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[nfluéncia do contetido vaginal de gestantes sobre a recuperacdo do
estreptococo do grupo B nos meios de transporte Stuart e Amies

Influence of vaginal environment of pregnant women on the recovery of group B streptococcus in
Stuart and Amies transport media

José Antonio Simodes!, Giana Balestro Poletti?, Priscilla Mendes Portugal®, Eliane Melo Brolazo3,
Michelle Garcia Discacciati®, Gabriela Daoud Crema*

RESUMO

Objetivo: avaliar a influéncia do meio vaginal de gestantes na sobrevivéncia do estreptococo do grupo B (EGB) mantido por 8,
24 ¢ 48 horas nos meios de transporte Amies e Stuart. Métodos: foram coletados trés swabs vaginais de 30 gestantes atendidas
no Ambulatorio de Pré-Natal do Centro de Atengdo Integral a Satide da Mulher (CAISM), Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). O primeiro swab foi mergulhado diretamente no meio seletivo de Todd-Hewitt; o segundo foi utilizado para a
realizacdo da bacterioscopia corada pelo Gram e o terceiro foi mergulhado em 2 mL de solug@o salina a qual foram acrescentados
200 uL de uma suspensio contendo EGB na concentragao de 1-2 x 10% unidades formadoras de colonia. Desta tiltima suspenséo
de EGB, foram colhidos trés swabs do meio Amies e trés do meio Stuart, os quais foram mantidos em temperatura ambiente por
8, 24 e 48 horas, para posterior semeadura em agar sangue. A leitura do crescimento das placas foi realizada ap6s 24 horas de
incubag@o e classificada semiquantitativamente (0-3 cruzes) de acordo com o niimero de coldnias observadas. A analise
estatistica foi efetuada com o teste exato de Fisher. Resultados: a recuperagdo do EGB nos meios de transporte Amies e Stuart
apos 48 horas de estocagem foi de 97 ¢ 87%, respectivamente. Em um dos quatro casos em que nao houve a recuperagio do
EGB apds 48 horas de armazenamento, o pH vaginal foi superior a 4,5 e em dois casos havia a presenca de vaginose citolitica.
Conclusdes: ambos os meios de transporte mostraram-se adequados para a recuperagdo do EGB em gestantes até 48 horas
apos a coleta. As caracteristicas do meio vaginal ndo influenciaram a recuperagéo do EGB no presente estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Infecgdes estreptococicas; Streptococcus agalactiae; Manejo de espécimes (amostra); Meios de
cultura; Mulheres gravidas

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the influence of vaginal environment of pregnant women on group B streptococcus (GBS) survival
after 8, 24 ¢ 48 h in Amies and Stuart transport media. Methods: Three vaginal samples were collected from 30 pregnant
women attending the Prenatal Care Outpatient Clinic of the Centro de Atengdo Integral a Saude da Mulher (CAISM),
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). The first sample was placed directly onto Todd-Hewitt selective medium;
the second was used to perform a gram-stained microscopy, and the third swab was placed in 2 mL physiological saline to
which 200 pL of a suspension with 1-2 x 10% colony-forming units of GBS was added. After homogenization, six swabs were
collected from this suspension (3 from Amie medium and 3 from Stuart medium). These six swabs were kept at room
temperature for 8, 24 and 48 h and then incubated on blood agar. Bacterial growth at 37°C was observed after a 24-h
incubation period and it was semiquantitatively graded (0-3+) according to the number of colonies. Statistical analysis was
performed by the exact Fisher test and the level of significance was set at 0.05. Results: the recovery of GBS after 48-h
storage in Amie and Stuart media was 97 e 87%, respectively. In one of the four cases where no GBS recovery was possible
after 48 h of storage, vaginal pH was higher than 4.5, and in two of those cases cytolytic vaginosis was found. Conclusions:
both transport media showed to be appropriate for GBS recovery up to 48 h after sampling. Characteristics of the vaginal
enviroment did not influence GBS recovery as observed in this study.

