de swabs combinados para avaliacdo da
colonizagdo materna por S. agalactiae, observamos maior frequéncia de isolamento em
swabs da regido anal quando comparado com as regides do intrdito vaginal e parede
vaginal e quando associados swabs de dois ou trés locais de coleta. Nesse sentido, em
estudo recente, Beraldo ef al.' descrevem uma taxa de coloniza¢io de 14,9% entre 309
gestantes. Do total de gestantes colonizadas, 56,5% tinham colonizac¢do vaginal, 17,4%
apresentaram cultura retal positiva e 26,1% ambas culturas positivas. Para esses autores,
¢ de suma importancia que se faga pesquisa de S. agalactiae vaginal e retal visando uma

18,19

maior taxa de prevaléncia desse microrganismo. Varios autores ~ sdo concordantes em
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mostrar que a combinagdo de swabs vaginal e retal aumentam em 30% o isolamento de
S. agalactiae, quando comparado ao swab vaginal isolado.

Segundo El-Kersh et al.®’ o S. agalactiae foi isolado de pelo menos um local em
66 das 217 pacientes incluidas no estudo. Dos 66 casos, 33 (50%) foram isolados de
ambos os swabs vaginal e retal. Segundo esses autores, o isolamento de S. agalactiae no
swab vaginal foi de 33% e na retal de 17%. Em concordancia com El-Kersh, Moyo et
al®® descrevem que o S. agalactiae foi isolado mais frequentemente da vagina (12,6%)
do que do reto (6,3%).

No presente estudo, a regido que apresentou isoladamente maior freqiiéncia de
colonizagdo por S. agalactiae foi a regido anal e em relacdo a associagdo de 2 locais de
coletas, combinar swabs do intrdito vaginal ¢ da regido anal apresenta maior detecco
de colonizagdo por S. agalactiae. Platt et al.®®, em estudo com gestantes, coletaram 870
swabs das regides anal e vaginal e em 651 destas pacientes coletaram outro swab da
regido vaginal. Esses autores encontraram 110 pacientes positivas para S. agalactiae
dentre os swabs coletados nas duas regides e apenas 35 foram positivas apenas na regido
vaginal, sugerindo a importancia da coleta da regido anal, ja que o trato gastrointestinal
corresponde a fonte preliminar de S. agalactiae, ¢ a devida associagdo entre regides de
coleta. No presente estudo, a associagdo de trés locais de coleta, representadas pela
regido perianal, parede e introito vaginais, foi estatisticamente superior na detec¢do de
coloniza¢do materna por S. agalactiae.

Em conjunto, os dados deste estudo apontam elevada incidéncia de S. agalactiae
nas gestantes atendidas no Servigo de Pré-Natal do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP, e associa¢do dessa colonizagdo com numero de
relacdes sexuais por semana, aborto espontdneo anterior e presenca de candidiase ou

vaginose citolitica. Somado a esses achados, foi possivel concluir ainda que a utilizac¢do
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de 3 swabs combinados das regides perianal, parede ¢ intrdito vaginais foi

estatisticamente mais eficaz na detec¢do de colonizag¢do materna por S. agalactiae.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

) TR RPN apds  ser
devidamente esclarecida, aceito participar do projeto de pesquisa intitulado «“INCIDENCIA DE
COLONIZACAO RETOVAGINAL POR Streptococcus agalactiae EM GESTANTES E
AVALIACAO DE CULTURA DE SWABS COMBINADOS”, podendo a qualquer momento
esclarecer duvidas e desistir de participar do mesmo, sem prejuizo do atendimento que necessitar.

Fui informada que, no momento da minha consulta nas Unidades Basicas e de Saude da Familia,
Municipio de Botucatu, serdo colhidos material do intréito vaginal e da regido perianal, de acordo com as
técnicas de rotina padronizadas nos servigos, com o objetivo de se conhecer a prevaléncia de colonizagéo
retovaginal por Streptococcus agalactine em gestantes normais, atendidas nos referidos servigos.

Também fui informada que meu nome nédo aparecerd quando os resultados forem divulgados.

Botucatu, de de 2008.

