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RESUMO 

Appel KLA. Associação da presença de DNA genômico de diferentes bactérias em 

sangue de recém-nascidos pré-termo e termo com ruptura prematura de membrana. 

Campo Grande; 2015. [Dissertação – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]. 

 

A associação de ruptura prematura de membranas (RPM) e infecção neonatal precoce tem 

sido alvo de vários estudos, pois os microrganismos responsáveis pela infecção neonatal 

relacionada com RPM são aqueles encontrados na microbiota vaginal normal e patogênica das 

gestantes. Assim, para avaliar a associação da RPM com a presença do DNA genômico de 

diferentes bactérias em recém-nascidos (RNs) pré-termo e a termo foi realizado um estudo 

observacional, transversal, com RNs provenientes de mães com diagnóstico de RPM. 

Amostras de sangue provenientes de 101 RNs foram analisadas pela técnica de reação em 

cadeia de polimerase (PCR) convencional para detecção do DNA genômico bacteriano e PCR 

em tempo real para DNA genômico das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, 

Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae. A associação e comparação do tempo de 

ruptura de membrana e presença de DNA genômico 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 clínicos característicos de infecção 

neonatal. O tempo médio de ruptura de membrana nas gestações pré-termo foi de 72,87 

±101,85 horas e nas gestações a termo foi de 48,70 ±84,14 horas. Embora não tenha sido 

detectada estatisticamente associação entre o tempo de ruptura das membranas com a idade 

gestacional (pré-termo e a termo) e com a presença do DNA genômico das bactérias, sugere 

fator importante de sepse neonatal por RPM. Independentemente da idade gestacional, o DNA 

genômico 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 são 

relevantes do ponto de vista clínico, pois fornecem informações importantes acerca dos 

microrganismos patogênicos responsáveis pela sepse neonatal. 

 

PALAVRAS-CHAVE: amniorrexe prematura, infecção neonatal, PCR, gestação pré-termo, 

gestação 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 INTRODUÇÃO 

 

As infecções no período neonatal constituem uma das grandes preocupações do setor 

de neonatologia, por serem comumente responsáveis pela elevada morbimortalidade em 

recém-nascidos (CASTELANO FILHO et al., 2008; SILVEIRA; PROCIANOY, 2012; 

MOREIRA et al., 2013). 

Dentre essas infecções, a sepse neonatal é uma das intercorrências mais frequentes 

neste período, sendo caracterizada por resposta inflamatória sistêmica decorrente da 

transmissão intraparto de microrganismos patogênicos (SILVEIRA et al., 2010; 

CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014). 

A sepse neonatal precoce geralmente ocorre por transmissão vertical, sendo que o 

neonato é contaminado por patógenos presentes no canal do parto ou ainda por 

contaminação secundária à bacteremia materna (CAMACHO-GONZALEZ et al., 2013). 

A ruptura prematura das membranas amnióticas (RPM), definida como a perda de 

líquido amniótico antes do início do trabalho de parto, independentemente da idade 

gestacional, é um importante fator de risco associado a ocorrência de sepse neonatal 

(KACEROVSKY et al., 2014) 

A associação de RPM e infecção neonatal precoce tem sido alvo de vários 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 incidência de 

sepse aumenta em função do tempo de ruptura das membranas amnióticas, de forma que o 

risco ao feto é maior, nas primeiras 36 horas após a ruptura (HERBST; KÄLLÉN, 2007). 

O risco de sepse pode ser aumentado devido a presença de microrganismos 

encontrados na microbiota vaginal normal e patogênica, sendo que os microrganismos mais 

frequentes associados à sepse neonatal são 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-amniótica e colonizar o feto podendo então 

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 Intermediárias 

Neonatais (UIN) do município de Campo Grande - MS, a infecção neonatal tem sido uma 

das maiores preocupações dos profissionais atuantes desse setor. Neste sentido, com o 

presente estudo o objetivo foi avaliar a associação entre presença 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 infecção 

neonatal. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Ruptura prematura das membranas amnióticas (RPM) 

 

 

A RPM, também denominadas como amniorrexe prematura é definida como a perda 

de líquido amniótico antes do início do trabalho de parto (TP), em qualquer idade 

gestacional (IG). Quando ocorre antes da 37
a
 semana de gestação denomina-se ruptura 

prematura das membranas pré-termo (RPMPT). O tempo transcorrido entre a ruptura e o 

início espontâneo do parto é definido como tempo de latência, neste caso adota-se a 

denominação de ruptura prolongada das membranas amnióticas (ARAÚJO et al. 1994; 

PIERRE et al., 2003; GOLINO et al., 2006). 

A incidência de RPM varia de 8 a 10% de todas as gestações, sendo que em 

gestações pré-termo a incidência de rupturas varia de 2 a 4%. De uma maneira geral, a RPM 

está relacionada a patologias tanto maternas quanto fetais contribui significativamente a 

ocorrência de partos prematuros (HACKENHAAR et al., 2014). De acordo com Patriota et 

al. (2014), no Brasil de 30 a 40% dos partos prematuros estão diretamente ligados a 

ocorrência da RPMPT, que por sua vez contribuem com 20% dos óbitos perinatais. 

A RPM tem incidência ampla, e diversas variáveis estão associadas a este evento 

(GOLINO et al., 2006). A causa mais comum de RPM é a espontânea, cuja ocorrência pode 

estar relacionada à malformação das próprias membranas, deficiência de colágeno, aumento 

na fragilidade das membranas devido à ação enzimática comum em processos inflamatórios 

e/ou infeccioso e à exposição da bolsa por incompetência do istimo cervical. A ruptura 

iatrogênica pode ser decorrente de cirurgias cervicais durante a gestação ou de 

procedimentos invasivos intrauterinos como amiocentese, biópsia de vilosidades coriônicas 

e laser terapia. O adelgaçamento da membrana amniótica é o evento que mais 

frequentemente está envolvido na gênese da amniorrexe prematura, sendo que tabagismo, 

deficiência de alfa-1-antitripsina, Ehlers-Danlos podem ser fatores responsáveis pela 

alteração da espessura e a resistência da membrana amniótica (CAUGHEY et al., 2008; 

ZUGAIB, 2008). 

O risco da ocorrência da RPM é aumentado caso a gestante já tenha tido este 

quadro em gestação anterior e baixo índice de massa corporal (IMC). Fatores mecânicos 
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como gestação gemelar também podem aumentar a possibilidade de ocorrer a RPM devido a 

maior distensão do útero (HACKENHAAR et al., 2014). 

A RPM é considerada uma das três maiores causas de morbidade e mortalidade 

perinatal, já que está associada a patologias maternas e fetais, que aumentam a incidência de 

partos prematuros (PATRIOTA et al., 2014). Em algumas situações é sabido que a infecção 

precede a RPM. Cerca de 32% a 35% dos casos de RPM têm cultura de líquido amniótico 

positiva. As bactérias infectantes produzem enzimas (proteases, colagenases e elastases) que 

atuam sobre as membranas, levando ao enfraquecimento e à 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 

responsável pelo aumento dos riscos maternos e fetais. Visto que entre as complicações da 

RPM principalmente aquelas cujo período de latência é prolongado, estão as infecções 

maternas (endometrite e corioamnionite) e perinatais (pneumonia e sepse), pois a ruptura 

prolongada das membranas proporciona a migração de microrganismos presentes no canal 

vaginal para a cavidade intra-amniótica (PIERRE et al., 2003; KRUPA et al., 2005). 

Os microrganismos responsáveis pela infecção neonatal relacionada com RPM são 

aqueles encontrados na microbiota vaginal normal e patogênica, sendo os microrganismos 

mais frequentes os Streptococcus do grupo A e B, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, 

Listeria monocytogenes, citomegalovírus, vírus Herpes simplex,vírus da Hepatite B, 

Candida albicans e Chlamydia trachomatis. A Escherichia coli também está associada à 

ocorrência da infecção neonatal precoce (ARAÚJO et al., 1994; ROCHA et al., 1999; 

PEREIRA et al., 2011). No Brasil, a infecção neonatal está associada principalmente a 

presença de Streptococcus agalactiae no canal do parto (BRASIL, 2011a). 

 

 

2.2 Infecção neonatal precoce 

 

 

A mortalidade neonatal é um importante problema de saúde pública, sendo que as 

infecções que ocorrem no período neonatal estão associadas à alta morbimortalidade neste 

período (CASTELANO FILHO et al., 2008; SILVEIRA; PROCIANOY, 2012; MOREIRA 

et al., 2013). Dentre as infecções neonatais, destaca-se a sepse neonatal, definida como uma 

síndrome clínica caracterizada por múltiplas manifestações sistêmicas decorrentes da 

invasão e multiplicação bacteriana na corrente sanguínea (VIEIRA, 2004).  
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A incidência 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 incidência de sepse varia 

entre 11% e 25%. Mesmo com avanços na terapia antimicrobiana, das medidas de suporte e 

dos meios para o diagnóstico de fatores de risco perinatal, a taxa de mortalidade é em média 

25% (BRASIL, 2011a).  

Consideram-se fatores de risco para infecção neonatal precoce a ruptura prolongada 

de membranas amnióticas, febre materna, trabalho de parto prolongado ou traumático, 

prematuridade, condição socioeconômica e geográfica desfavorável, anóxia 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 invasão de 

microrganismos da vagina para a cavidade intra-amniótica, principalmente nos casos em que 

o período de latência é 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 à infecção neonatal 

 

 

2.3.1 Streptococcus agalactiae 

 

 

O Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (EGB) de Lancefield são 

cocos gram positivos, catalase negativos, aérobios ou anaérobios facultativos e 99% são β-

hemolíticas. Existem cepas não hemolíticas de Streptococcos (SCHUCHAT et al., 2001). 

