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RESUMO 

 

 

Introdução: A sepse neonatal permanece uma doença séria e potencialmente fatal. 
Um dos mais desafiadores aspectos no manejo dos neonatos com sepse é fazer seu 
diagnóstico. As culturas sanguíneas podem falhar em revelar o microrganismo nos 
pacientes sintomáticos. Surge a importância de um método acurado e rápido, com 
sensibilidade efetiva para detectar e prevenir o uso indiscriminado de antibióticos. O 
enfoque final é a redução de morbimortalidade de recém-nascidos com Sepse 
Neonatal Precoce (SNP). Objetivo: Avaliação dos cDNAs dos principais 
microrganismos envolvidos na SNP a partir de RNA total de amostras de sangue e 
de E. coli, S. aureus e S. agalactiae de cultivo, utilizando a transcrição reversa (RT) 
seguida de PCR em tempo real (qPCR). Métodos: No presente trabalho foram 
avaliados recém-nascidos (n=20) com diagnóstico inicial de sepse clínica, de ambos 
os sexos. Primers de oligonucleotídios específicos foram desenhados e sintetizados 
para amplificação de amplicons alvos de genes selecionados para detecção dos 
microrganismos; a obtenção dos cDNAs bacterianos possibilitou construção de 
curvas padrões por RT-qPCR de amostras de coleção; RNA total foi extraído de 
cada microrganismo e de 500 µl de sangue de cada paciente, conservados em RNA 
later. Curvas de calibração e detecção de cDNA de bactérias viáveis foram 
determinadas. Como normalizador foi utilizado o gene S26. A análise do CT foi 
baseada nos valores de treashold de 0,024 para S26 e 0,04 para S. aureus, S. 
agalactiae e E. coli. Resultados: 60% (n=12) dos pacientes eram do sexo masculino; 
o peso médio de 2130 g e Idade Gestacional média de 33.3 semanas (n=20). A 
quantidade de RNA total dos extratos de bactérias variou de 10-50 ng/μL e amostras 
clínicas de 10-300 ng/μL, para um volume final de 100 μl; O RT-qPCR para as 
amostras dos pacientes demonstrou positividade para as bactérias pesquisadas em 
10  dentre as amostras suspeitas (S. aureus = 6; S. agalactiae = 5; E. coli = 5). Os 
índices de concordância foram: 97,3% para RT-qPCR/evolução clínica, 94,7% RT-
qPCR/evolução clínica de infecção e 100% RT-qPCR negativo /evolução clínica sem 
infecção. Conclusão: Os resultados do presente estudo apresentam uma ferramenta 
molecular específica por RT do RNA bacteriano seguido de qPCR, potencialmente 
eficiente e importante para detecção de bacteremias em que o microrganismo se 
encontra vivo, devendo este método ser considerado futuramente como importante 
ferramenta de diagnóstico específico em pequenas quantidades de sangue de 
pacientes com sepse neonatal precoce. O método de RT pode ajudar a evitar o uso 
indiscriminado de antibióticos.  

