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RESUMO 
 
A identificação de fatores de risco para colonização vaginal materna por 

Streptococcus agalactiae tem sido objeto de estudo na literatura mundial pois essa 
colonização frequentemente é assintomática e pode causar bacteremia nos recém-
nascidos, com significante morbidade e mortalidade, especialmente em prematuros. O 
objetivo do estudo foi associar a colonização por S. agalactiae com o padrão da 
microbiota vaginal das gestantes e avaliar a eficácia de swabs combinados na 
detecção de S. agalactiae. Foram incluídas no estudo 405 gestantes em idade 
gestacional entre 35 e 37 semanas, atendidas no Pré-Natal do Hospital das Clínicas 
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Utilizando-se swabs estéreis foram 
obtidas amostras da região anorretal, do intróito vaginal e do terço distal da parede 
vaginal. O material coletado foi cultivado em caldo Todd Hewit suplementado com 
colistina (10μg/mL) e ácido nalidíxico (15μg/mL),  por 18 a 24 horas à 37oC, em 
seguida, realizada subcultura em ágar-sangue a 5% sob as mesmas condições. As 
colônias sugestivas de S. agalactiae foram submetidas a coloração de Gram e ao teste 
da catalase e ao CAMP test. O padrão de microbiota vaginal foi avaliado empregando-
se a técnica de coloração de Gram. Os dados sócio-demográficos e obstétricos foram 
obtidos por formulário próprio. Considerando como variável resposta a colonização 
materna ou não por S. agalactiae, foi ajustado um modelo de regressão logística 
adotando o método stepwise, considerando as variáveis explanatórias quantitativas e 
qualitativas. Para positividade de cultura em swabs combinados e isolados foi 
empregado o teste de Tukey.   colonização materna por S. agalactiae foi de 25,4%. 
Em relação à microbiota vaginal,  as alterações mais freqüentes foram vaginose 
citolítica (11,3%) seguido de vaginose bacteriana (10,9%), candidíase (8,2%) e Flora II 
(8,1%). Ajustando-se o modelo de regressão logística, tem-se que a idade materna, 
número de relações sexuais/semana, presença de aborto espontâneo, presença de 
candidíase e vaginose citolítica foram as variáveis que se associaram à essa 
colonização. 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 
incluídas 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). associação de dois swabs aumenta a 
porcentagem de isolamento de S. agalactiae em relação ao swab isolado (p<0,05), 
exceto quando o swab isolado é da região anal. A associação de swabs de três locais 
de coleta foi estatisticamente superior na detecção de colonização materna por S. 
agalactiae (p<0,05). Os dados obtidos apontam elevada incidência de S. agalactiae 
nas gestantes atendidas no Pré-Natal do Hospital das Clínicas da Faculdade de 
Medicina de Botucatu, UNESP, e associação dessa colonização com número de 
relações sexuais por semana, aborto espontâneo anterior e presença de candidíase 
ou vaginose citolítica.  Somado à esses achados, foi possível concluir ainda que a 
utilização de três swabs combinados das regiões perianal,  parede e intróito vaginais 
foi significantemente mais eficaz na detecção de colonização por S. agalactiae. 
 

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

de risco, colonização materna. 

 

 

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



Projeto Streptococcus agalactiae 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

 

 

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



Projeto Streptococcus agalactiae 9 

1. Introdução 

Durante as últimas décadas, poucos temas na literatura científica obstétrica e 

pediátrica têm despertado tanto interesse como a colonização materna por  

Streptococcus agalactiae e infecção neonatal de início precoce1. Essas infeccções 

apresentam alto grau de morbidade e mortalidade, sendo os recém-nascidos prematuros 

os que apresentam maior risco de infecção por esse microrganismo2.  

Isolado pela primeira vez em 1887, o S. agalactiae foi relatado como patógeno 

humano no final de 19303. São cocos gram positivos, colonizadores do ambiente reto-

vaginal, que podem ser erradicados em muitas mulheres sem tratamento, mas também 

podem ser agente etiológico de várias infecções no organismo materno como infecções 

do trato urinário4,5, endocardite, celulites, sepse4 além de comprometer a evolução da 

gestação, provocando abortamento, coriomnionite4,6, rotura prematura de membranas e 

parto prematuro com aumento nas taxas de prematuridade7. 

A resposta imune inata parece ter grande importância na patogênese da infecção 

estreptocócica. A infecção neonatal de início precoce é acompanhada de uma resposta 

excessiva de citocinas pró-inflamatórias no sangue do cordão umbilical. Essas citocinas 

parecem ter um papel importante na defesa do hospedeiro contra o S. agalactiae, 

embora níveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF-α) podem, por outro lado, 

contribuir significativamente para os eventos da fisiopatologia da sepse por S. 

agalactiae e choque séptico8,9.  

Segundo a literatura, a frequência de colonização por S. agalactiae pode variar 

de 6,5 a 48%10-15. Nos estudos realizados no Brasil, a prevalência tem variado de 15 a 

21%1, 16-18. Nesse sentido, em estudo recente, Beraldo et al.1 descrevem uma taxa de 

colonização de 14,9% entre 309 gestantes. Do total de gestantes colonizadas, 56,5% 

tinham colonização vaginal, 17,4% apresentaram cultura retal positiva e 26,1% ambas 
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culturas positivas. Para esses autores, é de suma importância que se faça pesquisa de S. 

agalactiae vaginal e retal visando maior taxa de prevalência desse microrganismo. 

