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Resumo

O Streptococcus do grupo B é a principal causa de sépsis neonatal e meningite nos paises desenvolvidos. A implementagdo do
rastreio materno universal e a profilaxia antibidtica periparto levou a um declinio significativo da incidéncia de sépsis precoce,
mantendo-se constante a incidéncia de sépsis tardia. A transmissdo através do leite materno na infegdo tardia por Streptococ-
cus do grupo B tem sido descrita na literatura, contudo, o recurso a técnicas moleculares para confirmagdo ndo é sistemati-
camente realizado. Descrevemos um caso de infegdo tardia por Streptococcus do grupo B em gémeos prematuros associada
a ingestdo de leite materno infetado. O primeiro gémeo foi re-internado aos 46 dias de vida por sépsis com meningite e o
outro gémeo foi re-internado aos 50 dias de vida por sépsis O estudo por amplificagdo ao acaso de DNA polimorfico - reagdo
em cadeia da polimerase confirmou igualdade genotipica entre a estirpe isolada no leite materno e a identificada no liquido

cefalorraquidiano do primeiro gémeo.
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Abstract

Group B Streptococcus is the leading cause of neona-
tal sepsis and meningitis in industrialised countries.
Although the use of intrapartum antibiotic prophylaxis
has led to a significant decline in early-onset sepsis,
the incidence of late-onset sepsis remains unchanged.
Transmission of group B Streptococcus through the
ingestion of breast milk in late-onset sepsis has been
reported in the literature, but confirmation by molecu-
lar techniques is not systematically performed.

The authors describe a case of late group B Strepto-
coccus infection in twins associated with the ingestion
of infected breast milk. The first twin was re-admitted
at 46 days of life for sepsis with meningitis and the
second twin was re-admitted at 50 days of life for sep-
sis. Random amplified polymorphic DNA polymerase
chain reaction confirmed that the genotypes of group
B Streptococcus isolated in breast milk and identified in
the cerebrospinal fluid of the first twin were identical.

Keywords: Breast Feeding; Diseases in Twins; Milk,

Human; Infant, Newborn; Random Amplified Polymor-
phic DNA Technique; Streptococcus agalactiae; Strepto-
coccal Infections/diagnosis

Introducao

O Streptococcus do grupo B (SGB) constitui um dos
principais agentes patogénicos de infecdo bacteriana
perinatal.%? A infecdo neonatal precoce (até ao sexto
dia de vida) manifesta-se por sépsis, pneumonia e/ou
meningite* e ocorre por transmissdo vertical, apds a
rutura de membranas placentdrias ou durante a pas-
sagem pelo canal de parto.* Apds a implementagdo do
rastreio universal pré-natal e instituicdo da quimiopro-
filaxia intraparto, a sua incidéncia diminuiu 40% em
Portugal e 70% nos Estados Unidos da América (EUA),
com uma incidéncia de 0,44 por 1000 nascimentos em
Portugal e 0,31-0,34 por 1000 nascimentos nos EUA.>>7
A incidéncia da infegdo tardia (dos sete aos 90 dias
de vida) permaneceu constante, aproximadamente de
0,35 por 1000 nascimentos nos EUA, representando
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atualmente a maioria das infe¢Ges neonatais por SGB,
0 que corrobora a conhecida auséncia de protegdo da
quimioprofilaxia intraparto relativamente a infegdo tar-
dia.>®° A infecdo tardia por SGB pode apresentar-se sob
a forma de bacteriémia, sépsis ou infecdo focalizada.?
0O modo de transmissdo, assim como o periodo em que
ocorre, permanece incerto.’® Pode ser adquirida por
transmissdo horizontal (contacto materno, hospitalar
e comunidade) ou refletir uma infegdo retardada apds
colonizagdo inicial.*>!*13 O leite materno é outra fonte
possivel de infecdo, embora menos frequente. 11317
Ha, na literatura, relatos de casos de infecdo tardia ou
recorrente por SGB adquiridos por transmissao horizon-
tal através do leite materno, embora a maioria carega de
confirmagdo por métodos moleculares.**?

Caso Clinico

Antecedentes perinatais

Mulher de 36 anos, saudavel, trés gestacdes e trés par-
tos, com gestagao gemelar espontanea bicoridnica, sem
intercorréncias até as 31 semanas, quando é internada
por ameaca de parto pré-termo. Foi realizada tocdlise e
corticoterapia para maturacgdo fetal e colheita de exsu-
dado anal-vaginal para SGB, que se revelou positivo.