Estas bactérias crescem facilmente em meio de cultura enriquecido e a detecção do estado de 

portadora em mulheres grávidas requer o uso de meio de cultura seletivo. Até o momento, 

foram identificados dez sorotipos subdivididos com base em polissacarídeos capsulares 

específicos (Ia, Ib, II a IX) (FIOLO et al., 2012; MOREIRA et al. 2013). Os sorotipos Ia, Ib, 

II, III, V são os que estão relacionados aos casos de infecção neonatal (GLASER et al., 

2002; FIOLO et al., 2012). 

Estas bactérias estão associadas às infecções no período perinatal, envolvendo 

recém-nascidos, mulheres grávidas ou no pós-parto (FIOLO et al., 2012). Em mulheres 

assintomáticas, o reservatório primário do Streptococcus agalactiae é o trato 

gastrointestinal, sendo o trato urogenital o segundo local mais comum de sua detecção. No 

entanto, este microrganismo pode ser isolado em recém-nascidos, jovens, adultos e idosos de 

ambos os sexos podendo ser responsável pela ocorrência de doença invasiva, que ocorre 

com maior frequência em crianças com até 90 dias de vida e também em idosos 

(ZANGWILL et al.,1992; MANNING et al., 2004). 

A colonização por este microrganismo está associada a um risco aumentado de 

infecção no trato urinário e complicações 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 transmissão vertical 

de Streptococcus agalactiae se dá no rompimento das membranas aminióticas 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 clínicos principais em recém-

nascidos: a doença neonatal precoce e a doença 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 mães são portadoras da bactéria desenvolvem 

infecção neonatal precoce, sendo que prematuros apresentam maior risco de 

desenvolvimento de sepse (KISS et al., 2013). 

Segundo Moreira et al. (2013), a prevalência de colonização vaginal por 

Streptococcus agalactiae em gestantes varia de 10% a 30%. Estudos nacionais têm 

evidenciado alta prevalência de Streptococcus agalactiae em amostras provenientes da 

vagina e região anorretal de gestantes. 

Beraldo et al. (2005), evidenciaram que a prevalência de colonização por 

Streptococcus agalactiae em gestantes com mais de 36 semanas de gestação foi de 26,5%. 

Em mulheres a partir do terceiro trimestre de gestação, Pogere et al. (2005) observaram 

prevalência de colonização de 21,6%. Costa et al. (2008), Bastos et al. (2012) e Função e 

Narchi (2013) observaram prevalência de colonização por Streptococcus agalactiae em 

20,4%, 16,6% e 17,4 %, respectivamente, em gestantes com mais de 36 semanas de 

gestação. Marconi et al. (2010) observaram prevalência de colonização por Streptococcus 

agalactiae de 47,5% na região perianal, retal, introito vaginal e terço distal da parede 

vaginal em mulheres com idade gestacional entre 35 e 37 semanas. 

Embora não seja relacionado diretamente à gênese da RPM, pode-se inferir que 

Streptococcus agalactiae seja também altamente prevalente nessas gestantes, nas quais a 

suscetibilidade para a ascensão do microrganismo até a cavidade amniótica e por sua vez a 

colonização do feto no momento da passagem no canal de parto são maiores. Assim, nesta 

situação 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, não esporulada, anaeróbia 

facultativa da família Enterobacteriaceae que é encontrada no intestino e fezes de animais 

de sangue quente e répteis. A Escherichia coli é o organismo predominante aeróbio da 

microbiota intestinal, sendo sua presença um indicativo de contaminação fecal 

(TENAILLON et al., 2010; PEREIRA et al., 2011). 
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A Escherichia coli pode estar associada à ocorrência de infecções do trato urinário, 

infecções entéricas, sepse, bacteremia e meningite em recém-nascidos e crianças com 

sistema imunológico deficiente (FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2009; PEREIRA et al., 2011). 

Juntamente com o Streptococcus agalactiae, a Escherichia coli tem sido associada à 

ocorrência de infecção 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 responsável pela ocorrência de sepse neonatal precoce. No entanto, com o 

desenvolvimento de diretrizes preconizando a profilaxia intraparto contra a infecção causada 

por este patógeno houve uma redução na incidência de infecção neonatal precoce. Por outro 

lado, ocorreu aumento na incidência de sepse neontal precoce em prematuros, com baixo 

peso ao nascer por microrganismos resistentes a antibióticos, neste contexto, destaca-se a 

Escherichia coli. 

A Escherichia coli dispõe de vários fatores de virulência que lhes permite a 

colonização do canal vaginal e/ou endocervical em gestantes. Tal fato tem ocasionado 

infecções nas gestantes e também nos recém-nascidos, como por exemplo, a sepse neonatal 

precoce. 

A contaminação do recém-nascido por Escherichia coli ocorre de maneira 

semelhante à contaminação por Streptococcus agalactiae. Os microrganismos presentes no 

canal vaginal e/ou endocervical são transmitidos ao recém-nascido no momento do parto 

pelo líquido amniótico, após a ruptura da membrana ou com a passagem do recém-nascido 

pelo canal vaginal (GUIRAL et al., 2011), sendo os sitíos de colonização o trato 

gastrointestinal ou trato respiratório inferior (TEJADA et al., 2011). 

A prevalência de colonização do canal vaginal por Escherichia coli foi de 19,9% em 

estudo desenvolvido por Bercaite et al. (2012) na Lituânia e de 15% em estudo desenvolvido 

por Guiral et al. (2011) na Espanha. No Brasil, Nazarko e Miglioli (2011), observaram que a 

incidência de Escherichia coli em sangue proveniente do cordão umbilical de recém-

nascidos foi de 12,5%.  

Fatores como, infecção urinária, febre intraparto, ruptura prematura de membranas, 

ruptura prolongada das membranas podem predispor a ocorrência de sepse neonatal por 

Escherichia coli (ROCHA et al., 1999; FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2009; BERCAITE et al., 

2012). Outro ponto que favorece a infecção neonatal por Escherichia coli é o fato de que a 

virulência de cepas isoladas de gestantes é maior em relação aquelas provenientes de 

mulheres não gestantes (GUIRAL et al., 2011). 
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A infecção do trato urinário (ITU) caracteriza-se pela invasão e multiplicação de 

microrganismos nos rins e nas vias urinárias. Na maioria das vezes, é resultado da 

colonização da urina por bactérias fecais, que cresceram em meio anaeróbio, sendo a 

Escherichia coli o patógeno mais comumente envolvido nestas infecções. A gravidez é 

situação que predispõe ao aparecimento de ITU, devido às mudanças fisiológicas (mecânicas 

e hormonais) que ocorrem neste período da vida da mulher. A ITU durante a gravidez pode 

causar sérias complicações, como o trabalho de parto prematuro, recém-nascidos de baixo 

peso, ruptura prematura de membranas, restrição de crescimento intraútero, paralisia 

cerebral, entre outras (FIGUEIRÓ-FILHO et al., 2009). 

Existem poucos trabalhos publicados quanto à ocorrência de infecção neonatal de 

origem materna associada a Escherichia coli. No entanto, deve ser dada a devida atenção a 

este patógeno, pois em países em desenvolvimento a Escherichia coli é o microrganismo 

emergente comumente associado à ocorrência de infecção neonatal (ZAIDI et al., 2009). 

 

 

2.3.3 Listeria monocytogenes 

 

 

O gênero Listeria é constituído por seis espécies: Listeria monocytogenes, L. 

ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi seeligeri e L. grayi. No entanto, recentemente, 

duas outras espécies têm sido relatadas: L. marthii e L. rocourtiae. Entre todas as espécies 

do gênero, um número limitado de espécies tem importância médica e veterinária, sendo que 

a Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii são patogênicas (ABAY et al., 2012). A 

Listeria monocytogenes é um patógeno gram-positivo, intracelular facultativo, não formador 

de esporos, e é de origem alimentar e conhecida por causar listeriose em humanos, 

principalmente naqueles com baixa imunocompetência (MOROBE et al., 2012). 

Os indivíduos com listeriose podem apresentar sintomas característicos de infecção 

gastrointestinal, bem como sintomas semelhantes aos da gripe. De uma maneira geral, a 

incidência de listeriose é baixa na população, porém a letalidade é alta, variando de 20% a 

30% em pessoas com o sistema imunológico deficiente (MOROBE et al., 2012; LAZARUS 

et al., 2013; PÉREZ-TRALLERO et al., 2014). 

A Listeria monocytogenes parece normalmente pertencer à microbiota intestinal em 

seres humanos, sendo que de 5% a 10% da população geral são portadores de Listeria 

monocytogenes. No entanto, a presença de Listeria monocytogenes em fezes não é 
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necessariamente uma indicação de uma infecção. A listeriose é definida clinicamente 

quando o microrganismo é isolado do sangue, líquor, placenta e do feto em casos de aborto 

(MOROBE et al., 2012).  

Tanto mulheres gestantes quanto os recém-nascidos podem desenvolver a listeriose 

sintomática. A listeriose neonatal ocorre em uma forma precoce com manifestações de sepse 

e uma forma tardia com sinais de meningite. A forma precoce é evidente nos dois primeiros 

dias de vida, é provável que as mães que estejam infectadas pelo patógeno indicando 

transmissão via uterina. Na forma tardia, as mães são saudáveis e o patógeno é transmitido a 

partir do ambiente (LARSSON et al. 1978). Embora a incidência de listeriose em recém-

nascidos seja rara, quando ocorre a doença 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 indivíduos saudáveis e também restrita ao ambiente hospitalar. Esta 

bactéria é produtora de carbapenemase, que tem a propriedade de inibir a ação dos 

antibióticos carbapenêmicos (imipenem, meropenem e ertapenem), dificultando ou 

reduzindo as opções terapêuticas disponíveis (CASSETTARI et al., 2006). 

É um importante patógeno de infecções hospitalares, causando surtos em unidades de 

internação de pacientes críticos, e são descritas situações em que sua presença se tornou 

endêmica. Esta bactéria é responsável pela ocorrência de pneumonia e infecção do trato 

urinário, sendo que a sua importância patogênica está relacionada às infecções hospitalares 

(PODSCHUN; ULLMANN, 1998; CASSETTARI et al., 2006). 