Palavras chave: Sepse Neonatal. Transcrição Reversa. PCR. 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Neonatal sepsis remains a serious and potentially fatal disease. One of 
the most challenging aspects in the management of neonates with sepsis is making 
their diagnosis. Blood cultures may fail to reveal the microorganism in symptomatic 
patients. The importance of an accurate and fast method, with effective sensitivity to 
detect and prevent the indiscriminate use of antibiotics, appears. The final focus is 
the reduction of morbidity and mortality in newborns with Early Neonatal Sepsis 
(PNS). Objective: Evaluation of the cDNAs of the main microorganisms involved in 
SNP using total RNA from blood samples and E. coli, S. aureus and S. agalactiae 
from culture, using reverse transcription (RT) followed by real-time PCR (qPCR). 
Methods: In the present study, newborns (n = 20) with an initial diagnosis of clinical 
sepsis, of both sexes, were evaluated. Specific oligonucleotide primers were 
designed and synthesized to amplify amplicons targeted by selected genes to detect 
microorganisms; obtaining bacterial cDNAs enabled the construction of standard 
curves by RT-qPCR of collection samples; Total RNA was extracted from each 
microorganism and from 500 µl of blood from each patient, preserved in RNAlater. 
Calibration curves and cDNA detection of viable bacteria were determined. The S26 
gene was used as a normalizer. CT analysis was based on treashold values of 0.024 
for S26 and 0.04 for S. aureus, S. agalactiae and E. coli. Results: 60% (n = 12) of the 
patients were male; the average weight of 2130 g and the average gestational age of 
33.3 weeks (n = 20). The amount of total RNA in the bacterial extracts varied from 
10-50 ng / μL and clinical samples from 10-300 ng / μL, for a final volume of 100 μl; 
The RT-qPCR for patient samples demonstrated positivity for the surveyed bacteria 
in 10 of the suspected samples (S. aureus = 6; S. agalactiae = 5; E. coli = 5). The 
agreement rates were: 97.3% for RT-qPCR / clinical course, 94.7% RT-qPCR / 
clinical course of infection and 100% negative RT-qPCR / clinical course without 
infection. Conclusion: The results of the present study present a specific molecular 
tool by RT of bacterial RNA followed by qPCR, potentially efficient and important for 
the detection of bacteremias in which the microorganism is alive, and this method 
should be considered in the future as an important specific diagnostic tool in small 
amounts of blood from patients with early neonatal sepsis. The RT method can help 
prevent the indiscriminate use of antibiotics. 

 

Keywords: Neonatal sepsis. Reverse Transcription. PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Infecção é um problema sempre presente em uma unidade de terapia 

intensiva neonatal, não apenas por ser comum, mas também porque se apresenta 

de diversas maneiras, envolvendo quase todos os sistemas do corpo, e estando na 

lista de diagnósticos diferenciais ou como possível complicação de praticamente 

qualquer condição que afete o recém-nascido (RN) (MIURA; SILVEIRA; 

PROCIANOY, 1999).  

O termo sepse neonatal é usado para descrever qualquer infecção bacteriana 

sistêmica documentada por uma cultura sanguínea ou de líquido cerebroespinhal 

positiva para uma espécie bacteriana patogênica em crianças com até 28 dias de 

vida (MARTIN; FANAROFF; WALSH, 2011). A sepse no RN é classificada em 

precoce ou tardia com base na idade em que o paciente apresenta o início dos 

sinais e sintomas. Apesar de existir na literatura uma grande variação com relação a  

definição desta idade, a que parece mais consistente é a adotada pela Rede 

Vermont Oxford e Academia Americana de Pediatria, que consideram Sepse 

Neonatal Precoce (SNP) aquela que ocorre nos primeiros três dias de vida (SHANE; 

STOLL, 2014; PUOPOLO et al., 2018; STOLL et al., 2011).  

A incidência de sepse comprovada por cultura varia de um a oito casos por 

mil nascidos vivos, sendo que em recém-nascidos de muito baixo peso, pode atingir 

até 300 por mil nascidos vivos (LEVENE; TUDEHOPE; SINHA, 2010). A incidência 

de SNP varia bastante, sendo reportada incidência de 1 caso por 1000 nascidos 

vivos a termo em países desenvolvidos como os Estados Unidos, e de 4,8 a 20,7 

casos por 1000 nascidos vivos em países em desenvolvimento como a Índia ou 

Egito (BHAT; BABY, 2011; SCHEEL; PERKINS, 2018; WESTON et al., 2011). No 

Brasil, ainda existem poucos estudos de incidência de SNP, os quais demonstram 

uma grande variabilidade nos índices, como o observado no estudo de Goulart et al. 

(2006), realizado em Santa Catarina cuja incidência de SNP foi de 50,3 casos por 

1000 nascidos vivos e no estudo realizado por Silva et al. (2009), no Pará que 

evidenciou uma incidência de 9.8 casos por 1000 nascidos vivos. 
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O mais importante fator predisponente de infecção que pode resultar em 

sepse é prematuridade ou baixo peso ao nascer. A imaturidade do sistema imune 

neonatal ajuda a explicar a maior incidência de infecção em recém-nascidos em 

comparação com crianças maiores (BORGHESI et al., 2018). A incidência de SNP 

em prematuros de extremo baixo peso são superiores (3 a 10 vezes maiores que 

recém-nascidos à termo), em virtude da disfunção imune e ausência da passagem 

transplacentária de anticorpos maternos IgG adquiridos (SHANE; SÁNCHEZ; 

STOLL, 2017); para recém-nascidos com peso de nascimento menor de 1500 

gramas, nos Estados Unidos, a incidência está estimada em cerca de 11 casos por 

1000 nascidos vivos (SCHEEL; PERKINS, 2018; WESTON et al., 2011).  

