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RESUMO

Appel KLA. Associacdo da presenca de DNA gendmico de diferentes bactérias em
sangue de recém-nascidos pré-termo e termo com ruptura prematura de membrana.
Campo Grande; 2015. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A associacao de ruptura prematura de membranas (RPM) e infeccdo neonatal precoce tem
sido alvo de vérios estudos, pois 0s microrganismos responsaveis pela infeccdo neonatal
relacionada com RPM s&o aqueles encontrados na microbiota vaginal normal e patogénica das
gestantes. Assim, para avaliar a associacdo da RPM com a presenca do DNA gendmico de
diferentes bactérias em recém-nascidos (RNs) pré-termo e a termo foi realizado um estudo
observacional, transversal, com RNs provenientes de maes com diagndstico de RPM.
Amostras de sangue provenientes de 101 RNs foram analisadas pela técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) convencional para deteccdo do DNA genémico bacteriano e PCR
em tempo real para DNA gendmico das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae. A associacdo e comparacdo do tempo de
ruptura de membrana e presenca de DNA genémico das bactérias foram analisadas pelo teste
do Qui-quadrado, Mann-Whithney e Fisher. Os RNs selecionados para o estudo estavam em
antibioticoterapia e apresentaram um ou mais sinais clinicos caracteristicos de infeccéo
neonatal. O tempo médio de ruptura de membrana nas gestacdes pré-termo foi de 72,87
101,85 horas e nas gestacOes a termo foi de 48,70 +84,14 horas. Embora n&o tenha sido
detectada estatisticamente associacdo entre o tempo de ruptura das membranas com a idade
gestacional (pré-termo e a termo) e com a presenca do DNA genémico das bactérias, sugere
fator importante de sepse neonatal por RPM. Independentemente da idade gestacional, 0 DNA
gendmico bacteriano foi detectado em 93,1% das amostras, sendo que a bactéria Escherichia
coli foi a mais prevalente (64,3%) seguida pela Listeria monocytogenes (46,5%),
Streptococcus agalactiae (19,8%) e Klebsiella pneumoniae (2,0%). Estes resultados s&o
relevantes do ponto de vista clinico, pois fornecem informacgdes importantes acerca dos
microrganismos patogénicos responsaveis pela sepse neonatal.

PALAVRAS-CHAVE: amniorrexe prematura, infeccdo neonatal, PCR, gestagcdo pré-termo,
gestacéo a termo.



ABSTRACT

Appel KLA. Presence of genomic DNA of different bacteria in the blood of preterm and
term newborns associated with premature rupture of membranes. Campo Grande; 2015.
[Dissertation — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Premature rupture of membranes (PROM) associated with premature neonatal infection has
been the aim of many studies. The microorganisms responsible for neonatal infections related
to PROM are those found in normal vaginal microbiota and pathogenesis of pregnant women.
Therefore, to evaluate the association of PROM and the presence of genomic DNA of
different bacteria in preterm and term newborns (NBs), a transversal observational study was
conducted on infants of mothers diagnosed with premature rupture of membranes. Blood
samples from 101 newborns were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) technique
conventional for detection of bacterial genomic DNA and PCR in real time to genomic DNA
of the bacteria Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Listeria
monocytogenes. The combination and comparison of the time of membrane rupture and the
presence of genomic DNA of the bacteria were analyzed by chi-square, Mann-Whithney and
Fisher. Infants eligible for the study were those undergoing antibiotic therapy presenting one
or more clinical signs characteristic of neonatal infection. The average time of membrane
rupture in preterm pregnancies was 72.87 +101.85 hours and a term pregnancy was 48.70+
84.14 hours. No association between the time of membrane rupture and gestational age
(preterm and term) and with the presence of genomic DNA of bacteria was found. Apart from
the gestational age, bacterial genomic DNA was detected in 93.1% of samples, where
Escherichia coli was the most prevalent (64.3%) followed by Listeria monocytogenes
(46,5%), Streptococcus agalactiae (19.8%), and Klebsiella pneumoniae (2.0%). These results
are relevant from a clinical point of view, because they provide important information about
the pathogens responsible for neonatal sepsis.

KEY WORDS: premature amniorrexis, neonatal infection, PCR, preterm pregnancy, term
pregnancy
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1 INTRODUCAO

As infeccdes no periodo neonatal constituem uma das grandes preocupacdes do setor
de neonatologia, por serem comumente responsaveis pela elevada morbimortalidade em
recém-nascidos (CASTELANO FILHO et al., 2008; SILVEIRA; PROCIANQY, 2012;
MOREIRA et al., 2013).

Dentre essas infeccdes, a sepse neonatal € uma das intercorréncias mais frequentes
neste periodo, sendo caracterizada por resposta inflamatdria sisttmica decorrente da
transmissdo intraparto de microrganismos patogénicos (SILVEIRA et al., 2010;
CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014).

A sepse neonatal precoce geralmente ocorre por transmissdo vertical, sendo que o
neonato é contaminado por patdgenos presentes no canal do parto ou ainda por
contaminacdo secundaria a bacteremia materna (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013).

A ruptura prematura das membranas amniéticas (RPM), definida como a perda de
liquido amnidtico antes do inicio do trabalho de parto, independentemente da idade
gestacional, € um importante fator de risco associado a ocorréncia de sepse neonatal
(KACEROVSKY et al., 2014)

A associacdo de RPM e infecgcdo neonatal precoce tem sido alvo de varios estudos
(MATALOUN et al., 1997; ROCHA et al., 2002; PIERRE et al., 2003; NOMURA et al.,
2009; HACKENHAAR et al., 2014; PATRIOTA et al., 2014). O risco de incidéncia de
sepse aumenta em funcdo do tempo de ruptura das membranas amnidticas, de forma que o
risco ao feto é maior, nas primeiras 36 horas apds a ruptura (HERBST; KALLEN, 2007).

O risco de sepse pode ser aumentado devido a presengca de microrganismos
encontrados na microbiota vaginal normal e patogénica, sendo que 0s microrganismos mais
frequentes associados a sepse neonatal sdo Streptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae e Listeria monocytogenes, (CASTELLANO FILHO et al., 2008;
NAZARKO; MIGLIOLI, 2011; FERREIRA et al., 2013). Estes microrganismos podem
migrar do canal vaginal para a cavidade intra-amniética e colonizar o feto podendo entdo
desencadear o processo infeccioso (PIERRE et al., 2003; KRUPA et al., 2005;
KACEROVSKY et al., 2014).

Nas Unidades de Terapias Intensivas Neonatais (UTI) e Unidades Intermedirias
Neonatais (UIN) do municipio de Campo Grande - MS, a infeccdo neonatal tem sido uma
das maiores preocupacdes dos profissionais atuantes desse setor. Neste sentido, com o

presente estudo o objetivo foi avaliar a associacdo entre presenca das bactérias
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Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella
pneumoniae no sangue de recém-nascidos de diferentes idades gestacionais de gestantes
com ruptura prematura das membranas que tiveram seus filhos internados com infeccéo

neonatal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ruptura prematura das membranas amnioticas (RPM)

A RPM, também denominadas como amniorrexe prematura é definida como a perda
de liquido amnidtico antes do inicio do trabalho de parto (TP), em qualquer idade
gestacional (IG). Quando ocorre antes da 37° semana de gestacdo denomina-se ruptura
prematura das membranas pré-termo (RPMPT). O tempo transcorrido entre a ruptura e o
inicio espontaneo do parto é definido como tempo de laténcia, neste caso adota-se a
denominacdo de ruptura prolongada das membranas amnidticas (ARAUJO et al. 1994;
PIERRE et al., 2003; GOLINO et al., 2006).

A incidéncia de RPM varia de 8 a 10% de todas as gestagdes, sendo que em
gestacOes pré-termo a incidéncia de rupturas varia de 2 a 4%. De uma maneira geral, a RPM
estd relacionada a patologias tanto maternas quanto fetais contribui significativamente a
ocorréncia de partos prematuros (HACKENHAAR et al., 2014). De acordo com Patriota et
al. (2014), no Brasil de 30 a 40% dos partos prematuros estdo diretamente ligados a
ocorréncia da RPMPT, que por sua vez contribuem com 20% dos 6bitos perinatais.

A RPM tem incidéncia ampla, e diversas variaveis estdo associadas a este evento
(GOLINO et al., 2006). A causa mais comum de RPM é a espontanea, cuja ocorréncia pode
estar relacionada a malformacao das proprias membranas, deficiéncia de coldgeno, aumento
na fragilidade das membranas devido a acdo enzimatica comum em processos inflamatorios
e/ou infeccioso e a exposicdo da bolsa por incompeténcia do istimo cervical. A ruptura
iatrogénica pode ser decorrente de cirurgias cervicais durante a gestagdo ou de
procedimentos invasivos intrauterinos como amiocentese, bidpsia de vilosidades coribnicas
e laser terapia. O adelgagamento da membrana amniGtica € 0 evento que mais
frequentemente estd envolvido na génese da amniorrexe prematura, sendo que tabagismo,
deficiéncia de alfa-1-antitripsina, Ehlers-Danlos podem ser fatores responsaveis pela
alteracdo da espessura e a resisténcia da membrana amniotica (CAUGHEY et al., 2008;
ZUGAIB, 2008).

O risco da ocorréncia da RPM é aumentado caso a gestante ja tenha tido este

quadro em gestacdo anterior e baixo indice de massa corporal (IMC). Fatores mecanicos
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como gestacdo gemelar também podem aumentar a possibilidade de ocorrer a RPM devido a
maior distensdo do Utero (HACKENHAAR et al., 2014).

A RPM ¢ considerada uma das trés maiores causas de morbidade e mortalidade
perinatal, ja que esta associada a patologias maternas e fetais, que aumentam a incidéncia de
partos prematuros (PATRIOTA et al., 2014). Em algumas situacGes é sabido que a infecgdo
precede a RPM. Cerca de 32% a 35% dos casos de RPM tém cultura de liquido amnidtico
positiva. As bactérias infectantes produzem enzimas (proteases, colagenases e elastases) que
atuam sobre as membranas, levando ao enfraquecimento e a ruptura das mesmas
(MATALOUN et al., 1997; KRUPA et al., 2005; PAULA, 2008).

O fator infeccioso além de ser apontado como causador da RPM, também pode ser
responsavel pelo aumento dos riscos maternos e fetais. Visto que entre as complicacdes da
RPM principalmente aquelas cujo periodo de laténcia é prolongado, estdo as infeccdes
maternas (endometrite e corioamnionite) e perinatais (pneumonia e sepse), pois a ruptura
prolongada das membranas proporciona a migracdo de microrganismos presentes no canal
vaginal para a cavidade intra-amniética (PIERRE et al., 2003; KRUPA et al., 2005).

Os microrganismos responsaveis pela infeccdo neonatal relacionada com RPM séo
aqueles encontrados na microbiota vaginal normal e patogénica, sendo 0s microrganismos
mais frequentes os Streptococcus do grupo A e B, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, citomegalovirus, virus Herpes simplex,virus da Hepatite B,
Candida albicans e Chlamydia trachomatis. A Escherichia coli também esta associada a
ocorréncia da infeccdo neonatal precoce (ARAUJO et al., 1994; ROCHA et al., 1999;
PEREIRA et al., 2011). No Brasil, a infeccdo neonatal esta associada principalmente a
presenca de Streptococcus agalactiae no canal do parto (BRASIL, 2011a).

2.2 Infecgé@o neonatal precoce

A mortalidade neonatal é um importante problema de salde publica, sendo que as
infeccdes que ocorrem no periodo neonatal estdo associadas a alta morbimortalidade neste
periodo (CASTELANO FILHO et al., 2008; SILVEIRA; PROCIANOY, 2012; MOREIRA
et al., 2013). Dentre as infec¢Oes neonatais, destaca-se a sepse neonatal, definida como uma
sindrome clinica caracterizada por multiplas manifestagdes sistémicas decorrentes da

invasdo e multiplicacdo bacteriana na corrente sanguinea (VIEIRA, 2004).
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A incidéncia de sepse varia de 1 a 8 casos por 1.000 nascidos vivos. Em recém-
nascidos pré-termo com peso de nascimento inferior a 1.500g, a incidéncia de sepse varia
entre 11% e 25%. Mesmo com avancos na terapia antimicrobiana, das medidas de suporte e
dos meios para o diagnostico de fatores de risco perinatal, a taxa de mortalidade é em média
25% (BRASIL, 2011a).

Consideram-se fatores de risco para infecgdo neonatal precoce a ruptura prolongada
de membranas amnidticas, febre materna, trabalho de parto prolongado ou traumatico,
prematuridade, condicdo socioecondmica e geogréafica desfavoravel, andxia neonatal e sexo
masculino (OHLSSON; VERNCOMBE, 1987; GEME et al., 1984; WILSON, 1990;
GRASSI et al., 2001; GOULART et al., 2006; PINHEIRO et al. 2007; CAMACHO-
GONZALEZ et al.,, 2013; COSTA et al, 2014). A RPM propicia a invasdo de
microrganismos da vagina para a cavidade intra-amniotica, principalmente nos casos em que
o0 periodo de laténcia € prolongado, aumentando consequentemente a probabilidade de parto
prematuro, que por sua vez acarreta em morbidade materna, assim como morbimortalidade
perinatal (ROCHA et al., 2002).
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2.3 Microrganismos associados a infeccdo neonatal

2.3.1 Streptococcus agalactiae

O Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (EGB) de Lancefield séo
cocos gram positivos, catalase negativos, aérobios ou anaérobios facultativos e 99% séo [3-
hemoliticas. Existem cepas ndo hemoliticas de Streptococcos (SCHUCHAT et al., 2001).
Estas bactérias crescem facilmente em meio de cultura enriquecido e a deteccdo do estado de
portadora em mulheres gravidas requer o uso de meio de cultura seletivo. Até 0 momento,
foram identificados dez sorotipos subdivididos com base em polissacarideos capsulares
especificos (la, Ib, Il a IX) (FIOLO et al., 2012; MOREIRA et al. 2013). Os sorotipos la, Ib,
I1, 11, V s@o os que estdo relacionados aos casos de infecgdo neonatal (GLASER et al.,
2002; FIOLO et al., 2012).

Estas bactérias estdo associadas as infec¢bes no periodo perinatal, envolvendo
recém-nascidos, mulheres gravidas ou no pés-parto (FIOLO et al., 2012). Em mulheres
assintomaticas, 0 reservatorio primario do Streptococcus agalactiae é o trato
gastrointestinal, sendo o trato urogenital o segundo local mais comum de sua deteccdo. No
entanto, este microrganismo pode ser isolado em recém-nascidos, jovens, adultos e idosos de
ambos 0s sexos podendo ser responsavel pela ocorréncia de doenca invasiva, que ocorre
com maior frequéncia em criancas com até 90 dias de vida e também em idosos
(ZANGWILL et al.,1992; MANNING et al., 2004).

