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1.Introdução
O Estreptococo do Grupo B (EGB) tem relevância durante a gravidez e o puerpério por ter sido
responsável pelo surgimento de quadros infecciosos graves em recém natos. Schuchat et al. (2000)
em um estudo multicêntrico com 52.406 nascimentos o EGB foi o agente mais prevalente, sendo
encontrado em mais de 40% dos casos. A colonização materna pelo EGB é estimada mundialmente
entre 4% e 30% (DILLON et al., 1982; BAKER;EDWARDS, 1990; HICKMAN et al., 1999; MOYO
et al., 2000 ). Alguns estudos brasileiros revelam que o EGB também é um dos organismos mais
frequentemente isolado em infecções neonatais precoces (MIURA; MARTIN, 2001; VACILOTO et al.,
2002; BERALDO et al., 2004, POGERE et al., 2005; NOMURA et al., 2009) e a importância de
sua detecção em espécimes clínicos de mulheres grávidas tem relação com o diagnóstico e a
terapêutica adequada, tanto da grávida como de seu recém nato (SCHRAG et al., 2002). Um estudo
realizado no Amazonas por Pinheiro et al. (2007)  relata a presença da sepse neonatal precoce em
5,3% dos casos estudados, sem identificar o percentual de gestantes colonizadas pelo EGB. Infelizmente
na rede básica de saúde não se dispõe de estratégias para o rastreamento do EGB em gestantes
brasileiras. Constata-se que no mais recente Manual Técnico de Pré Natal e Puerpério inexiste um
protocolo direcionado a detecção, prevenção e tratamento da infecção neonatal pelo EGB (BRASIL,
2006). Assim, a sociedade médica segue o protocolo estabelecido pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC),dos Estados Unidos da América do Norte (EUA), em cujo último protocolo tem-se a
inclusão do teste de Amplificação de Ácidos Nucléicos (NAAT), utilizando a Reação em Cadeia da
Polimerase (PCR), nas técnicas laboratoriais de pesquisa do EGB. Os dados existentes ainda são
escassos, porém, indicam que quando o NAAT/PCR é realizado diretamente da amostra clínica coletada
tem percentuais de positividade entre 62,5% e 98,5% (AZIZ et al., 2005; ATKINS et al., 2006; GAVINO;
WANG, 2007; EDWARDS et al., 2008, EL HELALI et al., 2009, ALFA et al., 2010). Quando executado a
partir de alíquota de caldo enriquecido onde a amostra clínica foi imersa, os percentuais de positividade
variam de 92,5% a 100% (GOODRICH; MILLER, 2007; BLOCK et al., 2008; SCICCHITANO;
BOURBEAU, 2009). Então, mediante o exposto e com o intuito de verificar a eficácia da Reação em
Cadeia da Polimerase (PCR) convencional no rastreamento do Estreptococo do Grupo B (EGB) em
gestantes atendidas na maternidade Balbina Mestrinho - Manaus/AM, elaborou-se a presente proposta
de iniciação científica. Busca-se por meio dela, também, verificar a eficácia da PCR efetuada diretamente
da amostra clínica e após submissão em caldo enriquecido. Este projeto foi aprovado pelo comitê de
ética da Universidade Federal do Amazonas protocolado no CEP/UFAM com CAAE nº 0263.0.115.115.

2.Material e Métodos
Foram convidadas a participar da pesquisa 76 gestantes que estavam entre a 35a e 37a semana de
gestação (período indicado pelo CDC, 2010), confirmada pela ultrassonografia e/ou pela data da última
menstruação. Dentre estas, foram inclusas as pacientes que não fizeram uso de antibiótico nos últimos 7
dias e/ou realizaram exame ginecológico nas 24 horas antecedentes, e as que aceitaram participar do
estudo. Foram excluídas as que desistiram de participar no decorrer do estudo. Foi utilizado formulário
para obtenção das informações pessoais, demográficas, história obstétrica pregressa e atividade sexual.
Após exame Clínico/Obstétrico realizado por profissional qualificado, foi realizada a coleta de duas
amostras clínicas vaginais e duas amostras anorretais, mediante o uso de swabs estéreis,
individualmente introduzidos no intróito vaginal até o terço distal da vagina, sem qualquer procedimento
de antissepsia prévio e sem a utilização de espéculo. Após suave movimento rotatório, cada swab foi
retirado e imediatamente imerso em meio de transporte de Stuart. Os meios foram colocados em
geladeira até o transporte ao laboratório (no máximo por 24 horas), onde os swabs foram retirados e
procedimentos sequenciais foram realizados. No primeiro deles, pegou-se um dos swab’s vaginal e
anorretal coletados que, em seguida, foram submetidos à extração de DNA e a reação de PCR foi
executada conforme ilustração abaixo:
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Apêndice 1 – Ilustração das etapas associadas à técnica de PCR convencional realizadas na Fiocruz/AM. 1.
Preparo de solução com tampões, nucleotídeos, primers e enzima Taq; 2. Adição do DNA das amostras; 3.
Amplificação do DNA no termociclador; 4. Uso de ladder no pocinho mais à esquerda do gel; 5. Colocação das
amostras com azul de bromofenol no gel de agarose; 6. Leitura das sequências encontradas no gel.