Os organismos causadores da SNP são tipicamente colonizadores do trato 

genitourinário materno, levando a contaminação do líquido amniótico, placenta, 

cérvix ou canal vaginal (POLIN; ST GEME III, 1992). Os organismos mais 

frequentemente envolvidos na sepse precoce nos Estados Unidos são o 

Estreptococo do grupo B (SGB) e a Escherichia coli, que juntos perfazem 

aproximadamente 70% das infecções (SHANE; STOLL, 2013). Quando prematuros 

e neonatos com muito baixo peso são considerados separadamente, o número de 

casos atribuíveis a E. coli e outros Gram-negativos está aumentado, tornando a 

sepse por Gram-negativos a etiologia mais comum da SNP nesta população 

(FALCIGLIA et al. 2012; SHANE; SÁNCHEZ; STOLL, 2017).  

A etiologia da SNP em países em desenvolvimento difere do encontrado nos 

Estados Unidos e outros países desenvolvidos, com predominância de infecções 

causadas por Gram-negativos (SELIEM; SULTAN, 2018; ZAIDI et al., 2009). É 

sugerido que após a introdução da antibioticoterapia profilática anteparto, as 

bactérias gram-negativas, especialmente E. coli, tenham tornado-se mais comuns, 

principalmente entre a população de prematuros (FALCIGLIA et al., 2012). O 

aumento da incidência de sepse por organismos gram-negativos pode estar 

ocorrendo em parte devido ao aumento da frequência do uso de profilaxia antibiótica 

para SGB na mãe (SIMONSEN et al., 2014). Estudo recente em recém-nascidos de 

Campo Grande, Mato Grosso do Sul, encontrou um predomínio de E. coli (76% dos 

casos) entre as bactérias causadoras de SNP, seguida pelo S. aureus (54% dos 

casos) e S. agalactiae (13% dos casos) (SILVA JUNIOR, 2015). Embora com 

relativamente baixo numero de casos, a SNP permanece como uma das principais 
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causas de morbimortalidade na população neonatal, principalmente em prematuros, 

podendo causar impacto na saúde dos sobreviventes à longo prazo (KHAN; 

MORRIS; BUTTA, 2017).  

Um dos mais desafiadores aspectos no manejo dos neonatos com sepse é 

fazer seu diagnóstico. Os sinais mais precoces de sepse costumam ser súbitos e 

inespecíficos. A maioria das complicações da prematuridade, incluindo síndrome do 

desconforto respiratório e cardiopatias congênitas, tem manifestações similares 

àquelas relacionadas a sepse, tornando o diagnóstico clinico da sepse bastante 

difícil (RUBARTH; CHRISTENSEN; RILEY, 2017; SHANE; STOLL, 2013).  

O diagnóstico da SNP deve ser o mais precoce possível em função da sua 

elevada morbimortalidade. O diagnóstico precoce da sepse é crítico para o uso 

eficiente das modalidades terapêuticas, entretanto não há até o momento nenhum 

biomarcador que possa guiar o diagnóstico de maneira específica, precisa e 

confiável (INAN; TANRIÖVER; DAYAGAÇERDEN, 2015). Desta forma, e em função 

disto, atualmente ele baseia-se em fatores de risco maternos e neonatais; 

manifestações clínicas do recém-nascido e exames laboratoriais. Segundo Silveira e 

Procianoy (2012), a presença de três ou mais sinais clínicos no recém-nascido ou no 

mínimo dois destes sinais, associados a fatores de risco maternos permite 

diagnóstico de sepse clínica ou síndrome séptica. Os exames tipicamente a serem 

solicitados em um neonato com suspeita de sepse incluem um hemograma 

completo, hemocultura simples e punção lombar para análise celular e cultura. Em 

adição, podem ser solicitados as reações de fase aguda como a dosagem da 

proteína C reativa (CRP) e procalcitonina (PCT) (GERDES, 2004; POLIN; 

COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012). No entanto, nenhum destes 

testes tem sido particularmente útil na identificação dos pacientes sépticos devido 

sua baixas sensibilidades e valor preditivos positivos (KLINGENBERG et al., 2018). 