A colonizagdo por este microrganismo esti associada a um risco aumentado de
infeccdo no trato urinario e complicagdes na gravidez, como endometrite e corioamnionite.
Recém-nascidos expostos ao Streptococcus agalactiae podem desenvolver pneumonia,
sepse e meningite (GLASER et al., 2002; MARCONI et al., 2010). A transmisséo vertical
de Streptococcus agalactiae se da no rompimento das membranas aminiéticas e o feto entra
em contato com o microrganismo durante sua passagem pelo canal do parto (MARCONI et
al., 2010).

O Streptococcus agalactiae pode causar dois quadros clinicos principais em recém-
nascidos: a doenca neonatal precoce e a doenca neonatal tardia. O quadro precoce ocorre
durante a primeira semana de vida e é o mais prevalente (SCHUCHAT, 1998).
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Entre 50% e 75% dos recém-nascidos expostos ao Streptococcus agalactiae tornam-
se colonizados, e 1% a 2% de todos cuja as maes sdo portadoras da bactéria desenvolvem
infeccdo neonatal precoce, sendo que prematuros apresentam maior risco de
desenvolvimento de sepse (KISS et al., 2013).

Segundo Moreira et al. (2013), a prevaléncia de colonizacdo vaginal por
Streptococcus agalactiae em gestantes varia de 10% a 30%. Estudos nacionais tém
evidenciado alta prevaléncia de Streptococcus agalactiae em amostras provenientes da
vagina e regido anorretal de gestantes.

Beraldo et al. (2005), evidenciaram que a prevaléncia de colonizagdo por
Streptococcus agalactiae em gestantes com mais de 36 semanas de gestacdo foi de 26,5%.
Em mulheres a partir do terceiro trimestre de gestacdo, Pogere et al. (2005) observaram
prevaléncia de colonizacdo de 21,6%. Costa et al. (2008), Bastos et al. (2012) e Funcéo e
Narchi (2013) observaram prevaléncia de colonizacdo por Streptococcus agalactiae em
20,4%, 16,6% e 17,4 %, respectivamente, em gestantes com mais de 36 semanas de
gestacdo. Marconi et al. (2010) observaram prevaléncia de colonizacdo por Streptococcus
agalactiae de 47,5% na regido perianal, retal, introito vaginal e terco distal da parede
vaginal em mulheres com idade gestacional entre 35 e 37 semanas.

Embora ndo seja relacionado diretamente a génese da RPM, pode-se inferir que
Streptococcus agalactiae seja também altamente prevalente nessas gestantes, nas quais a
suscetibilidade para a ascensdo do microrganismo até a cavidade amnidtica e por sua vez a
colonizacdo do feto no momento da passagem no canal de parto sdo maiores. Assim, nesta
situacdo o risco do desenvolvimento de sepse neonatal por Streptococcus agalactiae é maior
(LINHARES et al., 2011).

2.3.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa, ndo esporulada, anaerébia
facultativa da familia Enterobacteriaceae que € encontrada no intestino e fezes de animais
de sangue quente e répteis. A Escherichia coli é o organismo predominante aerobio da
microbiota intestinal, sendo sua presenca um indicativo de contaminacdo fecal
(TENAILLON et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).
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A Escherichia coli pode estar associada & ocorréncia de infec¢bes do trato urinario,
infecgBes entéricas, sepse, bacteremia e meningite em recém-nascidos e criangas com
sistema imunoldgico deficiente (FIGUEIRO-FILHO et al., 2009; PEREIRA et al., 2011).
Juntamente com o Streptococcus agalactiae, a Escherichia coli tem sido associada a
ocorréncia de infeccdo neonatal precoce, principalmente em recém-nascidos prematuros ou
com baixo peso ao nascer (STOLL et al., 2011; BERCAITE et al., 2012)

De acordo com Bercaite et al. (2012) o Streptococos agalactiae era o principal
microrganismo responsavel pela ocorréncia de sepse neonatal precoce. No entanto, com o
desenvolvimento de diretrizes preconizando a profilaxia intraparto contra a infeccdo causada
por este patdgeno houve uma reducdo na incidéncia de infecgdo neonatal precoce. Por outro
lado, ocorreu aumento na incidéncia de sepse neontal precoce em prematuros, com baixo
Peso a0 hascer por microrganismos resistentes a antibidticos, neste contexto, destaca-se a
Escherichia coli.

A Escherichia coli dispde de vérios fatores de viruléncia que lhes permite a
colonizacdo do canal vaginal e/ou endocervical em gestantes. Tal fato tem ocasionado
infeccBes nas gestantes e também nos recém-nascidos, como por exemplo, a sepse neonatal
precoce.

A contaminacdo do recém-nascido por Escherichia coli ocorre de maneira
semelhante a contaminacdo por Streptococcus agalactiae. Os microrganismos presentes no
canal vaginal e/ou endocervical sdo transmitidos ao recém-nascido no momento do parto
pelo liquido amniotico, apds a ruptura da membrana ou com a passagem do recém-nascido
pelo canal vaginal (GUIRAL et al., 2011), sendo os sitios de colonizagdo o trato
gastrointestinal ou trato respiratorio inferior (TEJADA et al., 2011).

A prevaléncia de colonizacdo do canal vaginal por Escherichia coli foi de 19,9% em
estudo desenvolvido por Bercaite et al. (2012) na Lituénia e de 15% em estudo desenvolvido
por Guiral et al. (2011) na Espanha. No Brasil, Nazarko e Miglioli (2011), observaram que a
incidéncia de Escherichia coli em sangue proveniente do corddo umbilical de recém-
nascidos foi de 12,5%.

Fatores como, infecgdo urinaria, febre intraparto, ruptura prematura de membranas,
ruptura prolongada das membranas podem predispor a ocorréncia de sepse neonatal por
Escherichia coli (ROCHA et al., 1999; FIGUEIRO-FILHO et al., 2009; BERCAITE et al.,
2012). Outro ponto que favorece a infecgdo neonatal por Escherichia coli é o fato de que a
viruléncia de cepas isoladas de gestantes & maior em relacdo aquelas provenientes de
mulheres ndo gestantes (GUIRAL et al., 2011).
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A infeccdo do trato urindrio (ITU) caracteriza-se pela invasdo e multiplicacdo de
microrganismos nos rins e nas vias urinarias. Na maioria das vezes, e resultado da
colonizacdo da urina por bactérias fecais, que cresceram em meio anaerébio, sendo a
Escherichia coli o patdgeno mais comumente envolvido nestas infeccGes. A gravidez é
situacdo que predispde ao aparecimento de ITU, devido as mudangas fisiol6gicas (mecénicas
e hormonais) que ocorrem neste periodo da vida da mulher. A ITU durante a gravidez pode
causar sérias complicacdes, como o trabalho de parto prematuro, recém-nascidos de baixo
peso, ruptura prematura de membranas, restricdo de crescimento intradtero, paralisia
cerebral, entre outras (FIGUEIRO-FILHO et al., 2009).

Existem poucos trabalhos publicados quanto a ocorréncia de infeccdo neonatal de
origem materna associada a Escherichia coli. No entanto, deve ser dada a devida atencédo a
este patdgeno, pois em paises em desenvolvimento a Escherichia coli € o microrganismo

emergente comumente associado a ocorréncia de infec¢do neonatal (ZAIDI et al., 2009).

2.3.3 Listeria monocytogenes

O género Listeria é constituido por seis espécies: Listeria monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi seeligeri e L. grayi. No entanto, recentemente,
duas outras espécies tém sido relatadas: L. marthii e L. rocourtiae. Entre todas as espécies
do género, um numero limitado de espécies tem importancia médica e veterinaria, sendo que
a Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii sdo patogénicas (ABAY et al., 2012). A
Listeria monocytogenes € um patdégeno gram-positivo, intracelular facultativo, ndo formador
de esporos, e é de origem alimentar e conhecida por causar listeriose em humanos,
principalmente naqueles com baixa imunocompeténcia (MOROBE et al., 2012).

Os individuos com listeriose podem apresentar sintomas caracteristicos de infecgéo
gastrointestinal, bem como sintomas semelhantes aos da gripe. De uma maneira geral, a
incidéncia de listeriose é baixa na populacdo, porém a letalidade € alta, variando de 20% a
30% em pessoas com o sistema imunologico deficiente (MOROBE et al., 2012; LAZARUS
et al., 2013; PEREZ-TRALLERO et al., 2014).

A Listeria monocytogenes parece normalmente pertencer & microbiota intestinal em
seres humanos, sendo que de 5% a 10% da populacdo geral sdo portadores de Listeria

monocytogenes. No entanto, a presenca de Listeria monocytogenes em fezes ndo é
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necessariamente uma indicacdo de uma infecgdo. A listeriose é definida clinicamente
quando o microrganismo é isolado do sangue, liquor, placenta e do feto em casos de aborto
(MOROBE et al., 2012).

Tanto mulheres gestantes quanto os recém-nascidos podem desenvolver a listeriose
sintomaética. A listeriose neonatal ocorre em uma forma precoce com manifestacfes de sepse
e uma forma tardia com sinais de meningite. A forma precoce é evidente nos dois primeiros
dias de vida, € provavel que as maes que estejam infectadas pelo patdgeno indicando
transmissdo via uterina. Na forma tardia, as mées sdo saudaveis e o patdgeno €é transmitido a
partir do ambiente (LARSSON et al. 1978). Embora a incidéncia de listeriose em recém-
nascidos seja rara, quando ocorre a doenca é de elevada gravidade (LAZARUS et al., 2013).

2.3.4 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo encontrado no trato
gastrointestinal de individuos saudaveis e também restrita a0 ambiente hospitalar. Esta
bactéria € produtora de carbapenemase, que tem a propriedade de inibir a acdo dos
antibioticos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem), dificultando ou
reduzindo as opcOes terapéuticas disponiveis (CASSETTARI et al., 2006).

E um importante patdgeno de infecces hospitalares, causando surtos em unidades de
internacdo de pacientes criticos, e sdo descritas situacbes em que sua presenca se tornou
endémica. Esta bactéria € responsavel pela ocorréncia de pneumonia e infeccdo do trato
urinério, sendo que a sua importancia patogénica esta relacionada as infec¢des hospitalares
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CASSETTARI et al., 2006).

Em enfermarias pediatricas e unidades de terapia intensiva, infec¢cdes nosocomiais
por Klebsiella sdo importantes, principalmente quando acometem prematuros. A
importancia desta bactéria estd também relacionada ao seu envolvimento na ocorréncia de
sepse neonatal, seja tanto em sua forma precoce quanto em sua forma tardia (PODSCHUN,;
ULLMANN, 1998).

Epidemias por Klebsiella pneumoniae ocorridas em bercarios foram
comprovadamente associadas a transmissdao pelas mados da equipe. Conforme ja
mencionado, a Klebsiella pneumoniae é de origem hospitalar, assim pode ocorrer

transmissdo de recém-nascido a recem-nascido, via mdo contaminada, permanecendo na
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pele, sendo o trato gastrintestinal o maior reservatorio no recém-nascido (MENEZES et al.,
2008).

2.4 Condicdo imunologica do neonato

As membranas e o liquido amnioético funcionam como uma barreira que gera um
ambiente estéril, principalmente em relacdo a microbiota vaginal e exerce funcdes essenciais
para a protecéo, crescimento e desenvolvimento do feto (ZUGAIB, 2008). Assim, a protecdo
do recém-nascido contra as infecgdes € iniciada no interior do Utero, sendo o liquido
amnidtico uma barreira muito eficiente devido a presenca de varios fatores de defesa
(CECCON et al., 1997).

A atividade antibacteriana do liquido amni6tico pode inibir o crescimento de
algumas bactérias, como Staphylococcus aureus, gram-negativos como Proteus spp,
Klesbiella-Enterobacter spp. e fungos como Candida albicans (CECCON et al., 1997).

No entanto, com a RPM, o carater protetor do liquido amnidtico é comprometido,
pois este evento proporciona a migracdo de microrganismos presentes no canal vaginal para
a cavidade intra-amnidtica. A colonizagdo inicial do recém-nascido e da placenta ocorre
habitualmente apds a RPM. Se a ruptura for precoce, mas o parto propriamente dito néo for
imediato, a microbiota vaginal pode ascender pelo trato genital. Se o parto ocorrer logo apds
a ruptura da membrana, o recém-nascido podera ser colonizado durante a passagem pelo
canal de parto (PIERRE et al., 2003; KRUPA et al., 2005).

Neste contexto, a problematica levantada é a limitada resposta imunoldgica do
recém-nascido. O neonato possui a capacidade de defesa reduzida devido as caracteristicas
de seu sistema imunoldgico. Uma vez que este ndo é capaz de montar uma eficiente resposta
em termos quantitativo e qualitativo frente a patdgenos invasivos, acarretando em maior
suscetibilidade a infecgdes (DINIZ; FIGUEIREDO, 2014).

Em recém-nascidos pré-termo a situacdo ainda é mais delicada. A imunidade de
prematuros extremos pode ser mais limitada devido a fragilidade da pele, a deficiéncia dos
produtos de ativacdo do sistema complemento, ao menor pool de reserva de precursores de
neutrofilos na medula dssea, quimiotaxia, aderéncia, atividade enzimatica neutrofilicas

reduzidas. Além disso, outras limitagdes como reduzida citotoxicidade de células Natural
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Killer (NK), menor capacidade de proliferacdo e producdo de citocinas dos linfécitos T,
cooperacdo entre células T e B e na sintese de anticorpos pelos linfocitos (MUSSI-
PINHATA; REGO, 2005).

Outros estudos demonstram que a deficiéncia de fibronectina, deficiéncia no
processamento de antigenos pelos macréfagos, aumento de linfocitos T supressores (CDB) e
diminuicdo na concentragdo sérica de IgA, IgM, IgE, e IgG também sdo fatores limitantes
(CARNEIRO-SAMPAIO; GRUMACH, 1991; KLEIN; MARCY, 1990; NASCIMENTO,
2002). Sendo, portanto, estes os motivos que podem qualificar a prematuridade como um
fator de predisposicdo a infeccdo neonatal e consequentemente a altos indices de
mortalidade (GUERINA, 1991; GEME et. al., 1984).

Como ja mencionado nesta pesquisa, 0 Estreptococos do grupo B é um importante
causador de infeccdo no periodo neonatal. Isto ocorre, principalmente devido a facilidade de
aderéncia que estes microrganismos possuem junto as células epiteliais de mucosas e
também devido a auséncia de IgA secretora nos primeiros sete dias de vida. A auséncia de
anticorpos maternos e do recém-nascido especificos para este agente contribui para a
infeccdo. Além disso, a limitacdo na sintese de fatores quimiotaticos pode retardar o
recrutamento de neutréfilos, cuja capacidade de adesdo é deficitaria (DIN1Z; FIGUEIREDO,
2014).