As 35 semanas e seis dias ocorre parto eutdcico espon-
taneo, com rutura de membranas periparto, tendo a
mde cumprido profilaxia antibiética com ampicilina
endovenosa, duas doses.

Os gémeos foram internados na unidade de cuidados
intensivos neonatais para monitorizagdo clinica por risco
infecioso e por baixo peso (primeiro gémeo 1618 g,
segundo gémeo 1620 g). A evolugéo clinica foi favoravel,
tendo alta aos 19 dias de vida com aleitamento misto.
N3o foi efetuada antibioterapia.

Caso Clinico 1

O primeiro gémeo é observado ao 462 dia de vida no
servico de urgéncia por febre, recusa alimentar e pros-
tragdo com 12 horas de evolugdo. No exame objetivo
apresentava ar séptico, ictérico, gemido persistente,
hipoatividade e hipotonia com fontanela anterior preen-
chida e pulsatil. Realizou rastreio séptico completo
(saida de liquor turvo) e iniciou antibioterapia com
ampicilina e cefotaxima (doses meningeas). Analitica-
mente apresentava proteina C reativa de 110,6 mg/L,
leucopenia (1730 células/uL) com neutropenia (750
células/pL), plaquetas 334 000 células/uL, hemoglobina
9,5 g/dL, hematdcrito 26,5%. O exame citoquimico do
liquido cefalorraquidiano (LCR) revelou pleocitose (5780
células/pL com 95,3% de polimorfonucleares), diminui-
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¢do da glicorraquia (33% da glicemia) e proteinorraquia
normal.

Nas primeiras 24 horas de internamento houve um
agravamento clinico com instabilidade hemodinamica,
necessidade de volemizagdo, suporte inotrdpico, trans-
fusdo de plasma fresco congelado e glébulos vermelhos.
Foi isolado SGB na hemocultura e no LCR, sensivel a
antibioterapia instituida, tendo cumprido 21 dias de
ampicilina e 10 dias de cefotaxima. Na data da alta apre-
sentava exame neuroldgico e ecografia transfontanelar
sem alteragGes.

Caso Clinico 2

O segundo gémeo, avaliado seriadamente desde admis-
sao do irmao, foi internado quatro dias depois por recusa
alimentar parcial associada a sonoléncia. No exame
objetivo na admissdo apresentava razoavel estado geral,
gemido intermitente agravado com a manipulagdo e
hipoatividade. Sinais vitais estaveis com temperatura axi-
lar 37,7°C. Analiticamente apresentava proteina C reativa
3,6 mg/L, leucdcitos 8800 células/uL, neutréfilos 4664
células/uL, plaquetas 546 000 células/uL. Doze horas
apds a primeira determinagdo verificou-se aumento da
proteina C reativa para 77,2 mg/L. N3o foi possivel obter
liquor para estudo apesar de duas tentativas de puncdo
lombar traumaticas. Foi isolado SGB na hemocultura.
Ap0ds o internamento do segundo gémeo a mae iniciou
febre associada a tensdo mamaria, tendo sido diagnos-
ticada mastite puerperal e foi medicada com amoxicilina
e acido clavulanico oral, durante sete dias. A mae referia
episodio prévio de tensdo mamaria sem febre 15 dias
apos o nascimento dos gémeos.

Foi realizado exame microbioldgico do leite materno
com isolamento do SGB com o mesmo perfil de sensi-
bilidade antimicrobiana ao isolado no LCR do primeiro
gémeo e nas hemoculturas de ambos os gémeos.
Solicitou-se a realizacdo de estudo molecular por ampli-
ficacdo ao acaso de DNA polimérfico - reagdo em cadeia
da polimerase (RAPD-PCR) para esclarecer se as estirpes
de SGB isoladas, nos filhos e na mie, eram idénticas.**®
A RAPD-PCR é uma ferramenta molecular rapida, eficaz e
de baixo custo econdmico que permite analisar a varia-
bilidade e diversidade genética de estirpes bacterianas.
O aleitamento materno foi suspenso ndo tendo sido rei-
niciado apds tratamento por opg¢ao materna. A evolugdo
clinica do segundo gémeo foi favoravel. Cumpriu 21 dias
de antibioterapia visto ndo ter sido possivel excluir atin-
gimento meningeo. Na data da alta apresentava exame
neuroldgico e ecografia transfontanelar sem alteragdes.
As criangas mantém seguimento em consulta externa
apresentando evolugdo clinica e desenvolvimento psi-
comotor adequados, aos 2 anos de idade.
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Discussao