KEYWORDS: Streptococcal infections; Streptococcal agalactiae; Transport handling; Vaginal enviroment; Pregnant women
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[ntrodugao

Streptococcus agalactiae, ou estreptococco do
grupo B (EGB), sao diplococos gram-positivos res-
ponsaveis por colonizacdo e infeccao em gestan-
tes e neonatos'. A maioria destas gestantes sao
assintomaticas, embora um em cada dois neonatos
terdo a superficie da pele ou mucosa colonizada.
Aproximadamente 1 a 2% dos neonatos nascidos
de maes colonizadas desenvolvem infec¢do neo-
natal precoce, tais como septicemia, pneumonia
e meningite?.

A colonizacao pelo EGB tem alta prevaléncia
entre as gestantes, podendo atingir taxas de 15 a
30% no mundo todo®*. No Brasil, estudos demons-
tram prevaléncia de EGB de 14,9 a 21,6%, sendo
esta prevaléncia maior nas gestantes com idade
inferior a 20 anos e com menor escolaridade®®.
Esta alta prevaléncia de EGB em gestantes é fator
importante ao considerar-se que a taxa de trans-
missao vertical é de aproximadamente 50%7’. Além
disto, calcula-se que a incidéncia de infeccao em
RN seja da ordem de 1 a 3 por 1000 nascidos vi-
vos®.

Para contornar este problema e no intuito
de reduzir a morbimortalidade neonatal pelo EGB
vém sendo instituidas estratégias preventivas e
terapéuticas intraparto em diferentes paises, a
partir das quais tem-se documentado significan-
te decréscimo da incidéncia de infeccdo neonatal
precoce®!®. A profilaxia antimicrobiana intraparto
contra o EGB, segundo os Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), deve ser realizada em todas
as gestantes colonizadas, o que previne pelo me-
nos metade das infeccoes precoces, com decrés-
cimo na incidéncia de infeccao de 2,7 para 0,4 por
1000 nascidos vivos®.

Porém, grande obstaculo ao emprego da
profilaxia da infeccdo estreptococica em neonatos
reside nas dificuldades de pronta identificacao do
EGB nas gestantes, idealmente realizada por meio
de cultura em meio seletivo adequado, Todd-
Hewitt. A opcao disponivel para isso na pratica € a
cultura em meios de rotina, como o agar sangue.
Entretanto, mesmo essa cultura de rotina muitas
vezes é realizada em laboratérios microbiolégicos
distantes do local de atendimento da paciente. Isso
pode resultar em intervalo de tempo entre a cole-
ta e o processamento das amostras.

Para compensar esta demora existem meios
de transporte capazes de preservar o EGB durante
certo tempo apds a coleta, garantindo a
adequabilidade da amostra para as analises
microbiolégicas feitas mais tardiamente. O CDC
padroniza que a viabilidade do EGB pode ser

mantida por até quatro dias em meio de transpor-
te apropriado. Para isso ha atualmente dois mei-
os de transporte disponiveis no mercado nacional:
Amies e Stuart. O meio de Stuart é um substrato
para a conservacao de Neisseria gonorrhoeae e ou-
tros microrganismos como Haemophilus influenzae,
Streptococcus sp e Corynebacterium diphtheriae, du-
rante o seu transporte para o laboratério. Ja o
meio Amies é uma modificacdo do meio Stuart,
ao qual foram adicionados elementos para aumen-
tar a sobrevivéncia bacteriana®.

Alguns estudos ja foram realizados compa-
rando estes dois meios para a preservacado de
EGBs, utilizando amostras obtidas de salina ou
outro meio nao natural'>'?. Porém, até onde sabe-
mos nenhum estudo foi realizado no intuito de
pesquisar se ha diferencas significativas no tem-
po de preservacao do EGB nesses dois meios con-
siderando-se a influéncia do contetido vaginal.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia do meio vaginal de gestantes sobre a
recuperacao do EGB nos meios de transporte Amies
e Stuart.

Métodos

Foi realizado estudo de corte transversal no
qual foram incluidas 30 gestantes atendidas em
sua primeira consulta de rotina do Ambulatério
de Pré-Natal do Centro de Atencao Integral a Sau-
de da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), no periodo entre outu-
bro de 2004 e junho de 2005. O estudo foi aprovado
pela Comisséo de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP e todas as ges-
tantes concordaram em participar do estudo, as-
sinando o Termo de Consentimento Livre e Escla-
recido.