A contagem absoluta de neutrófilos e o número absoluto de neutrófilos imaturos, por 

exemplo, tem uma sensibilidade subótima e baixo valor preditivo positivo para SNP 

pois sua elevação não distingue de forma consistente uma resposta inflamatória de 

uma etiologia não infecciosa (NG et al., 2018; POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND 

NEWBORN, 2012; SHANE; STOLL, 2013). 
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O isolamento de um microrganismo patogênico no sangue (ou em outro fluido 

corporal) é atualmente o único método para estabelecer definitivamente o 

diagnóstico de sepse neonatal. Os métodos para detecção da presença de 

bacteremia são fundamentados no cultivo de sangue em meios de cultura propícios 

para o crescimento microbiano. Esses métodos são conhecidos como hemoculturas. 

A cultura sanguínea é considerada o padrão ouro para o diagnóstico de sepse 

neonatal (JEFFERIES; CANADIAN PAEDIATRIC SOCIETY, FETURS AND 

NEWBORN COMMITEE, 2017; SHAH; PADBURY, 2014).  

O grande problema da cultura sanguínea em neonatos é que, em geral, 

ocorre uma demora de até 48 a 72 horas para ela torne-se positiva (NG et al., 2018; 

PAMMI et al., 2011). Além disso, mesmo com o uso de sistemas modernos 

automatizados, sua sensibilidade para identificar neonatos sépticos é somente 50 a 

80% em condições ideais, principalmente com uso de volumes baixos de sangue (< 

1ml) e se as concentrações de bactérias no sangue forem baixas (<4UFC/ml) 

(GERDES, 2004; SEALE, 2015). O crescente aumento no uso de antibióticos à mãe 

tem reduzido a taxa de positividade para níveis de até 3% (OTOLINNI et al., 2002; 

KLINGENBERG, 2018). Desta forma, o achado de uma cultura sanguínea positiva 

com um organismo patogênico é diagnostica de sepse neonatal, entretanto, o 

encontro de uma cultura negativa não descarta a possibilidade da doença. O que se 

deve em virtude da dificuldade no isolamento do microrganismo, mesmo quando 

presente na corrente sanguínea.  

Como as culturas falham em revelar um organismo em muitos pacientes com 

sinais e sintomas consistentes com doenças infecciosas, as técnicas de biologia 

molecular tornam-se cada vez mais necessárias, por se tratarem de métodos mais 

rápidos e sensíveis na detecção da presença do microrganismo no sangue, 

tornando-se excelentes ferramentas no diagnóstico e tratamento desses pacientes 

(VIRA; BHAT; CHAVAN, 2016). 

As técnicas associadas à biologia molecular progrediram muito desde a 

década de 50, quando o DNA teve sua estrutura descrita. Desde lá, tem havido um 

grande interesse no desenvolvimento de tecnologias moleculares para o diagnóstico 

de sepse bacteriana. A maioria destes testes promete uma detecção rápida do 

organismo, diretamente do sangue, sem realização de cultura prévia e com 
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especificidade e sensibilidade mais altas quando comparado às culturas, podendo 

detectar DNA ou RNA, mesmo em concentrações muito baixas (SIMONSEN et al., 

2014). 

Métodos moleculares baseados na tecnologia da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) têm sido desenvolvidos para o diagnóstico de infecção e 

identificação de patógenos. Estes métodos baseiam-se na detecção e 

reconhecimento do DNA do patógeno no sangue ou em outros espécimes clínicos, 

com o potencial de obter resultados em um tempo muito mais curto (horas) do que é 

possível com as culturas convencionais (VENKATESH et al., 2010). Para patógenos 

bacterianos, o uso de primers específicos que detectam organismos particulares ou 

de primers universais que se ligam à sequencias conservadas em bactérias 

(principalmente ligadas aos genes 16S rRNA ou 23S rRNA), tem capacidade de 

detectar virtualmente qualquer patógeno bacteriano existente (DARK; DEAN; 

WARHURST, 2009). 