Outros autores18 são concordantes em mostrar que a combinação 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 colonização por S. agalactiae, 

é 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 

assintomáticas. Vários trabalhos19-21 têm mostrado que a colonização materna, 

particularmente em estudos de abordagem quantitativa, é um fator de risco significante 

para a aquisição de doença neonatal por S. agalactiae e a trasmissão da mãe colonizada 

para o feto pode ocorrer verticalmente após a rotura das membranas ou durante o 

trabalho de parto22. Para os neonatos, a exposição à esse microrganismo pode ter 

consequências severas para os sobreviventes2,23,24.  

Variações na prevalência da colonização pelo S. agalactiae, encontradas na 

literatura podem ser atribuídas tanto à diferenças nas características das populações 

como idade, paridade, nível sócio-econômico e localização geográfica, quanto às 

diferenças nos meios de cultura utilizados25-27, sendo que a utilização de meios seletivos 

contendo antibióticos para inibição do crescimento de outros microrganismos podem 

aumentar a positividade da cultura em até 50%28.   

De acordo com alguns autores a taxa de colonização de gestantes diabéticas é 

maior quando comparada à de gestantes não diabéticas. Segundo Ramos et al.29 43,8% 

das gestantes diabéticas foram identificadas como colonizadas por S. agalactiae 

comparado com 22,7% do grupo controle. Ainda segundo esses autores, não houve 
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diferença na taxa de colonização entre as gestantes diabéticas que utilizavam insulina e 

naquelas que o diabete era controlado apenas com dieta.  

O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) recomenda o rastreamento 

para todas as gestantes entre 35 e 37 semanas de gestação30. Para aquelas com cultura 

positiva, a proflaxia é recomendada durante o trabalho de parto reduzindo em até 70% a 

ocorrência de sepse neonatal31.   

Ao contrário do que os estudos mais antigos apontavam a respeito de aumento 

progressivo na quantidade de Lactobacillus, com o avançar da idade gestacional32, 

pesquisas mais recentes têm mostrado que a freqüência e quantidade dos mesmos 

permanecem relativamente constantes nos dois últimos trimestres de gestação33. 

Diversos estudos demonstraram menores taxas de complicações maternas e 

perinatais nas pacientes com predomínio de Lactobacillus em seus esfregaços vaginais 

corados pelo método de Gram, principalmente no que diz respeito ao trabalho de parto 

prematuro34-36. Acredita-se que essa flora seja uma importante forma de proteção contra 

a aquisição de infecções do trato genital inferior. Entretanto, a presença de outros 

microrganismos no meio vaginal é freqüente, mesmo em gestantes normais, desde que 

em concentrações menores que 106 UFC/g de conteúdo vaginal. É comum o isolamento 

de Klebsiella spp., difteróides, Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Mycoplasma 

hominis, Ureaplasma urealyticum, Preoteus spp., Escherichia coli, Peptostreptococcus 

e Pseudomonas aeruginosa. 

Em estudo recente, Altoparlak et al.37 avaliaram as diferenças na flora vaginal de 

gestantes colonizadas por S. agalactiae e descreveram que 127 cepas de bactérias foram 

isoladas do conteúdo vaginal dessas mulheres, e as espécies de Candida, os 

microrganismos predominantes. Em relação aos Lactobacillus, estes estiveram presentes 

em 21,3% das gestantes colonizadas por S. agalactiae e em  47,6% das não colonizadas.  
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Alguns estudos relatam taxas mais elevadas de colonização por S. agalactiae em 

pacientes atendidas em clínicas de doenças sexualmente transmissíveis (DST) do que 

em outras populações e utilizaram esse argumento para sugerir que o S. agalactiae seria 

de transmissão sexual. Entretanto, outros autores têm descrito argumentos contrários à 

transmissão sexual do S. agalactiae, não sendo possível correlacionar promiscuidade e 

outras DST e colonização estreptocócica 38-40. 

Em trabalho recente Honig et al.40  não observaram correlação entre colonização 

vaginal por S. agalactiae e números de parceiros sexuais nos últimos seis meses, no 

último mês, uso de preservativo e método contraceptivo utilizado. Ainda segundo esses 

autores, não houve correlação entre colonização por S. agalactiae e infecções genitais 

concomitantes, como candidíase, vaginose bacteriana, e infecções por Neisseria 

gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Trichomonas vaginalis, assim como úlceras 

genitais. Neste estudo, os autores relatam ainda que mulheres colonizadas com S. 

agalactiae não apresentavam mais sinais e sintomas de corrimento vaginal do que as 

não colonizadas.  

Por outro lado, Regan et al.41  descrevem associação entre colonização vaginal 

por S. agalactiae e alteração da microbiota vaginal. Para Honig et al.40  a identificação 

de fatores de risco específicos para a colonização por S. agalactiae requerem estudos 

futuros.  

