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palavras -chave

resumo

Streptococcus agalactiae, gravida, recém-nascido, eritromicina, clindamicina,
penicilina.

O Streptococcus agalactiae ou do grupo B (SGB) reconhecido durante
décadas como o agente etiolégico da mastite bovina €, hoje em dia, um
patogénio associado a varias patologias humanas. E frequentemente
associado a patologias da gravida e do recém-nascido, mas a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) alerta para o risco elevado de morte por doenca
invasiva causada por este agente em individuos com mais de 65 anos.

Embora a infeccdo por SGB tenda a ocorrer mais comummente em adultos do
que em recém-nascidos, a taxa de mortalidade é mais elevada nestes Ultimos
(Joachim et al 2009).

Os estudos de prevaléncia mostram taxas de colonizagdo variaveis de acordo
com a populagdo estudada, a sua localizagdo geografica, a regido onde é feita
a pesquisa (vaginal e/ou rectal) e com as caracteristicas do meio de cultura
utilizado (Diaz e Nieves 2008). No presente estudo obteve-se uma prevaléncia
de 19,7% (105 amostras positivas nas 533 estudadas).

Os antibiéticos estudados, penicilina, eritromicina e clindamicina foram
escolhidos com base nos critérios da Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). As 105 amostras positivas estudadas foram todas sensiveis a
penicilina e obteve-se uma taxa de resisténcia de 22,9% tanto para a
eritromicina como para a clindamicina.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a populacdo estudada
apresenta uma taxa elevada de resisténcia aos antibidticos de segunda linha.
Estes dados podem dever-se ao facto de ndo se conhecer o estado real de
alergia a penicilina e ao uso imediato da clindamicina como alternativa. No
Centro Hospitalar de Entre o Douro e Vouga, E.P.E. (CHEDV), a eritromicina
esta em desuso por ter menor capacidade de atravessar a barreira placentaria
e atingir as concentracGes desejadas para prevencdo de infeccdo no recém-
nascido.

Espera-se que num futuro proximo se desenvolva a tdo desejada vacina capaz
de prevenir a infeccao por SGB, bem como o desenvolvimento de técnicas de
pesquisa e rastreio deste agente que possam ser realizadas no momento do
parto de forma a minimizar as situacfes em que o rastreio realizado entre as
35 e as 37 semanas de gestacao ndo detecta a colonizagao pela bactéria.
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abstract

Streptococcus agalactiae, pregnant, newborn, erythromycin, clindamycin,
penicillin.

Streptococcus agalactiae or Streptococcus group B (GBS) was recognized for
decades as the causative agent of bovine mastitis but today is a pathogen
associated with several human diseases. It is often associated with pregnant
and newborn diseases but World Health Organization (WHO) warns to the high
risk of death in individuals over 65.

Although GBS infection tends to occur more in adults than in newborns, the
mortality rate is higher in the youngest group (Joachim et al 2009).

Prevalence studies show that colonization rates can vary according to the
characteristics of the population, geographic location, product tested (vaginal
and/or rectal) and the characteristics of the culture medium used (Diaz and
Nieves 2008). In this study we obtained a prevalence rate of 19,7% (105
positive samples in 533 studied).

Penicillin, erythromycin and clindamycin were selected based on the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) criteria. The 105 positive samples
were all susceptible to penicillin and a resistance rate of 22,9% was obtained
for both erythromycin and clindamycin.

According to the results, we concluded that the population we studied has a
high resistance rate of the second choice antibiotics. These facts may be due
to the use of clindamycin as alternative even when the real allergy state from
the patient to penicillin is unknown. In Centro Hospitalar de Entre o Douro e
Vouga, E.P.E. (CHEDV), the use of erythromycin is decreasing due to lower
ability to cross the placental barrier and reach the desired concentrations of the
chemical in order to prevent an infection in newborn.

It is desirable that, in a near future, scientists not only can develop a vaccine to
prevent GBS infection but also can develop new research methods to test the
presence of this agent at the moment of delivery in order to minimize the
situations where the screening performed between 35 and 37 weeks of
pregnancy failed to detect bacterial colonization.



“Para sabermos bem as coisas é preciso
sabermos os pormenores, e como estes sao
guase infinitos, 0s nossos conhecimentos séo
sempre superficiais e imperfeitos”.

Francois La Rochefoucauld
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1 — Introducao

1.1 - Breve enquadramento historico

Embora o Streptococcus agalactiae ou do grupo B (SGB) apds o seu isolamento tenha
sido reconhecido durante décadas como o agente etioldgico da mastite bovina, é hoje em

dia, um patogénio associado a varias patologias humanas.

A sua associacdo a patologia humana deve-se a Fry que, em 1938 relacionou este
agente com trés casos fatais de sépsis puerperal (Edwards e Baker 2005). Fry, Lancefield
e Hare identificaram este agente em exsudados vaginais de mulheres em periodo pos-

parto sem quaisquer sintomas de doenca.

No entanto, até ao inicio dos anos 60 foram poucos o0s casos descritos de infeccbes
provocadas por este microrganismo. Nos anos 70, o SGB tornou-se o principal agente de
septicémia e meningite em recém-nascidos e em crian¢cas com menos de 3 meses de
vida e para além de ser uma preocupacao para os pediatras passou a ser relacionada
com casos de morbilidade verificados em algumas gravidas (Edwards e Baker 2005).

Esta situagdo acabou por conduzir a implementagdo, em meados dos anos 90, de
recomendacdes ao nivel da quimioprofilaxia materna intra-parto que conduziram a um
decréscimo acentuado ndo sO da incidéncia de doenca de inicio precoce nos recém-
nascidos (que de acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude — OMS - baixou 80%),

mas também dos casos de doenca invasiva durante a gravidez (Edwards e Baker 2005).

Ainda que frequentemente se associe este microrganismo a patologias da gravida e do
recém-nascido, a OMS alerta para o risco elevado de morte por doenca invasiva causada

por este agente em individuos com mais de 65 anos.



1.2 - Caracteristicas dos SGB

O Manual of Sistematic Bacteriology de Bergey descreve 0s estreptococos como
bactérias de Gram positivo, catalase negativas, anaerobias facultativas, esféricas ou
ovéides com menos de 2 um de didmetro (Ferreira 2000) que formam cadeias curtas em
amostras clinicas e cadeias mais longas em cultura (Murray et al 2000). Esta estirpe

ainda que cresca na presenca de oxigénio ndo é capaz de realizar o metabolismo

respiratorio.

A classificagdo dos estreptococos em espécies sempre foi dificil quer se recorresse a
métodos bioquimicos quer serolégicos. As reaccdes hemoliticas e a classificacéo
serologica de Lancefield sdo ainda largamente usadas, apesar das suas limitagbes
(Ferreira 2000).

Na parede celular dos estreptococos destacam-se proteinas (M, T e R) e alguns hidratos
de carbono especificos — carbo-hidrato C (com capacidade antigénica que permitem a

classificacéo seroldgica de Lancefield) e peptidoglicanos (Ferreira 2000).

Embora as exigéncias nutritivas variem com as espécies, 0 crescimento € escasso em
meios liquidos ou sélidos ndo enriquecidos com sangue ou liquidos tecidulares (Ferreira
2000).

Caso as colonias utilizadas no processo de coloracdo de Gram sejam velhas ou se o
doente estiver jA medicado com antibidticos, a coloracdo podera traduzir cocos de Gram
negativo. Trata-se de uma estirpe exigente do ponto de vista nutritivo crescendo melhor
em meios complexos com sangue ou soro (Ferreira 2000)). Crescem em meios como a
gelose com 5% de sangue de carneiro (GS) ou como a gelose de chocolate (Forbes et al
1998) e em meios selectivos para bactérias de Gram positivo como o Columbia Agar com

colistina e acido nalidixico (ANC), por exemplo.



Figura 1 — Coldnias de S. agalactiae em Gelose de Sangue

Durante a gravidez, a deteccdo de portadoras de SGB pode ser feita com recurso a
meios como Todd-Hewitt com antibidticos (gentamicina e acido nalidixico ou colistina e
acido nalidixico): os antibiéticos sdo usados para inibir o crescimento da flora normal da
vagina e para facilitar a cultura de SGB numa subcultura de gelose de sangue. O meio de

Lim é um meio formulado para este efeito (Forbes et al 1998).

Em GS as colénias apresentam-se maiores que as de estreptococos do Grupo A (S.
pyogenes) com aspecto variavel entre o translicido e o opaco, achatadas, brilhantes e
com zona de B-hemdlise (ainda que algumas estirpes possam ndo ser hemoliticas)
(Forbes et al 1998, Murray et al 2000).

Estes estreptococos possuem um antigénio polissacaridico da parede celular especifico
do grupo (composto por ramnose, N-acetilglicosamina e galactose), polissacarideos
especificos do tipo (la, Ib e Il a VI) e a proteina de superficie (antigénio c) (Murray et al
2000). Assim, com base nesta composicdo, estdo descritos nove serotipos
imunologicamente distintos: la, la/c, Ib/c, Il, lic, I, IV, V e VI que constituem importantes

marcadores epidemiol6gicos (Murray et al 2000).

A classificacdo das espécies faz-se apreciando caracteristicas diversas, morfolégicas,
tipo de colbnias, a actividade bioquimica, actividade hemolitica em meios com sangue,
producado de enzimas e toxinas, posse de determinadas substancias proteicas ou hidratos
de carbono especificas, que podem ser detectadas por métodos seroldgicos (Ferreira
2000).

Na identificacdo desta estirpe sdo de considerar a partida os arranjos celulares visiveis
através da coloracdo de Gram e o tipo de hemolise, sendo, no entanto, a grupagem
serolégica dos hidratos de carbono da parede celular usada classicamente para a



identificacdo de estirpes de estreptococos B-hemoliticos. O teste de Lancefield foi
progressivamente substituido nos laboratérios clinicos por testes de aglutinacdo em latex
disponiveis comercialmente e estes testes seroldgicos, ainda que mais caros que 0s
testes bioquimicos, tém vantagens por serem répidos, confirmatérios e facilmente

realizaveis com um numero reduzido de coldnias.

Os SGB produzem uma proteina termoestavel e difusivel, denominada factor de CAMP
(Christie, Atkins, Munch-Peterson) que aumenta a B-hemdlise dos Staphylococcus
aureus, que tem a capacidade de produzir esfingomielinase C, que, por sua vez, tem a
propriedade de se ligar as membranas dos eritrocitos e ao serem expostas ao factor de
CAMP provocam a hemodlise celular. Considera-se um teste positivo quando aparece uma
zona de hemolise em forma de seta na juncdo das estrias de S.agalactiae com o
S.aureus. Ocasionalmente, as estirpes ndo hemoliticas de S.agalactiae podem ser
encontradas recorrendo a este teste, podendo seguidamente ser confirmada a sua
identificacdo. Laboratorialmente, esta reaccdo € conhecida como Teste de CAMP em

homenagem aos cientistas que primeiro descreveram o factor de CAMP.

Bioquimicamente, o S.agalactiae hidroliza o hipurato e é positivo no teste de CAMP
(Forbes et al 1998, Ferreira 2000), devendo a identificacdo definitiva ser feita com base

na demonstracdo do hidrato de carbono especifico do grupo.

O SGB encontra-se na flora normal do tracto genital feminino e no tracto gastrointestinal
baixo (Forbes et al 1998, Murray et al 2000), podendo ocasionalmente colonizar o tracto

respiratorio superior (Forbes et al 1998).

Normalmente associam-se as infeccfes por SGB a recém-nascidos que sao colonizados
antes (no utero materno) ou durante o parto (na passagem pelo canal de parto), podendo,
no entanto, ocorrer também transmissdo nosocomial deste microrganismo através de
maos mal lavadas, quer da mae quer dos profissionais de salde, aquando da prestacao
de cuidados ao bebé. Nos adultos, a transmissdo deste microrganismo ainda nao esta
totalmente esclarecida (Forbes et al 1998) envolvendo provavelmente o acesso do

microrganismo desde locais contaminados até locais estéreis.