Considera-se hoje que técnicas moleculares como a PCR sejam métodos 

importantes para detectar agentes etiológicos de infecção, pois não requerem o 

cultivo do microrganismo causal, sendo dependentes apenas da habilidade para 

detectar sua assinatura genômica. Além disso, tais técnicas possuem uma maior 

sensibilidade quando comparados a ensaios imunológicos e métodos de coloração. 

A PCR pode amplificar quantidades diminutas de DNA (10 a 100 cópias em 

amostras clínicas) em poucas horas (NG, 2004). 

Os métodos moleculares tornaram-se, desta forma, uma ferramenta valiosa 

para identificação de patógenos, possuindo um custo efetivo menor do que métodos 

convencionais, considerando o tempo de internação dos pacientes e também o 

grande uso de antibioticoterapia empírica (MAKHOUL et al., 2005). A detecção 

através da amplificação de uma região específica do genoma bacteriano pode 

auxiliar no diagnóstico da sepse, bem como ampliar o leque de possibilidades 

etiológicas, hoje baseadas praticamente apenas no raciocínio clínico (NATARAJAN 

et al., 2006).  

Ultimamente, uma inovação tecnológica resultante da PCR, denominada de 

PCR em tempo real ou quantitativo (qPCR), vem ganhando espaço nos diagnósticos 

clínicos e nos laboratórios de pesquisa por apresentar a capacidade de gerar 



22 
 

resultados quantitativos. Essa técnica permite, segundo Novais e Pires-Alves (2004), 

o acompanhamento da reação e a apresentação dos resultados de forma mais 

rápida, com melhor sensibilidade, precisão, reprodutibilidade, acurácia, controle de 

qualidade no processo e menor risco de contaminação em relação à PCR 

convencional. O uso da PCR em tempo real baseado no gene 16S rDNA, por 

exemplo, é capaz de detectar uma grande quantidade de patógenos comuns 

encontrados na sepse neonatal, com uma sensibilidade e especificidade diagnóstica 

de 99 e 100%, respectivamente (DARK; DEAN; WARHURST, 2009; JORDAN; 

DURSO, 2005). Assim, o diagnóstico molecular tem o potencial de transformar a 

precisão, sensibilidade e especificidade da detecção do patógeno de uma maneira 

rápida e custo-efetiva (VIRA; BHAT; CHAVAN, 2016). 

A grande limitação dos métodos da PCR no diagnóstico da sepse é a 

incapacidade de identificar se o microrganismo está ou não vivo no sangue, já que a 

presença de DNA bacteriano nem sempre tem significância fisiopatológica, não 

indicando necessariamente a presença de microrganismos viáveis (GALVES, 2013). 

A possibilidade de detectar contaminantes também é alta, tornando mandatória a 

correlação clinica (SHANE; SÁNCHEZ; STOLL, 2017). Com base nas conhecidas 

limitações das hemoculturas, e devido a incidência de resultados falso positivos em 

métodos de detecção baseados em DNA, torna-se necessária e relevante a análise 

da viabilidade da bactéria. Neste contexto, considerando a baixa estabilidade do 

RNA fora da célula, o uso da Reação em Cadeia da Polimerase Transcrição 

Reversa (RT-qPCR), uma modificação do PCR, que implica na extração e detecção 

de RNA bacteriano, é considerada um marcador adequado para o rastreamento de 

células vivas (KLIMOV, 2019; MOLAEE et al., 2015). Um estudo de Barros (2014) 

demonstrou, através de transcrição reversa de RNA total obtido de placenta de RN 

com suspeita de infecção prenatal, uma forte relação entre viabilidade bacteriana 

através da análise da expressão dos marcadores de virulência e proliferação por RT-

qPCR e o material genético bacteriano observado na microscopia confocal, 

sugerindo que o estudo da viabilidade bacteriana através desta metodologia seja 

efetiva e viável.  