Considerando as diferenças de prevalência de colonização por S. agalactiae nas 

diferentes populações estudadas e a alta prevalência de infecções genitais durante a 

gestação, esse trabalho se justifica. 
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2. Objetivos 

Os objetivos desse estudo foram: 

5.1. Avaliar a  incidência da colonização retovaginal por S. agalactiae em gestantes de 

último trimestre atendidas no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu; 

5.2. Associar a colonização por S. agalactiae com o padrão da microbiota vaginal das 

gestantes;  

5.3. Avaliar a cultura em swabs combinados para detecção de colonização materna por 

S. agalactiae.  
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3. Pacientes e Métodos 

3.1. Casuística 

Foi realizado um estudo clínico, prospectivo e transversal, no qual foram 

incluídas 405 pacientes com gestação única, em idade gestacional variando de 35 a 37 

semanas atendidas no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP.  

A idade gestacional foi estabelecida pela data da última menstruação e/ou por 

exame ultra-sonográfico < 20 semanas.   

Todas as gestantes envolvidas no estudo foram previamente informadas quanto à 

finalidade da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 

I). Responderam também a um questionário com perguntas para obtenção de dados das 

gestações atual e anteriores quando pertinente, além da idade, grau de escolaridade, 

hábito tabagista, número de parceiros sexuais no período de um ano, número de relações 

sexuais por semana durante a gravidez atual, queixas de corrimento e história de doença 

sexualmente transmissível atual e anterior (Anexo II). 

Foram excluídas do estudo as gestantes com infecção urinária ou que estavam 

em uso de antibióticos ou anti-fúngicos. As pacientes com menos de 72 horas da última 

relação sexual foram orientadas e a coleta das amostras foi reagendada.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 após a última relação sexual e/ou procedimentos 

vaginais (toque digital, ultrassonografia transvaginal), além de não terem sido 

submetidas à antibioticoterapia no período de 40 dias.  
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Utilizando-se zaragatoas estéreis e distintas para cada local, foram obtidas 

amostras do intróito vaginal (IV), terço distal da parede vaginal (PV) e da região 

perianal (PA). As amostras coletadas foram introduzidas em tubos estéreis, devidamente 

identificados, contendo meio de transporte de Amies e permaneceram refrigeradas por, 

no máximo 3 horas até o processamento para pesquisa de S. agalactiae. 

Outra zaragatoa foi utilizada para coleta de contreúdo do terço médio da parede 

vaginal, para realização de esfregaços delgados em lâmina de vidro, que foram 

utilizadas para realização dos exames a fresco e corado pelo método de Gram, para 

exame microscópico do conteúdo vaginal. 

O isolamento e identificação do S. agalactiae foi realizado de acordo com o 

preconizado pelo CDC e foram realizados no Laboratório de Bacteriologia do 

Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências 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 

(10μg/mL) e ácido nalidíxico (15μg/mL) que foi incubado por um período de 18 a 24 

horas à temperatura de 37oC.  

 
3.4. Isolamento dos microrganismos 

 Após o período de incubação do caldo seletivo, foi realizada uma subcultura em 

placa de ágar-sangue a 5% sob as mesmas condições. Se após um período de 24 horas 

de incubação sem crescimento de colônias sugestivas de S. agalactiae, a subcultura foi  

reincubada até completar 48 horas. 
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3.5 Identificação de Streptococcus agalactiae 

 Aquelas colônias, que na subcultura em ágar-sangue, foram sugestivas de S. 

agalactiae e, portanto, apresentaram uma zona de β-hemólise, foram submetidas a 

coloração de Gram e ao teste da catalase. Visto que o gênero S. agalactiae é composto 

por cocos gram positivos e catalase negativos, os isolados que apresentaram este perfil 

foram submetidos ao Camp-Test para identificação da espécie S. agalactiae. 
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Figura 1. Representação esquemática da metodologia empregada para isolamento e 
identificação de S. agalactiae.  
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3.6. Exame microscópico do conteúdo vaginal 

Logo após a coleta, as lâminas do exame microscópico direto a fresco foram 

analisadas para a pesquisa de Trichomonas vaginalis. As demais lâminas foram 

encaminhadas ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP,  para fixação ao calor e coloração pelo método de Gram. Nelas foram 

observadas a morfologia e coloração específicas dos microrganismos, além de análises 

semi-quantitativas de leucócitos e células epiteliais, aos quais foram atribuídos de 0 a 4 

cruzes, sob análise dos campos microscópicos em imersão (1000 vezes). 

 
3.6.1. Critérios de diagnóstico laboratorial das infecções genitais 
 

 
3.6.1.1. Flora I 

 
A normalidade da microbiota vaginal foi diagnosticada pela observação de 

predomínio de Lactobacillus no exame microscópico do conteúdo vaginal, corado pelo 

método de Gram, na ausência ou na presença de raros leucócitos e na ausência de 

elementos micóticos e de T.  vaginalis.  

 
3.6.1.2. Candidíase vaginal 

 
A candidíase vaginal foi diagnosticada pela visualização de blastoconídeos e/ou 

pseudo-hifas no exame microscópico do conteúdo vaginal, no exame a fresco e/ou no 

esfregaço corado pelo método de Gram.  