As infeccbes que envolvem criangas e recém-nascidos sdo com frequéncia precedidas da

ruptura prematura de membranas materna e aparecem como problemas multissistémicos



gue incluem sépsis, febre, meningite, desconforto respiratorio, letargia e hipotensao
(Forbes et al 1998) e séo classificadas como sendo de inicio precoce (se ocorrem nos
primeiros 6 dias de vida) ou de inicio tardio (ocorrem entre 7 dias e 3 meses apos 0

nascimento) (Forbes et al 1998).

Nos adultos envolvem infec¢gBes pds-parto como a endometrite, por exemplo, que podem
evoluir para abcessos pélvicos ou para choque séptico (Forbes et al 1998), bacteriémia,
pneumonia, endocardite, artrite, osteomielite e infeccdes dos tecidos moles, e

normalmente reflectem o estado imunocomprometido do doente.

Os factores de viruléncia ainda ndo estdo bem definidos mas sabe-se que o material
capsular interfere com a actividade fagocitica e com a activacdo do complemento. Muitos
dos estreptococos que possuem hidrato de carbono A, B e C de Lancefield produzem
cépsulas de acido hialurénico mais desenvolvidas nas culturas jovens (Ferreira 2000). A
cépsula resiste a fagocitose pelos polimorfonucleares e, portanto, funciona como factor

de viruléncia (Ferreira 2000).

Para causarem doenca, os SGB devem colonizar as mucosas e depois penetrar nestas
superficies de modo a entrarem normalmente em locais estéreis como a corrente
sanguinea, por exemplo. Para conseguirem causar lesdo nos tecidos, as estirpes
induzem a libertacdo de substancias causadoras de inflamac¢&o ou produzem substancias
capazes de provocar danos directamente na célula. A aderéncia de SGB as células
epiteliais € integral em diversas etapas da patogénese da doenca incluindo a colonizagéo
do recto e do tracto genital de mulheres gravidas e de outros adultos e € uma condi¢ao
necessaria a invaséo das células do epitélio respiratério de recém-nascidos (Edwards e
Baker 2005).

Actualmente estdo disponiveis varios kits de deteccao antigénica para o diagnostico de
sépsis neonatal e meningite causadas pelo SGB, que permitem o estudo de varios
produtos bioloégicos (urina, soro e liquido cefalo-raquidiano — LCR -). Os testes de
aglutinacdo em latex parecem ser suficientemente sensiveis e especificos (Forbes et al
1998). Salienta-se o facto de poder ser importante detectar o antigénio do SGB em
zaragatoas vaginais, uma vez que os recém-nascidos podem adquirir o microrganismo

durante a passagem pelo canal de parto colonizado.



1.3 - Epidemiologia da infeccéo por SGB

Segundo a classificagdo de Lancefield, o SGB é o lider de infeccbes maternas e
neonatais e € um patogénio oportunista para os adultos (Pinheiro et al 2009, Maniatis et

al 1996) e a incidéncia da doenca é variavel dependendo do pais (Joachim et al 2009).

Embora a infeccdo por SGB tenda a ocorrer mais comummente em adultos do que em
recém-nascidos, a taxa de mortalidade € mais elevada nestes ultimos (Joachim et al
2009).

O risco de doenca é mais elevado nas mulheres gravidas do que nas ndo gravidas
(Joachim et al 2009) ainda que a taxa de colonizacdo seja semelhante para ambos os
grupos (Lo 2009, Motlova et al 2004).

As criangcas nascidas de mulheres colonizadas tendem, durante o parto, a ser
colonizadas nas superficies mucosas (Joachim et al 2009). Cerca de 60% de criancas
nascidas de maes colonizadas apresentam colonizacdo pelos organismos existentes na
mae, sendo a colonizacdo a nascenca tanto maior quanto mais pesada a colonizacdo

materna (Joachim et al 2009).

De acordo com dados da OMS, considera-se que a taxa de colonizacdo vaginal possa
variar entre os 12% e 0s 27% a nivel mundial, ainda que se verifiquem variacfes a estes

dados em estudos publicados.

Na maioria das populacdes estudadas, entre 10 e 30% das gravidas apresentava
colonizacdo nas regides vaginal e/ou rectal (Lo 2009). Na Europa, um estudo realizado
entre 1996 e 2006 refere taxas de colonizagéo vaginal variaveis entre 6,5% e 36% (Lo
2009).

Ha estudos que referem variacbes nas taxas de colonizacdo (quer maternas, quer
neonatais) de acordo com o grupo étnico a que pertence a populagédo do estudo (Tsui et
al 2009, Motlova et al 2004), a idade (Motlova et al 2004, Simdes et al 2007), factores
imunoldgicos, a area geogréfica, o local de colheita da amostra e o meio de cultura
utilizado (Simdes et al 2007).



A taxa de colonizacdo do tracto genital de mulheres gravidas tem variado ao longo dos
tempos: em 1996 variava entre os 5% e 0s 30% (Hordnes et al 1996), em 2004 variava
entre 0s 10% e os 30% (Motlova et al 2004) e em 2009, a taxa variava entre os 3,2% e 0s
36% (El Aila et al 2009).

Sabe-se que entre 15% e 35% das gravidas sdo portadoras assintomaticas da bactéria
(Azavedo et al 2001) e que entre 40 e 70% dos recém-nascidos de mulheres colonizadas
sdo colonizados durante o parto (Stan et al 2001), prevendo-se que destes, 1-2% possam

desenvolver infecgBes graves (Stan et al 2001, Motlova et al 2004).

Os SGB podem estar associados com bacteridrias assintométicas durante a gravidez

sendo a bacteritria um marcador de in6culo genital (Edwards e Baker 2005).



2 - Susceptibilidade aos antimicrobianos

Ao longo dos tempos, ao associar-se determinada doenca a um agente infeccioso, a
comunidade cientifica (ao constatar que tal associacdo poderia conduzir a epidemias que
por sua vez poderiam originar elevadas taxas de mortalidade) considerou imprescindivel
mobilizar cientistas para que, através de pesquisas, pudessem encontrar compostos

naturais e/ou produtos quimicos com propriedades antimicrobianas.

Desde Aureolus Paracelsus que, no século XVI, utilizou compostos de antiménio no
tratamento de infec¢des e especificamente mercurio para o tratamento de sifilis (Sousa
2006) até a descoberta acidental da penicilina, em 1928 por Alexander Fleming, que
varios foram os estudos e descobertas ao nivel de substancias e da sua actividade em
determinadas situacdes clinicas. O uso de um antibittico por Fleming alterou o decurso
da terapéutica antimicrobiana: estava-se perante uma molécula dotada de poucos efeitos

deletérios sobre as células do Homem (Sousa 2006).

A descoberta dos antibioticos e a sua utilizagdo no tratamento de doencas infecciosas
constitui um dos maiores avan¢os da Medicina no século XX (Sousa 2006). No entanto, a
comunidade cientifica deparou-se com um novo problema apés a utilizacdo em larga
escala dos antibidticos: 0 aumento da incidéncia de estirpes resistentes que hoje em dia
atinge valores preocupantes ao nivel hospitalar onde aparecem estirpes multirresistentes

que dificultam, podendo mesmo limitar, as op¢des terapéuticas.

Os antibidticos dirigidos contra as bactérias devem ter um tropismo para a célula
bacteriana sem que tenham qualquer efeito deletério sobre o Homem e sobre os outros

microrganismos, explorando as diferencas entre procariotas e eucariotas.

Na terapéutica de doencas bacterianas devem ser utilizadas moléculas que aliam a sua
actividade antibacteriana uma baixa toxicidade, ou seja, substancias com um bom indice

terapéutico (Sousa 2006).



Os antibacterianos tém um tropismo para a ceélula procariota, interactuando com os
respectivos alvos e exercendo a sua actividade bacteriostatica (inibindo o crescimento
bacteriano, sendo a morte celular provocada pelo sistema imune do hospedeiro) ou

bactericida (matando a célula bacteriana podendo ocorrer bacteridlise). (Sousa 2006).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) considera e refere que o0s
estreptococos que sejam susceptiveis a penicilina possam ser considerados também
susceptiveis a ampicilina, amoxacilina, amoxacilina-acido clavulanico, ampicilina-
sulbactam, cefazolina, cefepime, cefradine, cefalotina, cefotaxime, -ceftriaxone,
ceftizoxime, ceftizoxime, ertapenem, imipenem e meropenem, 0 que torna desnecessario
testar as estirpes contra todos os antimicrobianos anteriormente enumerados (CLSI

2010).

A susceptibilidade a penicilina ndo tem sofrido mudancas significativas desde ha duas
décadas havendo casos descritos de susceptibilidade intermédia mas ndo de resisténcia
de algumas estirpes (Simdes et al 2007). O mesmo nao se pode assumir relativamente
aos antibidticos de segunda linha, como a eritromicina e a clindamicina, por exemplo,
para os quais em alguns paises ja se encontram descritos aumentos da resisténcia a
estes antibibticos (Azavedo et al 2001, Florindo et al 2009, Borger et al 2005)

A penicilina é o antimicrobiano de escolha para a profilaxia e tratamento de infec¢des
causadas por SGB (Azavedo et al 2001, Florindo et al 2009, Aracil et al 2002, Marimon et
al 2005) uma vez que esta estirpe é, salvo raras excepcoes, uniformemente susceptivel &
penicilina (Motlova et al 2004, Simdes et al 2007), mas a sua resisténcia a eritromicina e
a clindamicina diferem no mundo verificando-se uma taxa mais elevada em Taiwan, que,

segundo alguns autores, se pode dever a certos serotipos (Motlova et al 2004).

Motlova e colaboradores, num estudo de 2004, ndo conseguiram confirmar resisténcias a
penicilina mas concluiram que a propor¢cdo de isolados resistentes a eritromicina e a

clindamicina haviam aumentado desde 1996.

Outros autores sublinham que as resisténcias aos agentes antimicrobianos aumentam ao
longo do tempo, diferem entre serotipos e variam de acordo com a localizacdo
geografica, o que orienta para que a escolha do agente antimicrobiano deva ser feita pelo

padrdo de resisténcia observado em cada regido geografica (Simdes et al 2007).



De acordo com as orientac6es do CLSI a profilaxia intra-parto para o SGB devera ser
feita recorrendo a penicilina ou a ampicilina, embora a cefazolina seja aconselhada nos

casos de mulheres alérgicas a penicilina que apresentem um baixo risco de anafilaxia.

No caso em que as mulheres apresentem elevado risco de desenvolver reaccao alérgica
deveréa optar-se por recorrer a eritromicina ou a clindamicina. E de salientar o facto de os
SGB serem susceptiveis a ampicilina, a penicilina e a cefazolina mas poderem ser

resistentes a clindamicina e/ou eritromicina (CLSI 2010).

Quando os SGB forem isolados de mulheres com alergia severa a penicilina (com
elevado risco de anafilaxia), a clindamicina e a eritromicina deverdo ser testadas e o0s
resultados reportados ao clinico (CLSI 2010) para que haja adequacdo da terapéutica a

instituir na paciente.

Ja em 2002, num estudo de Aracil e colaboradores, havia referéncia ao facto de
tradicionalmente, os macrélidos (mais especificamente a eritromicina) serem
considerados os mais adequados no tratamento e profilaxia de infec¢des por SGB nas

pacientes alérgicas a penicilina.

No entanto, 0 aumento da resisténcia levou alguns autores a procurarem alternativas e a
recomendarem a utilizagdo de clindamicina em vez da eritromicina, por este farmaco ter
capacidade de atravessar a barreira placentédria e de ser excretado no leite materno

podendo atingir concentracdes mais elevadas no feto (Aracil et al 2002).
A escolha dos antibidticos, que eventualmente serdo de recurso aos clinicos, devera ser

feita de acordo com disponibilidade dos mesmos nas unidades clinicas em que serédo

utilizados: cada hospital devera ter definido o protocolo para a profilaxia intra-parto.
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2.1 - Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

Quando se considera o problema do aumento das resisténcias bacterianas a
antimicrobianos hum ambiente em que séo utilizados agentes potentes, convém lembrar
que a resisténcia ndo € uma situacao nova.