Como critério de inclusao considerou-se o
primeiro atendimento pré-natal da gestante e
como critério de exclusdo a gestante ja estar colo-
nizada pelo EGB. Como é rotina deste servico, exa-
me ginecologico completo foi realizado nesta pri-
meira consulta de pré-natal. Os dados relativos as
caracteristicas sociodemograficas e da gestacao
atual foram obtidos do prontuario. Além disso, as
gestantes também foram questionadas quanto ao
uso de antibioticos e antecedentes de infeccoes
do trato génito-urinario nos ultimos seis meses,
presenca atual de corrimento vaginal e suas ca-
racteristicas.

Durante o exame especular, foi realizado o
teste de whiff e a medicao do pH vaginal. Para a
realizacao do teste de whiffforam adicionadas duas
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gotas de KOH 10% a uma fracao da amostra coleta-
da do fundo de saco vaginal, o qual foi considerado
positivo na presenca de liberacao de odor de aminas
caracteristico (odor de peixe). A medicao de pH va-
ginal foi realizada colocando uma fita de pH em con-
tato com a parede vaginal por um minuto e poste-
rior leitura de acordo com uma escala colorimétrica.

Neste exame especular também foram
coletados trés swabs do fundo de saco vaginal, e
que foram processados da forma descrita adiante:
o primeiro swab foi mergulhado em caldo Todd-
Hewitt, meio que é seletivo e serve para enrique-
cimento de EGB. Apés incubacéao deste meio a 37°C
por 24 horas, a amostra foi semeada em agar san-
gue, a fim de verificar se a gestante ja estava co-
lonizada pelo EGB, o que a excluiria do estudo. Os
resultados indicaram que as 30 gestantes inclui-
das nao estavam colonizadas por EGB e, portanto,
nenhuma delas teve que ser excluida do estudo.

O segundo swab foi utilizado para a realiza-
cao de um esfregaco o qual foi corado pelo método
de Gram, a fim de caracterizar a flora microbiana
vaginal. Particularmente, este exame foi utiliza-
do para o diagnoéstico da presenca de vaginose bac-
teriana, candidiase vaginal e vaginose citolitica.

O terceiro swab foi mergulhado em 2 mL de
solucao salina a qual foram acrescentados posteri-
ormente 200 uL de uma suspensao previamente
preparada contendo EGB da cepa ATCC 13818
(Streptococcus agalacteae - cepa padronizada) na con-
centracao de 1-2 x 10® unidades formadoras de co-
lénia (UFC), correspondente ao tubo 0,5 da escala
de MacFarland (padrao usado para calcular a den-
sidade das suspensodes bacterianas). Desta ultima
suspensdo de salina obtida com o terceiro swab
colhido da paciente, foram obtidas trés amostras
para o meio de transporte Amies e trés amostras
para o meio de transporte Stuart. Estes foram man-
tidos em temperatura ambiente por 8, 24 e 48 ho-
ras para posterior semeadura em agar sangue.

A seguir, estas placas foram incubadas a
37°C e, apos 24 horas, foi realizada a verificacao
do crescimento do EGB nas mesmas. O crescimen-
to foi classificado semiquantitativamente como 0O
a 3+, dependendo da quantidade de colénias ob-
servadas em cada placa. Quando houve o cresci-
mento de coldnia tipica (branca, leitosa com pe-
queno halo de hemolise) em 1/3, 2/3 ou em 3/3
da superficie da placa, o crescimento era
categorizado como 1+, 2+ ou 3+, respectivamente.
Na auséncia de colonias, o crescimento era ca-
racterizado como zero. A confirmacao da identifi-
cacao do EGB foi realizada com o teste da catalase.

As analises estatisticas foram realizadas por
meio do teste exato de Fisher, com nivel de signi-
ficancia de 0,05.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2005; 27(11): 672-6

Resultados

A Tabela 1 mostra que nao houve diferenca
significativa na recuperacdo do EGB entre os dois
meios de transporte testados apos 8, 24 ou 48 horas
de armazenamento em temperatura ambiente.

Tabela 1 - Comparac&o entre a recuperacéo do Streptococcus do grupo B (EGB) nos dois meios
de transporte testados apos 8, 24 e 48 horas de armazenamento em temperatura ambiente

Recuperagio Amies Stuart p
do EGB n=30 % n=30 %

Apés 8 h 30 100 30 100 1,00
Apbs 24 h 30 100 29 97 1,00
Apbs 48 h 29 97 26 87 0,35

*Teste exato de Fisher.