Em enfermarias pediátricas e unidades de terapia intensiva, infecções nosocomiais 

por Klebsiella são importantes, principalmente quando acometem prematuros. A 

importância desta bactéria está também relacionada ao seu envolvimento na ocorrência de 

sepse neonatal, seja tanto em sua forma precoce quanto em sua forma tardia (PODSCHUN; 

ULLMANN, 1998). 

Epidemias por Klebsiella pneumoniae ocorridas em berçários foram 

comprovadamente associadas à transmissão pelas mãos da equipe. Conforme já 

mencionado, a Klebsiella pneumoniae é de origem hospitalar, assim pode ocorrer 

transmissão de recém-nascido a recém-nascido, via mão contaminada, permanecendo na 
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pele, sendo o trato gastrintestinal o maior reservatório no recém-nascido (MENEZES et al., 

2008). 

 

 

2.4 Condição imunológica do neonato 

 

 

As membranas e o líquido amniótico funcionam como uma barreira que gera um 

ambiente estéril, principalmente em relação à microbiota vaginal e exerce funções essenciais 

para a proteção, crescimento e desenvolvimento do feto (ZUGAIB, 2008). Assim, a proteção 

do recém-nascido contra as infecções é iniciada no interior do útero, sendo o líquido 

amniótico uma barreira muito eficiente devido à presença de vários fatores de defesa 

(CECCON et al., 1997). 

A atividade antibacteriana do líquido amniótico 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 caráter protetor do liquido amniótico é comprometido, 

pois este evento proporciona a migração de microrganismos presentes no canal vaginal para 

a cavidade intra-amniótica. A colonização inicial do recém-nascido e da placenta ocorre 

habitualmente após a RPM. Se a ruptura for precoce, mas o parto propriamente dito não for 

imediato, a microbiota vaginal pode ascender pelo trato genital. Se o parto ocorrer logo após 

a ruptura da membrana, o recém-nascido poderá ser colonizado durante a passagem pelo 

canal de parto (PIERRE et al., 2003; KRUPA et al., 2005). 

Neste contexto, a problemática levantada é a limitada resposta imunológica do 

recém-nascido. O neonato possui a capacidade de defesa reduzida devido às características 

de seu sistema imunológico. Uma vez que este não é capaz de montar uma eficiente resposta 

em termos quantitativo e qualitativo frente a patógenos invasivos, acarretando em maior 

suscetibilidade a infecções (DINIZ; FIGUEIREDO, 2014).  

Em recém-nascidos pré-termo a situação ainda é mais delicada. A imunidade de 

prematuros extremos pode ser mais limitada devido à fragilidade da pele, à deficiência dos 

produtos de ativação do sistema complemento, ao menor pool de reserva de precursores de 

neutrófilos na medula óssea, quimiotaxia, aderência, atividade enzimática neutrofílicas 

reduzidas. Além disso, outras limitações como reduzida citotoxicidade de células Natural 
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Killer (NK), menor capacidade de proliferação e produção de citocinas dos linfócitos T, 

cooperação entre células T e B e na síntese de anticorpos pelos linfócitos (MUSSI-

PINHATA; REGO, 2005). 

Outros estudos demonstram que a deficiência de fibronectina, deficiência no 

processamento de antígenos pelos macrófagos, aumento de linfócitos T supressores (CDB) e 

diminuição na concentração sérica de IgA, IgM, IgE, e IgG também são 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 predisposição à infecção neonatal e consequentemente a altos índices de 

mortalidade (GUERINA, 1991; GEME et. al., 1984). 

Como já mencionado nesta pesquisa, o Estreptococos do grupo B é um importante 

causador de infecção no período neonatal. Isto ocorre, principalmente devido à facilidade de 

aderência que estes microrganismos possuem junto às células epiteliais de mucosas e 

também devido à ausência de IgA secretora nos primeiros sete dias de vida. A ausência de 

anticorpos maternos e do recém-nascido específicos para este agente contribui para a 

infecção. Além disso, a limitação na síntese de fatores quimiotáticos pode retardar o 

recrutamento de neutrófilos, cuja capacidade de adesão é deficitária (DINIZ; FIGUEIREDO, 

2014). 

 

 

2.5 Identificação de microrganismos associados à sepse neonatal 

 

 

Os exames laboratoriais são importantes ferramentas para o diagnóstico de sepse 

neonatal precoce. O isolamento do microrganismo patogênico em qualquer líquido ou 

secreção do organismo é considerado como padrão ouro e o método mais específico para o 

diagnóstico de sepse neonatal. Porém, todos os testes microbiológicos, na prática, 

apresentam sensibilidade muito baixa quando se considera a gravidade da doença (VIEIRA, 

2004; BRASIL, 2011b). Exames bacteriológicos podem confirmar a presença de bactérias. 

No entanto, deve ser levada em conta a possibilidade de colonização onde a positividade não 

representa infecção, e a de contaminação do material (GEME et al., 1990). 

A hemocultura é o exame bacteriológico de maior interesse na prática clínica e tem 

sido aceita por vários pesquisadores no auxílio ao diagnóstico de infecção adquirida 

intraútero ou intraparto. Sabe-se que a partir do sangue, as bactérias podem atingir qualquer 
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sítio do organismo, produzindo o que se chama de focos infecciosos, podendo agravar o 

quadro clínico e até mesmo levar a óbito. As bactérias responsáveis pela infecção podem ser 

identificadas pela realização da hemocultura e são úteis no diagnóstico etiológico e na 

escolha da terapia (VIEIRA, 2004; BRASIL, 2011b). 

Além disso, os recém-nascidos que apresentam sinais clínicos de sepse ou suspeita 

de infecção não se deve iniciar a administração de antibióticos antes da obtenção da 

hemocultura. Em caso de forte suspeita, não é necessário aguardar o resultado para iniciar o 

tratamento com antibiótico, devido à gravidade e rápida evolução do quadro clínico no 

período neonatal (VIEIRA, 2004; BRASIL, 2011b). Logo, a praticidade da hemocultura é 

discutível, visto que para a obtenção de resultados são necessários dias de espera, 88% das 

hemoculturas positivam em até 48 horas da incubação e 98%, em até 72 horas (VIEIRA, 

2004). 

Determinados fatores são significativos para a obtenção de resultados fidedignos, 

como o volume de sangue colhido e a técnica correta de antissepsia no local da punção 

(VIEIRA, 2004). Recomenda-se a obtenção de 0,5mL a 1mL de sangue, única amostra de 

hemocultura. Resultados falso-positivos podem ocorrer por contaminação do local de 

punção. Portanto, a forma de evitá-los é uma coleta adequada e asséptica. Para a higiene 

adequada da pele deve-se empregar algodão embebido em álcool a 70%, e logo após, 

clorexidina alcoólica a 0,5%. É necessário esperar a pele secar após a desinfecção para a 

realização da punção. A punção venosa periférica é o sítio mais adequado (BRASIL, 2011b; 

SILVEIRA;PROCIANO, 2012). A veia umbilical, embora mais prática, apresenta elevado 

índice de contaminação por bactérias presentes no líquido amniótico, principalmente na 

presença de RPM (SILVEIRA;PROCIANOY, 2012). 

A capacidade de diagnóstico por hemocultura tem melhorado ao longo da última 

década, com o advento de sistemas automatizados para a monitorização contínua de 

hemocultura. Embora os sistemas automatizados possam economizar tempo, subculturas 

para ensaios específicos como testes bioquímicos ainda são necessários para a identificação 

de bactérias patogênicas. Neste sentido, os avanços na biologia molecular forneceram novas 

ferramentas para o diagnóstico da sepse de maneira mais rápida em relação à hemocultura. 

Com ensaios moleculares os resultados podem ser obtidos em até 12 horas (PAMMI et al., 

2014). 

Ensaios moleculares com o uso da reação em cadeia da polimerase (PCR) são 

importantes ferramentas para a detecção de microrganismos e podem contribuir para o 

diagnóstico precoce com alta sensibilidade, mesmo quando os alvos estão presentes em 
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quantidades extremamente baixas (10 a 100 cópias de DNA). Neste método é feita a 

amplificação (de criação de múltiplas cópias) de DNA (ácido desoxirribonucleico) sem o 

uso de um organismo (CUCHACOVICH, 2006). 

A metodologia da PCR foi desenvolvida em 1983 por Kary Mullis, e hoje é uma das 

técnicas mais comuns utilizadas em laboratórios de pesquisas médicas e biológicas para 

diversas tarefas, como o sequenciamento de genes diagnóstico de doenças hereditárias, 

identificação de fingerprint genético (usado em teste de paternidade e na medicina forense), 

detecção de diagnóstico de doenças infecciosas e criação de organismos transgênicos. 

A PCR é uma ferramenta da biologia molecular que permite a produção de grande 

quantidade de fragmentos específicos de DNA, a partir de substratos complexos e em 

concentrações diminutas (SAIKI et al., 1985). A elevada sensibilidade da PCR permite a 

detecção de quantidades reduzidas de partículas virais (DNA ou RNA), facilitando assim o 

diagnóstico de indivíduos doentes com pequeno número de células infectadas que, com 

métodos sorológicos disponíveis, seria de difícil realização (WRIGHT; WYNFORD, 1990; 

GERNA et al. 1995). 

A PCR pode ser uma importante ferramenta de diagnóstico devido sua maior 

sensibilidade e especificidade para detectar qualquer faixa de agentes bacterianos amplos 

associados à sepse neonatal (CEZARINO et al., 2008). 

Neste contexto, Miglioli (2009) concluiu que a PCR é uma ferramenta útil na 

identificação de material genético de agentes patogênicos comumente associados à sepse 

neonatal. Por este método, a autora identificou a presença de DNA gênomico de 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli em aspirado 

traqueal, gástrico e sangue de recém-nascidos. 