As vezes, a resisténcia é reconhecida ainda quando o antibidtico esta a ser desenvolvido
e se sabe que este ndo possui um espectro de actividade capaz de actuar sobre a
bactéria em causa. Quando se fala de resisténcia deve-se reconhecer que a maioria dos
problemas resulta da expressédo de resisténcia pela bactéria que seria intrinsecamente

susceptivel ao antibiético em causa, a denominada resisténcia adquirida.

O aparecimento de fenoétipos de resisténcia esta inevitavelmente ligado ao uso clinico do
agente antimicrobiano, o que leva a direccionar os estudos de resisténcias para 0s
antibioticos de uso clinico e ndo outros. Por outro lado, ao serem eliminados
microrganismos susceptiveis existentes na flora normal, permite-se o desenvolvimento de

estirpes resistentes.

Ao aparecer um fenétipo de resisténcia em estirpes previamente susceptiveis, a rapidez e
eficiéncia com que esse fenoétipo se dissemina depende do grau de resisténcia expresso,
da capacidade do microrganismo tolerar os mecanismos de resisténcia, da capacidade

de aquisi¢cdo de outros genes e do local da infec¢édo priméria (Rice et al 2003).

A dispersdo da resisténcia torna-se frequentemente imprevisivel, sendo a falha de
recurso a técnicas de controlo de infeccdo dentro e fora das instituicbes um factor a ter
em conta: pode ocorrer transmissdo de patogénios entre pacientes através de
prestadores de cuidados de saude que estejam colonizados persistente ou

temporariamente pela bactéria.

A resisténcia antimicrobiana € um problema predominantemente nosocomial mas ja se

verifica uma disseminacéo a considerar na comunidade (Rice et al 2003).
Outra fonte de aparecimento e dispersdo de bactérias resistentes corresponde a nichos

ndo humanos nos quais se utilizam antibiéticos em excesso (homeadamente em racdes)

para a promocao e aceleracdo do crescimento de animais.
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A resisténcia aos agentes antimicrobianos adquirida resulta de processos bioquimicos
codificados por genes bacterianos que podem ser devidos a mutagfes de genes da

célula, aquisicdo de genes de resisténcia exdgenos e mutagéo de genes adquiridos.

Todos os antibidticos tém alvos, normalmente proteinas, com responsabilidades
funcionais ao nivel do crescimento e manutencdo celulares. Na mutacdo de genes
celulares, essas proteinas sao codificadas por genes celulares e as interac¢des entre
antibioticos e proteinas-alvo sdo por norma especificas. A mudanca de um Unico
aminodcido frequentemente resulta na alteracdo de uma base no gene que pode alterar
as interac¢des. Acontece, por exemplo, na resisténcia ao linezolide devida a muta¢des no
RNA ribossémico (rRNA).

Se as bactérias ndo conseguirem desenvolver resisténcias através de mutacdes, ndo tém
outra escolha sendo procurar novos determinantes de resisténcia e tém a seu favor o
facto de a maioria dos agentes antimicrobianos serem produtos naturais ou seus
derivados estando disponiveis quer nas espécies produtoras de antibidtico quer nas
espécies que vivam no mesmo nicho ecoldgico (Rice et al 2003). O desafio para as
estirpes susceptiveis é encontrarem e adquirirem estes determinantes de resisténcia
recorrendo para tal a técnicas que promovam a troca de genes (aquisicdo de genes de

resisténcia exdégenos).

Uma das técnicas mais simples, corresponde a transformacdo natural através da
capacidade de algumas estirpes absorverem moléculas de Acido Desoxirribonucleico
(DNA) do ambiente (Rice et al 2003) que uma vez capturadas atingem o cromossoma
bacteriano através de recombinacdo em regides homologas, podendo mesmo dar origem

a genes funcionais da bactéria.

No entanto, algumas bactérias ndo sdo capazes desta transformacdo natural e
desenvolvem outros mecanismos de aquisicdo de determinantes genéticos. O
mecanismo mais frequente corresponde a transferéncia de plasmideos conjugaveis que
podem codificar genes importantes.

As bactérias patogénicas tendo sido confrontadas com duros desafios do sistema
imunitario humano e com uso de agentes antimicrobianos em excesso desenvolveram
mecanismos de resisténcia que ndo sdo mais do que uma resposta ao desafio letal com

gue se deparam (Rice et al 2003).
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2.1.1 - Mecanismos de resisténcia

S&o quatro os mecanismos bioquimicos de resisténcia (Rice et al 2003):

- modificacdo do antibidtico - estdo descritas enzimas capazes de modificar antibioticos,
nomeadamente [B-lactamases. Estas enzimas sdo em alguns casos adquiridas mas

também podem ser intrinsecas a determinadas espécies.

- acesso restrito ao alvo - quando o antimicrobiano tem que atravessar a membrana
citoplasmatica, a diminuicdo do numero de canais que permitam o movimento de
material através da mesma, por exemplo, contribui para o desenvolvimento de um

mecanismo de resisténcia (Rice et al 2003).

- modificag@o da molécula-alvo — a interac¢éo do antibiotico com a molécula-alvo € muito
especifica e pequenas alteragbes podem ter efeitos significativos na ligagdo. Este
mecanismo tem um papel importante na resisténcia dos macrolidos, lincosamidas e

estreptogramina B.

- bombas de efluxo — as bombas capazes de remover uma ou mais classes de
antibioticos da célula podem ser muito selectivas ou apresentar uma ampla

especificidade para o substrato.

Bactenal membrans

Dirug Enkagpe Efflux pumg

“u

Fegh afirsy Fegh edmination

Figura 2 - Bomba de efluxo: na membrana da bactéria encontram-se os locais de elevada afinidade para
os antibioticos (1). Na presenca da bomba de efluxo, embora os receptores para os antibiéticos sejam de

elevada afinidade, a droga ndo consegue estabelecer ligacéo e € eliminada (2).
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A maioria destas bombas esta localizada na membrana citoplasmética e usam forca
motriz protonica na conducdo do efluxo da droga. A combinacéo de diferentes tipos de
bombas pode resultar em niveis mais elevados de resisténcia comparativamente a

bombas isoladas (Rice et al 2003).

2.2 - Penicilina G

A penicilina G pertence ao grupo dos antibidticos que actuam na fase parietal da
biossintese do peptidoglicano. Os antibiéticos antiparietais inibem a sintese do
peptidoglicano podendo actuar em diferentes fases: fase citoplasmatica, fase membranar

e fase parietal (Sousa 2006).

Trata-se de um grupo com relevancia clinica dada a sua eficicia terapéutica e a sua
baixa toxicidade. O peptidoglicano sendo uma molécula tipicamente encontrada nos
procariotas (e que estd ausente nos seres eucaribticos) permite que os antibiéticos B-

lactdmicos possuam uma toxicidade antibacteriana selectiva.

A parede das bactérias de Gram positivo ndo constitui um obstaculo a penetracéo destes
antibioticos (Figura 3), ao contrario do que se verifica no caso das de Gram negativo, nas
quais a parede celular constitui uma barreira adicional de permeabilidade, tratando-se,

por isso, de antibiéticos que sdo activos apenas em bactérias de Gram positivo.

Gram positivo Gram negativo

$-tactamico

p-lactamico %
.

| )

Figura 3 —Penetracéo dos B-lactamicos na parede celular de bactérias de Gram positivo e de Gram

negativo (adaptado de Sousa 2006)
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Independentemente do local onde actuam, os antibidticos antiparietais s6 séo
bacterioliticos contra bactérias em crescimento e que se encontrem em ambientes
hipotdnicos (Sousa 2006). Este grupo de antibidticos tem efeito bacteriostético e o efeito

litico ocorre gracas a activagdo do sistema autolitico enddégeno da bactéria (Sousa 2006).

Este antimicrobiano produzido inicialmente por Penicilium notatum e actualmente, em

larga escala, por mutantes de Penicillium chrysogenum é a benzilpenicilina.

H H

CHs
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-
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Figura 4 — Estrutura quimica da Penicilina G (adaptado de Sousa 2006)

Pode apresentar-se sob a forma de sal sodico ou potassico 0s quais se apresentam
como poés secos moderadamente higroscopicos (Sousa 2006) o que obriga a que se
conserve em meio isento de humidade. Estes antibiéticos sdo inactivados pelo calor o
gue obriga a que a sua esterilizacdo deva ser feita recorrendo a radiacdo ou através de

gases, como o oxido de etileno.

As “impurezas” de alto peso molecular e os produtos de degradacdo das penicilinas tém
potencial antigénico quando associados a proteinas admitindo-se que possam
desempenhar um papel importante nas manifestacfes alérgicas provocadas por estes

antibioticos.

A eliminacao da penicilina G faz-se por via renal e em cerca de 1-2 horas cerca de 90%
da dose administrada é recuperada na urina numa forma biologicamente activa. E esta
caracteristica comum a todos os B-lactamicos que justifica a sua grande utilizacdo no

tratamento de infec¢bes urinérias (Sousa 2006).
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2.3 - Clindamicina

A clindamicina pertence ao grupo das lincosamidas juntamente com a lincomicina mas a

primeira apresenta melhor absorcdo e maior poténcia antimicrobiana.

As lincosamidas séo antibioticos inibidores da sintese proteica, que actuam na
subunidade 50S do ribossoma, impedindo a translocagéo/transpeptidacdo, e que tém
efeitos bacteriostaticos. O seu comportamento € semelhante ao dos macrélidos (Sousa
2006).

B(l:HB
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\ _CNH——CH®
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! 3 2
OH

Figura 5 - Estrutura quimica da Clindamicina (adaptado de Sousa 2006)

Este farmaco administrado em doses terapéuticas ndo afecta as funcdes fisioldgicas do
fagOcito; no entanto, em concentragdo muito elevada inibe a desgranulacdo do lisossoma

e a producéo de superoxidos sem que a sua mobilidade seja afectada.

A clindamicina apresenta boa difusdo nos tecidos e fluidos corporais atingindo
concentracdes significativas no tecido dsseo, saliva, liquidos pleural, sinovial e biliar e no
humor aquoso. Nao atravessa a barreira hematoencefalica mas atravessa a barreira
placentéria (Sousa 2006). Sofre metabolizacdo hepatica e é excretada pela bilis e pela

urina, podendo ser também excretada pelo leite materno (Sousa 2006).

Tem sido empregue no tratamento de septicémia, em infeccBes intra-abdominais e

infeccdes femininas da pélvis e do tracto genital.
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2.4 - Eritromicina

A eritromicina pertence ao grupo dos macroélidos tendo sido o primeiro macrélido a ser
isolado (Sousa 2006). Foi obtido por extrac¢do a partir de culturas de Saccharopolyspora
erythraea, uma espécie dos solos das Filipinas. S6 a eritromicina A é usada

terapeuticamente.

Quimicamente, a eritromicina é uma base insolivel em agua e 0s seus sais sdo usados
por via gastrointestinal. Tem elevada ligagdo proteica e distribui-se largamente pelos
tecidos e fluidos corporais, sendo excretada por via hepatobiliar, pelas fezes e em

pequena quantidade pela urina.

Figura 6 - Estrutura quimica de Eritromicina A (adaptado de Sousa 2006)

Os macrdlidos atingem elevadas concentragbes intracelulares e permanecem
microbiologicamente activos nos fagoécitos, cooperando deste modo com o0 sistema
imune. S&o inibidores da sintese proteica com acgéo bacteriostética, exercendo a sua
actividade ao nivel dos ribossomas procariotas na subunidade 50S inibindo a
transpeptidase/translocacédo (Sousa 2006) e destaca-se a sua acgao contra bactérias de

Gram positivo.

Tendo actividade contra bactérias de Gram positivo, a eritromicina tem constituido uma
alternativa aos B-lactamicos, principalmente nos doentes com alergia a este grupo de
antibidticos.