Quanto as caracteristicas da amostra vaginal,
praticamente metade das gestantes avaliadas apre-
sentaram pH vaginal igual ou superior a 4,5. Em 15
gestantes (50%) foi observada a presenca de Candida
sp e seis (20%) apresentaram vaginose bacteriana
na bacterioscopia vaginal. Dez gestantes relataram
histéria de uso de antibidticos nos ultimos seis
meses. Entretanto, destas que utilizaram antibioti-
co, apenas quatro o haviam feito nas ultimas duas
semanas que antecederam a coleta (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e antecedente de uso de antibiéticos nas gestantes.

Caracteristicas n (30) (%)
pH vaginal >4,5 14 47
Teste de whiff positivo 1 3
Uso de antibi6ticos 10? 33
Presencga de vaginose bacteriana® 6 20
Presencga de candidiase vaginal® 15 50
Presenca de vaginose citolitica® 5 14

Em uso de penicilina (3), cefalexina (1); tetraciclina/anfotericina B-topico (1); n&o
souberam informar qual o antibidtico utilizado (5).
°Diagnosticados pela bacterioscopia do conteudo vaginal.

Tabela 3 - Comparacéo das caracteristicas avaliadas entre os casos nos quais néo
houve recuperagao do estreptococco do grupo B apds 48 horas com aqueles nos quais
houve a recuperagdo nos dois meios de transporte.

Caracteristicas Houve Nio houve p*
recuperacao recuperagao

do EGB do EGB

apos 48 h  apods 48 h?

n=26 % n=4 %
pH vaginal >4,5 13 50 1 25 0,60
Teste de whiff positivo 1 4 0 - 1,00
Uso de antibicticos 10 38 0o - 027
Presenca de vaginose bacteriana 6 23 0 - 055
Presenca de candidiase vaginal 14 54 1 25 0,59
Presenca de vaginose citolitica 3 N 2 50 0mM

°Refere-se aos quatro casos em que ndo houve recuperacdo do EGB no meio Stuart (em
um dos quais também n&o houve recuperagéo no meio Amies).
*Teste exato de Fisher.
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A Tabela 3 mostra a comparacéao das carac-
teristicas avaliadas entre os casos em que houve
e aqueles em que néao houve recuperacao do EGB
apo6s 48 de armazenamento nos dois meios de
transporte. Observa-se que entre os quatro casos
em que nao houve recuperacao do EGB, dois apre-
sentaram vaginose citolitica, um apresentou
candidiase e um apresentou pH vaginal >4,5. To-
davia, estes resultados ndo foram significativa-
mente diferentes em comparagdo com 0s casos
em que houve recuperacao do EGB.

Discussao

A sobrevivéncia do EGB nos meios de trans-
porte nédo-especificos manteve-se em niveis acei-
taveis apos 48 horas de estocagem, tanto no meio
Amies como no Stuart (97 e 87%, respectivamen-
te). Estes resultados sdo compativeis com os de
Crisp et al.’®, que ndo encontraram diferenca sig-
nificativa entre a recuperacdo do EGB quando em
inoculacao direta no meio seletivo ou apés o uso
de um meio de transporte. Entretanto, deve-se
ressaltar que nos trabalhos daqueles autores o
tempo em que os swabs permaneceram no meio
de transporte foi de apenas duas horas.

Por outro lado, Silver e Struminsky'*, utili-
zando dois swabs na coleta, compararam a
inoculacao direta no meio seletivo de Todd-Hewitt
e sua inoculacao posterior ao uso do meio de trans-
porte Stuart. Verificaram que a inoculacao apos o
uso do meio de transporte apresentou perda de 30%
na recuperacao do EGB.

Uma das possiveis variaveis que podem in-
fluenciar na recuperacao do EGB apés um periodo
de permanéncia no meio de transporte é a tempe-
ratura em que o mesmo é armazenado. No pre-
sente estudo, utilizou-se a temperatura ambien-
te para o armazenamento dos meios de transpor-
te até o momento de semeadura em placa de agar
sangue. Portanto, esta variavel nao deve ter in-
fluenciado na recuperacdo do EGB, pois tanto a
temperatura ambiente (24°C) como a obtida em
geladeira (3°C) sdo as mais adequadas para me-
lhor sobrevivéncia do EGB em um meio de trans-
porte!'. Somente a estocagem prolongada em tem-
peraturas elevadas (como 30°C) diminui a viabili-
dade do EGB e afeta diretamente a habilidade da
cultura para sua deteccao.