2.5 Identificacdo de microrganismos associados a sepse neonatal

Os exames laboratoriais sdo importantes ferramentas para o diagndstico de sepse
neonatal precoce. O isolamento do microrganismo patogénico em qualquer liquido ou
secrecdo do organismo é considerado como padrdo ouro e 0 método mais especifico para o
diagnostico de sepse neonatal. Porém, todos os testes microbiol6gicos, na prética,
apresentam sensibilidade muito baixa quando se considera a gravidade da doencga (VIEIRA,
2004; BRASIL, 2011b). Exames bacterioldgicos podem confirmar a presenca de bactérias.
No entanto, deve ser levada em conta a possibilidade de colonizacao onde a positividade ndo
representa infeccdo, e a de contaminacdo do material (GEME et al., 1990).

A hemocultura é o exame bacteriolégico de maior interesse na préatica clinica e tem
sido aceita por varios pesquisadores no auxilio ao diagnostico de infeccdo adquirida

intradtero ou intraparto. Sabe-se que a partir do sangue, as bactérias podem atingir qualquer
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sitio do organismo, produzindo o que se chama de focos infecciosos, podendo agravar o
quadro clinico e até mesmo levar a 6bito. As bactérias responsaveis pela infeccdo podem ser
identificadas pela realizacdo da hemocultura e sdo Uteis no diagndstico etiolégico e na
escolha da terapia (VIEIRA, 2004; BRASIL, 2011b).

Além disso, os recém-nascidos que apresentam sinais clinicos de sepse ou suspeita
de infeccdo ndo se deve iniciar a administracdo de antibidticos antes da obtencdo da
hemocultura. Em caso de forte suspeita, ndo é necessario aguardar o resultado para iniciar o
tratamento com antibiotico, devido a gravidade e rapida evolucdo do quadro clinico no
periodo neonatal (VIEIRA, 2004; BRASIL, 2011b). Logo, a praticidade da hemocultura €
discutivel, visto que para a obtencdo de resultados sdo necessarios dias de espera, 88% das
hemoculturas positivam em até 48 horas da incubacdo e 98%, em até 72 horas (VIEIRA,
2004).

Determinados fatores sdo significativos para a obtencdo de resultados fidedignos,
como o volume de sangue colhido e a técnica correta de antissepsia no local da punc¢édo
(VIEIRA, 2004). Recomenda-se a obtencdo de 0,5mL a 1mL de sangue, Unica amostra de
hemocultura. Resultados falso-positivos podem ocorrer por contaminacdo do local de
puncdo. Portanto, a forma de evita-los € uma coleta adequada e asséptica. Para a higiene
adequada da pele deve-se empregar algoddo embebido em alcool a 70%, e logo apos,
clorexidina alcodlica a 0,5%. E necessario esperar a pele secar ap6s a desinfeccio para a
realizacdo da puncdo. A punc¢do venosa periférica € o sitio mais adequado (BRASIL, 2011b;
SILVEIRA;PROCIANO, 2012). A veia umbilical, embora mais prética, apresenta elevado
indice de contaminacdo por bactérias presentes no liquido amnidtico, principalmente na
presenca de RPM (SILVEIRA;PROCIANOY, 2012).

A capacidade de diagnéstico por hemocultura tem melhorado ao longo da ultima
década, com o advento de sistemas automatizados para a monitorizagdo continua de
hemocultura. Embora os sistemas automatizados possam economizar tempo, subculturas
para ensaios especificos como testes bioquimicos ainda séo necessarios para a identificacéo
de bactérias patogénicas. Neste sentido, os avangos na biologia molecular forneceram novas
ferramentas para o diagndstico da sepse de maneira mais rapida em relacdo a hemocultura.
Com ensaios moleculares os resultados podem ser obtidos em até 12 horas (PAMMI et al.,
2014).

Ensaios moleculares com o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo
importantes ferramentas para a detecgdo de microrganismos e podem contribuir para o

diagnostico precoce com alta sensibilidade, mesmo quando os alvos estdo presentes em
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quantidades extremamente baixas (10 a 100 copias de DNA). Neste método é feita a
amplificacdo (de criacdo de mdltiplas copias) de DNA (acido desoxirribonucleico) sem o
uso de um organismo (CUCHACOVICH, 2006).

A metodologia da PCR foi desenvolvida em 1983 por Kary Mullis, e hoje € uma das
técnicas mais comuns utilizadas em laboratorios de pesquisas médicas e bioldgicas para
diversas tarefas, como o sequenciamento de genes diagndstico de doencas hereditarias,
identificacdo de fingerprint genético (usado em teste de paternidade e na medicina forense),
deteccdo de diagnostico de doencas infecciosas e criacdo de organismos transgénicos.

A PCR é uma ferramenta da biologia molecular que permite a producdo de grande
quantidade de fragmentos especificos de DNA, a partir de substratos complexos e em
concentracdes diminutas (SAIKI et al., 1985). A elevada sensibilidade da PCR permite a
deteccdo de quantidades reduzidas de particulas virais (DNA ou RNA), facilitando assim o
diagndstico de individuos doentes com pequeno nimero de células infectadas que, com
métodos soroldgicos disponiveis, seria de dificil realizagdo (WRIGHT; WYNFORD, 1990;
GERNA et al. 1995).

A PCR pode ser uma importante ferramenta de diagndstico devido sua maior
sensibilidade e especificidade para detectar qualquer faixa de agentes bacterianos amplos
associados a sepse neonatal (CEZARINO et al., 2008).

Neste contexto, Miglioli (2009) concluiu que a PCR é uma ferramenta Util na
identificacdo de material genético de agentes patogénicos comumente associados a sepse
neonatal. Por este método, a autora identificou a presenca de DNA génomico de
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli em aspirado
traqueal, gastrico e sangue de recem-nascidos.

Fiolo et al. (2012) concluiram que a técnica de PCR € (til na caracterizagdo dos
sorotipos de Streptococcus agalactiae dada a sua especificidade e relativa facilidade de
execucdo em relacéo a técnica sorologica.

Em estudo de Warren et al. (1992), a sensibilidade do teste PCR foi de 89,2% e a
especificidade de 95,8% e havendo selecdo de primers (sequéncia de nucleotideos) e
condicOes adequadas a PCR pode ter resultados comparaveis aos da cultura de tecidos que é
considerado o padrdo ouro para o diagnostico de infeccao.

Uma meta-analise feita por Pammi et al. (2014), revelou que sensibilidade e
especificidade da PCR foi de 0,90 (IC 95%: 0,78-0,95) e 0,96 (IC 95%: 0,94-0,97),
respectivamente. Estes dados demonstram que tanto a PCR em tempo real (PCRtr), quanto a

PCR convencional, possuem maior sensibilidade e especificidade quando comparados a
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outros ensaios utilizados no diagndstico dos microrganismos responsaveis pela sepse
neonatal.

Embora os avangos nas ferramentas de diagnostico molecular e estudos de PCR
tenham melhorado a sensibilidade e a especificidade na confirmacao dos casos de suspeita
de sepse, este ainda ndo pode substituir por completo a hemocultura na deteccdo desta
patologia. Sendo, portanto, considerados como métodos complementares de diagndstico
(PAMMI et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Relacionar o tempo de ruptura prematura de membrana com a presenca DNA

gendmico de diferentes bactérias em sangue de recém-nascidos pré-termo e a termo.

3.2 Objetivos Especificos

- Identificar a presenca do DNA genémico bacteriano em amostras de sangue de recém-
nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infeccdo neonatal com o tempo de ruptura
prematura de membranas amniéticas utilizando a técnica de Reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) convencional com primer universal;

- Determinar a presenca do DNA gendmico das bactérias Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae em amostras de sangue
recém-nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infeccdo neonatal com diferentes
tempos de ruptura prematura de membranas amnidticas utilizando a técnica de PCR em
tempo real (PCRitr).

- Comparar a presenca das Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Klebsiella pneumoniae com os resultados de hemocultura obtidos dos
prontuarios de recém-nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infeccdo neonatal com

diferentes tempos de ruptura prematura de membranas amnioticas.

- Associar o tempo de ruptura prematura de membrana com a presenca de DNA genémico
das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e

Klebsiella pneumoniae em recém-nascidos pré-termo e a termo.

- Identificar os critérios clinicos maternos e dos recém-nascidos do estudo com a presenca
das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e

Klebsiella pneumoniae detectada pela PCRtr e hemocultura.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e local

Foi realizado um estudo observacional, transversal, com recém-nascidos
provenientes de gestantes com diagnostico de RPM, independentemente da idade
gestacional, com excecdo das gestantes em franco trabalho de parto e idade gestacional a
termo internados nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTI) ou Unidade
Intermediaria Neonatal (UIN), da Maternidade do Ndcleo do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares
(HUMAP/EBSERH), Maternidade Céandido Mariano e Hospital Regional de Mato Grosso
do Sul (HRMS) no periodo de mar¢o a agosto de 2014.

4.2 Aspectos éticos

O estudo foi iniciado apo6s autorizages concedidas pelos hospitais para a conducéo
da coleta de dados utilizados nesta pesquisa e subsequente aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
(parecer n° 404.583) — (Anexo D). As mdes ou responsaveis pelos recém-nascidos
consentiram em participar voluntariamente do estudo assinando o termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE), conforme o modelo apresentado no Apéndice A .

4.3 Casuistica

A populagéo consistiu de 101 parturientes e seus respectivos recém-nascidos preé-
termo em qualquer tempo de RPM ou a termo com RPM mais que 12 horas e sem franco
trabalho de parto.

A coleta de dados foi realizada mediante a aplicacdo do instrumento de coleta
(Anexo E) (MIGLIOLI, 2003), sendo que, para cada caso foi avaliada a historia clinica da
gestante considerando a idade gestacional, patologia de base, numero de gestacées, paridade,
quadro clinico de infecgéo urinaria, febre e alteracdes laboratoriais.

Os critérios de inclusdo adotados foram: situaces de RPM > 12 horas desde que nao

fosse gestacdo a termo e em franco trabalho de parto e sem distdcia.
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Os critérios de exclusdo foram: recem-nascidos com diagndstico de malformacéo
congénita, recém-nascidos cujas mées ou responsaveis legais ndo concordaram com sua

participacdo no estudo, recém-nascidos filhos de indigenas e quilombolas.

4.4 Grupos experimentais

Para andlise dos recém-nascidos inclusos no estudo, os mesmos foram divididos em
dois grupos de acordo com a idade gestacional (1G):

Grupo 1 (G1): recém-nascidos com idade gestacional < 38 semanas;

Grupo 2 (G2): recém-nascidos com idade gestacional > 38 semanas.

Apds o nascimento, as avaliacbes das idades gestacionais dos recém-nascidos foram
realizadas pelo método New Ballard Score (NBS) conforme Ballard et al. (1991) descrito no
prontuario avaliado pelo médico do setor.

Dentro das idades gestacionais os recém-nascidos foram divididos de acordo com o
tempo de ruptura das membranas: T1: 0 a 23 horas, T2: 24 a 47 horas, T3: 48 a 71 horas e
T4: > 72 horas.

4.5 Avaliacdo das variaveis clinicas e laboratoriais

Foram valorizados os seguintes critérios dos dois grupos dos recém-nascidos e suas
respectivas maes:

Critérios dos recém-nascidos: hemocultura, alteracbes do hemograma completo
(plaquetas; relacdo I/T - neutrofilos imaturos /totais), tempo de RPM, sofrimento fetal, peso
de nascimento, sexo, estado nutritivo, dados antropométricos, escore de Apgar < 7 no quinto
minuto e alteracBes de exames complementares compativeis com infeccdo neonatal.

Critérios maternos: febre materna, infeccao do trato urinario, nimero de gestagoes,
tipo de parto.

Os dados de hemocultura foram coletados a partir dos prontuarios dos recém-
nascidos participantes do estudo. A hemocultura foi realizada seguindo a metodologia do
sistema automatizado BACTTEC  FX (BD, New Jersey, USA), utilizado nos laboratorios
conveniados pelos hospitais citados na pesquisa.

Para a anélise do DNA gen6mico das bactérias de interesse utilizou-se o método de
reacdo em cadeia da polimerase. Para tanto, foi colhido 0,5 mL de sangue dos recém-

nascidos por puncao do corddo umbilical ou sangue periférico aproveitando a oportunidade
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da coleta de rotina dos servigos do setor neonatal. Para evitar a contaminagdo previamente a
colheita de sangue procedeu-se a antissepsia do local a ser puncionado com clorexidine
0,5% e alcool 70 °GL, apos a secagem foi realizada a colheita da aliquota de sangue. As
amostras de sangue foram armazenadas em congelador a -86° C, até a extracdo do DNA.

Para a extracdo do DNA gendmico utilizou-se o kit illustra blood genomicPrep mini
yspin (GE Healthcare, UK) e posteriormente quantificado em espectrofotdmetro nanodrop
(Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c¢ Spectrophotometers, USA).

Também foram utilizadas amostras de sangue de recém-nascidos provenientes da
pesquisa desenvolvida pelo pesquisador Walter Peres da Silva Janior do curso de Mestrado
do Programa de P6s-Graduacdo em Doengas Infecciosas e Parasitarias — UFMS, intitulado
“Perfil diagndstico dos principais agentes bacterianos na infec¢do neonatal precoce através
da técnica PCR Multiplex”, estocadas no Laboratdrio de Pesquisas pediatricas da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com reconhecimento das idades gestacionais e
tempo da ruptura prematura de membranas. A autorizacdo da utilizagdo das amostras de
sangue concedidas por este pesquisador, 0 TCLE e a autorizacdo concedida pelo laborat6rio
estdo dispostas nos Anexos F, G e H, respectivamente.

Para a deteccdo de DNA gendmico bacteriano, as amostras foram submetidas ao
protocolo de PCR convencional seguindo as normas de Jordan e Durso, (2000) com
modificagbes. O par de primer universal RWO01, cuja sequéncia € 5'-
AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3' e DG74 (5-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3)
(MWG BIOTECH AG, EBERSBERG, Alemanha) utilizado na deteccdo de qualquer DNA
genémico de origem bacteriana (Tabela 1) foram utilizados para amplificagdo um mix
contendo (10 mM Tris hidrocloridrato, 50 mM de cloreto de potéssio, 1,5mM de cloreto de
magnésio, 200 uM de mix desoxirribonucleotideo trifosfato, 25 uM primers e 0,5 U de Taq
DNA polimerase), &gua ultrapura foi utilizada para completar o volume final de 50 uL. Um
mL de DNA extraido foi adicionado a 50uL. da mistura filtrada.

A amplificacdo foi realizada utilizando os seguintes procedimentos: aquecimento
inicial de 95 °C/4 min. seguido de 45 ciclos de 95°C/1 min., 55 °C/2 min., 72 °C/1 min.,
seguido de uma extensdo de 72 °C/3 min., permanecendo refrigerada a 4°C até o uso.