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador

Pesquisador: Talita Trevizani Rocchetti
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Telefone (14) 3882 42 77

Orientador: Profa. Dra. Marcia Guimaraes da Silva
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INCIDENCIA DE COLONIZAGCAO RETOVAGINAL POR Streptococcus agalactiae EM
GESTANTES E AVALIACAO DE CULTURA DE SWABS

Nome: RG

Idade: Clinica: Ultima RS /|
Idade Gestacional Data do Atendimento / /
Escolaridade anos

Fumante [0 Nao O Sim Quantos/dia
Paridade O Nulipara O Primipara O Multipara
Aborto espontaneo pregresso 0O Sim O Nao

RPM pregresso 0O Sim O Nao

TPP pregresso O Sim O Nao

N° Parceiros/ano

N° relagdes sexuais/semana O1 02 O 3 ou mais
DST prévia O Sim O Nao

Queixa de corrimento O Sim O Nao

Exame Microscopico Direto do Conteudo Vaginal (GRAM):

Pesquisa de Streptococcus agalactiae

O Positiva [ Negativa

Data / /

Responsavel:

Talita Trevizani Rocchetti

Orientador:

Marcia Guimaries da Silva
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CEP: 18.618-970

Fone/Fax. (0xx14) 3811-6143 Registrado no Ministério da Saiide em 30 de
e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br aheil de 1907

Botucatu, 03 de julho de 2.006 OI.306/2006-CLP

Hustrissima Senhora

Prof® Dr® Marcia Guimardes da Silva
Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucain

Prezada Dr® Mdrcia,

De ordem da Senhora Coordenadora deste CLEP, informo que o Projeto: “Incidéncia de
colonizagdo retovaginal por Streptococcus agalaciae e associagdo com a micrebiota vaginal
em gestantes atendidas no HC-FMB-UNESP" a ser conduzido por lalita Trevizani Rocchetti,
orientada por Vossa Senhoria, com a participagdo das Prof's Dr's. Vera Liicia Moraes Rall,
Vera Therezinha Medeiros Borges e da Pos gradnanda Camila Marconi, receben do relator
parecer favoravel, aprovado em reunido de 03 de julho de 2.006.

Situagdo do Prajeto: APROVADO.

Ao término deste projeto, apresentar ao CEP Relatorio Final de Atividades.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CLP
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Abstract

Objective: To determine the incidence of group B streptococci (GBS) in our population,
and to assess the association between risk factors and vaginal flora with maternal
rectovaginal colonization. Method: Samples were obtained from 405 patients with
gestational age between 35 and 37 weeks. Swabbing from the vaginal and perianal
regions were cultured in Todd Hewitt and subcultured in blood-agar. Colonies
suggestive of GBS were submitted to catalase and CAMP test. The vaginal flora was
evaluated on Gram stain vaginal smears. Socio-demographic and obstetric data were
obtained by designed form. Considering maternal GBS colonization presence or
absence as the response variable, a logistic regression model was fitted by the stepwise
method with quantitative and qualitative explanatory variables. Results: The incidence
of GBS colonization was 25.4%. The most frequent vaginal flora abnormalities was
cytolytic vaginosis (11.3%), followed by bacterial vaginosis (10.9%), candidiasis
(8.2%) and Flora II (8.1%). Logistic regression analysis revealed that maternal age,
number of sexual intercourse/week, occurrence of previous spontaneous abortion,
presence of candidiasis and cytolytic vaginosis were associated with streptococcal
colonization. Conclusion: The incidence of GBS was high and associated with sexual
intercourse frequency, previous spontaneous abortion, and the presence of candidiasis or

cytolytic vaginosis.
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Introduction

During the last decades, neonatal Group B streptococcal (GBS) disease has been
associated with significant rates of morbidity and mortality in the perinatal period [1].
GBS is the leading cause of early neonatal sepsis [2]. Maternal streptococcal
colonization is also associated with increased risk for urinary tract infection and
pregnancy complications, such as endometritis [3] and chorioamnionitis [3,4],
premature delivery and intrauterine death [5]. The main source of neonatal infection is
maternal genital tract colonization [6]. GBS is transmitted vertically during labor and

delivery, and occurs in up to 80% of neonates born to colonized mothers [7].

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) currently recommend
screening all pregnant women for S. agalactiae between 35 and 37 weeks of gestation
[8]. For those with rectovaginal GBS positive cultures, intravenous penicillin
prophylaxis during labor is recommended as a 70% reduction in neonatal early-onset
sepsis has been observed since this strategy was implemented [9].

According to the literature, between 6.5% [10] and 43.6% [11] of pregnant
women are colonized by S. agalactiae in the vagina or rectum. Maternal colonization
rate may vary with population characteristics such as age, parity, socio-economic status,
geographic location [12], presence of venereal disease [13], and sexual behavior [14].
Differences in colonization rates can be attributed to variation in the culture methods
employed, including the selective media and collection sites used [15].