Fiolo et al. (2012) concluiram que a técnica de PCR é útil na caracterização dos 

sorotipos de Streptococcus agalactiae dada a sua especificidade e relativa facilidade de 

execução em relação à técnica sorológica. 

Em estudo de Warren et al. (1992), a sensibilidade do teste PCR foi de 89,2% e a 

especificidade de 95,8% e havendo seleção de primers (sequência de nucleotídeos) e 

condições adequadas a PCR pode ter resultados comparáveis aos da cultura de tecidos que é 

considerado o padrão ouro para o diagnóstico de infecção. 

Uma meta-análise 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 diagnóstico dos microrganismos responsáveis pela sepse 

neonatal. 

Embora os avanços nas ferramentas de diagnóstico molecular e estudos de PCR 

tenham melhorado a sensibilidade e a especificidade na confirmação dos casos de suspeita 

de sepse, este ainda não pode substituir por completo a hemocultura na detecção desta 

patologia. Sendo, portanto, considerados como métodos complementares de diagnóstico 

(PAMMI et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

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

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

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Identificar a presença do DNA genômico bacteriano em amostras de sangue de recém-

nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infecção neonatal com o tempo de ruptura 

prematura de membranas amnióticas utilizando a técnica de Reação em cadeia da polimerase 

(PCR) convencional com primer universal; 

 

- Determinar a presença do DNA genômico das bactérias Streptococcus agalactiae, 

Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae em amostras de sangue 

recém-nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infecção neonatal com diferentes 

tempos de ruptura prematura de membranas amnióticas utilizando a técnica de PCR em 

tempo real (PCRtr). 

 

- Comparar a presença das Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Klebsiella pneumoniae com os resultados de hemocultura obtidos dos 

prontuários de recém-nascidos pré-termo e a termo com suspeita de infecção neonatal com 

diferentes tempos de ruptura prematura de membranas amnióticas. 

 

- Associar o tempo de ruptura prematura de membrana com a presença de DNA genômico 

das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e 

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

 

- Identificar os critérios clínicos maternos e dos recém-nascidos do estudo com a presença 

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 diagnóstico de RPM, independentemente da idade 

gestacional, com exceção das gestantes em franco trabalho de parto e idade gestacional a 

termo internados nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTI) ou Unidade 

Intermediária Neonatal (UIN), da Maternidade do Núcleo do Hospital Universitário da 

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul – Empresa Brasileira de Serviços Hospitalares 

(HUMAP/EBSERH), Maternidade Cândido Mariano e Hospital Regional de Mato Grosso 

do Sul (HRMS) no período de março a agosto de 2014.  

 

4.2 Aspectos éticos 

 

O estudo foi iniciado após autorizações concedidas pelos hospitais para a condução 

da coleta de dados utilizados nesta pesquisa e subsequente aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS 

(parecer n° 404.583) – (Anexo D). As mães ou responsáveis pelos recém-nascidos 

consentiram em participar voluntariamente do estudo assinando o termo de consentimento 

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

 

4.3 Casuística 

 

A população consistiu de 101 parturientes e seus respectivos recém-nascidos pré-

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 aplicação do instrumento de coleta 

(Anexo E) (MIGLIOLI, 2003), sendo que, para cada caso foi avaliada a história clínica da 

gestante considerando a idade gestacional, patologia de base, número de gestações, paridade, 

quadro clínico de infecção urinária, febre e alterações laboratoriais. 

Os critérios de inclusão adotados foram: situações de RPM ≥ 12 horas desde que não 

fosse gestação a termo e em franco trabalho de parto e sem distócia. 
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Os critérios de exclusão foram: recém-nascidos com diagnóstico de malformação 

congênita, recém-nascidos cujas mães ou responsáveis legais não concordaram com sua 

participação no estudo, recém-nascidos filhos de indígenas e quilombolas. 

 

4.4 Grupos experimentais 

 

Para análise dos recém-nascidos inclusos no estudo, os mesmos foram divididos em 

dois grupos de acordo com a idade gestacional (IG): 

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

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

Após o nascimento, as avaliações das idades gestacionais dos recém-nascidos foram 

realizadas pelo método New Ballard Score (NBS) conforme Ballard et al. (1991) descrito no 

prontuário 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 Avaliação das variáveis clínicas e laboratoriais 

 

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

respectivas mães:  

Critérios dos recém-nascidos: hemocultura, alterações do hemograma completo 

(plaquetas; relação I/T - neutrófilos imaturos /totais), tempo de RPM, sofrimento fetal, peso 

de nascimento, sexo, estado nutritivo, dados antropométricos, escore de Apgar < 7 no quinto 

minuto e alterações de exames complementares compatíveis com infecção neonatal. 

Critérios maternos: febre materna, infecção do trato urinário, número de gestações, 

tipo de parto. 

Os dados de hemocultura foram coletados a partir dos prontuários dos recém-

nascidos participantes do estudo. A hemocultura foi realizada seguindo a metodologia do 

sistema automatizado BACTTEC TM FX (BD, New Jersey, USA), utilizado nos laboratórios 

conveniados pelos hospitais citados na pesquisa. 

Para a análise do DNA genômico das bactérias de interesse utilizou-se o método de 

reação em cadeia da polimerase. Para tanto, foi colhido 0,5 mL de sangue dos recém-

nascidos por punção do cordão umbilical ou sangue periférico aproveitando a oportunidade 
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da coleta de rotina dos serviços do setor neonatal. Para evitar a contaminação previamente a 

colheita de sangue procedeu-se a antissepsia do local a ser puncionado com clorexidine 

0,5% e álcool 70 °GL, após a secagem foi realizada a colheita da alíquota de sangue. As 

amostras de sangue foram armazenadas em congelador a -86° C, até a extração do DNA. 

Para a extração do DNA genômico utilizou-se o kit illustra blood genomicPrep mini 

yspin (GE Healthcare, Uk) e posteriormente quantificado em espectrofotômetro 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 Júnior do curso de Mestrado 

do Programa de Pós-Graduação em Doenças Infecciosas e Parasitárias – UFMS, intitulado 

“Perfil diagnóstico dos principais agentes bacterianos na infecção neonatal precoce através 

da técnica PCR Multiplex”, estocadas no Laboratório de Pesquisas pediátricas da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul  com reconhecimento das idades gestacionais e 

tempo da ruptura prematura de membranas. A autorização da utilização das amostras de 

sangue concedidas por este pesquisador, o TCLE e a autorização concedida pelo laboratório 

estão dispostas nos Anexos F, G e H, respectivamente. 

Para a detecção de DNA genômico bacteriano, as amostras foram submetidas ao 

protocolo de PCR convencional seguindo as normas de Jordan e Durso, (2000) com 

modificações. O par de primer universal RW01, cuja sequência é 5'-

AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3' e DG74 (5'-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3') 

(MWG BIOTECH AG, EBERSBERG, Alemanha) utilizado na detecção de qualquer DNA 

genômico de origem bacteriana (Tabela 1) foram utilizados para amplificação um mix 

contendo (10 mM Tris hidrocloridrato, 50 mM de cloreto de potássio, 1,5mM de cloreto de 

magnésio, 200 μM de mix desoxirribonucleotídeo trifosfato, 25 μM primers e 0,5 U de Taq 

DNA polimerase), água ultrapura foi utilizada para completar o volume final de 50 μL. Um 

mL de DNA extraído foi adicionado a 50μL da mistura filtrada. 

A amplificação foi realizada utilizando os seguintes procedimentos: aquecimento 

inicial de 95 ºC/4 min. seguido de 45 ciclos de 95°C/1 min., 55 ºC/2 min., 72 ºC/1 min., 

seguido de uma extensão de 72 °C/3 min., permanecendo refrigerada a 4ºC até o uso. 

Para a visualização, 3 μL 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 padrão de localização das bandas de DNA, foi utilizado um marcador de peso 

molecular de 50 pb (Ludwig Biotec, BRA). A caracterização dos fragmentos da PCR dos 

microrganismos estudados e a sequência de nucleotídeos da região alvo foram elaboradas 

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

 

 

Tabela 1− Caracterização dos fragmentos da PCR dos microrganismos estudados 

Iniciadores 
Agente 

etiológico 

Produto de PCR 

(pb) 

SAGAF1 = 5’-TTG CAG CCA GTT GAA GAT CGT-3’ 

SAGAR2 = 5’-ATT CGT GGT GCT GCT GGT GG-3’ 

Streptococcus 

agalactiae 
350 

ECOF1 =5’-CTG GTC GAC GAC AAG ATG CA-3’  

ECOR2 = 5’-CTG GAA GAC GAG TAA TTC TC-3’ 

Escherichia 

coli 
323 

RW01 = 5’-AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3’ 

DG74 = 5’-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3’ 
Universal 380 

KLEBFOR = 5’- GCA CTG CGT GGT GAT GTC GC-3’ 

KLEBREV = 5’- TGT ACC GAC GGG CAA TCT TCA-3’ 

Klebsiella 

pneumoniae 

82 

LISTFOR = 5’- GCC AGG TAA CGC AAG AAA TAT-3’ 

LISTREV = 5’- GTT CTC CAC CAT TCC CAA GCT-3’ 

Listeria 

monocytogenes 

72 

 

 

Para a detecção dos amplicons das regiões escolhidas da Streptococcus agalactiae e 

Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae foi utilizada a técnica da 

PCRtr realizada no laboratório de Fisiologia Molecular e Genômica funcional (NUFIGEN-

ICB-UFMG) da Universidade Federal de Minas Gerais. 

Para a reação 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 realização das reações. Os primers (3 pmol 

cada), 100 ng de DNA genômico extraído das amostras e 12,5 µL de SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems) foram combinados e executados sob condições padrão no 

Sequence Detection ABI Prism 7000 e no AB Vii A7, como determinado pelo kit. Em todos 

os ensaios foram incluídos controles positivo e negativo (no-template-PCR). O valor de CT 

(treshold cycle) foi determinado para cada amostra positiva. 