Para a visualizacdo, 3 pL dos produtos amplificados foram analisados por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata, cuja corrida foi
executada a 80 V/1h. O amplicon foi visualizado sob luz branca e posteriormente escaneado

e armazenado em computador.
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Como padréo de localizacéo das bandas de DNA, foi utilizado um marcador de peso
molecular de 50 pb (Ludwig Biotec, BRA). A caracterizagdo dos fragmentos da PCR dos
microrganismos estudados e a sequéncia de nucleotideos da regido alvo foram elaboradas

especificamente para cada um dos microrganismos estudados (Tabela 1).

Tabela 1— Caracterizacdo dos fragmentos da PCR dos microrganismos estudados

- Agente Produto de PCR
Iniciadores A
etiologico (pb)

SAGAF1 =5’-TTG CAG CCA GTT GAA GAT CGT-3’ Streptococcus 350
SAGAR2 = 5’-ATT CGT GGT GCT GCT GGT GG-3’ agalactiae
ECOF1 =5’-CTG GTC GAC GAC AAG ATG CA-3’ Escherichia 323
ECOR2 =5’-CTG GAA GAC GAG TAATTCTC-3’ coli
RWO01 = 5’-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3’ . 380

— , Universal
DG74 = 5>-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3
KLEBFOR =5’- GCA CTG CGT GGT GAT GTC GC-3’ Klebsiella 82
KLEBREV =5’- TGT ACC GAC GGG CAATCT TCA-3’ pneumoniae
LISTFOR = 5’- GCC AGG TAA CGC AAG AAA TAT-3’ Listeria 72
LISTREV =5’- GTT CTC CAC CAT TCC CAA GCT-3’ monocytogenes

Para a deteccdo dos amplicons das regides escolhidas da Streptococcus agalactiae e
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae foi utilizada a técnica da
PCRtr realizada no laboratério de Fisiologia Molecular e Genémica funcional (NUFIGEN-
ICB-UFMG) da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a reacdo da PCRtr foi utilizado o kit SYBR Green PCR core Reagents (PE
Biosistems). Foi utilizado o aparelho ABI Prism 700- (Applied Biosystems) e o aparelho AB
Vii A7 (Applied Biosystems), baseado no protocolo para PCRtr desenvolvido pelo
NUFIGEN e descrito por Reis (2013), para a realizacdo das reacdes. Os primers (3 pmol
cada), 100 ng de DNA gendmico extraido das amostras e 12,5 pL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) foram combinados e executados sob condigdes padrdo no
Sequence Detection ABI Prism 7000 e no AB Vii A7, como determinado pelo kit. Em todos
0s ensaios foram incluidos controles positivo e negativo (no-template-PCR). O valor de CT
(treshold cycle) foi determinado para cada amostra positiva.

Como controle negativo foi utilizada agua ultrapura autoclavada e como controle
positivo o acido nucleico total purificado dos microrganismos pesquisados por meio do
acondicionamento de coldnias de cada espécie bacteriana em frasco com 1 mL de solugéo de

lise e posterior extracdo de DNA seguindo o método descrito por Grimberg et al. (1989).
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4.6 Analise estatistica dos resultados

Para avaliar as possiveis associacOes entre as varidveis tempo de RPM, presenca de
DNA gendmico das bactérias, idade gestacional, infeccdo, escore de Apgar, tipo de parto,
dados de hemocultura dos recém-nascidos e aspectos clinicos maternos foi utilizado o teste
do Qui-quadrado.

A comparacdo entre o tempo de RPM dos recém-nascidos pré-termo e a termo
foi realizada pelo teste Mann-Whithney. Para a associacdo entre 0 DNA gendomico das
bactérias e o dados maternos foi utilizado o teste exato de Fisher. Os demais resultados das
varidveis deste estudo foram avaliados por meio de estatistica descritiva, apresentados em
média +desvio padrdo, sob a forma de tabelas e gréficos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no Software SPSS, verséo 20.0,

adotando-se nivel de significancia de 5%.



36

5 RESULTADOS

A idade das gestantes participantes do estudo variou de 14 a 43 anos, sendo a média
de 23,71 £6,59 anos (média tdesvio padrdo). A idade gestacional (IG) variou de 25 a 42
semanas sendo que nas gestacdes pré-termo a IG média foi de 32,71 £3,53 semanas e nas
gestacdes a termo foi de 39,34 +1,15 semanas.

Em 37,3% (n=38) das gestantes participantes foi diagnosticado infec¢do do trato
urinario. Nas gestantes dos recém-nascidos pré-termos este percentual foi de 36,9% (n=31) e
nas gestantes dos recém-nascidos a termo este foi de 41,2% (n=7), ndo havendo associa¢do
(p>0,05) entre a idade gestacional e a presenca de infeccgéo.

De modo geral, o tempo médio de ruptura de membrana nas gestacdes pré-termo foi
de 72,87 £101,85 horas, enquanto nas gestacOes a termo foi de 48,70 +84,14 horas, nao
sendo significativa (p>0,05) a diferenga do tempo de RPM entre os recém-nascidos pre-
termo ou a termo.

Em relacdo ao tipo de parto, 65,5% (n=55) dos recém-nascidos pré-termo nasceram
de parto cesarea e 34,5% (n=29) nasceram de parto vaginal, enquanto que 52,9% (n=9) dos
recém-nascidos a termo nasceram de parto cesarea e 47,1% (n=8) nasceram de parto vaginal.

Os recém-nascidos selecionados para o estudo (n=101) estavam em terapia
antimicrobiana e apresentaram um ou mais sinais clinicos caracteristicos de infeccédo
neonatal, principalmente cianose e taquipneia independentemente da idade gestacional e
tempo de ruptura das membranas amnidticas. Ndo foram observados recem-nascidos a termo
com tempo de RPM de 48 a 71 horas (Figura 1).
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Figura 1 — Sinais clinicos apresentados pelos recém-nascidos pré-termo e a termo com
suspeita de infeccdo neonatal em funcao dos tempos de ruptura das membranas

amnidticas.

A maior parte dos recém-nascidos pré-termo, assim como a termo, apresentou escore

de Apgar entre 8 a 10 pontos aos 5 minutos do nascimento (92,8% - n=78; 82,3% - n=13;
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respectivamente). Dentre os recém-nascidos pré-termo, 46,4% (n=39) era sexo feminino,
enquanto que 53,6% (n=45) eram do sexo masculino. Dentre os recém-nascidos a termo,
41,2% (n=7) era sexo feminino, enquanto que 58,8% (n=10) eram do sexo masculino.

Um recém-nascido ndo apresentou nota de escore de Apgar no prontuario, sendo
excluido da analise. Nao houve associagdo estatistica (p>0,05) entre a idade gestacional e o
escore de Apgar, sexo e tipo de parto. Considerando o tempo de ruptura houve associacéo
(p<0,05) entre o tempo de RPM e o tipo de parto. O mesmo néo foi observado para escore

de Apgar e sexo (Tabela 2).

Tabela 2— Caracteristicas referentes ao escore de Apgar, sexo e tipo de parto dos recém-
nascidos em funcdo do tempo de ruptura prematura das membranas

Tempo de ruptura das membranas

Caracteristicas (em horas)
dosRecém-  0a23 2447 48ail >72 TOTAL - valor
nascidos (T1) (T2) (T3) (T4) P
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Apgar
0a7 625 (5) 000 (0)  250(2) 12,5 (1) 8,0 (8) 0.06
8a 10 359(33) 21,7 (20) 65(6)  359(33)  92,0(92) '
Sexo
Feminino 413(19) 21,7(10)  13,0(6)  24,0(11) 455 (46) 011
Masculino 345(19) 18,2 (10) 36(2)  43,6(24) 54,5 (55) '
Tipo de parto
Cesérea 28,1 (18)° 20,3 (13) 78(5)  438(28) 62,4 (64) 0.04
Vaginal 54,1 (20 18,9 (7) 8,1(3) 18,9 (7) 37,6 (37) '

T1: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 2; T3: Tempo de ruptura
de membranas amni6tica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniética 4. ¥ Um recém-nascido ndo apresentou nota do
Escore de Apgar no prontuario, sendo excluido do célculo. ® Teste Qui-quadrado. Letras diferentes na coluna apontam a
associacdo entre o tipo de parto vaginal e a ruptura de membranas aminiéticas no periodo entre 0 e 23 horas.

N&o foi observada a presenca das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae pelo método de hemocultura. No
entanto, as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp., Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus haemolyticus foram detectadas em quatro amostras distintas. Em uma Unica
amostra foi detectado o crescimento bacteriano e também de fungos, os quais ndo foram
identificados.

Pela técnica da PCR convencional em gel de poliacrilamida com primer universal foi
detectado o DNA gendmico bacteriano em 93,1% das amostras. A figura 2 representa o gel
de poliacrilamida utilizado para demonstrar as bandas especificas do primer universal RW01

para a deteccdo de DNA bacteriano.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_epidermidis&ei=VkVpVPGJEIabNsC9gtgK&usg=AFQjCNE91RSFpqs5lEx-KGky9QXWYCeV2A&bvm=bv.79142246,d.eXY
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Figura 2 — Resultados positivos das amostras de sangue dos recém-nascidos utilizadas para
deteccdo do DNA gendmico bacteriano por PCR utilizando primer universal
RWO1. Amostras de 1 a 17.

O DNA extraido das amostras de sangue dos recém-nascidos foram testados quanto a
presenca de microrganismos selecionados por meio de primers especificos em PCRtr, sendo
que, foi detectada a presenca do DNA gendmico das bactérias Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae. A bactéria mais
prevalente foi a Escherichia coli (64,3% - n=65), seguida da Listeria monocytogenes (46,5%
- n=47) e Streptococcus agalactiae ( 19,8% - n=20). A bactéria menos prevalente foi a
Klebsiella pneumoniae, observada em apenas 2,0% (n=2) das amostras (Tabela 3).

Para exemplificacdo de como sdo expressos os resultados da analise da PCRtr séo
apresentados na figuras 3 a 10 os resultados da amplificacdo dos fragmentos alvos
demonstrando a especificidade dos primers utilizados observados pelas curvas de
amplificacdo e de dissociacdo na PCRrt das bactérias Escherichia coli e Streptococcus

agalactiae.
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Figura 3 — Resultados tipicos obtidos para a amplificacdo do fragmento alvo para a

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva para Escherichia coli e amostras
negativas abaixo do Threshold.
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Figura 4 - Resultados tipicos obtidos para a amplificacdo do fragmento alvo para a

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva de dissociagdo com amostras
padrdo e negativas.
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Figura 5 - Resultados tipicos obtidos para a amplificacdo do fragmento alvo para a

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva para Escherichia coli e amostras
positivas acima do Threshold.
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Figura 6 - Resultados tipicos obtidos para a amplificacdo do fragmento alvo para a
Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva de dissociagdo com amostras
padrdo e positivas para Escherichia coli.
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Figura 7 — Resultado tipico da curva de dissociacao obtida por PCRtr para Escherichia coli

(EC). Curva para Escherichia coli.
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Figura 8 — Resultado tipico da curva de dissociacdo obtidas por PCRtr para Streptococcus

agalactiae. Curva para Streptococcus agalactiae.
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Figura 9 — Resultado tipico das curvas de dissociacdo obtidas por PCRtr para Escherichia

coli (EC) e Streptococcus agalactiae (SA). Reacdo contendo Escherichia coli e
Streptococcus agalactiae.
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Figura 10 — Resultado tipico das curvas de dissociacdo obtidas por PCRtr para Escherichia

coli (EC) e Streptococcus agalactiae (SA). Sobreposicdo das curvas dos
graficos.

Estatisticamente ndo foi observada associagdo entre o tempo de ruptura de
membranas amnidticas com a idade gestacional (pré-termo e a termo). Do mesmo modo que
a idade gestacional ndo apresentou associagdo com a presenca das bactérias Streptococcus

agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e o DNA
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gendmico de bactérias identificado pelo primer universal (Tabela 3). Porém, houve um
predominio da Escherichia coli seguida pela Listeria monocytogenes nos recém-nascidos
pré-termo. Nos recém-nascidos a termo a bactéria mais prevalente foi a Listeria

monocytogenes seguida pela Escherichia coli.

Tabela 3 - Classificacdo de idade gestacional (pré-termo e a termo) em funcéo do tempo de
ruptura prematura das membranas (horas) e a presenca de bactérias

Idade gestacional

Variaveis Pré-termo A termo Total Valor de p@
(n=84) (n=17)
% (n) % (n) % (n)
Tempo de ruptura das membranas (em horas)
0a23(T1) 33,3 (28) 58,8 (10) 37,6 (38) 0,09
24 a 47 (T2) 20,2 (17) 176 (3) 19,8 (20) 0,81
48a 71 (T3) 9,5 (8) 0,0 (0) 7,9 (8) 0,40
> 72 (T4) 36,9 (31) 23,5 (4) 34,7 (35) 0,43
Presenca de bactérias
Streptococcus agalactiae 22,6 (19) 59 (1) 19,8 (20) 0,22
Escherichia coli 67,8 (57) 47,0 (8) 64,3 (65) 0,17
Klebsiella pneumoniae 1,2 (1) 59 (1) 20 (2 0,76
Listeria monocytogenes 42,9 (36) 64,7 (11) 46,5 (47) 0,17
DNA bacteriano® 92,8 (78) 94,1 (16) 93,1 (94) 0,99

T1: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniética 2; 32: Tempo de
ruptura de membranas amniética 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 4. G1: Recém-nascidos com idade
gestacional < 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. ™ teste Qui-quadrado. ® Primer
universal

N&o foram identificadas associa¢Oes entre o tempo de ruptura das membranas e a

presenca das bactérias estudadas nos recém-nascidos pré-termo e a termo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Classificacdo do tempo de ruptura prematura das membranas (horas) em relacéo a
presenca de bactérias em recém-nascidos pré-termo e a termo

NUmero de bactérias

por idade gestacional Tempo de ruptura das membranas (em horas)

; 0aZ23 24 a 47 48 a7l >172
Pré termo (G1) m @y g OTA- Ve
=y wm) %M %M  %m) % n) JEP
StreptOCOCCUS
oo 368 (7) 316 (6) 105 (2) 211 (4) 226(19) 034

Escherichia coli 29,8 (17) 22,8 (13) 7,0 (4) 40,4 (23) 67,8(57) 0,39
Klebsiella pneumoniae  100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 1,2 (1) 0,57
Listeria monocytogenes 36,1 (13) 16,7 (6) 11,1 (4) 36,1 (13) 42,8 (36) 0,87

DNA bacteriano® 33,3(26) 20,5(16) 7,7 (6) 38,5(30) 92,8(78) 0,20
R 0a23 24 a 47 48a71 =72
A termo (G2) (T1) (T2) (T3) (T4) TOTAL Valczr)
— 1
=) %M %M %M %m %N JEP
Streptococcus
agalactiae 100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 59 (1) 0,69
Escherichia coli 62,5 (5) 12,5(1) 0,0 (0) 25,0 (2) 47,0 (8) 0,87
Klebsiella pneumoniae 0,0 (0) 100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 59 (1) 0,16
Listeria monocytogenes 45,5 (5) 18,2 (2) 0,0 (0) 36,4 (4) 64,7 (11) 0,21
DNA bacteriano® 58,8 (10) 17,6 (3) 0,0 (0) 17,6 (3) 100,0 (17) 0,18

T1: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniética 2; T3: Tempo de ruptura
de membranas amni6tica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amnidtica 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional
< 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. () teste Qui-quadrado. @ Primer universal

Dentre os recém-nascidos pré-termo e a termo 34,9% (n=29) e 17,6% (n=3),
respectivamente, ndo apresentaram nenhuma das bactérias estudadas em seu sangue. Sendo
que os demais recém-nascidos apresentaram uma ou mais bactérias em seu sangue (Figura
11). Ndo houve recém-nascidos a termo com tempo de ruptura de membrana entre 48 e 71
horas e no tempo > 72 horas todos (n=4) os recém-nascidos apresentaram apenas uma
bactéria no sangue. Nas figuras 12 e 13 estdo apresentados os numeros de recém-nacidos
pré-termo e a termo com DNA gendmico das bactérias nos diferentes tempos de ruptura das

membranas.
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Figura 11 — Percentual de recém-nascidos em funcdo da prevaléncia das bactérias estudadas.
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Figura 12 — Presenca do DNA gendmico das bactérias em fungdo do tempo de ruptura das membranas amnidticas nos recém-nascidos pré-termo.