 
3.6.1.3. Vaginose bacteriana 

 
O diagnóstico dessa entidade foi feito com base nos critérios estabelecidos por 

Nugent et al.42, baseada na morfologia e coloração dos microrganismos observados e 

suas respectivas quantidades. 
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3.6.1.4. Flora II 
 

Foram consideradas portadoras desta afecção as gestantes cujo exame 

microscópico do conteúdo vaginal, corado pelo método de Gram, evidenciaram 

alterações, tais como células redução da quantidade de  bacilos Doderlein ≤ +/4+ e um 

misto de morfotipos bacterianos e ausência de agente etiológico específico43. 

 
3.6.1.5. Vaginite aeróbia  

 
O diagnóstico desta condição foi dado pelo exame microscópico do conteúdo 

vaginal a fresco, segundo critérios descritos por Donders et al.44.  

 
3.6.1.6. Vaginose citolítica 

O diagnóstico desta condição foi descrito pelo exame microscópico do conteúdo 

vaginal corado pelo método de Gram, quando presentes pelo menos +++/4+ de células 

epiteliais e ++++/4+ de lactobacilos, tendo-se ausência de elementos micóticos 45.  

 
3.6.1.7. Infecção por Trichomonas vaginalis 

A pesquisa do protozoário T. vaginalis foi realizada no exame microscópico 

direto a fresco do conteúdo vaginal.  

 

3.7. Análise Estatística 

Considerando como variável resposta a colonização materna ou não por S. 

agalactiae, foi ajustado um modelo de regressão logística adotando o método stepwise, 

considerando as variáveis explanatórias quantitativas: idade materna, escolaridade, 

número de filhos, número de parceiros sexuais/ano, paridade, número de relações 

sexuais/semana, e com as variáveis qualitativas: ocorrência de TPP, RPM, aborto 

espontâneo e DST anteriores e queixa de corrimento e padrão da microbiota vaginal 

atuais. O software empregado foi o SAS versão 9.1 e o nível de significância adotado 
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foi de 5% para entrada e saída de variáveis no ajuste do modelo de regressão logística 

pelo método stepwise. Para positividade de cultura em swabs combinados e isolados foi 

empregado o teste de Tukey46. O software empregado foi o Sigma Stat (Jandel 

Corporation) e o nível de significância adotado foi de 5%. 
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4. Resultados 

4.1. Incidência de colonização retovaginal por S. agalactiae e características 

associadas e prevalência de infecções genitais 

 
 No período do estudo foram atendidas 567 gestantes, em idade gestacional 

variando de 35 a 37 semanas,  no Serviço de Pré-Natal do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu. Desse total, foram incluídas nesse estudo 405 

pacientes, sendo que 106 não puderam fazer parte do estudo por estarem em uso de 

antibióticos e/ou antifúngicos e 56 por não aceitação do convite para participarem da 

pesquisa. Do total de gestantes incluídas no estudo, a colonização materna por S. 

agalactiae foi de 25,4% (103/405) (Figura 2). Em relação à microbiota vaginal,  a 

prevalência de infecções do trato genital inferior foi de 45,6% nas gestantes colonizadas 

por S. agalactiae e 42,1% nas gestantes não colonizadas (Tabela 1) e as alterações da 

microbiota vaginal mais freqüentes foram vaginose citolítica (46/405) seguido de 

vaginose bacteriana (44/405), candidíase (33/405) e Flora II (33/405) (Figura 3).  

 Os dados relativos às características sócio-demográficas e gestacionais das 

pacientes incluídas no estudo estão apresentados na Tabela 2.A mediana de idade 

materna, número de filhos, escolaridade, paridade, número de relações sexuais por 

semana, queixa de corrimento e presença de RPM e TPP e abortos espontâneos em 

gestações anteriores  assim como presença de DST em gestações anteriores ou na atual 

não 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. Incidência de colonização retovaginal por S. agalactiae, no período do 
estudo, em gestantes atendidas no Hospital das Clínicas da Faculdade de 
Medicina de Botucatu, UNESP.  

 

 

 
Tabela 1. Porcentagem do padrão de microbiota vaginal encontrado nas gestantes com 

colonização por S. agalactiae.  
 
Streptococcus agalactiae Padrão de microbiota vaginal Estatística (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 comparação de proporções; NA= não avaliado. 
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Tabela 2.  Características sócio-demográficas e gestacionais das 405 pacientes incluídas 
no estudo em relação a colonização por S. agalactiae. 

 
Características sócio-

demográficas e gestacionais 
Streptococcus agalactiae p value 

       +                        -  
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. Número de filhos  0 (0-0)               0 (0-0) 0,62 
4. Paridade 
                                          Primípara 
                                      Secundípara   

Multípara 

 
    37/103                   142/302 
    38/103                    85/302 
    28/103                    75/302 

 
0,07 
0,11 
0,17 

5. NR/S     1 (1-2)                     2 (2-3) 0,06 
6. Aborto espontâneo*      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 – número de relações sexuais por semana; RPM – rotura prematura de membranas; TPP – trabalho de parto prematuro; DST – 
Doença sexualmente transmissível, * em gestações anteriores. Valores expressos em mediana e semi-amplitude inter-quartílica e 
comparação de proporção entre 2 grupos (Teste z). 