Como controle negativo foi utilizada água ultrapura autoclavada e como controle 

positivo o ácido nucleico total purificado dos microrganismos pesquisados por meio do 

acondicionamento de colônias de cada espécie bacteriana em frasco com 1 mL de solução de 

lise e posterior extração de DNA seguindo o método descrito por Grimberg et al. (1989). 



35 

 

 

 

 

4.6 Análise estatística dos resultados 

 

Para avaliar as possíveis associações entre as variáveis tempo de RPM, presença de 

DNA genômico das bactérias, idade gestacional, infecção, escore de Apgar, tipo de parto, 

dados de hemocultura dos recém-nascidos e aspectos clínicos maternos foi utilizado o teste 

do Qui-quadrado. 

A comparação entre o tempo de RPM dos recém-nascidos pré-termo e a termo 

foi realizada pelo teste Mann-Whithney. Para a associação entre o DNA genômico das 

bactérias e o dados maternos foi utilizado o teste exato de Fisher. Os demais resultados das 

variáveis deste estudo foram avaliados por meio de estatística descritiva, apresentados em 

média ±desvio padrão, sob a forma de tabelas e gráficos. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no Software SPSS, versão 20.0, 

adotando-se nível de significância de 5%. 
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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 ±desvio padrão). A idade gestacional (IG) variou de 25 a 42 

semanas sendo que nas gestações pré-termo a IG média foi de 32,71 ±3,53 semanas e nas 

gestações a termo foi de 39,34 ±1,15 semanas. 

Em 37,3% (n=38) das gestantes participantes foi diagnosticado infecção do trato 

urinário. 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), não havendo associação 

(p>0,05) entre a idade gestacional e a presença de infecção. 

De modo geral, o tempo médio de ruptura de membrana nas gestações pré-termo foi 

de 72,87 ±101,85 horas, enquanto nas gestações a termo foi de 48,70 ±84,14 horas, não 

sendo significativa (p>0,05) a diferença do tempo de RPM entre os recém-nascidos pré-

termo ou a termo.  

Em relação ao tipo de parto, 65,5% (n=55) dos recém-nascidos pré-termo nasceram 

de parto cesárea e 34,5% (n=29) nasceram de parto vaginal, enquanto que 52,9% (n=9) dos 

recém-nascidos a termo nasceram de parto cesárea 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 clínicos característicos de infecção 

neonatal, principalmente cianose e taquipneia independentemente da idade gestacional e 

tempo de ruptura das membranas amnióticas. Não foram observados recém-nascidos a termo 

com tempo de RPM de 48 a 71 horas (Figura 1). 
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Figura 1 – Sinais clínicos apresentados pelos recém-nascidos pré-termo e a termo com 

suspeita de infecção neonatal em função dos tempos de ruptura das membranas 

amnióticas. 

 

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 à termo, 

41,2% (n=7) era sexo feminino, enquanto que 58,8% (n=10) eram do sexo masculino. 

Um recém-nascido não apresentou nota de escore de Apgar no prontuário, sendo 

excluído da análise. Não houve associação estatística (p>0,05) entre a idade gestacional e o 

escore de Apgar, sexo e tipo de parto. Considerando o tempo de ruptura houve associação 

(p<0,05) entre o tempo de RPM e o tipo de parto. O mesmo não foi observado para escore 

de Apgar e sexo (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2− Características referentes ao escore de Apgar, sexo e tipo de parto dos recém-

nascidos em função do tempo de ruptura prematura das membranas 

Características 

dos Recém-

nascidos  

Tempo de ruptura das membranas  

(em horas) 
TOTAL Valor 

de p
(1)

 
0 a 23 

(T1) 

24 a 47 

(T2) 

48 a 71 

(T3) 

≥ 72 

(T4) 

% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) 

Apgar       

   0 a 7 62,5   (5) 00,0   (0) 25,0 (2) 12,5 (1) 8,0 (8) 
0,06 

   8 a 10 35,9 (33) 21,7 (20) 6,5 (6) 35,9 (33) 92,0 (92) 

Sexo       

  Feminino 41,3 (19) 21,7 (10) 13,0 (6) 24,0 (11) 45,5 (46) 
0,11 

  Masculino 34,5 (19) 18,2 (10) 3,6 (2) 43,6 (24) 54,5 (55) 

Tipo de parto  
 

  Cesárea 28,1 (18)
b
 20,3 (13) 7,8 (5)  43,8 (28) 62,4 (64) 

0,04 
  Vaginal 54,1 (20)

a
 18,9   (7) 8,1 (3) 18,9  (7) 37,6 (37) 

T1: Tempo de ruptura de membranas amniótica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniótica 2; T3: Tempo de ruptura 

de membranas amniótica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniótica 4. (1) Um recém-nascido não apresentou nota do 

Escore de Apgar no prontuário, sendo excluído do cálculo. (2) Teste Qui-quadrado. Letras diferentes na coluna apontam a 

associação entre o tipo de parto vaginal e a ruptura de membranas aminióticas no período entre 0 e 23 horas. 

 

 

Não foi observada a presença 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 única 

amostra foi detectado o crescimento bacteriano e também de fungos, os quais não foram 

identificados. 

Pela técnica da PCR convencional em gel de poliacrilamida com primer universal foi 

detectado o DNA genômico bacteriano em 93,1% das amostras. A figura 2 representa o gel 

de poliacrilamida utilizado para demonstrar as bandas específicas do primer universal RW01 

para a detecção 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 

detecção do DNA genômico bacteriano por PCR utilizando primer universal 

RW01. Amostras de 1 a 17. 

 

 

O DNA extraído das amostras de sangue dos recém-nascidos foram testados quanto a 

presença de microrganismos selecionados por meio de primers específicos em PCRtr, sendo 

que, foi detectada a presença do DNA genômico 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 exemplificação de como são expressos os resultados da análise da PCRtr são 

apresentados na figuras 3 a 10 os resultados da amplificação dos fragmentos alvos 

demonstrando a especificidade dos primers utilizados observados pelas curvas de 

amplificação e de dissociação na PCRrt das bactérias Escherichia coli e Streptococcus 

agalactiae. 
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Figura 3 – Resultados típicos obtidos para a amplificação do fragmento alvo para a 

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva para Escherichia coli e 
amostras negativas abaixo do threshold. 

Curva para Escherichia coli 

Amostras negativas 

 
Figura 3 – Resultados típicos obtidos para a amplificação do fragmento alvo para a 

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva para Escherichia coli e amostras 

negativas abaixo do Threshold. 

 

 

 
Figura 4 - Resultados típicos obtidos para a amplificação do fragmento alvo para a 

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva de dissociação com amostras 

padrão e negativas. 
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Figura 5 - Curva Escherichia coli  e amostras positivas acima do Threshold (C). 
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Figura 5 - Resultados típicos obtidos para a amplificação do fragmento alvo para a 

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva para Escherichia coli e amostras 

positivas acima do Threshold. 

 

 
Figura 6 - Resultados típicos obtidos para a amplificação do fragmento alvo para a 

Escherichia coli por meio da PCRtr. Curva de dissociação com amostras 

padrão e positivas para Escherichia coli. 
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Figura 7 – Resultado típico da curva de dissociação obtida por PCRtr para Escherichia coli 

(EC). Curva para Escherichia coli.  

 

 

 
Figura 8 – Resultado típico da curva de dissociação obtidas por PCRtr para Streptococcus 

agalactiae. Curva para Streptococcus agalactiae. 
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Figura 9 – Resultado típico das curvas de dissociação obtidas por PCRtr para Escherichia 

coli (EC) e Streptococcus agalactiae (SA). Reação contendo Escherichia coli e 

Streptococcus agalactiae. 

 

SA

EC

 

Figura 10 – Resultado típico das curvas de dissociação obtidas por PCRtr para Escherichia 

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

gráficos. 

 

 

Estatisticamente não foi observada associação entre o tempo de ruptura de 

membranas amnióticas com a idade gestacional (pré-termo e a termo). Do mesmo modo que 

a idade gestacional não apresentou associação com a presença das bactérias Streptococcus 

agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e o DNA 
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genômico de bactérias identificado pelo primer universal (Tabela 3). Porém, houve um 

predomínio 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 - Classificação de idade gestacional (pré-termo e a termo) em função do tempo de 

ruptura prematura das membranas (horas) e a presença de bactérias 

Variáveis 

Idade gestacional 
Total 

(n=101) 
Valor de p

(2)
 Pré-termo 

(G1) 

(n=84) 

À termo 

(G2) 

(n=17) 

 % (n) % (n) % (n)  

Tempo de ruptura das membranas (em horas) 

  0 a 23 (T1) 33,3 (28) 58,8 (10) 37,6 (38) 0,09 

24 a 47 (T2) 20,2 (17) 17,6   (3) 19,8 (20) 0,81 

48 a 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 

Presença de bactérias 

Streptococcus agalactiae 22,6 (19) 5,9  (1) 19,8 (20) 0,22 

Escherichia coli 67,8 (57) 47,0  (8) 64,3 (65) 0,17 

Klebsiella pneumoniae 1,2   (1) 5,9  (1) 2,0   (2) 0,76 

Listeria monocytogenes 42,9 (36) 64,7 (11) 46,5 (47) 0,17 

DNA bacteriano
(2)

 92,8 (78) 94,1 (16) 93,1 (94) 0,99 
T1: Tempo de ruptura de membranas amniótica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniótica 2; 32: Tempo de 

ruptura de membranas amniótica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniótica 4. G1: Recém-nascidos com idade 

gestacional ≤ 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. (1) teste Qui-quadrado. (2) Primer 

universal 

 

 

Não foram identificadas associações entre o tempo de ruptura das membranas e a 

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

presença de bactérias em recém-nascidos pré-termo e a termo 

Número de bactérias  

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

Pré termo (G1) 