@ 12 -

NuUmero de amost

Figura 13 — Presenca do DNA gendmico das bactérias em funcdo do tempo de ruptura das membranas amnioticas nos recém-nascidos a termo.

625%  455%
©) ©)

0a 23h (T1)

58,8%
(10)

18,2%

1255% 100,0% (2)
00% 1y ()
0

24247 (T2)

176%
®

36,4%
@) 17.6%

25,0%
0,0% @ 0,0%
o Bl o

| >72h (T4)
A termo (G2)

B Streptococcus agalactiae

m Escherichia coli

= Klebsiella pneumoniae

W Listeria monocytogenes

B DNA bacteriano (Primer Universal)

48



49

Um recém-nascido foi excluido desta anélise, pois os dados do prontudrio estavam
incompletos sem informagcbes hematoldgicas. Nao houve associacdo entre o tempo de
ruptura das membranas e a relacdo I/T e plaguetas nos recém-nascidos pré-termo e a termo.
Por outro lado, apesar de ndo ser identificada associacdo significativa entre o tempo de
ruptura das membranas e plaquetas nos recém-nascidos pré-termo houve associa¢do
significativa entre os recém-nascidos a termo e o nimero de leucécitos (p=0,005), sendo que
0s 100% dos recém-nascidos cujo tempo de RPM foi de 24 a 72 horas apresentaram

leucopenia (Tabela 5).

Tabela 5— Caracteristicas hematologicas dos recém-nascidos em funcdo do tempo de ruptura
prematura das membranas (RPM)
Caracteristicas

hematoldgicas por Tempo de ruptura das membranas (em horas)
Idade gestacional

Pré termo (G1) 0(-?-12)3 2‘(11?2‘)17 4?—?3;1 (ZT?) TOTAL Valczlr) de
(1=, % n % n % n % n % n P
Relagédo I/T

<0,2 31,9(23) 19,4 (14) 9,7(7) 389(28) 86,7(72) 0.83
>0,2 455 (5) 18,2 (2) 91(1) 273 (3) 13,3(11) '
Plaquetas

<150.000 26,7 (4) 20,0 (3) 6,7(1) 46,7 (7) 18,1(15) 0.83
>150.000 35,3(24) 19,1(13) 10,3(7) 35,3(24) 81,9(68) '
Leucocitos

<25.000 33,3(26) 20,5(16) 10,3(8) 359(28) 94,0 (78) 0.51
>25.000 40,0 (2) 0,0 (0 0,00) 60,0 (3 6,0 (5 '

R >
A termo (G2) 0(-?-12)3 2?1?2;17 45(31?3;1 (_T742) TOTAL Valcglr) de
Ul % n % n % n % n % n P
Relagédo I/T

<0,2 58,3 (7) 16,7 (2) 0,0(0) 250 (3) 70,6(12) 0.96
>0,2 60,0 (3) 20,0 () 000 200 (1) 294 (5) ’
Plaquetas 0,0 (0)

<150.000 66,7 (8) 16,7 (2) 000 16,7 (2) 70,6(12) 0.53
>150.000 40,0 (2) 20,0 (1) 0,0(0) 400 (20 294 (5) ’
Leucdcitos

<25.000 66,7 (10) 6,7 (1)° 0,0(0) 26,7 (4) 882(15) 0.005
>25.000 0,0 (0) 100,0 (2)* 0,0 (0) 00 (00 11,8 (2 ’

T1: Tempo de ruptura de membranas amni6tica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniética 2; T3: Tempo de ruptura
de membranas amniética 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniética 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional
< 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. Dados de 1 RN incompletos no prontuério, sem
informacBes hematoldgicas e portanto, excluidos desta analise. @Teste do Qui-quadrado, letras diferentes na coluna
indicam associacgao entre o nimero de leucdcitos e o tempo de ruptura das membranas aminiéticas.
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Ao associar a relacdo I/T e a presenca do DNA gendmico das bactérias no grupo pré-
termo foi identificado DNA genémico de todas as bactérias investigadas neste estudo,
exceto Klebsiella pneumoniae com relagdo I/T >0,2. Para os recém-nascidos a termo, as
bactérias Streptococcus agalactiae e Klebsiella pneumoniae ndo foram identificadas nos
neonatos cuja relacdo I/T <0,2. Apesar destas evidéncias, ndo houve associagdo entre o
DNA genbmico bacteriano com a relacdo I/T <0,2 ou >0,2 para nenhuma das bactérias
investigadas, independentemente da relacdo I/T (Tabela 6).

N&o foi identificada associacdo estatisticamente significativa entre a presenca

das bactérias estudadas e a nota de escore de apgar (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 — Relacdo I/T e o escore de Apgar dos recém-nascidos e presenca de DNA das
diferentes bactérias associadas a infeccdo neonatal
DNA genbémico Relacgéo I/T

Apgar

bacteriano por idade S \éalor \éalor
gestacional <0,2 >0,2 ep 0a7 8al0 ep
% n % n % n % n
Pré termo (G1) (n=69) (n=15) (n=5) (n=79)
Streptococcus agalactiae 26,1 (18) 6,7 (1) 0,17 4002 215(17) 0,68
Escherichia coli 65,2 (45) 80,0 (12) 0,42 80,0(4) 67,1(53) 0,91
Klebsiella pneumoniae 1,4(1) 0,0 (0) 0,64 0,0 (0) 1,3 (1) 0,80
Listeria monocytogenes 43,5 (30) 40,0 (6) 0,80 80,0(4) 405(32) 0,21
DNA bacteriano 94,2(65) 86,7 (13) 0,64 1000(5) 92,4 (73) 0,52
A termo (G2) (n=11) (n=6) (n=3) (n=14)
Streptococcus agalactiae 0 (0 16,7 (1) 0,75 0,0 (0) 7,1 (1) 0,63
Escherichia coli 54,5 (6) 333 (2) 0,74 000 571 (8) 0,24
Klebsiella pneumoniae 0 (0 16,7 (1) 0,75 33,3(1) 0,0 (0) 0,38
Listeria monocytogenes 54,5 (6) 83,3 (5) 0,51 66,7 (2) 64,3 (9) 0,94
DNA bacteriano® 90,9 (10)  100,0 (6) 045 1000(3) 92,9 (13) 0,63

G1: Recém-nascidos com idade gestacional < 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas.
OPrimer universal

N&o houve associacdo entre febre materna e ITU nas gestagdes pré-termo em
nenhuma das bactérias analisadas neste estudo, independentemente do tempo de ruptura de
membrana (p>0,05) (Tabela 7).

Na tabela 7 é possivel observar que ndo houve associacéo entre febre materna e
ITU em nenhuma das bactérias analisadas neste estudo, independentemente do tempo de
ruptura de membrana (p>0,05). N&o foi calculada associacdo entre estas variaveis para
as gestantes a termo, pois 0 nimero de gestantes com febre e ITU nao diferiu entre elas,

inviabilizando os calculos estatisticos, exceto na andlise de DNA bacteriano no
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momento entre 24 e 47 horas (T2), entretanto, também ndo houve associacgdo entre elas
(p=1,0).

Tabela 7— Associagdo do DNA gendémico em funcdo do tempo de ruptura de
membranas amnioticas e febre materna e 1TU nas gestacdes pré-termo e a

termo
Tempo de ruptura das Presenca das bactérias por sintoma materno
membranas Pré-termo (G1) A termo (G2)
(em horas) Febre ITU Valor Febre ITU Valor
% n %n de p® %n %n de p¥
Streptococcus
agalactiae
0a23 (T1) 14 (1) 71(5) 0,28 0 100 (1) -
24247 (T2) 17 (1) 50(3) 1,0 0 0 -
48a71(T3) 0 0 - - - -
>72 (T4) 0 25(1) - 0 0 -
Escherichia coli
0a23 (T1) 12 (2) 59 (10) 1,0 0 60 (3) -
24247 (T2) 0 38(5) - 0 0 -
48a71(T3) 0 25(1) - - - -
>72 (T4) 4(1) 35(8) 0,35 0 0 -
Klebsiella pneumoniae
0a23 (T1) 0 0 - 0 0 -
24247 (T2) 0 0 - 100 (1) 100 (1) -
48a71(T3) 0 0 - - - -
>72 (T4) 0 0 - 0 0 -
Listeria monocytogenes
0a23 (T1) 15(2) 46 (6) 1,0 0 40 (2) -
24247 (T2) 17 (1) 50(3) 1,0 100 (2) 50 (1) -
48a71(T3) 0 50(3) - - - -
>72 (T4) 0 23(3) - 0 0 -
DNA bacteriano®
0a23 (T1) 12 (3) 46 (12) 0,58 0 60(6) -
24247 (T2) 13(2) 44.(7) 0,17 67 (2) 33(1) 1,0
48a71(T3) 0 20(2) - - - -
>72 (T4 7(2) 27 (8) 0,06 0 0 -

T1: Tempo de ruptura de membranas amniética 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniética 2; T3: Tempo de ruptura
de membranas amniética 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniética 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional
< 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. () Teste exato de Fisher. ® Primer universal.
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6 DISCUSSAO

A média de idade materna da populacdo deste estudo foi semelhante ao observado
por Pierre et al. (2003) e Patriota et al. (2014). No entanto, alguns autores ndo a
identificaram como fator de risco para o desenvolvimento da ruptura de membranas
(HACKENHAAR et al. 2014), semelhante a este estudo.

No presente estudo ndo foi observada a associacdo entre infeccdo de trato urinario
materno e idade gestacional. No entanto, a presenca da infeccdo do trato urinario materno é
um fator que pode ocasionar a RPM. Segundo Krupa et al. (2005), a ITU pode desencadear
a atividade uterina ou ainda promover alteracdes na sintese e degradacdo de colageno das
membranas, portanto a infeccdo pode preceder a ruptura das membranas.

As manifestacdes clinicas de sepse sdo inespecificas. Sendo necessaria a associacao
de fatores de risco tanto maternos quanto neonatais para se suspeitar de sepse e iniciar a
investigagdo laboratorial no recém-nascido. No entanto, existem apresentacdes clinicas mais
evidentes, como dificuldade respiratoria (taquipneia, geméncia, retracGes torécicas,
batimentos de asas nasais), apneia, letargia, febre ou hipotermia, ictericia sem outra causa
determinante, vomitos e diarreia, ou ainda manifestacdes cutaneas, incluindo petéquias,
abscesso e escleredema (BRASIL, 2011b).

Os sinais clinicos observados nos recém-nascidos do presente estudo estdo de acordo
com o apresentado por Vieira (2004). Segundo este autor, os achados clinicos inespecificos
que podem ser interpretados como suspeita de infeccdo sdo: recusa alimentar, hipoatividade,
irritabilidade ou simplesmente a impressédo de que o recém-nascido ndo esta bem. Outros
sinais, como: dificuldade respiratoria, apneia, letargia, desequilibrio no controle térmico
corporal, ictericia sem causa definida, vomitos, diarreia, petéquias, abscessos e escleredema
sdo mais evidentes e geram um grau de desconfiangca mais pronunciado na suspeita de
infeccéo.

No estudo desenvolvido por Pinheiro et al. (2007), dos recém-nascidos que foram
diagnosticados com sepse neonatal precoce, 75% apresentaram desconforto respiratorio,
37,5% hipotermia e 12,5%, hipertermia. A sindrome de ma-perfusdo foi observada em
37,5%, a ictericia inexplicada em 12,5%, a distensdo abdominal em 31,2% e a avaliacdo
subjetiva de “recém-nascido parece ndao estar bem” foi observada em 12,5%. Outras
alteracOes clinicas significativas foram relatadas em 6,2%.

A ruptura de membrana é um importante fator de risco para o parto cesarea, sendo

este tipo de parto uma das principais consequéncias da RPM, porém sua adoc¢do ndo €
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exclusivamente devido a ocorréncia da ruptura (GOLINO et al., 2006). De uma maneira
geral a maior frequéncia de realizacdo do parto cesarea é observada quando a inducdo do
trabalho de parto ndo € bem sucedida ou quando ha urgéncia para a resolucdo da gravidez de
risco (ROCHA et al., 1999).

De maneira semelhante a este trabalho, Cabral et al. (2003) observaram maior
incidéncia de realizacdo de partos cesareas em gestantes diagnosticadas com RPM. Os
autores atribuiram estes resultados a imaturidade do colo uterino, 0 que por sua vez nao
possibilita a realizacao do parto vaginal.

No presente estudo ndo foi detectado o crescimento das bactérias Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytoges e Klebsiella pneumoniae na hemocultura.
Sendo assim, a viabilidade da hemocultura como técnica de diagnostico etiolégico da
infeccdo neonatal foi questionavel.

Supostamente, problemas na técnica de isolamento e identificagdo dos
microrganismos; e uso de antibiéticos maternos possam explicar os resultados negativos
obtidos na hemocultura. Descarta-se a hipdtese de problemas com a colheita do material
biolégico, uma vez que foram utilizadas todas as técnicas recomendadas e a presenca do
DNA bacteriano (93,1%) das amostras detectado pela PCR universal, confirmou a presenca
de DNA gendmico das bactérias em associacao as manifestacoes clinicas.

De maneira semelhante ao presente estudo, Silva Junior (2015), que coletou seus
dados no mesmo hospital deste estudo, observou que 97% das amostras de hemocultura
apresentaram resultados negativos para presenca de microrganismos associados a sepse
neonatal.