   
 

Entretanto, ajustando um modelo de regressão logística considerando como 

variável resposta a colonização materna ou não por S. agalactiae e as variáveis 

explanatórias observadas aplicando um método de ajuste stepwise, tem-se que a idade 

materna, número de relações sexuais/semana, presença de aborto espontâneo e presença 

de candidíase foram as variáveis que se associaram à essa colonização. A  Tabela 3 

mostra os valores da estimativa dos parâmetros com seus respectivos erros padrões, a 

odds ratio com  o intervalo de confiança de 95% .  

 
Tabela 3.  Características sócio-demográficas e gestacionais das 405 pacientes incluídas 

no estudo em relação a associação com colonização por S. agalactiae, 
ajustado pela regressão logística, no período do estudo realizado no Hospital 
das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.  

 
Variáveis Estimativa Erro Padrão 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 

Candidíase 1.1780 0.4161 6.962 (2.193-22.105) 0.005 
NR/S=número de relações sexuais por semana; AE anterior=aborto espontâneo anterior. 
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 Aplicando a regressão logística com os padrões de microbiota vaginal, 

considerando cada padrão isoladamente, obtivemos associação entre presença de 

colonização materna por S. agalactiae e vaginose citolítica (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Presença de vaginose citolítica e associação com colonização por S. 
agalactiae, ajustado pela regressão logística para cada padrão de microbiota 
vaginal, nas pacientes incluídas no estudo.  

 

Variáveis Estimativa Erro Padrão OR IC 95% p value 

Vaginose citolítica 0.4998 0.2365 2.717 (1.075-6.866) 0.03 
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Figura 3. Fotomicrografia dos principais padrões de microbiota vaginal encontradas 
nas gestantes incluídas no estudo. A) Flora I; B) Vaginose bacteriana; C) e 
D) Candidíase; E) Vaginose Citolítica e F) Flora II. Coloração de Gram. 
1000 x. 
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4.2. Avaliação de swabs combinados para isolamento de S. agalactiae 

 

Considerando o local de coleta, avaliamos a eficácia no isolamento de S. 

agalactiae com swab isolado e combinados das regiões 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 e RA e 3,9% para PV e RA. Culturas 

positivas para os 3 locais de coleta foram observadas em 47,5% das pacientes incluídas 

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). A análise estátistica do efeito combinado dos locais de 

coleta mostrou que a associação de 2 swabs aumenta significativamente a porcentagem 

de isolamento de S. agalactiae em relação ao swab isolado, exceto quando o swab 

isolado é da região anal. A associação de swabs de 3 locais de coleta foi estatisticamente 

superior na detecção de colonização materna por S. agalactiae (Tabela 5). 

 

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

 
Isolamento de S. agalactiae 

Região da coleta 
N (%) Efeito combinado de locais  de coleta 

N (%) 
IV 10 (9,7)c - 
PV  4 (3,9)c - 
RA 15 (14,5)bc - 

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

IV+PV+RA 49 (47,5)a 103 (100,0)a 
 Teste de Tukey para comparação de proporções.  Na comparação dos grupos foram utilizadas letras minúsculas, considerando-se que 

as proporções seguidas de, pelo menos, uma mesma letra não diferem.  
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5. Discussão 

No presente estudo foram rastreadas 405 gestantes e a incidência de colonização 

por S. agalactiae foi de 25,4%. Essa freqüência é similar à relatada na literatura, que 

descreve que taxas de colonização por S. agalactiae variando de 5 a 40%10-14,47-50.  

A associação entre TPP e RPM e colonização materna por S. agalactiae têm sido 

amplamente discutida na literatura mundial e os resultados são conflitantes. O primeiro 

relato de associação entre colonização por S. agalactiae e RPM e TPP foi descrito, em 

1981, por Regan et al.51. Segundo esses autores,  a incidência de RPM foi de 8,1% no 

total de gestantes comparado com 15,3% em gestantes colonizadas a partir de 32 

semanas de gestação. Em relação ao TPP, foi de 1,8% comparado com 5,4% das 

gestantes colonizadas por S. agalactiae, associando o aumento de RPM e TPM em 

pacientes colonizadas. Desde então, vários outros autores têm relatado resultados 

controversos, alguns demonstrando associação entre colonização e complicação 

gestacional e outros não descrevendo tal associação 52-55.  Para Kubota et al.11 nas 615 

mulheres incluídas no rastreamento de colonização vaginal por S. agalactiae entre a 22ª 

e 26ª semanas de gestação, a incidência 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 frequência foi de 13,8%. Assim, 

segundo esses autores, não houve diferença estatisticamente significativa nas 

frequências de TPP e RPM entre pacientes colonizadas ou não por S. agalactiae.  

Não foi objetivo do presente estudo avaliar o desfecho da gestação em gestantes 

colonizadas por S. agalactiae. Entretanto, características sócio-demográficas e 

gestacionais foram avaliadas e estiveram associadas à colonização por S. agalactiae, as 

variáveis idade materna, número de relações sexuais por semana, presença de aborto 

espontâneo anterior e presença de candidíase ou vaginose citolítica na gestação atual.  
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Alguns estudos18,50 correlacionam a presença de S. agalactiae e variáveis sócio-

demográficas estabelecendo a importância da detecção destes fatores.  Em relação à 

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.50, na qual a colonização 

materna por S. agalactiae foi mais comum em mulheres com idade entre 20 e 24 anos. 