Another important factor associated with pregnancy outcome is the vaginal flora
pattern [16]. Lower rates of maternal and perinatal complications are associated with
Lactobacillus predominance in the vaginal flora which plays a key role in protecting the

genital tract against infections [17].
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Previous studies have demonstrated that vaginal flora composition differs
between GBS-positive and GBS-negative women. Women with GBS colonization show
a lactobacilli-reduced flora [18,19] and greater Candida species isolation [19].

Considering the varying rates of maternal GBS colonization in different
populations, and the high prevalence of genital tract infections during pregnancy, the
purpose of this study was to evaluate GBS incidence in our population and its

relationship with risk factors and the vaginal flora.

Materials and methods

This prospective study was conducted at Botucatu Medical School. Samples
were obtained from 405 women with gestational age between 35 and 37 weeks with a
singleton pregnancy.

Exclusion criteria were refusal to participate, symptoms of urinary infection or
antibiotic use within the preceding 60 days, and sexual intercourse within 72 hours
before examination. The study was approved by the institutional Ethics Review Board,
and written informed consent was obtained from all patients. Gynecological and socio-
economic data, as well as information on previous gestations were obtained with a form
specifically designed for the study.

For the assessment of GBS status, samples were collected from the vaginal
introitus (VI), upper lateral vaginal vault (LV), and perianal region (PR) using different
sterile swabs Samples were inoculated into nonnutritive Amies transport medium and
were transported to the microbiology research laboratory. Swabs were removed from
the transport medium and inoculated into Todd-Hewitt broth supplemented with colistin

(10pg/mL) and nalidixic acid (15 pg/mL). The inoculated selective broth was incubated
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for 24 hours at 37°C. The broth was subcultured on sheep blood Columbia agar base
under the same incubation conditions. Colonies suggestive of S. agalactiae by a narrow
zone of beta-hemolytic colonies were submitted to catalase and CAMP test. Negative
subculture plates were reincubated for another 18 to 24 hours and reexamined.

Another swab was collected from the mid-third of the vaginal wall for flora
evaluation. Gram-stained slides were evaluated and graded to determine the vaginal
flora pattern according to Nugent's criteria.

Considering the presence or absence of maternal GBS colonization as the
response variable, a logistic regression model was fitted by the stepwise method with
quantitative and qualitative explanatory variables. Statistical analyses were performed

with the SAS software, version 9.1. Significance level was set at p< 0.05.

Results
During the study period, 567 patients with gestational age between 35 and 37

weeks were seen at the Prenatal Service of Botucatu Medical School. A total of 162
patients were excluded; 106 of them were receiving antibiotics and the other 56 refused
to participate in the study. Among the 405 women included in the study, maternal
Streptococcus agalactiae colonization rate was 25.4%.

The prevalence of genital tract infection was 45.6% in GBS-positive women and
42.1% in those with a negative culture. The vaginal flora abnormalities most frequently
observed in the study population were cytolytic vaginosis (11.3%), bacterial vaginosis
(10.9%), candidiasis (8.2%) and Flora II (8.1%).

Socio-demographic and gestational data are shown in Table 1. Median maternal

age, parity, schooling level, frequency of sexual intercourse, discharge, premature labor,
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rupture of membranes, previous abortions, and sexually transmitted diseases did not
differ between GBS-positive and GBS-negative women.

Logistic regression analysis showed that maternal age, number of sexual
intercourses/week, occurrence of previous spontaneous abortion, presence of candidiasis
and cytolytic vaginosis were associated with GBS colonization. OD values for all

variables associated with GBS colonization are shown in Table 2.

Discussion

In this study, the incidence of maternal Streptococcus agalactiae colonization
observed in 405 women was similar to that reported in the literature [18-20]. Given that
culture accuracy can be increased depending on the anatomic sites of collection and the
microbiologic methods used, S. agalactiae detection was performed in accordance to
CDC recommendations [21].

There is evidence that GBS colonization varies according to the socio-economic
characteristics of the population studied. In this study, mean age was lower in GBS-
positive women than in the GBS-negative group, in agreement with others who found
higher rates in younger women [22,23]. GBS colonization also seems to correlate with
sexual behavior. The rate of positive GBS cultures is reported to be higher in women
who have sexual intercourse more frequently [24]. This finding was confirmed by our
results. Moreover, GBS has been demonstrated to play a leading role in spontaneous
abortion [25]. The fact that the women with GBS colonization in previous gestations are
more likely to be colonized in subsequent gestations [26] may explain the association
between GBS isolation and previous spontaneous abortion found here.