Embora a hemocultura seja considerada como o padrdo ouro para o diagnostico da
sepse neonatal, a taxa de resultados positivos foi baixa em outro estudo (CAMACHO-
GONZALEZ et al., 2013), fato este que pode dificultar o diagndéstico etiologico de sepse.
Além disso, a utilizacdo de antibidticos no anteparto e o volume de sangue para a
hemocultura podem limitar a obtencéo de resultados fidedignos (POLIN; COMMITTEE ON
FETUS AND NEWBORN, 2012).

O presente estudo demonstra claramente a limitacdo da técnica de hemocultura, visto
que ndo foi observada as bactérias alvos do estudo, porém a presenca de DNA genémico das
bactérias foi demonstrada com a utilizacdo da PCRitr.

Logo, admite-se que € necessario rever o conceito de que a hemocultura é o0 método
padrdo ouro para o diagnéstico dos microrganismos associados a sepse. Os trabalhos

desenvolvidos por Cezarino et al. (2008), Lucignano et al. (2011), Tejada et al. (2011) e
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Labib et al. (2013) demonstraram que a PCR é uma técnica mais especifica e sensivel na
identificacdo dos agentes etiolégicos da infecgdo neonatal. O presente estudo, por sua vez,
também reforca este fato.

De maneira semelhante a este estudo, Lajos et al. (2008), ndo observaram resultados
positivos na pesquisa de Streptococcus agalactiae por meio da hemocultura em neonatos
com infec¢do precoce nascidos de gestantes com trabalho de parto prematuro ou com RPM.
Estes autores observaram apenas uma hemocultura positiva para Streptococcus pneumoniae,
sendo que este agente também estava presente na endocérvice materna, e ainda, atribui a
baixa prevaléncia de hemoculturas neonatais positivas devido ao uso materno de antibiotico
profilatico durante o periodo anteparto. Nestes casos, a cultura endocervical materna poderia
auxiliar a equipe de neonatologia, visto que a colonizacdo genital por estreptococos do
grupo B aumenta significativamente o risco de sepse neonatal precoce por este agente
patogénico.

No presente estudo ndo ha informacdes relacionada a cultura endocervical das
gestantes, sendo assim, ndo se pode afirmar com veeméncia que 0s microrganismos alvos do
estudo estavam ou ndo presentes no trato genital das gestantes.

A capacidade de diagnéstico por hemocultura tem melhorado nos Gltimos anos, com
0 advento de sistemas automatizados para a monitorizacdo continua de hemocultura.
Embora os sistemas automatizados possam economizar tempo, subculturas para ensaios
especificos como testes bioquimicos ainda sdo necessarios para a identificacdo de bactérias
patogénicas. Neste sentido, os avancos na microbiologia molecular forneceram novas
ferramentas para a suspeita de diagndstico da sepse de maneira mais rapida em relacdo a
hemocultura. Com ensaios moleculares os resultados podem ser obtidos em até 12 horas
(PAMMI et al., 2014).

A utilizacdo do primer universal demonstrou alta incidéncia de DNA gendmico
bacteriano nos recém-nascidos corroborando a suspeita do diagnostico de sepse. Neste
sentido, a utilizacdo do primer universal é uma importante ferramenta na suspeita do
diagnostico de sepse neonatal.

De maneira semelhante ao presente estudo Dutta et al. (2009) explicaram que 0 uso
do primer universal na PCR é uma ferramenta precisa e bastante sensivel na confirmacao do
diagnostico de sepse em recém-nascidos com hemocultura positiva. No entanto, os autores
ressaltam que esta ferramenta pode dificultar o diagndstico caso o recém-nascido ja esteja

recebendo antibidticos. Os antibioticos além de eliminar o microrganismo também permite a
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rapida eliminacdo do DNA gendmico bacteriano da corrente sanguinea ou a observacéo de
DNA genémico de bactéria morta.

Galves (2013), estudando a presenca de DNA gendmico bacteriano por meio da PCR
com a utilizacdo de primer universal, observou que esta técnica apresentou indices de
amostras positivas muito superiores em relacdo a técnica de hemocultura, sendo assim esta
técnica foi considerada como adequada para a suspeita de diagnostico de infecgdo neonatal
devido a sua sensibilidade.

Devido aos resultados obtidos a partir da PCR convencional com a utilizagdo do
primer universal, sendo observado DNA genémico bacteriano (93,1% - (n=94) nas amostras
pesquisadas (n=101) surgiu a necessidade de identificar as bactérias presentes nas amostras.
Por meio da PCRtr foi identificada a presenca das bactérias Streptococcus agalactiae
(19,8% - n=20), Escherichia coli (64,3% - n=65), Listeria monocytogenes (46,5% - n=47) e
Klebsiella pneumoniae (2,0% - n=2).

A Escherichia coli foi a bactéria mais prevalente nos recém-nascidos
independentemente da idade gestacional e do tempo de RPM. Sendo, portanto, o principal
microrganismo associado a infeccdo. Estes resultados sdo corroborados por outros trabalhos
semelhantes a este, como Miglioli (2009), que também constatou a alta prevaléncia da
bactéria Escherichia coli detectada com a utilizacdo da PCRtr em amostras de secrecdo
traqueal, secrecdo gastrica e sangue periférico proveniente de recém-nascidos com
diagnostico de sepse neonatal no mesmo hospital de coleta deste estudo. Van Den Brand et
al. (2014) observaram que a Escherichia coli foi a bactéria mais prevalente durante o
desenvolvimento de ensaio da PCR multiplex em tempo real para o diagnostico de sepse
neonatal precoce e Silva Junior (2015) que utilizou a técnica de PCRtr heptaplex observou
76% (n=114/150) de amostras positivas para Escherichia coli em sangue de recém-nascidos
com diagndstico de sepse neonatal, como observado na presente pesquisa.

Atualmente microrganismos gram-negativos tem se destacado como agentes
etiologicos da sepse neonatal, principalmente em recém-nascidos prematuros e com baixo
peso ao nascer (BERCAITE et al., 2012). Silva Junior (2015), também sugere o predominio
de bactérias gram-negativas como Escherichia coli e Staphylococcus aureus como
responsaveis pela sepse neonatal de inicio precoce em uma populacéo de récem-nascidos na
regido centro-oeste do Brasil.

Dentre os microrganismos gram-negativos a Escherichia coli tem se destacado como
agente etioldgico relacionado a infeccdo neonatal, principalmente em recém-nascidos
prematuros ou com baixo peso ao nascer (STOLL et al., 2011; BERCAITE et al., 2012,
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TSAI et al. 2012). Ja, outros autores, como Zaidi et al. (2009) demonstraram que a
Escherichia coli foi a segunda bactéria mais frequente em recém-nascidos diagnosticados
com sepse neonatal em paises em desenvolvimento, sendo esta bactéria isolada em 15% das
amostras. No entanto, este fato ndo foi observado neste estudo, uma vez que nao foi
detectada associacdo entre a idade gestacional e tempo de RPM com a prevaléncia das
bactérias pesquisadas, incluindo a Escherichia coli.

O desenvolvimento de diretrizes precozinando a profilaxia intraparto com a
utilizacdo de antibidticos, visando a reducdo dos casos de sepse neonatal causada pela
bactéria Streptococcus agalactiae, tem ocasionado a reducédo da incidéncia de sepse devido a
esta bactéria nos ultimos anos (BERCAITE et al., 2012; TSAI et al., 2012). Corroborando
estas informacdes Zaidi et al. (2009) observaram que o Streptococcus agalactiae é um dos
patdbgenos menos associados com a sepse neonatal em recém-nascidos em paises em
desenvolvimento e de acordo com estes autores, apenas 7% dos casos de sepse estdo
associados a este agente etiologico. Provavelmente este fato esteja relacionado a profilaxia
intraparto com a utilizacao de antibidticos.

A baixa prevaléncia da bactéria Streptococcus agalactiae também foi constatada em
outros estudos. Miglioli (2009) utilizando a PCRtr para identificagdo do DNA gendmico de
Estreptococos em sangue, aspirado traqueal e gastrico de recém-nascidos intubados
imediatamente apds o nascimento, observou resultados positivos em 3,13% das amostras de
sangue.

Contrapondo o exposto pelos autores supracitados, o presente estudo demonstra que
a prevaléncia da Streptococcus agalactiae foi alta, visto que 19,8% das amostras dos recém-
nascidos independentemente da idade gestacional e tempo RPM foram positivas para a
Streptococcus agalactiae. De maneira semelhante a este estudo, Silva Junior (2015)
observou 13,3% (n=20/150) de amostras positivas para Streptococcus agalactiae em recém-
nascidos diagnosticados com sepse neonatal.

Fiolo et al.(2012) descrevendo os casos e o perfil microbioldgico dos sorotipos de
Streptococcus agalactiae provenientes de recém-nascidos em um Centro de Referéncia da
Saude da Mulher na regido sudeste do Brasil confirmaram a presenca da Streptococcus
agalactiae em 100% (n=6/6) das amostras provenientes de recém-nascidos com infeccéao
causada pela referida bactéria.

A Listeria monocytogenes é uma bactéria pouco pesquisada em estudos de
microrganismos patogénicos associados a sepse neonatal. Embora, os poucos trabalhos

existentes tenham demonstrado que a incidéncia deste patdgeno é baixa (PINHEIRO et al.,
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2007; LAZARUS et al.,, 2013) a sua importdncia como agente etioldgico deve ser
valorizada, uma vez que a gravidade da listeriose € dependente das condi¢Ges imunoldgicas
do individuo, sendo assim, esta patologia é preocupante quando 0s pacientes sdo gestantes e
parturientes que estdo em situacdo de risco.

Gestantes infectadas por Listeria monocytogenes podem apresentar sintomas de um
resfriado e transmitir a doenca ao feto atraves da placenta causando aborto, parto prematuro
ou meningite apds o nascimento. O feto pode infectar-se no Gtero via hematogénica ou via
ascendente a partir do trato genital materno, apresentando sinais de pneumonia e apneia;
pustulas na face e no corpo; granulomas no figado, baco e cérebro (SCHWAB;
EDELWEISS, 2003).

A alta incidéncia da Listeria monocytogenes nos recém-nascidos deste estudo
(46,5% - n=47) demonstra que esta bactéria deve ser considerada como importante agente
etioldgico da sepse neonatal, sendo necessario o desenvolvimento de estudos para o melhor
entendimento acerca da listeriose em neonatos.

No Brasil, Pinheiro et al. (2007) observaram a presenca da Listeria monocytogenes
em trés recém-nascidos da mesma populacdo. Na Franca, a incidéncia de listeriose materna e
em recém-nascidos é de 50 casos ao ano (LAZARUS et al., 2013).

A presenca de amostras negativas para Listeria monocytogenes na hemocultura
possivelmente foi devido a administracdo de antibi6ticos aos recém-nascidos e as gestantes.
Corroborando esta informacdo, Monnier et al. (2011) concluiram que a hemocultura é
considerada um método de baixa sensibilidade para deteccdo da presenca de Listeria
monocytogenes em recém-nascidos que receberam antibidticos. No entanto, o DNA
gendmico bacteriano deste microrganismo foi isolado com o uso da PCRtr, que se mostrou
ser uma técnica muito sensivel.

De acordo com Zaidi et al. (2009), a ocorréncia de sepse neonatal causada por
Listeria monocytogenes varia de 0,2 a 0,5%. De maneira semelhante Vergnano et al. (2011),
observaram que na Inglaterra a Listeria monocytogenes € responsavel por apenas 6% dos
casos de sepse neonatal precoce.

Camacho-Gonzalez et al. (2012) explicam que a maioria dos casos de listeriose
neonatal sdo causados pelos sorotipos 1, 2 e 4, sendo o ultimo sorotipo responsavel pelos
casos de meningite. A suspeita de sepse por Listeria monocytogenes pode aumentar em
recém-nascidos cujas maes tenham consumido leite cru, queijos ndo pasteurizados ou

quaisquer produtos alimenticios ndo processados e contaminados por esta bactéria.



58

Nos Gltimos anos observou-se um aumento significativo no isolamento de Klebsiella
pneumoniae em amostras clinicas, e a elevada importancia deste microrganismo € devida
principalmente a sua resisténcia aos antimicrobianos. Esta bactéria normalmente apresenta
um baixo grau de viruléncia, ocorrendo principalmente em pacientes debilitados ou baixa
capacidade de resposta do sistema imunoldgico. E considerado um patégeno oportunista e,
frequentemente, responsavel por infeccbes hospitalares, estando entre os agentes etioldgicos
de sepse e infeccbes de ferida operatoria (LOPES et al., 2008; MENEZES et al., 2008).

A Klebsiella pneumoniae foi o patégeno com menor prevaléncia entre 0s recém-
nascidos que compuseram o presente estudo. De maneira semelhante a este estudo, Silva
Junior (2015) utilizando a técnica de PCRtr heptaplex relatou prevaléncia da Klebsiella
pneumoniae de 5,3% (n=8) em recém-nascidos com sepse neonatal na regido centro-oeste do
Brasil. No entanto, a incidéncia de Klebsiella pneumoniae em recém-nascidos com sepse
neonatal relatada em outras pesquisas cientificas é bastante superior a prevaléncia aqui
relatada.

Lopes et al. (2008), ao determinarem a frequéncia e o perfil das infeccbes
hospitalares para neonatos, observaram que a Klebsiella pneumoniae foi o microrganismo
com maior frequéncia de isolamento (13,5%). O mesmo foi constatado por Tragante et al.
(2008) e Santos e Poveda (2012), que observaram a presenca desta bactéria em 47% e 23,7%
dos recém-nascidos que compunham o seus estudos, respectivamente.

Na Italia, Lucignano et al. (2011), utilizando PCR multiplex detectaram Klebsiella
pneumoniae em 10,1%, enquanto que Labib et al. (2013), observaram esta bactéria em
26,9% de recém-nascidos com até 28 dias de idade internados em um centro intensivo de
cuidados neonatais no Egito.

Embora no presente estudo ndo tenha sido observada a associagéo entre o tempo de
ruptura das membranas e a presenca do DNA gendmico das bactérias estudadas ¢é sabido que
esta ruptura de membranas € um importante fator de risco para o desenvolvimento de
infeccdo neonatal em recém-nascidos, principalmente em prematuros com baixo peso ao
nascer, pois possibilita que microrganismos patogénicos que estejam no canal de parto
ascendam até o uUtero podendo entdo colonizar o feto que por sua vez poderd ou ndo
desenvolver a infeccdo neonatal. No presente estudo acredita-se que a auséncia de
associacdo entre os tempos de ruptura das membranas e infeccdo neonatal pode ser
decorrente da conduta adotada para gestantes com ruptura de membranas.