Ainda segundo esses autores, a colonização materna por S. agalactiae foi mais comum 

em mulheres com paridade de 0 a 2 filhos, relação essa que não foi confirmada em 

nosso estudo.  

Pogere et al.18 em estudo com 273 pacientes relataram prevalência de S. 

agalactiae ligeiramente mais elevada em gestantes com idade materna inferior a 20 

anos, menor grau de escolaridade e em primíparas, porém sem significância estatística. 

Nesse mesmo sentido, Borger et al.16 descrevem não haver correlação entre a 

colonização por S. agalactiae e as váriaveis idade materna, número de gestações 

anteriores e presença de aborto anterior.  Em contrapartida, no presente estudo, houve 

associação entre colonização materna por S. agalactiae e aborto anterior. A possível 

participação de S. agalactiae em abortos têm sido relatada. Heller et al.56 avaliando 

abortos espontâneos do segundo trimestre relataram corioamnionite histológica em 

56,7% dos casos e cultura positiva para S. agalactiae em 1/3 dos casos com cocos gram 

positivos notificados pela coloração de Gram. 

Em relação ao padrão de microbiota vaginal, no presente estudo, houve 

associação entre colonização materna por S. agalactiae e candidíase ou vaginose 

citolítica. Já é conhecido que o ecossistema vaginal das gestantes difere pouco do 

encontrado em não grávidas. Ao contrário dos estudos mais antigos que apontavam 

aumento progressivo nas quantidade de Lactobacillus, com avançar da idade 

gestacional32, pesquisas  mais recentes têm mostrado que sua freqüência e quantidade 
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permanecem relativamente constantes nos dois últimos trimestres de gestação33. 

Acredita-se que essa microbiota seja importante forma de proteção contra a aquisição de 

infecções do trato genital inferior. Estudos evidenciam que o ponto crucial é realmente a 

produção de água oxigenada (H2O2) por determinadas cepas de Lactobacillus, capazes 

ainda de elaborar bacteriocinas que interferem com a aderência bacteriana na célula 

epitelial vaginal e com a competição por nutrientes, inibindo assim o crescimento 

exagerado de outros germes comuns no meio vaginal57. Entretanto, a presença de outros 

microrganismos no meio vaginal é freqüente, mesmo em gestantes normais, desde que 

em concentrações menores que 106 UFC/g de conteúdo vaginal. 

A candidíase vaginal isolada não está associada a complicações perinatais 

relevantes58. Ainda merecem estudos os fatores que fazem com que a Candida  deixe de 

ser comensal e passe a agredir o hospedeiro. Atualmente acredita-se que as inter-

relações imunológicas, entre hospedeiro e fungo, sejam fundamentais para esse 

entendimento59,60. A gravidez é o fator predisponente mais comum, apesar de ser 

complexo o mecanismo pelo qual a gestação aumenta a prevalência dessa infecção61,62. 

O aumento de glicogênio local decorrente dos altos néveis de estrogênios circulantes, 

além de representar fonte energética para o fungo, contribui para a acidificção do meio 

vaginal, diminuindo o número de outros microrganismos que seriam inibitórios para a 

Candida sp.63. Além disso, os níveis elevados de progesterona aumentam a virulência 

do fungo, facilitando a invasão tecidual pela formação de pseudo-hifas.  

A associação entre colonização por S. agalactiae já foi descrita anteriormente. 

Segundo Bayo et al.64, o S. agalactiae foi frequentemente co-isolado com C. albicans 

em 54,5% das 623 grávidas saudáveis em idade gestacional variando de 35 a 40 

semanas. Em contrapartida, Honig et al.40 não encontraram correlação entre colonização 

por S. agalactiae e candidíase vaginal. Nesse sentido, Kubota et al.65 encontraram 
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prevalência maior de isolados de C. albicans em gestantes não colonizadas por S. 

agalactiae em relação às colonizadas, entretanto, o isolamento de Lactobacillus foi 

significativamente inferior no primeiro grupo.  

Nesse contexto, na literatura recente, não encontramos outros relatos de 

associação de colonização por S. agalactiae e vaginose citolítica, entretanto a grande 

casuística incluída nesse estudo reforça a pertinência dessa associação. A vaginose 

citolítica, apesar de não se tratar caracteristicamente de patologia infecciosa, é condição 

que freqüentemente é diagnosticada como candidíase vaginal, por apresentar 

sintomatologia semelhante. Tal sintomatologia seria determinada pela eliminação de 

substâncias irritativas do citoplasma das células intermediárias, decorrente do processo 

de citólise por atuação dos lactobacilos45. Segundo Cerikcioglu & Beksac66, é uma 

alteração da microbiota vaginal que acomete cerca de 7% das mulheres com simtomas 

de candidíase recorrente.  A alta prevalência de colonização materna por S. agalactiae 

em associação ou não com candidíase ou vaginose citolítica, reforça a necessidade de 

rastreamento dessa colonização no terceiro trimestre de gestação.  