A eritromicina é eliminada por via hepatobiliar. Difunde bem nos tecidos e fluidos do
organismo, nao tem capacidade para atravessar a barreira hematoencefalica, atinge boas
concentracdes nos fluidos do ouvido médio e na préstata e consegue atravessar a

barreira placentaria.
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O seu uso em conjunto com outros farmacos devera ser ponderado, uma vez que a
eritromicina reprime as enzimas do citocromo P40 € pode interferir na metabolizacdo
hepatica de outros medicamentos condicionando um aumento dessas drogas em

circulacéo.

A resisténcia dos SGB aos macrdlidos esta principalmente associada a dois mecanismos:
o efluxo activo do antimicrobiano e a modificacdo do alvo. O efluxo activo do
antimicrobiano, que mantém o0s niveis de eritromicina baixos, resulta da sintese de uma
bomba de efluxo dependente de energia. Esta resisténcia associa-se a expressao de um
gene descrito como mefA e as amostras que possuem este gene apresentam fenétipo M
que representa a resisténcia aos macroélidos, mas sensibilidade a lincosamidas e a

estreptograminas B (Azavedo et al 2001).

A madificacdo do alvo é mediada por uma metilase, que € codificada pelos genes ermA e
ermB. Esta resisténcia deve-se a N.N'-dimetilacdo de um residuo de adenina ao rRNA
23S (mediada pela metilase, produto do gene erm) que provoca alteracbes de
conformacgéo no ribossoma, que conduzem a uma diminuicdo da ligacdo de macrdlidos,
lincosamidas e estreptograminas B (que embora quimicamente distintos, apresentam
mecanismos de acc¢do semelhantes e alvos sobrepostos) (Borger 2005). Este fenétipo de

resisténcia denominado MLSg.

2.5 - Fendtipo de resisténcia aos macrdlidos

A accao antibacteriana dos Macrolidos (M) parece ser idéntica a das Lincosamidas (L) e
da Estreptogramina B (S), sendo possivel que as estirpes bacterianas apresentem

reaccdes cruzadas aos mesmos antibioticos.

A CLSI recomenda o estudo da resisténcia induzida a clindamicina recorrendo a testes de
difusdo usando o D-teste (CLSI 2010) também designado Método do Duplo Disco. Este
teste, de acordo com as indicag6es da CLSI, devera ser realizado utilizando discos de
15ug de eritromicina e de 2 pg de clindamicina com uma distancia entre si, na mesma
placa, de 15-26 mm (CLSI 2010). O meio a utilizar devera ser Mueller-Hinton com 5% de

sangue (MHS), inoculado com uma suspenséo de 0,5 MacFarland da estirpe a estudar.
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ApoOs 18-24 horas de incubagdo poderdo ser visiveis zonas de inibicdo a volta dos dois
discos (Melo-Cristino et al 2006).

*

Figura 7 - D-teste positivo

O fendtipo M de resisténcia observa-se quando ha sensibilidade apenas a clindamicina: a
resisténcia verifica-se apenas aos macrolidos (eritromicina) (Azavedo et al 2001, Borger
2005).

No fenétipo MLSg a producdo da metilase pode ser constitutiva (quando ha diminuicéo
acentuada ou auséncia de halo de inibicdo em volta dos dois discos) ou induzida (quando
h& necessidade de um antibacteriano indutor), podendo verificar-se a diminuigdo
acentuada ou auséncia de halo de inibicdo no disco de eritromicina e uma diminui¢cao
sectorial da zona de inibicdo em volta do disco de clindamicina proximal ao disco de
eritromicina (Azavedo e tal 2001, Borger 2005).

Sdo entdo estes fenotipos de resisténcia a eritromicina que se detectam
laboratorialmente através do D-teste.
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3 - Sindromes clinicas

Durante a década de 70 verificou-se um aumento da incidéncia de infecgbes por SGB e
tornou-se aparente uma distribuicdo bimodal dos casos por idade de inicio dos sintomas
(Edwards e Baker 2005).

Em geral, a infeccao de inicio precoce define-se como uma infec¢ao sistémica durante os
primeiros seis dias de vida (Edwards e Baker 2005) e os sintomas clinicos da infec¢éo
por SGB adquirida in utero ou durante o nascimento caracterizam-se por bacteriémia,
pneumonia ou meningite (Edwards e Baker 2005, Murray et al 2000) sendo dificil de
distinguir da sépsis causada por outros agentes devido aos sinais presentes (letargia, ma
alimentagdo, Iictericia, temperatura anormal, grunhidos respiratorios, palidez e
hipotenséo) que sao indistinguiveis daqueles provocados por outros agentes bacterianos
(Edwards e Baker 2005).

Ao estabelecer-se uma forma de diagnosticar e tratar precocemente esta patologia

verificou-se um decréscimo da taxa de mortalidade para 5% (Murray et al 2000).

Contudo, 15 a 30% dos lactentes que sobrevivem a meningite causada por este agente
apresentam sequelas neuroldgicas que podem incluir cegueira, surdez e grave atraso

mental (Murray et al 2000).

Neste tipo de infec¢do sdo frequentes complicacbes obstétricas maternas e as criancas
nascidas antes das 37 semanas de gestacdo apresentam taxas de risco mais elevadas

gue os recém-nascidos de termo (Edwards e Baker 2005).

A implementacdo de terapias de suporte e uma maior consciéncia da existéncia da
patologia conduziram a uma diminuicdo da mortalidade nas criancas com este tipo de
infeccdo na qual também se verifica uma taxa de mortalidade inversamente proporcional

ao peso a nascenga.

A infeccdo de inicio tardio pode comecar entre os 7 e os 89 dias de idade, com uma

média de 24 dias (Edwards e Baker 2005) e as complicacdes obstétricas maternas sédo
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pouco frequentes. Esta patologia € adquirida através de fonte exégena e manifesta-se
através de bacteriémia oculta e meningite, que tal como na patologia referida

anteriormente, podem ser confundidas com infec¢des causadas por outras bactérias.

A taxa de sobrevida é elevada mas sdo frequentes complicagbes neurolégicas em
criangas com meningite (Murray et al 2000). Os sinais iniciais de infec¢do de inicio tardio
como letargia, m& alimentacéo e irritabilidade surgem geralmente associados com febre e
estas criancas podem aparecer com infeccdo fulminante caracterizada pela rapida
progressao a um estado moribundo com choque séptico em que o risco de morte ou de
sequelas neurologicas permanentes esta aumentado (Edwards e Baker 2005). As
infeccdes do 0sso ou de articulagbes sdo outras formas clinicas da patologia que ocorrem

com alguma frequéncia.

Criancas com mais de trés meses constituem 10 a 15% do total com infeccdo de inicio
tardio (Edwards e Baker 2005) verificando-se que muitas destas infec¢cdes ocorrem em
criancas com baixo peso a nascenca que permaneceram hospitalizadas por

complicagbes da prematuridade. O termo inicio muito tardio € usado com frequéncia

nesta situacdo (Edwards e Baker 2005).

Para além das patologias relacionadas com os recém-nascidos, o0 SGB também pode
causar infecgcbes em mulheres gravidas e noutros adultos (homens e mulheres néo

gravidas).

Nas gravidas podem ocorrer infec¢ges das vias urinarias durante e imediatamente apos a
gravidez sendo de excelente prognostico quando se realiza o tratamento apropriado

(Murray et al 2000) e raramente cursam com complicacdes secundarias.

A infeccdo nos homens e mulheres ndo gravidas verifica-se em individuos com mais
idade do que as gravidas e que normalmente apresentam um estado de debilidade maior,
factores que conduzem a uma taxa de mortalidade mais elevada neste grupo de
pacientes (entre 15 e 32%) (Murray et al 2000).
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3.1 - Rastreio materno

Os guias dos Centros de Controlo de Infeccdo e Prevencdo especificam a necessidade
de se rastrearem todas as gravidas entre as 35 e as 37 semanas de gestacado colhendo
amostras vaginais e rectais, com excepc¢ao daquelas que apresentem bacteriGria por
SGB ja documentada e as que previamente tiveram criangas com doenca invasiva por
SGB (Edwards e Baker 2005).

A deteccéao intra-parto de colonizagdo por SGB deveria permitir a adequada identificacdo
das pacientes em risco que poderiam beneficiar de tratamento empirico ou de
quimioprofilaxia, devendo para isso recorrer-se ao método/técnica adequada para a

deteccado deste microrganismo (Edwards e Baker 2005).

3.2 — Quimioprofilaxia

A quimioprofilaxi, teoricamente, deve ser dada a mulheres gravidas antes ou durante o
parto, ou a recém-nascidos no parto (Edwards e Baker 2005, Carrapato e Caldeira 2008).
No entanto, a profilaxia antes do parto nem sempre permite alcangar os objectivos
pretendidos, uma vez que a terapia antimicrobiana oral durante a gravidez poder falhar

na eliminacdo completa da colonizag&o por SGB (Carrapato e Caldeira 2008).

Em contraste, a interrupcdo da transmissao vertical por médes com SGB no parto pode
conseguir-se apenas com a administracdo intravenosa de penicilina G ou ampicilina

durante o trabalho de parto (Edwards e Baker 2005).

A seleccdo de mulheres para quimioprofilaxia pode ser determinada quer por culturas de
rastreio entre as 35 e as 37 semanas de gestacdo quer pelo reconhecimento de um ou
mais factores conhecidos com potencial para desencadearem a infeccdo de inicio

precoce sem culturas de rastreio (Edwards e Baker 2005, Carrapato e Caldeira 2008).
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Quando néo se conhece o estado da cultura estd indicada a profilaxia ao existir um risco
significante de parto pré-termo, ruptura de membranas por 18 horas ou mais, quando a
gravida apresentar febre durante o parto (Edwards e Baker 2005, Murray et al 2000,
Carrapato e Caldeira 2008) ou quando anteriormente tenha dado a luz um lactente que
tenha sofrido de doenga invasiva por este agente infeccioso (Murray et al 2000,

Carrapato e Caldeira 2008).
A profilaxia ndo se recomenda em cesarianas programadas independentemente de se

conhecer ou ndo o estado de colonizacao por SGB.

Tabela 1 - Indicagdes para profilaxia antibiotica intra-parto (adaptado de Ayres de Campos, Montenegro e
Rodrigues 2008)

Indicacdes para profilaxia antibiética intra-parto
Indicacao da profilaxia intra -parto Profil axia ndo indicada

Anteriormente dar a luz crianga com doenca | Gravidez anterior com rastreio
invasiva por SGB para SGB positivo (excepto se a
cultura também for positiva na
gravidez actual)

Cesariana electiva realizada antes
do inicio do trabalho de parto ou
de ruptura de membranas
(independentemente do resultado
da cultura para SGB materna)

Bacteriuria por SGB na actual gravidez

Cultura positiva para SGB durante a gravidez
(excepto se cesariana electiva, na auséncia de
trabalho de parto ou ruptura de membranas)

Estado desconhecido perante SGB (cultura ndo
realizada, incompleta ou resultados

Rastreio vaginal e rectal negativo
para SGB durante a gravidez,
excepto se existirem factores de
risco intra-parto

desconhecidos) acompanhados de:

-parto antes das 37 semanas de gestacao;
- ruptura de membranas = 12 horas;
-febre intra-parto (= 38°C).

Na terapéutica, apenas a via endovenosa € aceitavel pelas maiores concentracdes intra-
amnioticas. A profilaxia deve iniciar-se no momento da admissao por trabalho de parto ou
ruptura prematura de membranas e termina no momento do parto (laqueacdo do cordéo)

(Ayres de Campos, Montenegro e Rodrigues 2008).