A escolha correta inicial da terapia antibiótica tem salvado mais vidas do que 

qualquer outra intervenção médica e há uma janela diagnóstica de algumas horas 

para o reconhecimento do quadro séptico e inicio da terapia antimicrobiana a partir 
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do qual a taxa de mortalidade aumenta (SINHA et al., 2018). Considera-se 

fundamental a identificação do microrganismo causador da infecção e o início de 

forma mais precoce possível do antibiótico adequado, já que uma antibioticoterapia 

inicial inadequada na sepse encontra-se associada ao aumento da morbidade e da 

mortalidade ao paciente (MURTHY et al., 2019). Também, por outro lado, a 

antibioticoterapia indiscriminada é responsável pelo surgimento crescente de 

bactérias multirresistentes, infecções fúngicas e causa impacto negativo no 

desenvolvimento do microbioma intestinal com aumento do risco de enterocolite 

necrosante, asma, obesidade, doença inflamatória intestinal e desordens 

neurológicas futuras nos neonatos expostos (BALLOT et al., 2012; GOOD; 

HOOVEN, 2019; SCHEEL; PERKINS, 2018; SHANE; SÁNCHEZ; STOLL, 2017).  

Infelizmente ainda existem poucos estudos com uso de testes moleculares 

baseados em qPCR em amostras sanguíneas para o diagnóstico da sepse neonatal 

precoce. Nos laboratórios de Diagnóstico Molecular em Pediatria - UFMS e 

Genômica Funcional do Instituto de Ciências Biológicas – NUFIGEN/ICB/UFMG tem-

se estudado, há algum tempo, o uso de biologia molecular para o diagnóstico 

bacteriano na SNP (SILVA JUNIOR et al., 2016; BARROS, 2014). 

Consequentemente, surgiu a necessidade de uma nova metodologia para 

determinação do diagnóstico funcional da infecção bacteriana através da detecção 

de sua viabilidade.  

Assim justifica-se o desenvolvimento desta pesquisa, que tem em seu 

principal objetivo a avaliação dos transcritos de mRNA dos microrganismos: E.coli, 

S. aureus e S. agalactiae através de RT-qPCR, de maneira que o seu diagnóstico 

em recém-nascidos com SNP seja rápido (sem que haja necessidade de esperar por 

hemoculturas) e funcional (baseado na viabilidade da bactéria e não apenas na 

presença de seu DNA genômico) (KASPER et al., 2013).  

Haja vista, que atualmente há escassez na literatura de estudos utilizando tal 

metodologia e finalidade, este projeto torna-se um precursor no âmbito do uso da 

biologia molecular, com potenciais vantagens sobre os métodos microbiológicos, 

para o diagnóstico rápido e específico da infecção neonatal precoce, podendo 

impactar positivamente em todo o processo clinico-terapêutico que dependa do 
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diagnóstico funcional de uma infinidade de microrganismos de interesse clínico nas 

unidades neonatais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 SEPSE NEONATAL PRECOCE 

 

 

A SNP, definida como uma cultura de líquor ou sangue positiva nas primeiras 

72h após o nascimento, permanece uma doença séria e potencialmente fatal, que 

está relacionada com fatores de risco maternos (principalmente ruptura prematura 

de membranas por mais de 18 horas, febre/corioamnioníte materna, colonização 

materna por Estreptococo do grupo B e infecção do trato urinário) e tem como 

principais agentes bacterianos, os transmitidos verticalmente da mãe antes ou 

durante o parto (PUOPOLO et al., 2018). Este tipo de sepse usualmente tem um 

início fulminante com comprometimento multissistêmico, apresentando uma alta taxa 

de mortalidade (CLOHERTY et al., 2012), sendo que na era pré-antibiótico a sepse 

neonatal era praticamente fatal. As taxas de mortalidade diminuíram dramaticamente 

após a introdução de agentes microbianos e com os avanços tecnológicos nos 

cuidados neonatais. Nas últimas duas décadas, a taxa de mortalidade tem declinado 

para aproximadamente 5 a 10% nos países desenvolvidos podendo atingir taxas de 

até 50% em algumas séries, especialmente com patógenos gram-negativos 

(REMINGTON et al., 2011). 

 

 

2.2 EPIDEMIOLOGIA 

 

 

A incidência de sepse comprovada por cultura varia de um a oito casos por 

mil nascidos vivos, sendo que em recém-nascidos de muito baixo peso, pode atingir 



26 
 

até 300 por mil nascidos vivos (LEVENE; TUDEHOPE; SINHA, 2010). A incidência 

de SNP varia bastante, sendo reportada incidência de 0,77 a 8 casos por 1000 

nascidos vivos em países desenvolvidos como os Estados Unidos ou Canadá e de 

4,8 a 20,7 casos por 1000 nascidos vivos em países em desenvolvimento como a 

Índia ou Egito (BHAT; BABY, 2011; WESTON et al., 2011).  