O Streptococcus do grupo B é a causa mais frequente de
doenga invasiva neonatal, com uma taxa de mortalidade
de 7,5%-11,8%.1%'> Em 25%-30% dos casos a expressao
clinica é meningite, envolvendo o risco de sequelas
neuroldgicas entre 25%-35% dos sobreviventes.?1%1
O esclarecimento do modo de transmissdo do SGB na
infecdo tardia é fundamental para o desenvolvimento
de estratégias de prevencgao eficazes.

A infecdo tardia a SGB pode ser adquirida pela mae, por
transmissdo vertical ou por transmissdo horizontal.>
Aproximadamente 50% dos lactentes com infecdo tardia
sdo colonizados ao nascimento pelo mesmo serétipo de
SGB da mae.®° No caso clinico relatado, existe a hipdtese
de colonizagdo perinatal por este agente, atendendo
a que a mae estava colonizada pelo SGB e o parto foi
eutdcico. No entanto, a mae fez quimioprofilaxia intra-
parto completa (duas tomas de ampicilina endovenosa
realizadas num periodo superior a quatro horas antes
do parto) e a rutura de membranas foi periparto, o que
torna teoricamente remota esta hipétese. A hipétese de
transmissdao nosocomial durante o internamento prévio
na unidade de cuidados intensivos neonatais parece
pouco consistente, atendendo a que nao ocorreram
outros casos durante o mesmo periodo. A infec¢do tardia
consecutiva dos gémeos associada a mastite puerperal
da m3e levantou a hipétese de infegao do leite materno
como modo de transmissdo.

Na literatura existem casos descritos de infecdo tardia
e/ou recorrente por SGB associada ao leite materno,
com ou sem mastite, contudo o estudo molecular para
comparar o SGB isolado no leite materno e no recém-
-nascido para confirmacgdo desta associagdo, nao é siste-
maticamente realizado.>'*'%'7 Foram analisados todos
os casos de infecdo neonatal tardia a SGB associado ao
leite materno descritos na literatura, desde 1977 até
2013, tendo sido documentado 48 casos no total, 20 dos
quais com estudo molecular realizado, nenhum em Por-
tugal.” No caso descrito, foram isoladas estirpes de SGB
com o mesmo perfil de sensibilidade antimicrobiana nas
trés amostras do primeiro gémeo (LCR e duas hemocul-
turas), na hemocultura do segundo gémeo e no leite
materno. A genotipagem por RAPD-PCR demonstrou
gue a estirpe de SGB isolado no leite materno era idén-
tica a isolada no LCR do primeiro gémeo (Fig. 1), o que
evidenciou uma relagdo entre o leite materno infetado
e a infecdo tardia. Infelizmente quando foi solicitada
esta técnica, as amostras das hemoculturas do primeiro
e do segundo gémeo ja tinham sido descartadas pelo
laboratério de microbiologia, assim como exame bacte-
rioldgico do exsudado vaginal materno.
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C - controlo positivo (Streptococcus agalactiae); F - filho; M - mde;
Mar - marcador de pesos moleculares (Nyzdna Ladder lll, Nyztech®).
A amplificagdo ao acaso de DNA polimérfico - reagdo em cadeia da
polimerase baseia-se em iniciadores de sequéncias aleatdrias curtas,
geralmente de nove a 10 nucleétidos, e condi¢Ges de reconhecimento
de iniciadores de baixa rigidez para amplificar fragmentos arbitrarios de
DNA modelo. O DNA gendmico das duas estirpes e da estirpe controlo
foi extraido por extracdo fendlica e a sua concentragdo e qualidade
foram avaliados por espetofotometria (Nanodrop®) e por visualizagdo
em gel de agarose (1%). Foi utilizada uma estirpe de Streptococcus aga-
lactiae de um isolado clinico aleatério. A mistura para a realizagdo de
reacdo em cadeia da polimerase foi preparada de acordo com o proce-
dimento descrito na NZYTaq 2x Green Master Mix (NZYTech®) contendo
o oligo NP5. A amplificagdo ao acaso de DNA polimorfico - reagdo em
cadeia da polimerase das estirpes e do controlo positivo foi realizado
nas seguintes condigBes: primeiro programa (5 min a 942; 5 min a 359; 5
min a 722) e um segundo programa de 35 ciclos (30 s a 942; 1 min a 35%;
1 min a 729C). O produto da amplificagdo ao acaso de DNA polimdrfico
- reagdo em cadeia da polimerase foi visualizado em gel de agarose 2%
apos eletroforese (70 V, duas horas).