Se houver suspeita de amniotite, o tratamento com antibiético de largo espectro, que

englobe 0 SGB, devera substituir a profilaxia.
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Apesar de amplamente instituido, o recurso a quimioprofilaxia pode apresentar
desvantagens. De acordo com Honest e colaboradores, a instituicdo de uma profilaxia
antibidtica pode conduzir a potenciais anafilaxias fatais da mée ou da crianca, a
medicalizacdo do parto e do periodo neonatal e a infecgBes provocadas por organismos
resistentes. Uma vez que a quimioprofilaxia pode ser pouco precisa, estes autores
consideram que, no Reino Unido, as estratégias de triagem para esta pratica podem ser

controversas.
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4 - Justificacdo do Estudo

Em 1996, os Centros de Prevencdo e Controlo de Doencas (CDCP), apoiados pelo
Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas e pela Academia Americana de
Pediatria, criaram as linhas orientadoras (guidelines) para a prevencdo de sépsis
estreptococica de inicio precoce (Stan et al 2001,Borger et al 2005), tendo sido entdo
adoptadas duas estratégias com base na cultura de rastreio pré-natal e nos factores de
risco associados a eventual infeccdo por SGB (temperatura = a 38°C, parto antes das 37
semanas de gestacao, ruptura de membranas superior a 18 horas, bacteritria por SGB
durante a gravidez e gravida que tenha causado sépsis estreptocdcica na crianca apds o
nascimento) (Stan et al 2001, Borger et al 2005).

Em 2002, uma actualizacdo deste guia enfatiza a maior eficacia do protocolo baseado na
pesquisa da colonizacdo pelo SGB relativamente ao protocolo baseado nos factores de
risco (CDCP 2002, Borger et al 2005,Martins et al 2007).

Assim, é aconselhado o rastreio universal das gravidas as 35-37 semanas de gestagéo
reservando-se a estratégia com base nos factores de risco para as mulheres que néo
apresentem resultado de cultura pré-natal (Zusman et al 2006, Ayres de Campos,

Montenegro e Rodrigues 2008).

No Centro Hospitalar de Entre o Douro e Vouga, E.P.E. (CHEDV), o Servico de
Ginecologia e Obstetricia, segue as recomendacdes da CDCP, assumindo que a infec¢éo
neonatal por SGB é uma causa importante de morbilidade e mortalidade perinatal que

convém evitar.

Assim, neste Centro Hospitalar, sdo considerados factores de risco para a infeccéo a
colonizacdo da vagina/recto da gravida, febre intra-parto, ruptura de membranas
prolongada, parto pré-termo e gravida com idade inferior a 20 anos. Considera-se
também que o risco € maximo para os recém-nascidos de gravidas com filho anterior com
infeccdo por SGB e a profilaxia antibidtica intra-parto é feita com base no resultado da

cultura recto-vaginal para a pesquisa do SBG.
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O conhecimento epidemiologico do Streptococcus agalactiae em Portugal é limitado
(Florindo et al 2009) sendo, por isso importante realizar estudos que nos permitam

ampliar conhecimento nesta area.

Para além deste factor, torna-se importante dar informagédo ao clinico relativamente a
colonizacao da gravida por SGB e em caso de positividade informar sobre o perfil de
susceptibilidade do microrganismo aos antibiéticos de escolha para o agente infeccioso.
Deste modo, ho momento da decisdo sobre a necessidade da profilaxia esta disponivel a

informacédo para a adequacao do tratamento.
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5 - Objectivos

Constituem objectivos especificos desta investigacao:

Estudar a prevaléncia de SGB em gravidas do CHEDV, com recurso a amostras
provenientes quer da Consulta, quer do Internamento ou mesmo da Urgéncia de

Obstetricia deste Centro Hospitalar;

Estudar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, de acordo com as

orientacdes da CLSI mas com adequacéao a realidade do CHEDV;

Verificar possiveis alteracdes nos padrdes de susceptibilidade aos

antimicrobianos usados;

Fornecer ao clinico informacdo sobre antibibticos alternativos ao tratamento no

caso de serem identificadas resisténcias;

Encontrar eventuais relacdes entre variaveis.
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6 - Material e métodos

6.1 - Amostra populacional

A amostra populacional deste estudo corresponde ao numero de rastreios de SGB
pedidos pelo Servico de Obstetricia e Ginecologia do CHEDV (através da Consulta
Externa, do Internamento e/ou da Urgéncia) a mulheres gravidas durante o periodo de
tempo compreendido entre 1 de Dezembro de 2009 e 31 de Marco de 2010, inclusive, e
que deram entrada no Servico de Patologia Clinica do referido Centro Hospitalar. Foram

realizados, neste periodo, 533 rastreios que foram incluidos no estudo.

As amostras colhidas preferencialmente as gravidas entre as 35 e 37 semanas de
gestacdo deverdo ser de exsudado vaginal e rectal: uma zaragatoa do terco inferior da
vagina e uma zaragatoa da ampola rectal). Ndo se recomendam culturas cervicais e ndo

deverd ser utilizado espéculo (Ayres de Campos, Montenegro e Rodrigues 2008)

As amostras colhidas as pacientes pelo clinico chegaram ao laboratério em meio
enriquecido selectivo (Todd-Hewitt) no dia da colheita tendo sido processadas de acordo

com os procedimentos de microbiologia descritos para o efeito no Servigo.

Os dados foram utilizados com autorizagdo da Comissdo de Etica e do Conselho de
Administracdo do CHEDV de forma a garantir a proteccdo e a confidencialidade das
informacdes recolhidas e trabalhados estatisticamente com recurso a versdo 17.0 do
programa Stastistical Package for the Social Sciences (SPSS) para Windows. Para os
testes de Qui-quadrado realizados, os valores de p<0,05 (nivel de significancia 5%) foram

considerados significativos.
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6.2 - Amostra laboratorial

Das 533 amostras que chegaram ao laboratério para rastreio, 105 apresentaram
resultado positivo tendo sido determinado o perfil de susceptibilidade do microrganismo

aos antimicrobianos (penicilina, eritromicina e clindamicina).

6.3 - Processamento das Amostras

As amostras colhidas pelo clinico, zaragatoa(s) vaginal e/ou rectal, sdo inoculadas
imediatamente apds a colheita em meio de Todd-Hewitt (referéncia 42 116 da

bioMérieux®) e enviadas ao laboratério.

Aqui, ap06s o registo informético, sdo incubados na estufa de 37°C durante 18-24 horas
periodo apos o qual é realizada a repicagem para BD Group B Streptococcus Diferential

Agar (Granada Medium) que incuba em anaerobiose 18-24 horas a 37°C.

Se apds as 24 horas de incubacdo ndo forem visiveis colonias laranja no meio, a placa
incuba por mais 24 horas e se continuar sem colonias laranja o resultado é reportado

como negativo.
Por outro lado, se se verificar o aparecimento de uma ou mais colonias laranja na placa
procede-se ao isolamento (normalmente para GS) de uma coldnia para se proceder a

identificacdo e ao antibiograma da estirpe encontrada.

O esquema de processamento da amostra laboratorialmente esta descrito no fluxograma

da figura 8.
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Resultado reportado como negativo

Resultado reportado como positivo

Figura 8 — Fluxograma de processamento das amostras

6.4 - Testes realizados

A técnica de referéncia para o isolamento de colénias de SGB em amostras provenientes
do tracto genital feminino corresponde a utilizacdo de GS ou outra gelose de sangue
selectiva para a determinacdo da B-hemdlise caracteristica, etapa a qual se devera seguir

a identificacao bioquimica ou serolégica.

Alguns autores referem que a presenca de um numero reduzido de SGB na flora vaginal

também pode constituir risco de infecgdo para o recém-nascido (Ruoff et al 2003) e

recomendam técnicas com recurso a meios de enriquecimento.
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Assim, aconselha-se a colheita da amostra vaginal e/ou rectal para meio enriquecido e,
apos um periodo de incubacdo, a repicagem para meio de Granada, que permite o
desenvolvimento de colénias com coloracdo alaranjada que, independentemente do

numero deverdo ser valorizadas e repicadas entdo para GS.

Deverd repicar-se uma das coldnias de tonalidade alaranjada para este meio para que se
possa observar a hemdlise caracteristica dos SGB e s6 a partir daqui realizar os testes
com vista a confirmacado da identificacdo que até este momento é presumptiva: teste da

catalase e teste de aglutinacdo para a classifica¢éo seroldgica de Lancefield.

e Prova da catalase (Anexo 1)

A presenca da catalase nas bactérias é detectada através da libertacdo de oxigénio
resultante da degradacao do peréxido de hidrogénio, traduzido na seguinte reaccao:

2H202 —>2H20 + 02

Como jéa foi referido anteriormente, os SGB apresentam o teste da catalase negativo.

» Adglutinacdo para classificacdo serolégica de Lancefield (Anexo 2)

O método de referéncia para a identificacdo seroldgica € a extraccéo de Lancefield que,
pela sua dificuldade técnica estd actualmente substituida por métodos disponiveis
comercialmente (PNCI 2004).

Os estreptococos B-hemoliticos possuem frequentemente antigénios especificos que

podem ser extraidos e identificados recorrendo ao uso de anti-soros especificos

disponiveis comercialmente.
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Os reagentes sdo constituidos por particulas de latex sensibilizadas com anticorpos
dirigidos contra os antigénios especificos de cada grupo. Quando estdo presentes 0s

antigénios verifica-se uma aglutinagao visivel das particulas de latex.

O SLIDEX® Strepto Plus B (referéncia 58 819 da BioMérieux®) é um teste de aglutinacéo
de particulas de latex para o agrupamento dos estreptococos B segundo a classificacao
de Lancefield.

Figura 9 — Teste de aglutinacéo para estreptococos (resultado positivo para SGB)

« Antibiogramas (Anexo 3)

O PNCI recomenda o recurso a testes de susceptibilidade aos antimicrobianos para
qgualguer microrganismo que seja responsavel por um processo infeccioso e que
necessite de terapéutica antimicrobiana, sempre que a susceptibilidade ndo poder ser
previsivel pelo conhecimento da identidade do microrganismo.

No caso em que a infecgdo seja provocada por um microrganismo cuja susceptibilidade a
determinado antimicrobiano seja devidamente reconhecida e o doente seja alérgico a

esse antimicrobiano devem testar-se outros farmacos.

Assim, ainda que seja previsivel que o SGB seja susceptivel a penicilina, para preservar
eventuais alergias a este farmaco, deverdo seguir-se as orientacdes da CLSI e proceder-
se ao estudo da susceptibilidade a eritromicina e clindamicina (antibiéticos de segunda

linha para infec¢Bes causadas por SGB).
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Sao varios os tipos de testes de susceptibilidade disponiveis e podem classificar-se em
dois grandes grupos (PNCI 2004): testes de diluicdo e testes de difusdo. Ha uma variante
a estes dois grupos denominada Teste de Gradiente de Difuséo (E teste®) que combina o
principio dos dois métodos referidos anteriormente: a preparac¢éo do inéculo é igual a dos
métodos de difusdo mas as tiras utilizadas estdo impregnadas com concentragcbes

seriadas do antimicrobiano.

Os testes de diluicho usam-se para medir quantitativamente a actividade de um
antimicrobiano numa estirpe bacteriana “in vitro” e continuam a ser os métodos de

referéncia.

Os testes de difusdo utilizam uma suspensédo bacteriana padronizada que € semeada em
meio solido apropriado e sobre a qual se dispdem discos de antimicrobiano impregnados
com uma concentracdo conhecida. O halo €, apds a incubacdo adequada, medido e o
resultado traduzido em sensivel, intermédio e resistente segundo o guia de interpretacao
da CLSI.

O método de difusdo em agar é um dos mais usados na rotina laboratorial de
microbiologia e o que é recomendado pelo CLSI baseia-se no método originalmente
descrito por Bauer e colaboradores em 1966. E um método simples mas controlado que
permite obter um resultado qualitativo que se baseia na relacdo dos “breakpoints” das

concentracdes minimas inibitérias (CMI) com os niveis terapéuticos dos antimicrobianos.