De uma maneira geral é adotada a conduta conservacionista, na qual a gestante é

submetida a antibioticoterapia, cujo o intuito é prolongar a gestacdo e reduzir os casos de
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morbidade perinatal. Assim, acredita-se que a utilizacdo de antibi6ticos no anteparto nas
gestantes que compuseram o estudo tenha impossibilitado a deteccdo da associacdo entre
ruptura das membranas e infeccdo neonatal. Além disso, é importante ressaltar que com o
agrupamento dos dados referentes a presenca do DNA genémico das bactérias estudadas nos
diferentes tempos de ruptura reduziu a casuistica do estudo, ou seja, proporcionou pequeno
nimero de observagGes o que possivelmente limitou a deteccdo do efeito do tempo de
ruptura de membranas sobre a presenca do DNA genémico das bactérias estudadas pelos
métodos estatisticos empregados.

Tanto a literatura nacional quanto internacional elege a bactéria Streptococcus
agalactiae como um das principais causadoras de sepse neonatal, no entanto, é importante
destacar que as condutas adotadas como a administracdo de antibidticos tém alterado o
cendrio no tocante aos agentes etioldgicos relacionados a esta doenga, uma vez que, outros
agentes patogénicos como bactérias gram-negativas tém sido mais associadas a esta
patologia, a exemplo da Escherichia coli. Além disso, como j& referenciado, 0 uso de
antibidticos também pode reduzir a sensibilidade da hemocultura na identificacdo do agente
patogénico, fato este que tornou esta técnica pouco adequada neste estudo. Nesse sentido,
técnicas moleculares podem contribuir para um diagnostico mais répido e sensivel, pois por
meio da PCR é possivel a deteccdo de microrganismos em recém-nascidos que receberam
antibidticos ou que tenham baixa carga bacteriana.

E sugerido que a técnica da PCR, principalmente PRCtr, seja uma rotina nos
diagnosticos de sepse precoce por ruptura prematura de membranas nas unidades neonatais

de recém-nascidos com suspeita de infec¢éo neonatal.
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7 CONCLUSOES

Houve uma associacdo clinica e fisioldgica de sepse e ruptura prematura de
membranas e a presenca de DNA gendmico de diferentes bactérias.

Independentemente da idade gestacional (pré-termo ou a termo) e do tempo de
ruptura das membranas amnioticas foi observado alto percentual (93,1%) de amostras
positivas para presenca de DNA gendmico bacteriano detectado pela PCR convencional com
primer universal.

Pela técnica de PCRtr foi detectada a presenca do DNA genémico das bactérias
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Kilebsiella
pneumoniae porém a presenca das referidas bactérias ndo foram associada aos diferentes
tempos de ruptura de membranas nos recém-nascidos pré-termo e a termo, sendo que a
bactéria mais prevalente foi a Echerichia coli (64,3%), seguida da Listeria monocytogenes
(46,5%) e Streptococcus agalactiae (19,8%).

As bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Klebsiella pneumoniae ndo foram observadas quando se utilizou a técnica de hemocultura.

N&do houve associacdo entre o tempo de ruptura das membranas amniéticas e a
presenca do DNA gendmico das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae e hemocultura em recém-nascidos pré-
termo e a termo.

Os principais sinais clinicos apresentados pelos recém-nascidos selecionados para o
estudo foram cianose e taquipneia. Constatou-se também que os aspectos clinicos maternos
como febre e ITU ndo foram associados a presenga do DNA gendmico das bactérias alvos
deste estudo nos diferentes tempos de ruptura de membranas amni6ticas tanto nas gestagdes
pré-termo e a termo.

A técnica de PCR convencional com a utilizagdo do primer universal na deteccao do
DNA gendmico bacteriano, bem como a utilizacdo da PCRtr na deteccdo do DNA genémico
das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Klebsiella pneumoniae demonstraram ser técnicas de diagnostico mais sensiveis quando
comparadas a hemocultura. No entanto, a utilizacdo de primers (oligonucleotideos

iniciadores) especificos na PCRtr torna o diagnostico etiolégico de sepse mais fidedigno.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado & parturiente e/ou
responsavel legal pelo recém-nascido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador: Kelly Lopes de Aratjo Appel
Orientador: Durval Batista Palhares

Vocé esta sendo convidado(a) para participar. como voluntario. de uma pesquisa médico -cientifico.
Apds ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir. no caso de aceitar fazer parte do estudo. assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa, vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma.

Titulo do Projeto: ASSOCIACAO DA PRESENCA DE DNA GENOMICO DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE E ESCHERICHIA COLI EM SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM TEMPO DE
ROTURA PREMATURA DE MEMBRANA EM DIFERENTES IDADES GESTACIONAIS.

Pesquisador Responsavel: Durval Batista Palhares
Telefone para contato: (67) 3343-3113

Pesquisadora participante: Kelly Lopes de Araijo Appel
Telefones para contato: (67) 33815006/ (67) 92999506

A infecgdo. no periodo neonatal. constitui-se uma das grandes preocupacdes do setor de pediatria. por
ser patologia dificil de ser reconhecida e comprovada, sinmltaneamente grave, e apresentar indices de
mortalidade que variam de 20 a 75% .

A infeccdo neonatal pode ser congénita (recémnascido adquire durante a gestacio), adquirida durante o
parto, ou adquirida apos o parto. As caracteristicas epidemiologicas, a evolucdo clinica e o prognastico diferem
entre estes tipos de infeccoes. A forma adquirida antes ou durante o parto € que serd alvo desta exposicdo.

Essa infeccdo precoce do periodo neonatal costuma manifestar-se principalmente nos primeiros trés
dias apds o parto, sendo que grande parte dos recém-nascidos comesse tipo de mfeccdo ja estdo sintomaticos no
momento do parto ou nas primeiras 48 horas de vida e aqueles que apresentam manifestacdes clinicas, antes de
24 horas de vida, tém maiores indices de mortalidade.

O objetivo desta pesquisa serd identificar a presenca de infeccéo neonatal congénita, comrelacionando o
tempo de bolsa rota (tuptura prematura de membranas), comas diferentes idades gestacionais, pesquisando duas
bactérias frequentes chamadas Streptococcus agalactiae e Eschericia coli, responsaveis por essas infecgdes.

Poderdio participar recém-nascidos internados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTI) e

Unidade Intermediiria Neonatal (UIN) do HUMAP/UFMS/EBSERH. Matermidade Candido Mariano ¢ Hospital
Regional de Mato Grosso do Sul (HRMS). nascidos de maes que apresentaram bolsa rota (ruptura prematura de
membrana) por tempo prolongado.
O sangue serd colhido no momento do parto, do coto umbilical ou de veia periférica, aproveitando a
oportunidade de coleta de material da rotina do servico e analisado laboratorialmente. Esse procedimento sera
realizado de forma asséptica, sem nenhum prejuizo ao recémrnascido. pois estaremos em observancia das
normas de biosseguranca de modo a minimizar possiveis riscos de infeccdo hospitalar. Todo material bioldgico
(0.5 ml - sangue) coletado do recém-nascido. apos analise da pesquisa, sera descartado apos tratamento
regulamentado de acordo com o Programa Nacional de Controle de Qualidade que observa os regulamentos do
Departamento de Inspecdo de qualidade e Acreditacdo (DICQ) da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas
(SBAC). disponivel emx http://www.pncp.org. br/participantes/procedmentos.asp. Este termo de consentimento
possibilitard também o armazenamento adequado da amostra de sangue para posterior utilizagio em pesquisas
sobre doencas infecciosas emrecém-nascidos.

Durante o tempo de pesquisa, o responsavel pelo recémrnascido estard sendo informado sobre a
pesquisa e seus resultados, e se apresentar algum prejuizo no tratamento, tera garantia de ressarcimento e
indenizagdo aos danos causados.

Essa pesquisa auxiliard os pesquisadores inerentes aos tratamentos em recém-nascidos que nascemcom
mfeccdes neonatais. terem mais confirmacdes sobre o método mais eficaz de tratamento médico e recuperacio
do recénmrnascido internado, ou que possa ter riscos para adquirir infecgdes.

Voltamos a lembrar de que a participacdo € voluntaria e que nao perdera qualquer beneficio a que tenha
direito, caso ndo concorde em participar deste estudo. podendo até mesmeo participar de outros estudos da
Universidade.

Apos ler. entender e esclarecer todas as duvidas assine o termo anexo se concordar em participar
voluntariamente desta pesquisa.




TERMO DE CONSENTIMENTO, LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, RG 1 SSP/
responsavel pela paciente . com registro
n° 1o Hospital ,

volmtariamente dou o meu consentimento para a participacio no estudo “ASSOCIACAO
DA PRESENCA DE DNA GENOMICO DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE E
ESCHERICHIA COLI EM SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM TEMPO DE
ROTURA PREMATURA DE MEMBRANA EM DIFERENTES IDADES

GESTACIONAIS™.

Conheco os objetivos da pesquisa e estou ciente da sua realizacdo. Deram-me
oportunidade de esclarecer todas e quaisquer duvidas.

Estou ciente de que a minha participacdo ¢ vohmfaria e que os dados serdo mantidos
em absolito sigilo, sendo de conhecimento apenas da pesquisadora e do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade.

Sei que poderei dexar de participar do estudo sem que com isso tenha o fratamento
médico prejudicado, podendo até mesmo participar de outras pesquisas desta Universidade.

Autorizo que os dados possam ser utilizados pela pesquisadora ou Instituicao (UFMS),
com finalidade de publicacdo em orgao de divulgacdo cientifica.

Se tiver duvidas a respeito deste estudo. poderei ligar para a pesquisadora Enfermeira
Kelly Lopes de Aratijo Appel, nos telefones (067) 33815006/ (67) 92999506.

Para perguntas sobre meus dreitos como participante deste estudo, enfrarei em contato
com a Pré Reftoria de Pesquisa e Pos Graduagao/UFMS (PROP), Caxa Postal: 549, CEP:
79070-110, Municipio: Campo Grande-MS, onde tem o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 3345-7187 ou (67) 3345-7186, ou pelo e-mail:
bioeticai propp.ufins.br .

Este documento foi realizado em duas vias, ficando uma comigo e outra com a
pesquisadora.

Campo Grande - MS, de de201 .

Assmatura da parturiente ou do responsavel legal
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PEIFHST A ]
acao Universidade e Mato Grosse de Sul

Campo Grande, 29 de abril de 2013.

Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian

Unidade de Terapia Neonatal

Considerando a necessidade de dar andamento no projeto de Mestrado intitutado
“Associagio da presenca de DNA gendmico de Streptococus agalactiae e Escherichia coli
em sangue de recém-nascidos com tempo de bolsa rota em diferentes idades gestacionais”,

sob minha responsabilidade e sob a orientagio do Prof. Dr. Durval Batista Palhares, solicito

autorizagfio para

coleta dos dados nos recém-nascidos com diagnéstico de infecqao neonatal

nascidos de bolsa rota neste

Informo que os pais

hospital no periodo de julho a dezembro de 2013

serfio informados quanto 4 pesquisa e apenas 0s pacientes cujos

pais autorizarem e assinarem o termo de consentimento participar da pesquisa

Segue copia do projeto citado para conhecimento.

Atenciosamente,

Kelly Lopes de'Araujo Appel
Mestranda
Programa de Pés-Graduagio
em Satde e Desenvolvimento

na Regido Centro-Oeste W ;

S 6\3\\'\3‘\’“\5 v "
o
P \Oq \.& 0

Setor de Pesquisa em Pediatrias/ NHU/FUFMS
Faculdade de Medicina Dr. Hélio Mandetta-FAMED
Av. Filinto Muller, s/n, Ipiranga Fone: 67 3345.3221
JP 79008-900 Campo Grande (MS)
L ¢ e-mail: dbati in.ufl




ANEXO B — Autorizacdo da UTI/UIN Neonatal Maternidade Candido Mariano

72

Campo Grande, 11 de margo de 2014.

PEDIDO DE AUTORIZ/}CAO PARA PESQUISA
MATERNIDADE CANDIDO MARIANO

Titulo da Pesquisa: Associagdo da presenga de DNA genomico de Streptococus agalactiae ¢
Escherichia coli em sangue de recém-nascidos com tempo de bolsa rota em diferentes idades
gestacionais.

Nome do Pesquisadora: Kelly Lopes de Aratijo Appel

Bases de dados a serem utilizados: Prontuarios, Registros e material biologico.

Venho por meio deste, solicitar autorizagdo para realizar o trabalho de pesquisa de
Mestrado do Curso de Pés-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, intitulado “Associagdo da presenca de DNA
genomico de Streptococus agalactiae e Escherichia coli em sangue de recém-nascidos com
tempo de bolsa rota em diferentes idades gestacionais”.

A populagdo sera composta de RN de gestantes internadas na Maternidade do Nicleo
de Hospital Universitario da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), Hospital
Regional Rosa Pedrossian e Maternidade Céndido Mariano, com diagnostico de Rotura
prematura de membrana, em qualquer idade gestacional, internados nas Unidades de Terapia
Intensiva Neonatal ou Unidade Intermedidria das mesmas Institui¢des, no periodo de margo a
agosto de 2014.

Como pesquisadora supra qualificada, comprometo-me com utilizagdo das informagdes
contidas nas bases de dados acima citadas, protegendo a imagem das pessoas envolvidas e a sua
ndo estigmatizagdo, garantindo a ndo utilizagdo das informagdes em seu prejuizo ou das
comunidades envolvidas, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e /ou econdémico
financeiro.

Declaro que estou ciente da necessidade de respeito & privacidade das pessoas
envolvidas em conformidade com os dispostos legais citados* e que os dados das bases serdo
utilizados somente neste projeto, pelo qual se vinculam.

Todo e qualquer outro uso que venha a ser necessario ou planejado, devera ser objeto de
novo projeto de pesquisa e que venha, a ser necessario ou planejado, devera ser objeto de novo
projeto de pesquisa e que devera, por sua vez, sofre o tramite legal institucional para o fim a que
se destina.

*Constitui¢do Federal Brasileira (1988) — art. 5°, incisos X e XIV
Coédigo Civil — Art. 20-21

Cédigo penal — Art. 153-154

Cédigo de Processo Civil — Art. 347,363,406

Cddigo de Defesa do Consumidor — Art. 43-44

Medida Provisoria —2.200/2001

Resolugdes da ANS (Lei n. 9.961/2000)

00 Loon 0 0 <
Kelly Lopes dem‘é&ﬁio Appel ——Prot°Dr. Durval Bati
Mestranda

<
Or. Alfeu Duarte de Souzs




ANEXO C- Autorizacdo da UTI/UIN Neonatal HRMS

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
FUNDACAO SERYICOS DE SAUDE DE MS

V7]
GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL I/
@
UNIDADES: HRMS
1

»

AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE PESQUISA

Nr. 0192014

A Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Regional de Mato Grosso do Sul,
declara estar informado da metodologia que sera desenvolvida no projeto de
pesquisa intitulado “ASSOCIACAO DA PRESENCA DE DNA GENOMICO
DE STREPTOCOCUS AGALACTIAE E ESCHERICHIA COLI EM
SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM TEMPO DE BOLSA ROTA EM
DIFERENTES IDADES GESTACIONAIS”, trabalho Apresentado ao Programa
de Pés-Graduag@io Strictu Sensu da Fundagdo Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), pela Mestranda KELLY LOPES DE ARAUJO APPEL, sob
orientagdo Dr. Durval Batista Palhares.