Figura 1. Produtos da amplificagdo ao acaso de DNA polimorfico -
rea¢do em cadeia da polimerase (RAPD-PCR) das estirpes isoladas
da mae e do filho.

Na maioria dos casos descritos na literatura, ndo esta-
vam presentes sinais de mastite, ocorrendo uma colo-
nizagao silenciosa do ducto materno. Este facto pode
justificar o sub-reconhecimento do leite materno como
uma fonte de infe¢do.'>%!° Kotiw et al*® descrevem
um processo circular continuo como como hipdtese
desta patogénese, segundo o qual, o SGB coloniza
inicialmente a mucosa orofaringea do RN por infec¢do
perinatal, infectando posteriormente os ductos mater-
nos durante a amamentagdo, com proliferacdo deste
agente. No entanto, Olver et al.*® descreveram casos de
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infecdo por SGB em prematuros alimentados com leite
materno exclusivamente por sonda nasogastrica. Outra
hipdtese é descrita por Jeurink et al.?°, na qual algumas
bactérias presentes no intestino materno atravessam
o epitélio intestinal, atingindo a glandula mamaria por
via hematogénica, com posterior contaminacdo do
leite materno. Os gémeos foram alimentados inicial-
mente por leite materno por sonda nasogastrica, pos-
teriormente ao seio materno. Independentemente da
patogénese do leite materno infetado, a medida que a
concentragdo microbiana aumenta no leite, o lactente é
re-infetado durante a amamentacao.

Apesar da prematuridade ser um importante fator de
risco para infecdo tardia por SGB, a transmissdo deste
agente pelo leite materno tem sido descrita quer em
prematuros quer em recém-nascidos de termo.6&1013.1517
O exame bacterioldgico do leite materno por rotina,
antes do seu uso, ndo parece ter utilidade exceto se a
mae apresentar sinais de mastite.’®

Nos casos de infegdo tardia em recém-nascidos amamen-
tados, o leite materno deve ser analisado e a amamen-
tacdo deve ser suspensa até obtengdo dos resultados
das culturas.'?® Se o leite materno estiver infetado com
SGB, deve ser prescrita a mae antibioterapia adequada.?
Davanzo et al.*®* recomendam ampicilina ou amoxicilina
(7-10 dias) junto com rifampicina (4-7 dias) para erradi-
car a colonizagao materna, de forma a evitar a reinfegao.
Posteriormente, o leite materno deve ser pasteurizado
ou descartado até que o exame bacterioldgico seja
negativo, altura em que pode ser reiniciada a amamen-
tacdo.1%1315 No caso descrito, a mde foi medicada com
amoxicilina e acido clavulanico (sete dias) e o aleita-
mento materno foi suspenso. Nao foi realizado novo

exame bacterioldgico do leite materno uma vez que a
made decidiu suspender a amamentagdo. Davanzo et
al.’> propdem também a associagdo de rifampicina (20
mg/kg/dia durante 4-7 dias) a antibioterapia habitual
nos recém-nascidos com sepsis por SGB para erradicar a
colonizagdo deste; no entanto, no caso descrito ambos
os gémeos realizaram apenas ampicilina e cefotaxima.

e 7
O QUE ESTE CASO ENSINA

e A transmissdo do Streptococcus do grupo B através do leite
materno é rara, mas deve ser considerada em casos de infe¢do
neonatal tardia.

® A caracterizagdo genotipica das estirpes de Streptococcus do

grupo B com o recurso a técnicas de biologia molecular, como a

amplificagdo ao acaso de DNA polimodrfico - reagdo em cadeia da

polimerase, constitui um importante avango na compreensdo da
hepidemiologia da infegdo neonatal tardia.
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