Quanto à avaliação de cultura de swabs combinados para avaliação da 

colonização materna por S. agalactiae, observamos maior frequência de isolamento em 

swabs da região anal quando comparado com as regiões do intróito vaginal e parede 

vaginal e quando associados swabs de dois ou três locais de coleta. Nesse sentido, em 

estudo recente, Beraldo et al.1 descrevem uma taxa de colonização de 14,9% entre 309 

gestantes. Do total de gestantes colonizadas, 56,5% tinham colonização vaginal, 17,4% 

apresentaram cultura retal positiva e 26,1% ambas culturas positivas. Para esses autores, 

é de suma importância que se faça pesquisa de S. agalactiae vaginal e retal visando uma 

maior taxa de prevalência desse microrganismo. Vários autores18,19são concordantes em 
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mostrar que a combinação de swabs vaginal e retal aumentam em 30% o isolamento de 

S. agalactiae, quando comparado ao swab vaginal isolado. 

Segundo El-Kersh et al.67 o S. agalactiae foi isolado de pelo menos um local em 

66 das 217 pacientes incluídas 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 concordância com El-Kersh, Moyo et  

al.50 descrevem que o S. agalactiae foi isolado mais frequentemente da vagina (12,6%) 

do que do reto (6,3%).  

No presente estudo, a região que apresentou isoladamente maior freqüência de 

colonização por S. agalactiae foi a região anal e em relação a associação de 2 locais de 

coletas, combinar swabs do intróito vaginal e da região anal apresenta maior detecção 

de colonização por S. agalactiae. Platt et al.68, em estudo com gestantes, coletaram 870 

swabs das regiões anal e vaginal e em 651 destas pacientes coletaram outro swab da 

região vaginal. Esses autores encontraram 110 pacientes positivas para S. agalactiae 

dentre os swabs coletados nas duas regiões e apenas 35 foram positivas apenas na região 

vaginal, sugerindo a importância da coleta da região anal, já que o trato gastrointestinal 

corresponde a fonte preliminar de S. agalactiae, e a devida associação entre regiões de 

coleta. No presente estudo, a associação de três locais de coleta, representadas pela 

região perianal,  parede e intróito vaginais, foi estatisticamente superior na detecção de 

colonização materna por S. agalactiae. 

Em conjunto, os dados deste estudo apontam elevada incidência de S. agalactiae 

nas gestantes atendidas no Serviço de Pré-Natal do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina de Botucatu, UNESP, e associação dessa colonização com número de 

relações sexuais por semana, aborto espontâneo anterior e presença de candidíase ou 

vaginose citolítica.  Somado à esses achados, foi possível concluir ainda que a utilização 
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de 3 swabs combinados das regiões perianal,  parede e intróito vaginais foi 

estatisticamente mais eficaz na detecção de colonização materna por S. agalactiae. 
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ANEXO I- TERMO DE CONSENTIMENTO 

  
UNIVERSIDADE ESTADUAL  
PAULISTA 

 FACULDADE DE MEDICINA 
           CAMPUS DE BOTUCATU 

 
Distrito de Rubião Júnior, s/no - Caixa Postal 564 - CEP 18.618-000 - Botucatu - SP - Brasil  
�(014) 3811-6238 - Ramais 6146/6042/6238 - Fax (014)  3811-2348  

 
                 

        TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Eu, ............................................................................................................................................ após ser 

devidamente esclarecida, aceito participar do projeto de pesquisa intitulado “INCIDÊNCIA DE 

COLONIZAÇÃO RETOVAGINAL POR Streptococcus agalactiae EM GESTANTES E 

AVALIAÇÃO DE CULTURA DE SWABS  COMBINADOS”, podendo a qualquer momento 

esclarecer dúvidas e desistir de participar do mesmo, sem prejuízo do atendimento que necessitar. 

 Fui informada que, no momento da minha consulta nas Unidades Básicas e de Saúde da Família, 

Município de Botucatu, serão colhidos material do intróito vaginal e da região perianal, de acordo com as 

técnicas de rotina padronizadas nos serviços, com o objetivo de se conhecer a prevalência de colonização 

retovaginal por Streptococcus agalactiae em gestantes normais, atendidas nos referidos serviços. 

Também fui informada que meu nome não aparecerá quando os resultados forem divulgados. 

 

Botucatu, .......... de ........................................ de 2008. 

 

Assinatura do Paciente: ____________________________________________________.           

                    

 

 

 
     Assinatura do Pesquisador 

Pesquisador: Talita Trevizani Rocchetti 
Endereço do Pesquisador: Rua Benedito Franco de Camargo, 35 

Vila dos Médicos, Botucatu, SP CEP 18607- 051 
         Telefone (14) 3882 42 77 

 

Orientador: Profa. Dra. Márcia Guimarães da Silva 
Endereço: Rua Izidoro Bertaglia, 746 – Jardim Chácara dos Pinheiros, Cep 18610-140 

Telefone (14) 3815 2417 
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ANEXO II- INSTRUMENTO DE COLETA 

  
UNIVERSIDADE ESTADUAL  
PAULISTA 

 FACULDADE DE MEDICINA 
           CAMPUS DE BOTUCATU 

 
Distrito de Rubião Júnior, s/no - Caixa Postal 564 - CEP 18.618-000 - Botucatu - SP - Brasil  
�(014) 3811-6238 - Ramais 6146/6042/6238 - Fax (014)  3811-2348  