Outra variavel com influéncia potencial so-
bre os novos resultados é o uso de antibiéticos.
Dentre as quatro mulheres em que nado houve
recuperacédo do EGB apés 48 horas, o uso de anti-
biotico nas ultimas duas semanas néo foi referido

pelas mesmas. Por outro lado, nas outras quatro
mulheres que referiram ter usado antibi6tico nas
duas ultimas semanas também houve recupera-
cdo do EGB apo6s 48 horas de armazenamento.
Outros estudos demonstraram que, na presenca
de antibiéticos in vitro (penicilina e eritromicina),
houve crescimento de EGB somente nas culturas
imediatas, ndo havendo crescimento apos 6, 12 e
24 horas de armazenamento em meios de trans-
porte!2. O fato de o uso prévio de antibiético nao
ter influenciado na recuperacdo do EGB no pre-
sente estudo sugere que ndo ha necessidade des-
ta preocupacéo na ocasido da coleta para pesqui-
sa do EGB entre as gestantes.

Possivel explicacdo para os quatro casos que
nao apresentaram recuperacao do EGB apoés 48
horas de armazenamento em meio de transporte
seria que a concentracdo do inéculo tenha sido
menor, demonstrado por menor crescimento ja na
primeira semeadura (ap6s 8 horas de armazena-
mento). Contudo, isso s6 foi observado em um dos
quatro casos, o que torna essa explicacdo pouco
provavel. Isso ainda é reforcado por estudos ante-
riores, nos quais concentracdées muito baixas de
EGB (menos que 10 UFC por swab) foram suficien-
tes para uma recuperacao de 80% dos mesmos
apos dois dias de armazenamento!l.

A analise das caracteristicas do meio vagi-
nal que foi realizada no presente estudo demons-
trou que a Candida sp foi encontrada com frequién-
cia na vagina das mulheres avaliadas (metade dos
casos), uma vez que a candidiase é a infeccdo va-
ginal mais frequiente durante a gestacéao!®. Entre-
tanto, também encontramos frequiiéncia elevada
de pH vaginal 24,5 (47% dos casos) e de outras in-
feccoes vaginais como a vaginose bacteriana e a
vaginose citolitica (20 e 14%, respectivamente).
Isso pode ser explicado pelo fato de que o ambula-
toério onde foram coletadas as amostras é um ser-
vico de referéncia para as gestacoes de alto risco.
Inclusive isso contribuiu favoravelmente ao nos-
so estudo, permitindo a obtencao de maior varie-
dade de meios vaginais.

As condicoes de estocagem da amostra e pre-
senca de antibioticos e de produtos de higiene fe-
minina podem influenciar varias destas condicdes.
Os resultados afetam negativamente a cultura do
EGB'. Os autores deste estudo, no entanto, nao
demonstraram quais fatores poderiam influenciar
a recuperacado do EGB em relacdo ao meio vaginal
(como muco, sangue e flora vaginal). No estudo
atual encontrou-se que em apenas um dos quatro
casos em que nao houve a recuperacdo do EGB
apos 48 horas de armazenamento, o pH vaginal foi
superior a 4,5. Além disso, em dois casos havia a
presenca de vaginose citolitica, que também as-
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socia-se a pH mais acido. Infelizmente, nao é pos-
sivel estabelecer, com o tamanho da amostra es-
tudada, se a acidez vaginal é realmente um fator
que pode influenciar negativamente a recupera-
cao do EGB. Futuros estudos com tamanho
amostral maior devem ser realizados com essa fi-
nalidade.

Em concluséo, os dados do presente estudo
reforcam a orientacdo atual de utilizar-se como
alternativa um meio de transporte inespecifico
para a pesquisa do EGB em gestantes. O
armazenamento deste meio por até 48 horas em
temperatura ambiente nao influencia a recupe-
racdo do EGB nos dois meios avaliados. Além dis-
so, ndo houve influéncia significativa do meio
vaginal na recuperacdo do EGB ap6s o periodo de
armazenamento.
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