As tabelas de consenso da CLSI s&o actualizadas anualmente e reflectem um processo
continuo de melhoria de procedimentos, métodos e protocolos e serve de orientagdo para
a seleccdo dos antimicrobianos a testar por microrganismo pois inclui agentes
comprovadamente eficazes para o tratamento das infeccbes e pode ser uma indicacao

dos antimicrobianos a testar.
Para o antibiograma do SGB, segundo a CLSI, deve realizar-se um teste de difusdo em

MHS com um inéculo de bactérias equivalente a um padrdo de 0,5 na escala de

McFarland e a placa deverd ser incubada a 35+2°C com 5% de CO, durante 24 horas.
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Utilizam-se discos de Penicilina 10U, Eritromicina 15ug e Clindamicina 2g; estes dois
ultimos discos devem estar distanciados 15-26mm de modo a estudar-se a resisténcia
indutivel da clindamicina.

A leitura e a interpretacdo do antibiograma séo feitas com base nas linhas orientadoras

disponiveis pela CLSI em 2010 estédo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Interpretacdo do antibiograma

Antimicrobiano Interpretacdo | Halo (mm)

Penicilina 10U Sensivel 224
Sensivel 221

Eritromicina 15ug Intermédio 16-20
Resistente <15

Sensivel =19

Clindamicina 2g Intermédio 16-18
Resistente <15

z BN

O microrganismo € considerado sensivel quando responde a terapéutica com o
antimicrobiano utilizando a dosagem recomendada para o tipo de infeccdo e espécie
bacteriana. Por outro lado, é considerado resistente quando é improvavel obter uma boa
resposta terapéutica as concentracdes de antimicrobiano atingidas com as dosagens

utilizadas e/ou esta presente um mecanismo especifico de resisténcia.

Nas situacfes em que a concentracdo inibitéria minima do antimicrobiano para o
microrganismo é préxima do valor que pode atingir no sangue ou tecidos e para qual a
resposta clinica € inferior a de uma estirpe sensivel, 0 microrganismo é descrito como
intermédio. Esta situacdo implica a utilizacdo do antimicrobiano em locais onde a droga é

concentrada ou a utilizagdo de doses mais elevadas.

Apesar da informagé&o actualmente disponivel, a interpretacdo dos testes de sensibilidade
a antimicrobianos pressupfe um vasto conhecimento sobre os antimicrobianos da
estrutura quimica, modo de acg¢do, farmacocinética, farmacodindmica, mecanismos de
resisténcia e respectivos fendétipos, resisténcia intrinseca e correlagdo dos resultados “in

vitro” com a resposta clinica a terapéutica.
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6.5 - Meios de Cultura

Foram utilizados meios de cultura prontos a usar disponiveis no mercado e de acordo

com as indica¢Bes de uso do fornecedor.

» Caldo Todd Hewitt + Antibi6ticos (TODD H-T)
Caldo de enriquecimento selectivo destinado & deteccao dos estreptococos do grupo B
na mulher gravida. A sua composicao favorece o crescimento da estirpe a estudar (SGB)
no seio de uma flora polimicrobiana uma vez que os antibidticos presentes no meio (acido
nalidixico e colistina) promovem a inibicAo da maioria dos microrganismos de Gram
negativo da flora de acompanhamento. Este caldo deverd ser repicado para meio
adequado a deteccdo dos SGB logo apds a etapa de enriquecimento. A repicagem foi

realizada apés 18-24 horas de incubacdo em estufa de 37°C para meio de Granada.

Figura 10 - Caldo de Todd-Hewitt utilizado

» BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
Gelose diferencial para SGB utilizada para isolamento e identificacdo de SGB em

amostras clinicas. A placa devera incubar anaerobicamente durante 18-24 horas a
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35+2°C. Apdés a incubacdo as estirpes B-hemoliticas de SGB produzem colonias de
pequena a média dimensédo de cor de laranja claro a laranja intenso ou de cor de laranja-
salmdo que podem ou ndo apresentar margens incolores. Qualquer intensidade de
pigmentacdo laranja devera ser considerada positiva. Apds as 24 horas de incubagéo
anaeroObia, caso ndo sejam visiveis col6nias com o aspecto anteriormente descrito, a

placa deveré reincubar por mais 18-24 horas.

Figura 11 - Aspecto de estreptococos do grupo B em BD Group B Streptococcus Differential Agar (Meio de

Granada).

» Gelose de Sangue (COS)
Meio enriquecido com uma mistura de peptonas e 0.5% de sangue de carneiro que
permite visualizar a hemolise caracteristica do SGB. Utiliza-se para isolar a estirpe em
estudo para que se possa proceder a realizacdo de testes complementares de

identificacdo e a realizacao de testes de susceptibilidade.

* Gelose Mueller Hinton 2 + 5% de sangue de carneiro (MHS)
Meio destinado a antibiogramas por difusdo para as estirpes que necessitam de sangue
para o seu crescimento. A sua composi¢do permite o crescimento das estirpes garantindo
um minimo de interferéncia dos componentes da sua férmula no resultado do
antibiograma. O baixo teor em elementos inibidores da actividade das sulfamidas diminui
os fendmenos de crescimento a volta dos discos permitindo uma melhor determinacao

dos diametros de inibigao.
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Figura 12 - Antibiograma de estreptococos do grupo B em Muller Hinton com Sangue
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7 - Resultados e Discussao

A deteccdo da colonizacdo por S.agalactiae em mulheres gravidas € importante devido
as complicacbes ginecoldgicas/obstétricas que podem ser provocadas por este
microrganismo. E frequente a colonizacdo da vagina por SGB a partir do recto e é desta
zona que a bactéria migra ascendentemente até ao cérvix onde, por alteracdo do muco
cervical, pode potenciar a infeccdo e conduzir a uma ruptura prematura de membranas e

consequente inicio prematuro do parto.

O SGB foi pesquisado em amostras vaginais e/rectais com a seguinte distribui¢ao:

Tabela 3 — Frequéncia de amostras

Amostra ‘ Frequéncia Percentagem (%)
Vaginal-rectal 529 99,2
Vaginal 3 0,6
Rectal 1 0,2

O CHEDV, criado em 1 de Fevereiro de 2009, engloba 3 unidades hospitalares: Unidade
de Santa Maria da Feira (Hospital de S. Sebasti&o), Hospital de Oliveira de Azeméis

(Hospital de S. Miguel) e Hospital de S. Jodo da Madeira.

No grafico 1 é possivel observar como se distribuem as amostras de acordo com a
unidade hospitalar de proveniéncia: 87,6% das amostras (467) s&o provenientes da
Unidade de Santa Maria da Feira, onde se realizam a maioria das consultas e onde estéo
instalados o internamento e a urgéncia de Obstetricia. As restantes amostras foram
colhidas na Unidade de Oliveira de Azeméis (12% que correspondem a 64 amostras) e

na Unidade de S. Jodo da Madeira (0,4% que correspondem a 2 amostras).
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Grafico 1 — Proveniéncia das amostras

O principal objectivo deste trabalho correspondeu ao estudo da prevaléncia de SGB em
gravidas a quem foi feita pesquisa do referido agente no Laboratério de Patologia Clinica
do CHEDV.

No CHEDV nédo existem dados disponiveis que permitam fazer comparactes
relativamente a administracdo de quimioprofilacticos e a diminuicdo de doenca nos

recém-nascidos.

Durante o periodo entre 1 de Dezembro de 2009 e 31 de Mar¢o de 2010, foram feitas no

servigo de Patologia Clinica do referido centro hospitalar 533 pesquisas de SGB.

Obtiveram-se 105 amostras positivas, que correspondem a uma taxa de prevaléncia de

19,7%, como podemos ver no grafico:
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Gréfico 2 — Distribuicdo dos rastreios positivos e negativos

Maisey e colaboradores, num estudo publicado em 2009, referem que 25% dos adultos
saudaveis sdo portadores de SGB. Dada a relevancia clinica deste microrganismo no
desenvolvimento de doengas graves nos recém-nascidos, torna-se imprescindivel a sua
pesquisa nas gravidas de modo a decidir a aplicacdo ou ndo de medidas de

quimioprofilaxia durante o parto.

Desde 2002, ano em que a CDCP considerou imprescindivel o rastreio de todas as
gravidas entre as 35-37 semanas de gestacdo, que no CHEDV se procede a esta
pesquisa. No nosso pais ndo existem publicados dados relativos as taxas de rastreio
antes e depois das recomendacdes da CDCP em 2002, mas um estudo realizado por
Van Dyke e colaboradores em 2009, nos Estados Unidos da América, permitiu a
comparacdo da taxa de rastreio do SGB nas gravidas. Neste estudo verificou-se um
aumento de 48,1% de gravidas rastreadas em 1998-1999 para 85,0% em 2003-2004.

Neste mesmo estudo de 2009, verificou-se que a quimioprofilaxia foi administrada a
87,0% das mulheres com resultado positivo para SGB (e cujo parto foi de termo) e
apenas a 63,4% das mulheres cuja colonizacdo pelo SGB ndo era conhecida no
momento do parto. Estes dados conduziram a um declinio na incidéncia de doenca de
inicio precoce no recém-nascido que € um dos principais objectivos da aplicacdo desta

medida de prevencao e que justifica a sua aplicacdo em todos os Servicos de Obstetricia.

40



Os estudos de prevaléncia mostram taxas de coloniza¢do varidveis de acordo com a
populacdo estudada, a sua localizacdo geogréfica, a regido anatomica onde é feita a
pesquisa - vaginal e/ou rectal - e meio de cultura utilizado - selectivo e ndo selectivo.
(Diaz e Nieves 2008).

Alguns autores assinalam que a coloniza¢do por este microrganismo € menos frequente
em mulheres de paises em vias de desenvolvimento (Diaz e Nieves 2008). A prevaléncia
ndo é constante nas diferentes regides geogréficas, havendo contudo estudos que
demonstram que factores sociais (nivel de educacéo, estado civil e nimero de parceiros
sexuais, por exemplo) e demogréficos (idade) ndo tém significado associado a

colonizacao por SGB (Joachim et al 2009).

Church e colaboradores, num estudo de 2008, referem taxas de prevaléncia entre 10% e
40% nos paises desenvolvidos e um estudo europeu realizado entre 1996 e 2006,
revelou taxas de prevaléncia variaveis entre 0s 6,5% e 0s 36% (Lo 2009). Este intervalo
varia entre os diferentes paises: 6,6% na Grécia, 16% na Alemanha, 17,2-20% na
Polénia (Strus et al 2008), 29,3% na Republica Checa (Motlova et al 2004), 24% na
Bélgica (El Aila et al 2009). Em Portugal, a taxa de prevaléncia obtida por Simdes e
colaboradores em 2007 foi de 14,6%.

Noutros continentes as taxas de prevaléncia conhecidas ndo sao muito diferentes das
europeias, mas destaca-se a baixa prevaléncia obtida em estudos argentinos: 3,2% (El
Aila et al 2009), que contrasta com a elevada prevaléncia na Venezuela, divulgada por
Diaz e Nieves num estudo de 2008: 36,7%. Esta elevada taxa podera dever-se ao ndo
cumprimento das indicagBes da CDCP, ao limitado acesso a cuidados de saude que
poderdo verificar-se neste pais ou mesmo a realizacdo de estudos de prevaléncia

limitados a certas regifes do pais.

Em 2004, nos Estados Unidos da América, a taxa de prevaléncia conhecida rondava os
18,6% (Honest et al 2006). Na Tanzania os valores rondam os 23% (Joachim et al 2009)
e em Hong Kong os 10,4% (Tsui et al 2009).

No Brasil sdo varios os estudos publicados sobre este tema e Marconi e colaboradores

em 2010 obteve taxas de 25,4%, valor mais baixo do que o obtido no ano anterior por

Nomura e colaboradores (27,6%). Dados curiosos relacionam-se com as taxas obtidas
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em 2005 e 2006: 19,2% e 17,6%, respectivamente (Borger et al 2005, Zusman et al
2006), que sendo mais baixas do que no estudo de 2010, contrariam as tendéncias

globais para a diminuigédo das prevaléncias ap0s a aplicacao das orientagdes da CDCP.