 
INCIDÊNCIA DE COLONIZAÇÃO RETOVAGINAL POR Streptococcus agalactiae EM 

GESTANTES E AVALIAÇÃO DE CULTURA DE SWABS 
 

Nome: ________________________________________________ RG____________ 
 
Idade: ______________        Clínica: _______________       Última RS ____/___/____ 
 
Idade Gestacional ______________      Data do Atendimento ______/_______/______   

  
 
Escolaridade ___________ anos   
Fumante � Não � Sim Quantos/dia ______ 

Paridade � Nulípara � Primípara � Multípara 

Aborto espontâneo pregresso � Sim � Não  
RPM pregresso � Sim � Não  

TPP pregresso � Sim � Não  

Nº Parceiros/ano ____________   

Nº relações sexuais/semana � 1 � 2 � 3 ou mais 
DST prévia � Sim � Não  

Queixa de corrimento � Sim � Não  

 
 

Exame Microscópico Direto do Conteúdo Vaginal (GRAM): 

 

 

Pesquisa de Streptococcus  agalactiae 

�� Positiva  � Negativa 

 

Data _____/________/_______ 

Responsável:  

Talita Trevizani Rocchetti 
 
Orientador: 
 
Márcia Guimarães da Silva 
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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 

(10μg/mL) and nalidixic acid (15 μg/mL). The inoculated selective broth was incubated 
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for 24 hours at 37oC. 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 
variables 

Streptococcus agalactiae 
  Positive          Negative   

p value 

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 
                                     Multiparity (II)  

Multiparity (≥ III) 

 
    37/103                   142/302 
    38/103                    85/302 
    28/103                    75/302 

 
0,07 
0,11 
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

on 
SE OD 95% CI  p value 

Age 0.0424 0.0197 1.043 (1.004-1.084) 0.03 
Sexual 

intercourses/week 
-0.3300 0.1542 0.719 (0.531-0.973) 0.03 

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 colonização materna por Streptococcus agalactiae e a sepse 

neonatal de início precoce têm despertado interesse na literatura mundial.. A doença 

estreptocócica neonatal está associada com significante índices de morbidade e 

mortalidade perinatal, principalmente nos recém-nascidos prematuros. O objetivo desse 

estudo foi avaliar a eficácia da cultura de swabs combinados para detecção da 

colonização materna por S. agalactiae  

TIPO DE ESTUDO E LOCAL: Estudo prospectivo de acurácia diagnóstica realizado no 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.  

MÉTODOS: Foram obtidas amostras de 405 pacientes com idade gestacional entre 35 e 

37 semanas. Swabs da região perianal (PA), intróito vaginal (IV) e terço distal da parede 

vaginal (PV) foram cultivados em caldo seletivo de Todd Hewitt e as colônias 

sugestivas de S. agalactiae form submetidas aos testes de catalase e CAMP. Para 

avaliação da positividade de cultura de swabs combinados foi empregado o teste de 

Tukey para comparação de proporções.  

RESULTADOS: A incidência de colonização 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 três 

locais avaliados. A associação de swabs de dois locais de coleta aumentou 

significativamente o isolamento de S. agalactiae (p<0.05) quando comparado a único 

swab, exceto para coleta em PA. A utilização de swabs combinados de três locais de 

coleta mostrou taxas de isolamento estatisticamente superiores.  CONCLUSÃO: Cultura 

de swabs combinados de três locais de coleta é mais eficiente para detecção de 

colonização materna por S. agalactiae.  
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PALAVRAS-CHAVE: Streptococcus agalactiae, gestação, swabs combinados, 

cultura, colonização materna. 

Abstract 

CONTEXT AND OBJECTIVE: Maternal Streptococcus agalactiae colonization and 

early-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 

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

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

period1, 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 infection3 and pregnancy 

complications such as endometritis3 and chorioamnionitis3,4. Also neonates exposed to 

S. agalactiae can suffer severe consequences like pneumonia, sepsis, and meningitis5. 

 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 

delivery6 .The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) currently 

recommends screening all pregnant women for S. agalactiae between 35 and 37 weeks 

gestation7. 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 since8.   

According to literature, between 6.5%9 and 43.6%10 of pregnant women are 

colonized with S. agalactiae in vagina or rectum. Maternal colonization rates may differ 

according to culture media and collection site11. Some studies are consistent in showing 

that combined swabs from different collection sites give up to 30% better yield than 

isolated vaginal swabs12. 

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 (10μg/mL) and nalidixic acid 

(15μg/mL). Inoculated samples were incubated for 24 hours at 37ºC. 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 literature13-15. Culture accuracy may 

increase according to anatomic collection site and microbiological method. The 

procedures used to detect S. agalactiae were according to CDC recommendations12.  

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 swabs16,17.  

Considering the effect of each anatomical site for S. agalactiae detection, the 

perianal region showed higher isolation frequency. According to Platt18, 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 literature19, 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 (%) Combined swabs 

N (%) 
VI 10 (9.7)c - 
LV  4 (3.9)c - 
PR 15 (14.5)bc - 

VI+LV    15 (14.5)b                           29 (28.1)b 
VI+PR      6 (5.8)b                           31 (30.1)b 
LV+PR 4 (3.9)b                           23 (22.3)b 

VI+LV+PR 49 (47.5)a                         103 (100.0)a 
       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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