Our data on genital infection indicate a high percentage of abnormal vaginal

flora in the third-trimester of gestation. The importance of this finding lies on the fact
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that pregnant women with abnormal genital tract flora diagnosed on Gram stain of
vaginal smears are at increased risk of poor gestational outcome [27].

Vaginal flora composition in pregnant women with GBS colonization correlates
inversely with lactobacilli counts [18,19] and directly with Candida species isolation
[19]. In this study, Gram smear examination showed that GBS colonization was
associated with candidiasis and cytolytic vaginosis. On the other hand, Honig et al. [28]
observed no correlation between GBS positive cultures and genital tract infections, such
as bacterial vaginosis, candidiasis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis and
Trichomonas vaginalis co-infection.

Considering that the rates of Candida species isolation are higher in women with
GBS-positive vaginal flora, development into vulvovaginal candidiasis, is more likely
to occur among them.

No previous work has assessed the association between cytolytic vaginosis and
GBS colonization. However, the large number of subjects included in this study allows
the establishment of this association. Although cytolytic vaginosis is not considered to
be an infectious pathology of the genital tract, it is commonly misdiagnosed as vaginal
candidiasis due to the similarity of symptoms. The symptoms of cytolytic vaginosis are
caused by the release of irritant cytoplasmic components which result from lactobacilli
overgrowth [29].

In brief, our results show that the incidence of maternal GBS colonization in the
study population was high, and associated with sexual intercourse frequency, previous

spontaneous abortion, and the presence of candidiasis or cytolytic vaginosis.
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Table 1. Gestational and socio-demographic characteristics of the subjects according to

GBS colonization status.

Gestational and socio-demographic Streptococcus agalactiae p value
variables Positive Negative

1. Age (years) 26 (21-33) 25 (20-31) 0,05

2. Years of schooling 9 (6-11) 9 (6-11) 0,85
3. Parity

Nulliparity 37/103 142/302 0,07

Multiparity (IT) 38/103 85/302 0,11

Multiparity (> 1II) ~ 28/103 75/302 0,17

4. Sexual intercourses/week 1(1-2) 2 (2-3) 0,06

5. Spontaneous abortion 20/103 84/302 0,09

6. Premature rupture of membranes* 8/66 14/160 0,49

7. Premature labor* 14 /66 32/160 0,94

8. STD* 12/103 21/302 0,17

9. Vaginal discharge 38/103 79/302 0,05

STD — Sexually transmitted diseases

* Previuos gestation. Values are expressed as mean and interquartilic range. Z-test proportion comparison.

Table 2. Logistic regression analysis of the gestational and socio-demographic

characteristics associated with GBS colonization.

Variable Estimati SE OD 95% CI p value
on

Age 0.0424 0.0197 1.043 (1.004-1.084) 0.03
Sexual -0.3300 0.1542 0.719 (0.531-0.973) 0.03

intercourses/week
Spontaneous abortion 0.3142 0.1509 1.875 (1.038-3.387) 0.03
Candidiasis 1.1780 0.4161 6.962 (2.193-22.105) 0.005
Cytolytic vaginosis 0.4998 0.2365 2.717 (1.075-6.866) 0.03

SE= Standard error; OD= Odds ratio; CI=Confidence interval.
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Resumo

Contexto e objetivo: A colonizagdo materna por Streptococcus agalactiae ¢ a sepse
neonatal de inicio precoce tém despertado interesse na literatura mundial.. A doenca
estreptocdcica neonatal estd associada com significante indices de morbidade e
mortalidade perinatal, principalmente nos recém-nascidos prematuros. O objetivo desse
estudo foi avaliar a eficacia da cultura de swabs combinados para deteccdo da
colonizagdo materna por S. agalactiae

TIPO DE ESTUDO E LOCAL: Estudo prospectivo de acuracia diagnoéstica realizado no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

METODOS: Foram obtidas amostras de 405 pacientes com idade gestacional entre 35 ¢
37 semanas. Swabs da regido perianal (PA), introito vaginal (IV) e terco distal da parede
vaginal (PV) foram cultivados em caldo seletivo de Todd Hewitt e as colonias
sugestivas de S. agalactiae form submetidas aos testes de catalase ¢ CAMP. Para
avaliagdo da positividade de cultura de swabs combinados foi empregado o teste de
Tukey para comparacgio de proporgdes.