Este aumento poder4, no entanto ndo ser real, pois 0s estudos poderéo estar limitados a
regibes onde a prevaléncia na populacdo estudada poderd ser menor ou mesmo ao tipo
de amostras estudadas. No estudo de 2006, a prevaléncia obtida ndo inclui amostras

rectais, por exemplo.

No nosso estudo, obteve-se uma média de idades de 29,78 + 5,661 anos. Nas amostras
cujo resultado foi positivo, a média de idades é ligeiramente superior (30,52 + 6,073). No
entanto, estatisticamente, e depois de aplicado o teste do Qui-quadrado, esta variacao
nao traduz qualquer relacdo de dependéncia entre a idade e o resultado do rastreio

(obteve-se um p=0,256), como se pode observar na tabela.

Tabela 4 - Média de Idade da amostra de acordo com resultado

R;:jﬁ[:do Média (anos) Frequéncia (n) Desvio-padréo Valoresstatisticos
Negativo 29,60 428 5,547
P=0,256
Positivo 30,52 105 6,073 %32,469
Total 29,78 533 5,661

Relativamente a idade, embora estudos mais antigos referissem uma prevaléncia maior
em mulheres mais novas (Joachim et al 2009), a média de idades que obtivemos é
semelhante a obtida noutros estudos (Joachim et al 2009, Simdes et al 2007). Destaca-se
o facto de se verificar uma média de idades mais baixa (15-19 anos) num estudo
brasileiro (Borger et al 2005) e uma média mais elevada (30-34 anos) num estudo
realizado na Tanzénia (Nomura et al 2009), o que poderd uma vez mais reflectir as

diferencas de nivel sGcio-econémico existentes entre paises.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras positivas foi realizado de
acordo com a resposta que o Laboratério de Microbiologia do Servigo de Patologia do
CHEDV deve dar ao Servico de Obstetricia do mesmo centro hospitalar. Nao pareceu de

todo adequado testar todos os antimicrobianos recomendados pela CLSI quando no
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servi¢o de Obstetricia o interesse esté voltado apenas para a penicilina, a eritromicina e a

clindamicina, uma vez que é com base nestes agentes que é feita a quimiprofilaxia.

No Servico de Ginecologia/Obstetricia do CHEDV o antimicrobiano de primeira escolha é
a penicilina. No entanto, sempre que haja referéncia a eventual alergia a este farmaco, a
escolha recai sobre a clindamicina pelas concentragbes que se conseguem obter no
recém-nascido. Este antimicrobiano para além de atravessar a barreira placentaria é
excretado no leite materno permitindo a obtencdo de concentracdes mais eficientes para
a proteccdo do recém-nascido. Com base nestes dados, no Servico de
Ginecologia/Obstetricia, 0 recurso a eritromicina estd em desuso. No entanto, o estudo
da sua susceptibilidade torna-se importante ao nivel dos fenétipos de resisténcia aos

macrolidos (resisténcia induzida a clindamicina).

O nosso estudo coincidiu com o inicio do teste da clindamicina no Laboratorio de
Microbiologia do Servico de Patologia Clinica, 0 que se tornou uma mais-valia para o
Servico. A implementacédo de novas técnicas e metodologias num Servico, para além de
permitir a evolucdo dos colaboradores e o seu enriquecimento ao nivel profissional,
mostra que um servico apesar da sua independéncia relativamente aos outros devera
trabalhar em conjunto com eles e adequar 0s seus testes as evolugbes técnicas e

cientificas em prol da populacdo servida.

Neste sentido, os resultados obtidos foram disponibilizados no processo de cada paciente
para que, de acordo com o protocolo de prevencgéo de infeccdo por SGB do Servigo de
Obstetricia, fossem tomadas as medidas adequadas ao nivel da profilaxia. A
interpretagéo do antibiograma foi feita de acordo com as linhas orientadoras da CLSI de
2010.

Relativamente a penicilina, o antibidtico de primeira linha no combate a infec¢bes por
SGB, todas as amostras mostraram ser sensiveis a concentracdes de antibiético de 10U,
0 que mais uma vez comprova a sua elevada eficacia e reforca os resultados obtidos
noutros estudos nos quais também ndo aparecem casos descritos de resisténcia
(Hannoun et al 2009). No entanto, como é de conhecimento geral, existem casos de
alergia a este farmaco (entre 10 e 20% dos individuos hospitalizados referem alergia a
penicilina; no entanto, apenas 3% desenvolvem reaccéo se submetidos a testes com o

farmaco, de acordo com dados de um estudo de Rosario e Grumach de 2006), o que
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inviabiliza o teste apenas deste antibiotico e reforca a necessidade de se testarem

alternativas.

No que se refere aos outros antimicrobianos estudados, a eritromicina e a clindamicina,

no nosso estudo obteve-se uma resisténcia de 22,9% para ambos.

Embora nas tabelas da CLSI devam ser considerados resultados resistentes, intermédios
e sensiveis, apenas na eritromicina conseguimos obter dados para as trés categorias. Na

clindamicina apenas obtivemos resultados resistentes e sensiveis.

Clinicamente, considera-se que um resultado intermédio a determinado antibiotico devera
ser tratado como resistente e a terapéutica instituida devera ter em conta esta
consideracdo. Este facto leva-nos a considerar que a resisténcia a eritromicina é de
22,9% e nao de 21% (pois neste valor devemos incluir também a percentagem de

resultados intermédios).

Sensivel
Resistente
Ointermédio

Grafico 3 - Sensibilidade Vs Resisténcia da Eritromicina

As taxas de resisténcia a eritromicina tém variado ao longo dos tempos. Azavedo e
colaboradores, em 2001, referem taxas de resisténcia de 18%. Em 2005, Marimon e
colaboradores descreveram taxas variaveis entre 10% e 20% e no mesmo ano Al-Sweih
e colaboradores referem uma taxa de 0,7%; taxa muito baixa comparada com a de um
estudo brasileiro que apresentou uma resisténcia de 9,4%, que ja era bastante inferior &
conhecida nos Estados Unidos (30%), Franca (21,4%) e na Turquia (20%) (Borger et al
2005).
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Em Portugal, em 2004, a taxa de resisténcia era de 10,7% (Figueira-Coelho et al 2004).
No entanto, num estudo publicado em 2009 por Pinheiro e colaboradores, obteve-se uma
taxa de resisténcia de 15% e no mesmo ano um outro estudo portugués (realizado por
Florindo e colaboradores) refere taxas de resisténcia de 19%, o que pode traduzir um
aumento do recurso a este agente antimicrobiano e o consequente aumento de

resisténcias na nossa populacéo.

A taxa de resisténcia a eritromicina no CHEDV obtida entre 1 de Janeiro e 31 de
Dezembro de 2009 foi de 26%. Relativamente a clindamicina ndo estdo disponiveis
dados por s6 se comecar a testar este antimicrobiano no més de Dezembro do referido

ano.

No CHEDV, o recurso a eritromicina como antibiético de segunda escolha esta a cair em
desuso. Desde 1 de Dezembro de 2009 (data de inicio do nosso estudo) passou a incluir-
se a clindamicina no teste de sensibilidade aos antimicrobianos, e a disponibilizar-se para
o clinico a informacéo relativa a resisténcia ou susceptibilidade do microrganismo a este

farmaco.

De acordo com as linhas orientadoras ao nivel da Neonatologia e Pediatria ha
recomendacédo para o uso da clindamicina em detrimento da eritromicina, uma vez que o
primeiro atravessa mais prontamente e de uma forma mais consistente a barreira
placentaria permitindo concentracdes de farmaco mais elevadas no bebé (Aracil et al
2002, Al Sweih et al 2005) e consequentemente a sua melhor proteccdo perante uma
eventual infeccdo. Como foi referido anteriormente, estes dados néo inviabilizam o estudo
da susceptibilidade a este fArmaco uma vez que se torna necessario 0 seu estudo para a

determinacdo dos fendtipos de resisténcia aos macralidos.

Esta pratica pode ser a explicacdo para a diminuicdo da taxa de resisténcia a eritromicina
na Argentina entre 2000 (5,2%) e 2007 (2,4%), como descrevem Mollerach e
colaboradores, num estudo de 2007, no qual consideram a modificacdo dos esquemas
terapéuticos com diminuicdo do recurso a macrélidos nos tratamentos um factor relevante

para as variacfes das taxas de resisténcia.
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Gréafico 4 - Sensibilidade Vs Resisténcia da Clindamicina

As taxas de resisténcia relativas a clindamicina obtidas em estudos anteriores também
tém variado ao longo dos tempos: em 2001 estavam descritas taxas de 8% (Azavedo et
al 2001) e em 2005, Borger e colaboradores obtém no seu estudo uma taxa de 6,2% que
mais uma vez foi mais baixa do que a conhecida noutros paises como a Franca (17,5%)
e os Estados Unidos da América (11,4%) (Borger et al 2005) valores que novamente
foram muito superiores aos obtidos por Al-Sweih no Kwait (1,7%). No estudo destes
autores, ha uma outra particularidade; a taxa de resisténcia da eritromicina € mais baixa
do que a da clindamicina (Al-Sweih et al 2005).

Em Portugal, as taxas de resisténcia em 2004 eram de 9,9% (Figueira-Coelho et al 2004)
e em 2009 de 9,6% (Pinheiro et al 2009), resultado semelhante ao obtido por Florindo e

colaboradores também em 2009. No nosso estudo a taxa obtida foi de 22,9%.

As elevadas taxas de resisténcia da populacdo estudada aos antibiéticos referidos pode
traduzir o recurso exagerado de farmacos de segunda linha em detrimento do farmaco de
exceléncia, a penicilina, o que pode reflectir a importancia de se conhecer a existéncia de

alergia ou ndo a penicilina no momento da decisdo sobre o esquema quimioprofilactico.

Relativamente ao facto da populacdo estudada apresentar a taxa de resisténcia a
clindamicina superior & da eritromicina (ao contrario do que acontece na maioria dos
outros estudos analisados) pode pensar-se que na populacdo servida pelo CHEDV o

recurso a clindamicina possa ser ja mais frequente do que o recurso a eritromicina.
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Aplicando o teste de Qui-quadrado para tentar encontrar dependéncia entre as variaveis
estatisticas ldade das pacientes e Antibidtico utilizado, foram obtidos os valores de
p=0,431 e p=0,436 para a eritromicina e clindamicina respectivamente, que permitem

concluir que a idade e os antibi6ticos ndo tém relacdo de dependéncia entre si.

O recurso ao D-teste (ou teste de duplo disco) nos antibiogramas das amostras positivas
permitiu identificar diferentes fenoétipos de resisténcia, nomeadamente o fenétipo M
(2,9%) e o fenotipo MLSg (20%). O fendtipo M considera-se quando a bactéria € sensivel
a clindamicina e apresenta resisténcia a eritromicina e o fenétipo MLSg considera-se
gquando ha resisténcia tanto a eritromicina como a clindamicina (resisténcia constitutiva)
ou quando ha resisténcia a eritromicina com diminuicdo do halo da clindamicina na zona
proximal ao disco da eritromicina (resisténcia induzida). Nos casos de resisténcia

induzida o D-teste foi considerado positivo.
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Gréfico 5 - Fenotipos de resisténcia

O fendtipo MLSg de resisténcia induzida obteve-se em 5 das 105 amostras positivas
estudadas (4,8%) e o fenotipo MLSg de resisténcia constitutiva obteve-se em 16 (15,2%).

O fendtipo M obteve-se em 3 das 105 amostras (2,9%).

Borger, em 2005, obteve 3,3% de amostras positivas com fenétipo MLSg de resisténcia
induzida e 1,1% de amostras com feno6tipos M e MLSg de resisténcia constitutiva.
Resultados bastante diferentes dos obtidos no nosso estudo talvez por ter uma amostra

mais reduzida (Borger estudou apenas 167 gravidas).
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Em Portugal em 2009, as percentagens obtidas por Pinheiro e colaboradores referem
2,2% de amostras com fen6tipo M, 3,2% de fenétipo MLSg de resisténcia induzida e 9,7%

de amostras com fenotipo MLSg de resisténcia constitutiva.