(n=84) 

0 a 23  

(T1) 

24 a 47 

(T2) 

48 a 71 

(T3) 

≥ 72 

(T4) 
TOTAL Valor 

de p
(1)

 
% (n) % (n) % (n) % (n) %  (n) 

Streptococcus 

agalactiae 
36,8   (7) 31,6  (6) 10,5  (2) 21,1   (4) 22,6 (19) 0,34 

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
2
 33,3 (26) 20,5 (16) 7,7  (6) 38,5 (30) 92,8 (78) 0,20 

À termo (G2) 

(n=17) 

0 a 23 

(T1) 

24 a 47 

(T2) 

48 a 71 

(T3) 

≥ 72        

(T4) 
TOTAL Valor 

de p
(1)

 
%  (n) %  (n) %  (n) %  (n) %  (n) 

Streptococcus 

agalactiae 
100,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 5,9 (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) 5,9 (1) 0,16 

Listeria monocytogenes 45,5 (5) 18,2 (2) 0,0 (0) 36,4 (4) 64, 7 (11) 0,21 

DNA bacteriano
(2)

 58,8 (10) 17,6 (3) 0,0 (0) 17,6 (3) 100,0 (17) 0,18 

T1: Tempo de ruptura de membranas amniótica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniótica 2; T3: Tempo de ruptura 

de membranas amniótica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniótica 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional 

≤ 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. (1) teste Qui-quadrado. (2) Primer universal 

 

 

Dentre os recém-nascidos pré-termo e a termo 34,9% (n=29) e 17,6% (n=3), 

respectivamente, não apresentaram nenhuma das bactérias estudadas em seu sangue. Sendo 

que os demais recém-nascidos apresentaram uma ou mais bactérias em seu sangue (Figura 

11). Não 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 estão apresentados os números de recém-nacidos 

pré-termo e a termo com DNA genômico das bactérias nos diferentes tempos de ruptura das 

membranas. 
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Figura 11 – Percentual de recém-nascidos em função da prevalência das bactérias estudadas. 
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Figura 12 – Presença do DNA genômico das bactérias em função do tempo de ruptura das membranas amnióticas nos recém-nascidos pré-termo. 
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Figura 13 – Presença do DNA genômico das bactérias em função do tempo de ruptura das membranas amnióticas nos recém-nascidos a termo. 
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Um recém-nascido foi excluído desta análise, pois os dados do prontuário estavam 

incompletos sem informações hematológicas. Não houve associação entre o tempo de 

ruptura das membranas e a relação I/T e plaquetas nos recém-nascidos pré-termo e a termo. 

Por outro lado, apesar de não ser identificada associação significativa entre o tempo de 

ruptura das membranas e plaquetas nos recém-nascidos pré-termo houve associação 

significativa entre os recém-nascidos a termo e o número de leucócitos (p=0,005), sendo que 

os 100% dos recém-nascidos cujo tempo de RPM foi de 24 a 72 horas apresentaram 

leucopenia (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5− Características hematológicas dos recém-nascidos em função do tempo de ruptura 

prematura das membranas (RPM) 

Características 

hematológicas por 

Idade gestacional 

Tempo de ruptura das membranas (em horas) 

Pré termo (G1) 

(n=83) 

0 a 23  

(T1) 

24 a 47 

(T2) 

48 a 71 

(T3) 

≥ 72 

(T4) 
TOTAL Valor de 

p
(1)

 
%   n %    n %    n %    n %   n 

Relação I/T       

<0,2 31,9 (23) 19,4 (14) 9,7 (7) 38,9 (28) 86,7 (72) 
0,83 

≥0,2 45,5   (5) 18,2   (2) 9,1 (1) 27,3   (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) 

Leucócitos           

<25.000 33,3 (26) 20,5 (16) 10,3 (8) 35,9 (28) 94,0 (78) 
0,51 

≥25.000 40,0   (2) 0,0   (0) 0,0 (0) 60,0   (3) 6,0   (5) 

À termo (G2) 

(n=17) 

0 a 23 

(T1) 

24 a 47 

(T2) 

48 a 71
 

(T3) 

≥ 72         

(T4) 
TOTAL Valor de 

p
(1)

 
% n % n % n % n % n 

Relação I/T           

<0,2 58,3  (7) 16,7  (2)  0,0 (0) 25,0   (3) 70,6 (12) 
0,96 

≥0,2 60,0  (3) 20,0  (1) 0,0 (0) 20,0   (1) 29,4   (5) 

Plaquetas    0,0 (0)     

<150.000 66,7  (8) 16,7  (2) 0,0 (0) 16,7   (2) 70,6 (12) 
0,53 

≥150.000 40,0  (2) 20,0  (1) 0,0 (0) 40,0   (2) 29,4   (5) 

Leucócitos          

<25.000 66,7 (10) 6,7  (1)
b
 0,0 (0) 26,7   (4) 88,2 (15) 

0,005 
≥25.000 0,0   (0) 100,0  (2)

a
 0,0 (0) 0,0   (0) 11,8   (2) 

T1: Tempo de ruptura de membranas amniótica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniótica 2; T3: Tempo de ruptura 

de membranas amniótica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniótica 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional 

≤ 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. Dados de 1 RN incompletos no prontuário, sem 

informações hematológicas e portanto, excluídos desta análise. (1)Teste do Qui-quadrado, letras diferentes na coluna 

indicam associação entre o número de leucócitos e o tempo de ruptura das membranas aminióticas. 
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Ao associar a relação I/T e a presença do DNA genômico das bactérias no grupo pré-

termo foi identificado DNA genômico de todas as bactérias investigadas neste estudo, 

exceto Klebsiella pneumoniae com relação I/T ≥0,2. Para os recém-nascidos a termo, as 

bactérias Streptococcus agalactiae e Klebsiella pneumoniae não foram identificadas nos 

neonatos cuja relação I/T <0,2. Apesar destas evidências, não houve associação entre o 

DNA genômico bacteriano com a relação I/T <0,2 ou ≥0,2 para nenhuma das bactérias 

investigadas, independentemente da relação I/T (Tabela 6). 

Não foi identificada associação estatisticamente significativa entre a presença 

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

 

 

Tabela 6 − Relação I/T e o escore de Apgar dos recém-nascidos e presença de DNA das 

diferentes bactérias associadas à infecção neonatal 

DNA genômico 

bacteriano por idade 

gestacional 

Relação I/T 
Valor 

de p 

Apgar 
Valor 

de p <0,2 ≥ 0,2 0 a 7 8 a 10 

 %  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 40,0 (2) 21,5 (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) 40,5 (32) 0,21 

DNA bacteriano
1
 94,2 (65) 86,7 (13) 0,64 100,0 (5) 92,4 (73) 0,52 

À 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) 33,3  (2) 0,74 0,0 (0) 57,1   (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
(1)

 90,9 (10) 100,0 (6) 0,45 100,0 (3)  92,9 (13) 0,63 
G1: Recém-nascidos com idade gestacional ≤ 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. 

(1)Primer universal 

 

 

Não houve associação entre febre materna e ITU nas gestações 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 possível observar que não houve associação entre febre materna e 

ITU em nenhuma das bactérias analisadas neste estudo, independentemente do tempo de 

ruptura de membrana (p>0,05). Não foi calculada associação entre estas variáveis para 

as gestantes a termo, pois o número de gestantes com febre e ITU não diferiu entre elas, 

inviabilizando os cálculos estatísticos, exceto na análise de DNA bacteriano no 
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momento entre 24 e 47 horas (T2), entretanto, também não houve associação entre elas 

(p=1,0). 

 

Tabela 7− Associação do DNA genômico em função do tempo de ruptura de 

membranas amnióticas e febre materna e ITU nas gestações pré-termo e a 

termo 

Tempo de ruptura das 

membranas  

(em horas) 

Presença das bactérias por sintoma materno 

Pré-termo (G1) A termo (G2) 

Febre 

% n 

ITU 

% n 

Valor 

de p
(1)

 

Febre 

% n 

ITU 

% n 

Valor 

de p
(1)

 

Streptococcus 

agalactiae 

      

0 a 23    (T1) 14 (1) 71 (5) 0,28 0 100 (1) - 

24 a 47  (T2)  17 (1) 50 (3) 1,0 0 0 - 

48 a 71 (T3) 0 0  - - - - 

     ≥ 72  (T4) 0 25 (1) - 0 0 - 

Escherichia coli        

0 a 23    (T1) 12 (2) 59 (10) 1,0 0 60 (3) - 

24 a 47  (T2)  0 38 (5) - 0 0 - 

48 a 71 (T3) 0 25 (1) - - - - 

     ≥ 72  (T4) 4 (1) 35 (8) 0,35 0 0 - 

Klebsiella pneumoniae       

0 a 23    (T1) 0 0 - 0 0 - 

24 a 47  (T2)  0 0 - 100 (1) 100 (1) - 

48 a 71 (T3) 0 0 - - - - 

     ≥ 72  (T4) 0 0 - 0 0 - 

Listeria monocytogenes       

0 a 23    (T1) 15 (2) 46 (6) 1,0 0 40 (2) - 

24 a 47  (T2)  17 (1) 50 (3) 1,0 100 (2) 50 (1) - 

48 a 71 (T3) 0  50 (3) - - - - 

     ≥ 72  (T4) 0 23 (3) - 0 0 - 

DNA bacteriano
(2)

       

0 a 23    (T1) 12 (3) 46 (12) 0,58 0 60(6) - 

24 a 47  (T2)  13 (2) 44 (7) 0,17 67 (2) 33 (1) 1,0 

48 a 71 (T3) 0 20 (1) - - - - 

     ≥ 72  (T4) 7 (2) 27 (8) 0,06 0 0 - 
T1: Tempo de ruptura de membranas amniótica 1; T2: Tempo de ruptura de membranas amniótica 2; T3: Tempo de ruptura 

de membranas amniótica 3; T4: Tempo de ruptura de membranas amniótica 4. G1: Recém-nascidos com idade gestacional 

≤ 38 semanas. G2: Recém-nascidos com idade gestacional >38 semanas. (1) Teste exato de Fisher. (2) Primer universal. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A média de idade materna da população deste estudo foi semelhante ao observado 

por Pierre et al. (2003) e Patriota et al. (2014). No entanto, alguns autores não a 

identificaram como fator de risco para o desenvolvimento da ruptura de membranas 

(HACKENHAAR et al. 2014), semelhante a este estudo.  