Os Swab’s restantes foram imersos em caldo de Todd-Hewit por 6 horas. Posteriormente foi retirada uma
alíquota de 200 μL que foi submetida à extração do DNA e PCR convencional, conforme relatado para o
10s swab’s. Para fins de análise dos resultados, a presença do EGB nas amostras clínicas foi
determinada quando o PCR proporcionou uma positividade em qualquer das amostras analisadas. Para
as análises de sensibilidade e especificidade dos métodos, assim como seus valores preditivos positivos
e negativos. Também foram efetuadas as análises de concordância dos métodos diagnósticos, pelo
cálculo de Concordância Observada.

3.Resultados e Discussão
Todas as 76 gestantes participantes tiveram suas amostras analisadas pelo (PCR). Delas, nenhuma
apresentou positividade para o EGB. Dois perfis visualizados na tabela abaixo, justificam a negatividade
baseando-se em pesquisas já feitas.

Característica

analisada

idade cor
≤15 anos 16 a 25 anos 26 a 35 anos 36 a 45 anos ≥ 46

anos Branca Negra Parda

n 5 17 40 13 1 57 16 3

% 6,5 22,3 52,6 17,1 1,3 75 21 4
Tabela 1 – Cor e intervalo de idade mais predominantes entre as gestantes.

Apesar disso, o resultado contraria a maioria dos trabalhos supracitados cuja positividade ficou entre
62,5% e 98,5% quando realizada diretamente da amostra (AZIZ et al., 2005; ATKINS et al., 2006;
GAVINO; WANG, 2007; EDWARDS et al., 2008, EL HELALI et al., 2009, ALFA et al., 2010) e entre
92,5% a 100% quando executada a partir de alíquota de caldo enriquecido onde a amostra clínica foi
imersa (GOODRICH; MILLER, 2007; BLOCK et al., 2008;  SCICCHITANO; BOURBEAU, 2009). Dentre as
suposições para a negatividade das amostras estão inclusas o uso de primers inadequados, ou seja,
mesmo tendo sido rotulados como específicos apresentaram sequenciamento não compatível. Pode ter
contribuido também o grande pool bacteriano no canal vaginal e anorretal, pois talvez o excesso de
genes durante todos os procedimentos tenha interferido para que as bandas do EGB apareçam no gel de
eletroforese. Do contrário, as 76 gestantes realmente não apresentaram o EGB, o que seria bastante
raro. Além do que já fora exposto, segue uma tabela cujos dados não puderam ser interligados com os
resultados, mas servem como informações adicionais a título de conhecimento. Nela, pode-se visualizar
que muitas gestantes tinham somente o 1º grau completo (46%), 59,2% delas apresentaram ITU
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(infecção do trato urinário) e que grande parte delas estava inclusa no grupo de alto risco obstétrico
(72%).

Característica
analisada

ITU risco obstétrico escolaridade
sim não alto baixo Analfabeto 1 º

grau
2 º
grau

3 º
grau

n 45 31 54 22 4 35 25 12

% 59,2 41,8 72,0 28,0 5,3 46,0 32,9 15,8
Tabela 2 – Características adicionais.

4.Conclusão
Verificou-se, portanto, que a técnica de PCR não fora eficaz para rastrear o EGB nas gestantes
atendidas na Maternidade Balbina Mestrinho, principalmente, pela dificuldade em se usar primers
adequados para o sequenciamento. Apesar disso, o levantamento dos dados para se obter o perfil das
gestantes selecionadas foi de grande utilidade. Isto tanto para se formar uma noção a nível de saúde
pública, como por exemplo o expressivo número de gestantes com alto risco obstétrico, como também
uma noção mais detalhada sobre a obstetrícia. Como poucos trabalhos foram realizados com EGB
envolvendo gestantes e neonatos, espera-se que futuramente novos projetos de pesquisa na cidade de
Manaus visem averiguar a presença deste microorganismo nas gestantes e caso este esteja em número
expressivo, que seu reastreamento laboratorial seja incluso no protocolo de pré-natal.
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