Os valores referidos no estudo de 2009 realizado por Pinheiro e colaboradores estdo
relativamente préximos dos obtidos no presente trabalho, o que pode traduzir
percentagens de fendtipos semelhantes ainda que perante taxas de resisténcia
diferentes. Esta distribuicdo podera traduzir a tendéncia de fendtipos na populacdo
portuguesa, uma vez que 0s estudos comparados realizados no mesmo pais, envolvem

caracteristicas populacionais distintas.
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8 - Conclusao

O investimento na medicina preventiva € sempre uma mais-valia na saude. A
implementacdo de linhas orientadoras para o rastreio e profilaxia de infeccdo por SGB
tem permitido alcancar resultados positivos ao nivel do controlo da incidéncia de doenca

de inicio precoce no recém-nascido.

O ideal seria que todas as gravidas fossem rastreadas para o SGB antes do parto: os
resultados dos estudos de prevaléncia e de resisténcia aos antimicrobianos em cada
instituicdo seriam mais abrangentes e traduziriam de um modo mais exacto a realidade e

permitindo uma actuacdo mais eficaz na prevencéo da infecgéo pelo referido agente.

A metodologia e as técnicas utilizadas para a pesquisa de SGB utilizadas neste estudo

foram adequadas na medida em que se atingiram os objectivos inicialmente propostos.

Apesar da prescricdo e administracdo da penicilina tenderem a diminuir em funcdo de
varios factores, nomeadamente o receio de reac¢les alérgicas e a propaganda intensiva
de novos farmacos, sendo este um antibidtico de custo relativamente reduzido e o
recomendado como sendo de primeira linha no tratamento de infecgcBes por SGB pela
CLSI dever-se-ia apostar na sua utilizagdo. Também os resultados obtidos no nosso

estudo reforgam esta recomendacéo.

O recurso a antimicrobianos de segunda linha provoca um aumento das suas taxas de
resisténcia nas popula¢cdes como se verificou no nosso estudo relativamente a

eritromicina e a clindamicina.

Os diferentes servicos do CHEDV procuram trabalhar em cooperacdo adequando as
pesquisas realizadas as necessidades da populagéo. Neste sentido, ao ser necessario ao
servico de Ginecologia/Obstetricia conhecer os perfis de susceptibilidade a penicilina e a
clindamicina, apés a realizacdo do nosso estudo, o Laboratério de Microbiologia passou a
disponibilizar informacdo relativa a estes antimicrobianos e ndo apenas a relativa a

penicilina e eritromicina como até entao.
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Tomar conhecimento da realidade e investir no sentido de minimizar desequilibrios é
estar a contribuir para a melhoria da qualidade da prestacdo de cuidados em saude. Os
trabalhos na area da salde, embora permitam o enriquecimento pessoal de quem os

realiza, ndo apagam a ideia essencial: a melhoria da saude dos utentes.
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9 — Perspectivas futuras

Uma vez que a OMS recomenda investimentos ao nivel da saude preventiva em vez da
saude curativa, para o Streptococcus agalactiae dever-se-ia investir mais na pesquisa de
uma vacina. As linhas orientadoras para a Neonatologia e Pediatria, sugerem uma vacina
prévia & gravidez ou para administrar no inicio da mesma (Tumbaga e Philip 2006). No
entanto, as estratégias preventivas diminuem o risco de doenca de inicio precoce mas o

seu custo é elevado (Stan et al 2001).

Estudos realizados com mulheres ndo gravidas e que demonstraram a possibilidade de
colonizacdo simultanea por mais do que um serétipo da bactéria podem ter relevancia
para o desenvolvimento de vacinas (Ferrieri e tal 2004) por permitirem a determinacao
dos diferentes serétipos do agente e a avaliagdo da eficacia na prevencao da infeccao

tanto das mulheres como dos recém-nascidos.

Ainda que uma vacina contra 0 SGB represente um avancgo na saude publica (Maisey et
al 2009), nao devemos esquecer que as politicas de prevencdo estdo dependentes da
incidéncia da doenca, das infraestruturas de apoio aos cuidados de saude, da relagédo
custo-beneficio e das atitudes culturais de cada pais (Zusman et al 2006) que sao

factores que, claramente, podem atrasar o desenvolvimento da vacina.

Enquanto n&o se desenvolve a tdo desejada vacina, a alternativa passa por
investimentos ao nivel da detec¢do da bactéria para facilitar a adequada execucédo da
profilaxia intra-parto. Neste sentido, embora as empresas disponibilizem meios de cultura
diferenciais cada vez mais sensiveis para a detec¢cdo do agente, o problema prende-se
com o facto de no momento da colheita (que para estudo cultural deverd ser feito antes

do parto pelo tempo necessario a cultura) a gravida pode ndo apresentar colonizacao.

A natureza intermitente da colonizacdo materna por SGB significa que o rastreio materno
deveria ser feito no inicio do trabalho de parto. No entanto, os exames culturais requerem
um periodo superior a 24 horas para obtencéo de resultados, demasiado tempo para que

se decida sobre o recurso ou ndo a quimioprofilaxia intraparto.
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Um teste rapido, para ser (til na pratica, devera ser suficientemente preciso e sensivel se
comparado com o teste cultural. Por outro lado, devera facilitar os resultados para o

clinico atempadamente em caso de necessidade de quimioprofilaxia (Honest et al 2006).

Sé&o varios os estudos (El Aila et al 2009, Rojo et al 2008, Martins et al 2007) que referem
0 recurso a técnicas moleculares a aplicar no estudo de SGB: RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), Ribotipagem, Electroforese de Campo Pulsado (PFGE),
MLEE (Multilocus enzyme electrophoresis), RAPD (Randomly amplification of
polymorphic DNA-analysis) e MLST (Multilocus sequence Typing).

A reaccdo de PCR (Polimerase Chain Reaction) € um ensaio hoje conhecido como mais
sensivel que os métodos culturais padronizados (Tsai 2009) e que deveria ser utilizado

para testar a colonizacdo das gravidas no momento do parto.

Ensaios que recorram a biologia molecular, embora sejam mais sensiveis e especificos
gque os testes culturais, sdo também mais caros e num mundo onde se verificam cortes
orcamentais a todos os niveis, incluindo na saude, séo testes que ndo estdo disponiveis

na rotina laboratorial.

Embora entre 10 e 20% dos individuos hospitalizados refiram alergia a penicilina, a
maioria apresenta testes cutaneos negativos e apenas 3% desenvolvem reaccao quando
submetidos a testes com o farmaco. Com vista a uma inversao da tendéncia de aumento
de resisténcias e estando perante uma situacdo em que a penicilina deveré ser o agente
de primeira escolha na prevencdo e tratamento, seria recomendavel incluir nos testes
realizados durante a gravidez um de sensibilidade cuténea, por exemplo, a penicilina.
Esta medida iria permitir conhecer uma eventual reaccdo da gravida ao farmaco, e a taxa
real de alérgicas, para que momento de decisdo pela instituicdo do quimioprofilactico, se

opte por aquele que € o recomendado pela CLSI.

Relativamente ao estudo realizado, no futuro seria interessante estudar-se a
caracterizacdo molecular das estirpes e SGB isoladas para se ter acesso a informacao
mais concreta ao nivel dos polissacarideos capsulares, definindo os serotipos capsulares
conhecidos (la, Ib, 1I-VIll) e avaliando as linhagens genéticas para se distinguirem
tropismos e o potencial virulento de cada estirpe. Com este tipo de estudos poder-se-ia

compreender melhor a patogenicidade e definir medidas profilaticas mais adequadas.
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Anexo 1

Teste da catalase

Reagente
ID Color Catalase (referéncia 55 561da BioMérieux®)

Procedimento

1.Adicionar 1 gota de reagente a uma lamina de vidro

2.Transferir uma colénia a estudar com uma ansa esterilizada para a gota de
reagente

3.0Observar a existéncia de reacgao (formacgéo de bolhas de oxigénio)

Limites e precaucdes

- No caso de pesquisa directa a partir de GS, uma reaccdo mais tardia e ndo limitada
ao local da colénia ndo deve ser valorizada (trata-se da reaccdo da actividade
catalasica dos eritrocitos)

- Usar cultura fresca; colénias com mais de 24 horas podem falsear resultados
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Anexo 2
Aglutinacao para classificagcao serolégica de Lancef ield

O SLIDEX® Strepto Plus (referéncia 58 819 da BioMérieux®) é um teste rapido de
aglutinacdo de microparticulas de latex para a grupagem de estreptococos do grupo B
segundo a classificacdo de Lancefield. E um teste que se realiza a partir de colonias

isoladas em meios semeados com amostras de origem humana.

Principio

ApOs cultura, as colonias de estreptococos isoladas sdo colocadas num tubo com a
enzima de extrac¢do. O antigénio especifico do grupo B que se encontra na parede da
bactéria é extraido através de uma enzima e posteriormente identificado por particulas
de latex sensibilizadas por um anticorpo anti-antigénio do grupo B. Se o antigénio
estiver presente, 0 reagente de latex aglutina; por outro lado, se o antigénio estiver

ausente, o reagente de latex permanece em suspensao homogénea.

Procedimento

1.Preparacdo da enzima de extraccdo com 10 ml de agua destilada estéril
(estavel até 6 meses apos a reconstituicdo no seu frasco de origem e nas condicdes
de armazenamento recomendadas)

2.Num tubo de hemolise, colocar 400 pl de enzima de extraccao e suspender
nesta solucdo, com a ajuda de uma ansa esterilizada, 3 a 5 colénias isoladas da
bactéria a estudar.

3.Homogenizar utilizando um agitador e incubar 10 minutos a 37°C.

4.Depositar uma gota do reagente de latex, dispensado verticalmente, numa
carta e adicionar 15 pl da suspenséo preparada em 2 e homogeneizar recorrendo a
um palito.

5.Dar a carta um movimento de rotacdo durante 2 minutos e ler sob luz normal

sem utilizar lupa.

Leitura e interpretacdo dos resultados

- Um resultado positivo traduz-se no aparecimento de uma aglutinagédo nitida com o
regente de latex em 2 minutos, no maximo.
- Um resultado negativo € indicado através da auséncia de aglutinacdo (suspensdo

homogénea ou granulacdo muito fina em 2 minutos).
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Limites e precaucdes

- A interpretacdo dos resultados deve ser feita tendo em conta o contexto clinico, a
origem da amostra, 0s aspectos macro e microscéopicos e, eventualmente, 0s
resultados de outros testes.

- Utilizar apenas culturas puras.

- Podem aparecer resultados falsamente negativos se for testado um numero

insuficiente de coldnias.
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Anexo 3
Antibiograma

Procedimento

1.Preparar uma suspensdo de SGB em agua de in6culo ou em NaCl 0,85%
ajustando-a a escala de 0,5 de McFarland (0,08-0,12 no turbidimetro)

2.Depois de bem homogeneizada dispensar 50ul da suspensdo em MHS e
rodar uma zaragatoa esterilizada no meio de cultura semeando em estrias apertadas
em toda a superficie da placa em pelo menos 2 direccbes para se garantir a
distribuicdo uniforme do indculo. Por fim, rodar a zaragatoa na periferia da placa.

3.Aplicar os discos de penicilina, eritromicina e clindamicina garantindo a
distancia de 15-26mm entre os discos de eritromicina e clindamicina.

4.Incubar 20-24 horas a 35+2°C com 5% de CO..

5.Realizar leitura e interpretar de acordo com as normas da CLSI.

Limites e precaucdes

- Devem ser utilizadas colonias isoladas do microrganismo em causa, obtidas a partir
de cultura pura.

- Estdo desaconselhados testes de sensibilidade feitos directamente a partir do
produto bioldgico.

- Nunca recolocar um disco em local diferente apds contacto com a placa, porque o
antimicrobiano difunde imediatamente.

- Nao utilizar meios fora de prazo uma vez que o0s halos de inibicdo poderdo ser
afectados.
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