No presente estudo não foi observada a associação entre infecção de trato urinário 

materno e idade gestacional. No entanto, a presença da infecção do trato urinário materno é 

um fator que pode ocasionar a RPM. Segundo Krupa et al. (2005), a ITU pode desencadear 

a atividade uterina ou ainda promover alterações na síntese e degradação de colágeno das 

membranas, portanto a infecção pode preceder a ruptura das membranas. 

As manifestações clínicas de sepse são inespecíficas. Sendo necessária a associação 

de fatores de risco tanto maternos quanto neonatais para se suspeitar de sepse e iniciar a 

investigação laboratorial no recém-nascido. No entanto, existem apresentações clínicas mais 

evidentes, como dificuldade respiratória (taquipneia, gemência, retrações torácicas, 

batimentos de asas nasais), apneia, letargia, febre ou hipotermia, icterícia sem outra causa 

determinante, vômitos e diarreia, ou ainda manifestações cutâneas, incluindo petéquias, 

abscesso e escleredema (BRASIL, 2011b). 

Os sinais clínicos observados nos recém-nascidos do presente estudo estão de acordo 

com o apresentado por Vieira (2004). Segundo este autor, os achados clínicos inespecíficos 

que podem ser interpretados como suspeita de infecção são: recusa alimentar, hipoatividade, 

irritabilidade ou simplesmente a impressão de que o recém-nascido não está bem. Outros 

sinais, como: dificuldade respiratória, apneia, letargia, desequilíbrio no controle térmico 

corporal, icterícia sem causa definida, vômitos, diarreia, petéquias, abscessos e escleredema 

são mais evidentes e geram um grau de desconfiança mais pronunciado na suspeita de 

infecção. 

No estudo desenvolvido por Pinheiro et al. (2007), dos recém-nascidos que foram 

diagnosticados com sepse neonatal precoce, 75% apresentaram desconforto respiratório, 

37,5% hipotermia e 12,5%, hipertermia. A síndrome de má-perfusão foi observada em 

37,5%, a icterícia inexplicada em 12,5%, a distensão abdominal em 31,2% e a avaliação 

subjetiva de “recém-nascido parece não estar bem” foi observada em 12,5%. Outras 

alterações clínicas significativas foram relatadas em 6,2%. 

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

este tipo de parto uma das principais consequências da RPM, porém sua adoção não é 
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exclusivamente devido a ocorrência da ruptura (GOLINO et al., 2006). De uma maneira 

geral a maior frequência de realização do parto cesárea é observada quando a indução do 

trabalho de parto não é bem sucedida ou quando há urgência para a resolução da gravidez de 

risco (ROCHA et al., 1999).  

De maneira semelhante a este trabalho, Cabral et al. (2003) observaram maior 

incidência de realização de partos cesáreas em gestantes diagnosticadas com RPM. Os 

autores atribuíram estes resultados a imaturidade do colo uterino, o que por sua vez não 

possibilita a realização do parto vaginal. 

No presente estudo não 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 diagnóstico etiológico da 

infecção neonatal foi questionável. 

Supostamente, problemas na técnica de isolamento e identificação dos 

microrganismos; e uso de antibióticos maternos possam explicar os resultados negativos 

obtidos na hemocultura. Descarta-se a hipótese de problemas com a colheita do material 

biológico, uma vez que foram utilizadas todas as técnicas recomendadas e a presença do 

DNA bacteriano (93,1%) das amostras detectado pela PCR universal, confirmou a presença 

de DNA genômico das bactérias em associação às manifestações clínicas. 

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 presença de microrganismos associados à sepse 

neonatal.  

Embora a hemocultura seja considerada como o padrão ouro para o diagnóstico da 

sepse neonatal, a taxa de resultados positivos foi baixa em outro estudo (CAMACHO-

GONZALEZ et al., 2013), fato este que pode dificultar o diagnóstico etiológico de sepse. 

Além disso, a utilização de antibióticos no anteparto e o volume de sangue para a 

hemocultura podem limitar a obtenção de resultados fidedignos (POLIN; COMMITTEE ON 

FETUS AND NEWBORN, 2012). 

O presente estudo demonstra claramente a limitação da técnica de hemocultura, visto 

que não foi observada as bactérias alvos do estudo, porém a presença de DNA genômico das 

bactérias foi demonstrada com a utilização da PCRtr. 

Logo, admite-se que é necessário rever o conceito de que a hemocultura é o método 

padrão ouro para o diagnóstico dos microrganismos associados à 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 específica e sensível na 

identificação dos agentes etiológicos da infecção neonatal. O presente estudo, por sua vez, 

também reforça este fato. 

De maneira semelhante a este estudo, Lajos et al. (2008), não observaram resultados 

positivos na pesquisa de Streptococcus agalactiae por meio da hemocultura em neonatos 

com infecção 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 à 

baixa prevalência de hemoculturas neonatais positivas devido ao uso materno de antibiótico 

profilático durante o período anteparto. Nestes casos, a cultura endocervical materna poderia 

auxiliar a equipe de neonatologia, visto que a colonização genital por estreptococos do 

grupo B aumenta significativamente o risco de sepse neonatal precoce por este agente 

patogênico. 

No presente estudo não há informações relacionada à cultura endocervical das 

gestantes, sendo assim, não se pode afirmar com veemência que os microrganismos alvos do 

estudo estavam ou não presentes no trato genital das gestantes. 

A capacidade de diagnóstico por hemocultura tem melhorado nos últimos anos, com 

o advento de sistemas automatizados para a monitorização contínua de hemocultura. 

Embora os sistemas automatizados possam economizar tempo, subculturas para ensaios 

específicos como testes bioquímicos ainda são necessários para a identificação de bactérias 

patogênicas. Neste sentido, os avanços na microbiologia molecular forneceram novas 

ferramentas para a suspeita de diagnóstico da sepse de maneira mais rápida em relação à 

hemocultura. Com ensaios moleculares os resultados podem ser obtidos em até 12 horas 

(PAMMI et al., 2014). 

A utilização do primer universal demonstrou alta incidência de DNA genômico 

bacteriano nos recém-nascidos corroborando a suspeita do diagnóstico de sepse. Neste 

sentido, a utilização do primer universal é uma importante ferramenta na suspeita do 

diagnóstico de sepse neonatal.  

De maneira semelhante ao presente estudo Dutta et al. (2009) explicaram que o uso 

do primer universal na PCR é uma ferramenta precisa e bastante sensível na confirmação do 

diagnóstico de sepse em recém-nascidos com hemocultura positiva. No entanto, os autores 

ressaltam que esta ferramenta pode dificultar o diagnóstico caso o recém-nascido já esteja 

recebendo antibióticos. Os antibióticos além de eliminar o microrganismo também permite a 
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rápida eliminação do DNA genômico bacteriano da corrente sanguínea ou a observação de 

DNA genômico de bactéria morta. 

Galves (2013), estudando a presença de DNA genômico bacteriano por meio da PCR 

com a utilização de primer universal, observou que esta técnica apresentou índices de 

amostras positivas muito superiores em relação à técnica de hemocultura, sendo assim esta 

técnica foi considerada como adequada para a suspeita de diagnóstico de infecção neonatal 

devido a sua sensibilidade. 

Devido aos resultados obtidos a partir da PCR convencional com a utilização do 

primer universal, sendo observado DNA genômico 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 presença 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 à infecção. Estes resultados são corroborados por outros trabalhos 

semelhantes a este, como Miglioli (2009), que também constatou a alta prevalência da 

bactéria Escherichia coli detectada com a utilização da PCRtr em amostras de secreção 

traqueal, secreção gástrica e sangue periférico proveniente de recém-nascidos com 

diagnóstico 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 diagnóstico 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 diagnóstico de sepse neonatal, como observado na presente pesquisa. 

Atualmente microrganismos gram-negativos tem se destacado como agentes 

etiológicos da sepse neonatal, principalmente em recém-nascidos prematuros e com baixo 

peso ao nascer (BERCAITE et al., 2012). Silva Junior (2015), também sugere o predomínio 

de bactérias gram-negativas como Escherichia coli e Staphylococcus aureus como 

responsáveis pela sepse neonatal de início precoce em uma população de récem-nascidos na 

região centro-oeste do Brasil. 

Dentre os microrganismos gram-negativos a Escherichia coli tem se destacado como 

agente etiológico relacionado à infecção 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). Já, 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 países em desenvolvimento, sendo esta bactéria isolada em 15% das 

amostras. No entanto, este fato não foi observado neste estudo, uma vez que não foi 

detectada associação entre a idade gestacional e tempo de RPM com a prevalência das 

bactérias pesquisadas, incluindo a Escherichia coli. 

O desenvolvimento de diretrizes precozinando a profilaxia intraparto com a 

utilização de antibióticos, visando à redução dos casos de sepse neonatal causada pela 

bactéria Streptococcus agalactiae, tem ocasionado a redução da incidência de sepse devido a 

esta bactéria nos últimos anos (BERCAITE et al., 2012; TSAI et al., 2012). Corroborando 

estas informações Zaidi et al. (2009) observaram que o Streptococcus agalactiae é um dos 

patógenos menos associados com a sepse neonatal em recém-nascidos em países em 

desenvolvimento e de acordo com estes autores, apenas 7% dos casos de sepse estão 

associados a este agente etiológico. Provavelmente este fato esteja relacionado à profilaxia 

intraparto com a utilização de antibióticos.  