Ciente de que sua metodologia sera desenvolvida conforme preconiza a resolugdo
CNS 466 de 12 de Dezembro de 2012 e demais resolugdes complementares.
Autorizo a realizagdo da pesquisa nesta instituigdo.

oo

Dr* Magali da Silva Sanchps Machado
Coordenadora da Comissiio de Etica em Pesquisa
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul

Fundagio Servicos de Sande MS/HRMS
Rua Engenheiro Lutero Lopes, 36-Aero Rancho
Campo Grande-MS
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ANEXO D — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL - %ﬁ“ -
UFMS

PARECER DO COLEGIADO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIAGAO DA PRESENGA DE DNA GENOMICO DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE E ESCHERICHIA COLI EM SANGUE DE RECEM-NASCIDOS COM
TEMPO DE ROTURA PREMATURA DE MEMBRANA EM DIFERENTES IDADES
GESTACIONAIS

Pesquisador: Kelly Lopes de Aratjo Appel

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2
CAAE: 16500813.4.0000.0021
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 404.583
Data da Relatoria: 02/09/2013

Apresentagdo do Projeto:
Trata-se de um estudo de coorte, transversal, exploratério, de carater quantitativo, realizado na Unidade de
Terapia Intensiva e Intermediaria Neonatal do Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul buscando relacionar a presenga de DNA gendémico de microrganismos na circulagdo de
neonatos, e de hemoculturas positivas, cuja mée apresentou rutura de membrana aminiética. A populagéo
sera composta de RN de gestantes internadas na Maternidade do Nucleo de Hospital Universitario da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), com diagnéstico de Rotura prematura de membrana,
em qualquer idade gestacional, internados na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal ou Unidade
Intermediaria da mesma Instituigdo, no periodo de julho a dezembro de 2013. As criangas s

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pés Graduagao/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO

MATO GROSSO DO SUL - w mo
UFMS

Continuagao do Parecer: 404.583

alocadas

de acordo com a idade gestacional (IG): RN de Termo (RNT) entre 38 & 42 semanas de |G completas,
postermo

(RNPT) maiores de 42 semanas de |G, Pré-termo (RNPT): menores de 37 semanas de |G, e Limitrofe
(RNLT): entre 37 e 38 semanas incompletas.

Em cada grupo de RN, serdo valorizados: a idade gestacional, peso de nascimento, sexo, perimetro
cefélico, estatura e tempo de rotura prematura de membrana.

Critérios de exclus&o:

1. Recém-nascidos ndo nascidos na Maternidade do Nucleo de Hospital Universitario da UFMS;

2. Recém-nascidos com diagnéstico de ma formag&o congénita.

3. Recém-nascidos cujas mées ou responsaveis legais ndo concordarem com sua participagdo no
estudo.

4. Recém-nascidos filhos de indigenas.

As gestantes participantes, ou seus responsaveis legais, dardo seu consentimento na participagdo do
estudo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL
Avaliar a associagéo do tempo de rotura prematura de membrana com a presenga das bactérias
Streptococcus agalactiae e Eschericia coli, em recém-nascidos de diferentes idades gestacionais.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a associagéo do tempo de rotura prematura de membrana com a presenga de DNA gendmico
das bactérias Streptococcus agalactiae e Eschericia coli pela Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), em
recém-nascidos de diferentes idades gestacionais.

- Analisar a associagéo do tempo de rotura prematura de membrana com a presenca das bactérias
Streptococcus agalactiae e Eschericia coli pelo teste de hemocultura, em recém-nascidos d

idades gestacionais.

Enderego: Pré Reitoria de Pesquisa e Pés Graduagao/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL -
UFMS

< Platofor
Q\i asil .

Continuagao do Parecer: 404.583

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os recém-nascidos serdo submetidos a exames de rotinasde avaliagdo antropométrica ap6s o nascimento,
de modo que acreditamos que a pesquisa n&o introduzird novos riscos aos mesmos. A coleta de sangue
sera feita através do corddo umbelical o que a principio, ndo submetera o sujeito da pesquisa a situagéo de
dor ou estres adicional. Respeitadas as medidas de biosseguranga, acreditamos que a pesquisa possui
beneficios que superam em muito os riscos inerentes aos procedimentos executados. O melhor
conhecimento da associagdo entre as infecgdes mais frequentes e o tempo de rutura da bolsa permitira uma
melhor abordagem médica sobre os recém-nascidos

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante, conduzida por equipe qualificada para atendimento dos objetivos, autorizada
institucionalmente, com fonte orgamentaria e cronograma adequados e sem conflito de interesses.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

O TCLE esta presente e necessitou de adequagdes que foram atendidas.

O destino do material biolégico apés a realizagdo da pesquisa n&o foi definido apés solicitagdo. A
Assentimento Livre e Esclarecido é dispensado neste caso por tratar-se de

criangas menores que 4 anos. Todas as demais pendéncias foram atendidas.

Recomendagdes:

A pesquisa foi erradamente classificada como sendo pesquisa genética em humanos, quando na realidade
trata-se de pesquisa de genética de microrganismos. Esta classificagdo podera implicar na remessa
equivocada do protocolo & CONEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Por ter atendido todas as exigéncias explicitas na resolugédo 466/2012, somos de parecer pela aprovagéo do
protocolo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Enderego: Pré Reitoria de Pesquisa e P6s Graduagio/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL - ‘€ Rg1warerme
UFMS

Continuagdo do Parecer: 404.583

CAMPO GRANDE, 24 de Setembro de 2013

\(\;

Assinador por:
Odair Pimentel Martins
(Coordenador)

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pés Graduagdo/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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ANEXO E — Instrumento de coleta de dados
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PROTOCOLO PARA IDENTIFICACAO DE INFECCAO NEONATAL

HOSPITAL:

RGN° SSP/

l. ANTECEDENTES MATERNOS
O Gestacdo na adolescéncia (18 anos incompletos)
O Gestagdo gemelar
[ Prematuridade
[J Febre em qualquer momento da gestagio
g Diagnéstico de infec¢do Urinaria nesta ou em gestagao anteror
[] Bolsarotahda

Gesta Para Abortos Natimortos

Prematuros Filhos Vivos Filhos Mortos

Teve problemas de satide durante as gestacdes?

Tomou medicamentos?

Quais?

2. GESTACAO ATUAL

DUM Duracgédo da Gestacio _ semanas.

Apresentou algum problema de sande?

Teve febre?

Tomou algum medicamento?

Quais?

RuptwadaBolsa Sofrimento Fetal

Data do Nascimento  / / Hora : Minutos

Parto___ Apresentacido

Bolsarota____ horas do parto Peso. ~ Kg Sexo: ( ) MASC ( )FEM
Perimetro Cefilico ~ Perimetro Abdominal Estatura: -
Liquido A mmidtico: Claro_ Esverdeado Fino Espesso

Grumos Odor (Fétido/ caracteristico)

Condi¢des ao nascer

Indice de APGAR 1° minuto 5° minuto

Aspiracdo (tipo resultado) -

Antes do 1° movimento respiratéorio?

Reanimacio?

Observagoes:

RESULTADOS: HMG

completo:

Hemocultura:

PCR:

Pesquisador (a)
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ANEXO F — Autorizagéo de utilizacdo das amostras de sangue pertencentes ao Walter Peres
da Silva Junior

Servico Pablice Federal
Ministério da Educacas
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

Campo Grande, 26 de maio de 2014.

AUTORIZACAO

Autorizo a pesquisadora Kelly Lopes de Aradjo Appel, que conduz a pesquisa intitulada
“Associagdo da presenca de DNA genémico de Streptococcus agalactiae e Escherichia coli em
sangue de recém-nascidos com tempo de rotura prematura de membrana em diferentes idades

. gestacionais”, em nivel de mestrado, a utilizagdo das amostras de sangue de recém-nascidos, que foi
conduzida pelo pesquisador Walter Peres da Silva Jinior intitulado “Perfil diagndstico dos
principais agentes bacterianos na infecgdo neonatal precoce através da técnica PCR Multiplex”,
cujas amostras encontram-se estocadas no Laboratério de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS, para
fins exclusivos de utilizagdo na pesquisa em curso de responsabilidade da requerente, vinculada ao
programa de Pés Graduag@o em Satde e Desenvolvimento na Regifio Centro Oeste.

Serdio utilizados para o trabalho desta pesquisadora, apenas as amostras que estejam
condizentes com o critério de inclusdo contidos no Projeto de Pesquisa apresentado ao Comité de
Etica/UFMS (Recém-nascidos internados com diagnostico de ruptura prematura de membranas

(bolsa rota)), sendo mantido o sigilo requerido para trabalhos desta natureza.

WaltePafes da Silyd Janior
AlunGradua 0/Mestrado
Programa de Pés-graduagio em Deéngas Infecciosas e Parasitarias




ANEXO G — TCLE: Pesquisador Walter Peres da Silva Janior

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (%) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa PERFIL
DIAGNOSTICO DOS PRINCIPAIS AGENTES BACTERIANOS NA INFECC A0
NEONATAL PRECOCE ATRAVES DA TECNICA PCR MULTIPLEX, de responsabilidade
do pesquisador WALTER PERES DA SILVA JUNIOR com orientagdo do PROF. DR.
DURVAL BATISTA PALHARES. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor,
nio se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao
responsavel pelo estudo qualquer duvida que voceé tiver.

Alguns bebés podem adquim nfecgéo antes do nascimento, durante o parto ou apos o
parto. Isto pode ocorrer devido a sua baixa mumnidade e também pelo uso de procedimentos
mvasivos. O proposito deste trabalho € fazer o exame para detectar se os bebés mternados na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal estdo mfectados por alguns dos principais tipos de
bactérias que podem acarretar riscos a saude deles. O diagnostico destas mfecgdes € realizado
hoje em dia somente atraveés de um exame chamado hemoculhwra que utiliza sangue e que sera
coletado do seu filho(a) ou representado, mdependente da sua participagdo no estudo. O PCR
multiplex é um exame novo e acredita-se que seja melhor e mas rapido do que a hemocultura
para o diagnostico das mfecg¢des nos recém-nascidos. Este exame sera realizado atraves da
coleta de uma pequena quantidade de sangue retwado de uma veia do bebé, aproveitando o
momento da coleta da hemocultura, que ja sera coletada pela equipe da UTI.

Os riscos contidos neste estudo sdo proxmmos de zero, estando relacionados
principalmente com o desconforto que € usual durante a coleta de amostras de sangue, devido a
dor no local da picada
da agulha. Se houver qualquer efeito adverso ou dano a mtegridade do paciente devido ao
procedmento realizado, o paciente tem a garantia de atendimento meédico-hospitalar pleno por
conta do Hospital participante do estudo. Os beneficios esperados com este estudo sdo um
tratamento mais rapido e mais adequado das mfeccdes nos primemos dias de vida, levando a
uma melhora mais rapida e um tempo de mternacao menor do recém-nascido na UTI Neonatal
Este termo de consentimento possibilitard também o armazenamento adequado da
amostra de sangue para posterior utilizacio em pesquisas sobre doencas infecciosas em
recém-nascidos.

Nao havera custo algum para o paciente e sua familia. Independente da participacio no
estudo o recém-nascido tem a garantia de atendimento meédico-hospitalar pleno. Se houver
participagdo no estudo, os resultados do exame de PCR nwiltiplex serdo mediatamente
repassados aos responsaveis pelo tratamento do paciente e os bebés que tiverem resultados
positivos serdo imediatamente ¢ devidamente tratados.

Sua participagdo ¢ vohmtaria e ndo tem fins lucrativos. Vocé podera deixar de participar
do estudo no momento em que desejar e, neste caso, a amostra sera descartada.

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em
sigilo, assim como do seu filho(a) ou representado. A menos que requerido por lei, somente o
pesquisador, a equipe do estudo, o Comité de Efica mdependente e mspetores de agéncias
regulamentadoras do govermno (quando necessario) terdo acesso a suas mformagdes para
verificar as informagoes do estudo.

Vocé sera mformado periodicamente de qualquer nova mformacao que possa modificar
asua
vontade em continuar participando do estudo.

Se tver diividas a respeito do estudo podera ligar a qualquer momento para o Médico
Pediatra
(Pesquisador responsavel) Walter Peres da Silva Junior, no telefone (67) 81024357.

Se houver duvidas sobre seus direitos como participante deste estudo podera também
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no
telefone (67) 3345
7187.
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Sua participacdo no estudo € vohmtaria. Vocé pode escolher ndo fazer parte do estudo,
ou pode desistir a qualquer momento. Seu filho(a) ou representado ndo perdera qualquer
beneficio ao qual
tem dmeito. Se vocé desistr do estudo, seu fiho(a) ou representado pode receber o
procedimento padido para o diagndstico de mfec¢do neonatal (hemocultura) conforme ja
mencionado. Vocé néo sera proibido de particpar de novos estudos.

Este documento foi realizado em duas vias de igual teor, sendo que uma via ficara com
vocé e
outra com o pesquisador.

Eu, .RGn°
, responsavel legal por

, Registro

n° , declaro ter sido informado e concordo com a sua participacéo,

como volmtario, no projeto de pesquisa acima descrito.

Campo Grande (MS), de de 20

Assmatura do Responsavel Legal

Assmatura do Pesquisador
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ANEXO H — Autorizacgéo do laboratorio de pediatria HUMAP/UFMS/EBSERH

Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Campo Grande, 22 de maio de 2014.

AUTORIZACAO

Autorizo a pesquisadora Kelly Lopes de Araujo Appel, que conduz a pesquisa intitulada
“Associagdo da presenca de DNA genémico de Streptococus agalactiae e Escherichia coli em
sangue de recém-nascidos com tempo de bolsa rota em diferentes idades gestacionais”, em nivel de

mestrado, a utilizagdo das amostras de sangue de recém nascidos, que foi conduzida pelo

#

pesquisador Walter Peres da Silva Junior intitulado “Perfil diagnostico dos principais agentes
bacterianos na infecgdo neonatal precoce através da técnica PCR Multiplex”, cujas amostras
encontram-se estocadas no Laboratorio de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS, para fins exclusivos
de utilizagdo na pesquisa em curso de responsabilidade da requerente, vinculada ao programa de Pos
Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro Oeste.

Serdo utilizados para o trabalho desta pesquisadora, apenas as amostras que estejam
condizentes com o critério de inclusdo contidos no Projeto de Pesquisa apresentado ao Comité de
Etica/UFMS (Recém-nascidos internados com diagnostico de ruptura prematura de membranas

(bolsa rota)), sendo mantido o sigilo requerido para trabalhos desta natureza.
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