RESULTADOS: A incidéncia de colonizagdo por S. agalactiae foi de 25.4%. Dentre as
pacientes colonizadas, 28.1% tiveram cultura positiva em apenas um local de coleta,
24.2% apresentaram positividade em dois locais simultaneamente e 47.5% nos trés
locais avaliados. A associa¢do de swabs de dois locais de coleta aumentou
significativamente o isolamento de S. agalactiae (p<0.05) quando comparado a tnico
swab, exceto para coleta em PA. A utilizagdo de swabs combinados de trés locais de
coleta mostrou taxas de isolamento estatisticamente superiores. CONCLUSAO: Cultura
de swabs combinados de trés locais de coleta ¢ mais eficiente para deteccdo de

coloniza¢do materna por S. agalactiae.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)




Projeto Streptococcus agalactiae 63

PALAVRAS-CHAVE: Streptococcus agalactiae, gestacdo, swabs combinados,
cultura, coloniza¢do materna.

Abstract

CONTEXT AND OBIJECTIVE: Maternal Streptococcus agalactiae colonization and

carly-onset neonatal sepsis have undergone intense worldwide study. Streptococcal

neonatal disease is associated with significant morbidity and mortality in the perinatal

period, mainly in premature neonates. The aim of this study was evaluate combined

swab culture efficacy in detecting maternal S. agalactiae colonization.

DESIGN AND SETTING: This was a prospective and accuracy study carried out at

Botucatu Medical School.

METHODS: Samples were obtained from 405 patients at between 35 and 37 weeks

gestation. Swabbing from perianal region (PR), vaginal introitus (VI) and upper lateral

vaginal vault (LV) were cultured in Todd Hewitt selective broth and suggestive colonies

of S. agalactiae were submitted to catalase and CAMP test. To evaluate the combined

swabs positivity Tukey test was used for proportion comparison.

RESULTS: Streptococcal colonization incidence was 25.4%. From these, 28.1% had

positive culture in one site only, 24.2% simultaneously in two sites, and 47.5% in all

three sites. Associating two swabs increased (p<0.05) S. agalactiae isolation compared

to isolated swab, except from the anal region. Associating swabs from three collection

sites gave statistically higher detection rates.

CONCLUSION: Combined swab culturing from three collection sites is more efficient

for detecting S. agalactiae colonization.

KEY WORDS: Streptococcus agalactiae, pregnancy, combined swabs, culture,

maternal colonization.
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Introduction

During the last few decades, maternal Streptococcus agalactiae colonization and
carly-onset neonatal sepsis have undergone intense worldwide study. Streptococcal
neonatal disease is associated with significant morbidity and mortality in the perinatal

periodl, mainly in premature neonates2.

Gram-positive S. agalactiae can colonize the genitourinary and lower
gastrointestinal tract of asymptomatic women. Colonization by this organism is
associated with an increased risk of urinary tract infection’® and pregnancy
complications such as endometritis® and chorioamnionitis™*. Also neonates exposed to
S. agalactiae can suffer severe consequences like pneumonia, sepsis, and meningitis’.

Vertical transmission of S. agalactiae occurs upon membrane rupture and by the
neonate coming into contact with a colonized maternal birth canal during labor and
delivery® .The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) currently
recommends screening all pregnant women for S. agalactiae between 35 and 37 weeks
gestation’. For patients with vaginal or rectal positive cultures, intravenous penicillin
prophylaxis is recommended during labor; since implementation this strategy has
reduced 70% of early-onset neonatal sepsis since®.

According to literature, between 6.5%° and 43.6%'® of pregnant women are
colonized with S. agalactiae in vagina or rectum. Maternal colonization rates may differ
according to culture media and collection site''. Some studies are consistent in showing
that combined swabs from different collection sites give up to 30% better yield than
isolated vaginal swabs'?.

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of combined swab culture
in detecting maternal Streptococcus agalactiae colonization, using vaginal and perianal

samples.
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Materials and Methods

This prospective study was conducted at Botucatu Medical School, a public
institution. Samples were obtained from 405 women with a gestational age between 35
and 37 weeks and singleton pregnancy.

Exclusion criteria were refusal to participate, symptoms of urinary infection or
antibiotic use in the preceding 60 days, and sexual intercourse in the 72 hours preceding
examination. After study approval by the ethics committee and written informed
consent from all patients, vaginal and rectal samples were collected to assess the S.
agalactiae status.