A baixa prevalência da bactéria Streptococcus agalactiae também foi constatada em 

outros estudos. Miglioli (2009) utilizando a PCRtr para identificação do DNA genômico de 

Estreptococos em sangue, aspirado traqueal e gástrico de recém-nascidos intubados 

imediatamente após o nascimento, observou resultados positivos em 3,13% das amostras de 

sangue. 

Contrapondo o exposto pelos autores supracitados, o presente estudo demonstra que 

a prevalência 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 microbiológico dos sorotipos de 

Streptococcus agalactiae provenientes de recém-nascidos em um Centro de Referência da 

Saúde da Mulher na região sudeste do Brasil confirmaram a presença da Streptococcus 

agalactiae em 100% (n=6/6) das amostras provenientes de recém-nascidos com infecção 

causada pela referida bactéria. 

A Listeria monocytogenes é uma bactéria pouco pesquisada em estudos de 

microrganismos patogênicos associados à sepse neonatal. Embora, os poucos trabalhos 

existentes tenham demonstrado que a incidência deste patógeno é baixa (PINHEIRO et al., 
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2007; LAZARUS et al., 2013) a sua importância como agente etiológico deve ser 

valorizada, uma vez que a gravidade da listeriose é dependente das condições imunológicas 

do indivíduo, sendo assim, esta patologia é preocupante quando os pacientes são gestantes e 

parturientes que estão em situação de risco. 

Gestantes infectadas por Listeria monocytogenes podem apresentar sintomas de um 

resfriado e transmitir a doença ao feto através da placenta causando aborto, parto prematuro 

ou meningite após o nascimento. O feto pode infectar-se no útero via hematogênica ou via 

ascendente a partir do trato genital materno, apresentando sinais de pneumonia e apneia; 

pústulas na face e no corpo; granulomas no fígado, baço e cérebro (SCHWAB; 

EDELWEISS, 2003). 

A alta incidência da Listeria monocytogenes nos recém-nascidos deste estudo 

(46,5%  - n=47) demonstra que esta bactéria deve ser considerada como importante agente 

etiológico da sepse neonatal, sendo necessário o desenvolvimento de estudos para o melhor 

entendimento acerca da listeriose em neonatos. 

No Brasil, Pinheiro et al. (2007) observaram a presença da Listeria monocytogenes 

em três recém-nascidos da mesma população. Na França, a incidência de listeriose materna e 

em recém-nascidos é de 50 casos ao ano (LAZARUS et al., 2013). 

A presença de amostras negativas para Listeria monocytogenes na hemocultura 

possivelmente foi devido à administração de antibióticos aos recém-nascidos e às gestantes. 

Corroborando esta informação, Monnier et al. (2011) concluíram que a hemocultura é 

considerada um método de baixa sensibilidade para detecção da presença de Listeria 

monocytogenes em recém-nascidos que receberam antibióticos. No entanto, o DNA 

genômico bacteriano deste microrganismo foi isolado com o uso da PCRtr, que se mostrou 

ser uma técnica muito sensível. 

De acordo com Zaidi et al. (2009), a ocorrência 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 é responsável por apenas 6% dos 

casos de sepse neonatal precoce. 

Camacho-Gonzalez et al. (2012) explicam que a maioria dos casos de listeriose 

neonatal são causados pelos sorotipos 1, 2 e 4, sendo o último sorotipo responsável pelos 

casos de meningite. A suspeita de sepse por Listeria monocytogenes pode aumentar em 

recém-nascidos cujas mães tenham consumido leite cru, queijos não pasteurizados ou 

quaisquer produtos alimentícios não processados e contaminados por esta bactéria. 
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Nos últimos anos observou-se um aumento significativo no isolamento de Klebsiella 

pneumoniae em amostras clínicas, e a elevada importância deste microrganismo é devida 

principalmente a sua resistência aos antimicrobianos. Esta bactéria normalmente apresenta 

um baixo grau de virulência, ocorrendo principalmente em pacientes debilitados ou baixa 

capacidade de resposta do sistema imunológico. É considerado um patógeno oportunista e, 

frequentemente, responsável por infecções hospitalares, estando entre os agentes etiológicos 

de sepse e infecções de ferida operatória (LOPES et al., 2008; MENEZES et al., 2008). 

A Klebsiella pneumoniae foi o patógeno com menor prevalência entre os recém-

nascidos que compuseram o presente estudo. De maneira semelhante a este estudo, Silva 

Junior (2015) utilizando a técnica de PCRtr heptaplex relatou prevalência da Klebsiella 

pneumoniae de 5,3% (n=8) em recém-nascidos com sepse neonatal na região centro-oeste do 

Brasil. No entanto, a incidência de Klebsiella pneumoniae em recém-nascidos com sepse 

neonatal relatada em outras pesquisas científicas é bastante superior a prevalência aqui 

relatada. 

Lopes et al. (2008), ao determinarem a frequência e o perfil das infecções 

hospitalares para neonatos, observaram que a Klebsiella pneumoniae foi o microrganismo 

com maior frequência de isolamento (13,5%). O mesmo foi constatado por Tragante et al. 

(2008) e Santos e Poveda (2012), que observaram a presença desta bactéria em 47% e 23,7% 

dos recém-nascidos que compunham o seus estudos, respectivamente. 

Na Itália, 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 não tenha sido observada a associação entre o tempo de 

ruptura das membranas e a presença do DNA genômico das bactérias estudadas é sabido que 

esta ruptura de membranas é um importante fator de risco para o desenvolvimento de 

infecção neonatal em recém-nascidos, principalmente em prematuros com baixo peso ao 

nascer, pois possibilita que microrganismos patogênicos que estejam no canal de parto 

ascendam até o útero podendo então colonizar o feto que por sua vez poderá ou não 

desenvolver a infecção neonatal. No presente estudo acredita-se que a ausência de 

associação entre os tempos de ruptura das membranas e infecção 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 gestação e reduzir os casos de 
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morbidade perinatal. Assim, acredita-se que a utilização de antibióticos no anteparto nas 

gestantes que compuseram o estudo tenha impossibilitado a detecção da associação entre 

ruptura das membranas e infecção neonatal. Além disso, é importante ressaltar que com o 

agrupamento dos dados referentes à presença do DNA genômico das bactérias estudadas nos 

diferentes tempos de ruptura reduziu a casuística do estudo, ou seja, proporcionou pequeno 

número de observações o que possivelmente limitou a detecção do efeito do tempo de 

ruptura de membranas sobre a presença do DNA genômico das bactérias estudadas pelos 

métodos estatísticos 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 administração de antibióticos têm alterado o 

cenário no tocante aos agentes etiológicos relacionados a esta doença, uma vez que, outros 

agentes patogênicos como bactérias gram-negativas têm sido mais associadas a esta 

patologia, a exemplo da Escherichia coli. Além disso, como já referenciado, o uso de 

antibióticos também pode reduzir a sensibilidade da hemocultura na identificação do agente 

patogênico, fato este que tornou esta técnica pouco adequada neste estudo. Nesse sentido, 

técnicas moleculares podem contribuir para um diagnóstico mais rápido e sensível, pois por 

meio da PCR é possível a detecção de microrganismos em recém-nascidos que receberam 

antibióticos ou que tenham baixa carga bacteriana. 

É sugerido que a técnica da PCR, principalmente PRCtr, seja uma rotina nos 

diagnósticos de sepse precoce por ruptura prematura de membranas nas unidades neonatais 

de recém-nascidos com suspeita de infecção neonatal. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Houve uma associação clínica e fisiológica de sepse e ruptura prematura de 

membranas e a presença de DNA genômico de diferentes bactérias. 

Independentemente da idade gestacional (pré-termo ou a termo) e do tempo de 

ruptura das membranas amnióticas foi observado alto percentual (93,1%) de amostras 

positivas para presença de DNA genômico bacteriano detectado pela PCR convencional com 

primer universal. 

Pela técnica de PCRtr foi detectada a presença do DNA genômico das bactérias 

Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Klebsiella 

pneumoniae porém a presença das referidas bactérias não 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 não foram observadas quando se utilizou a técnica de hemocultura. 

Não houve associação entre o tempo de ruptura das membranas amnióticas e a 

presença do DNA genômico das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, 

Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae e hemocultura em recém-nascidos pré-

termo e a termo. 

Os principais sinais clínicos apresentados pelos recém-nascidos selecionados para o 

estudo foram cianose e taquipneia. Constatou-se também que os aspectos clínicos maternos 

como febre e ITU não foram associados à presença do DNA genômico das bactérias alvos 

deste estudo nos diferentes tempos de ruptura de membranas amnióticas tanto nas gestações 

pré-termo e a termo. 

A técnica de PCR convencional com a utilização do primer universal na detecção do 

DNA genômico bacteriano, bem como a utilização da PCRtr na detecção do DNA genômico 

das bactérias Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e 

Klebsiella pneumoniae demonstraram ser técnicas de diagnóstico mais sensíveis quando 

comparadas a hemocultura. No entanto, a utilização de primers (oligonucleotídeos 

iniciadores) específicos na PCRtr torna o diagnóstico etiológico de sepse mais fidedigno. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A – Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado à parturiente e/ou 

responsável legal pelo recém-nascido 
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ANEXOS 

ANEXO A – Autorização da UTI/UIN Neonatal HUMAP/UFMS/EBSERH 
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ANEXO B – Autorização da UTI/UIN Neonatal Maternidade Cândido Mariano 
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ANEXO C– Autorização da UTI/UIN Neonatal HRMS 
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ANEXO D – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
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ANEXO E – Instrumento de coleta de dados 
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ANEXO F – Autorização de utilização das amostras de sangue pertencentes ao Walter Peres 

da Silva Júnior 
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ANEXO G – TCLE: Pesquisador Walter Peres da Silva Júnior  
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ANEXO H – Autorização do laboratório de pediatria HUMAP/UFMS/EBSERH 

 
 