Samples were collected using distinct sterile swabs for vaginal introitus (VI),
upper lateral vaginal vault (LV), and perianal region (PR). Samples were immediately
inoculated into nonnutritive Amies transport medium for transportation to the
Microbiology laboratory. Swabs were removed from the Amies medium and inoculated
in Todd-Hewitt Broth supplemented with colistin (10ug/mL) and nalidixic acid
(15pg/mL). Inoculated samples were incubated for 24 hours at 37°C. Broth was
subcultured on 5% sheep blood Columbia agar base under the same conditions.
Colonies suggestive of S. agalactiae, by presenting a narrow zone of beta-hemolytic,
were submitted to catalase and CAMP test. Negative blood-agar plates were reincubated
for an additional 18 to 24 hours and reexamined.

Statistical analyses were performed with SigmaStat software version 3.1.

Comparisons were performed using the Tukey test with significance set at p<0.05.
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Results

During the study period, 567 patients with a gestational age of 35 to 37 weeks
were seen at Botucatu Medical School Prenatal Service. A total of 162 patients were
excluded, 106 due to receiving antibiotics; the other 56 refused to participate in the
study. Considering all 405 women included in the study, maternal colonization rate for
S. agalactiae was 25.4%.

As for collection site, S. agalactiae detection efficacy was evaluated by isolated
and combined swabs from VI, LV and PR. A total of 103 culture-positive samples were
included in this analysis. From all the women with S. agalactiae colonization, 14.5%
had positive cultures in both VI and LV; 5.8 % in VI and PR, and 3.9% in LV and PR.
Positive culture in all three collection sites was found in 47.5%, and in only one site in
28.1% (9.7% in VI; 3.9% in LV, and 14.5% in PR).

Statistical analysis of the efficiency of associating swabs from different sites
revealed that using a combination of two swabs increased the yield of S. agalactiae over
using an isolated swab, except when the swab was from the perianal region. Associating
swabs from the three collection sites significantly increased detection of maternal S.

agalactiae colonization (Table 1).
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Discussion
The incidence of maternal colonization with Streptococcus agalactiae in the 405

women included in this study was similar to literature'>"

. Culture accuracy may
increase according to anatomic collection site and microbiological method. The
procedures used to detect S. agalactiae were according to CDC recommendations'?.

In regard to evaluating combined swabs from vaginal sites, vaginal samples
(introitus and lateral vault) were able to isolate more S. agalactiae than rectal samples
(perianal region). These results are in agreement with others studies which also found
higher detection rates in vaginal than rectal swabs'®'".

Considering the effect of each anatomical site for S. agalactiae detection, the
perianal region showed higher isolation frequency. According to Platt'®, there is a
significant increase in streptococcal isolation rate when the rectal region is also accessed
than when using just vaginal culture. Because the gastrointestinal tract is natural
reservoir for S. agalactiae and it is the likely source of vaginal colonization, the culture
of rectal swabs has great importance in accessing the streptococcal status.

Our findings agree with literature'®, that swabbing two and three anatomic sites
both significantly increase the yield over one site. Also, the use of three collection sites,

vaginal introitus, lateral vaginal vault, and perianal region, gave statistically superior S.

agalactiae detection rates.
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Conclusion

In conclusion, this data shows the high incidence of maternal S. agalactiae
colonization in pregnant Brazilian women, and using combined culture from the
perianal region, vaginal introitus, and vaginal lateral vault significantly increases S.

agalactiae detection.
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Table 1. Number of S. agalactiae isolates according to collection site.

S. agalactiae isolates

N (%) Combir\?;:::l/o)swabs
VI 10 (9.7)° -
LV 4 (3.9)° -
PR 15 (14.5)* -
VI+LV 15 (14.5)° 29 (28.1)°
VI+PR 6 (5.8)° 31 (30.1)°
LV+PR 4 (3.9)° 23 (22.3)°
VI+LV+PR 49 (47.5) 103 (100.0)*

Tukey test. Small letters used for group comparisons; values followed by same letter do not differ. VI= vaginal introitus;
LV=upper lateral vaginal vault; PR=perianal region; VI+LV=combined vaginal introitus and upper lateral vaginal vault;
VI+PR=combined vaginal introitus and perianal region; LV+PR= combined upper lateral vaginal vault and perianal region;
VI+LV+PR=combined vaginal introitus, upper lateral vaginal vault, and perianal region.
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