A incidência de SNP em prematuros de extremo baixo peso são superiores; 

para recém-nascidos com peso de nascimento menor de 1000 gramas, nos Estados 

Unidos, a incidência está estimada em cerca de 26 casos por 1000 nascidos vivos 

(WESTON et al., 2011). No Brasil, ainda existem poucos estudos de incidência de 

SNP, os quais demonstram uma grande variabilidade nos índices, como o 

observado no estudo de Goulart et al. (2006), realizado em Santa Catarina cuja 

incidência de SNP foi de 50,3 casos por 1000 nascidos vivos e no estudo realizado 

por Silva et al. (2009), no Pará que evidenciou uma incidência de 9,8 casos por 1000 

nascidos vivos. 

 

 

2.3 FISIOPATOLOGIA 

 

 

Os organismos causadores da SNP são tipicamente colonizadores do trato 

genitourinário materno, levando a contaminação do líquido amniótico, placenta, 

cérvix ou canal vaginal (POLIN; ST GEME III, 1992).  Tais agentes infecciosos 

podem ser transmitidos ao neonato de diversas maneiras. A transmissão 

transplacentária está bem documentada nas infecções virais congênitas, mas não 

nas infecções perinatais bacterianas, com a exceção de infecções causadas pelo 

Treponema pallidum e Listeria monocytogenes.  

Sabe-se que a infecção ascendente intra-amniótica acompanhada por 

aspiração do líquido amniótico pode resultar em infecção neonatal sistêmica, 

especialmente se houver presença de ruptura prolongada de membranas ou algum 

procedimento que atinja a integridade do conteúdo uterino, como amniocentese, 

cerclagem cervical ou cordocentese. Aproximadamente 1 a 4% dos recém-nascidos 
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de mãe com infecção intra-amniótica desenvolvem infecção sistêmica, sendo que a 

infecção neonatal pode também ser adquirida durante o parto vaginal por bactérias 

colonizadoras do trato genital baixo materno (LEVENE; TUDEHOPE; SINHA, 2010).  

Infecção da mãe no momento do parto, particularmente infecção genital, pode 

representar uma importante parte no desenvolvimento de infecção no neonato. 

Infecção hematogênica transplacentária durante ou logo após o parto é possível, 

embora seja mais provável, como foi descrito anteriormente, que a infecção ocorra 

logo antes ou durante a passagem pelo canal de parto (REMINGTON et al., 2011). 

A lavagem inadequada das mãos pelos profissionais de saúde pode promover 

a transmissão de microrganismos de um neonato infectado, ou das mãos, para um 

não infectado. O uso de instrumentação, incluindo tubo endotraqueal, tubo 

nasogástrico, cateteres umbilicais, cateteres venosos centrais e cateteres urinários, 

também aumenta o risco de infecção neonatal (CHIESA; PANERO; OSBORN, 2004; 

MARTIN; FANAROFF; WALSH, 2011). 

O grau de imaturidade do sistema imune do prematuro, incluindo baixos 

níveis de imunoglobulinas relacionados a transferência materna reduzida de IgG, 

aumenta o risco de sepse no neonato pré-termo. Já, a função de barreira da pele e 

das membranas mucosas está diminuída em prematuros e está adicionalmente 

comprometida em prematuros doentes devido aos múltiplos procedimentos 

invasivos, como acessos venosos e intubação (GHAZAL; DICKINSON; SMITH, 

2013). 

 

 

2.4 FATORES DE RISCO 

 

 

Fatores de risco para SNP contribuem para o diagnóstico clínico mas são 

insuficientes para sozinhos determinarem o diagnóstico da SNP (RUSSEL; KUMAR, 

2015), incluem os maternos e os relacionados ao recém-nascido. Riscos maternos, 
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como ingestão de alimentos contaminados, podem ocorrer antes do trabalho de 

parto e do parto propriamente, sendo a contaminação por Listeria monocytogenes 

em alimentos refrigerados o mais importante exemplo.  

Alguns procedimentos durante a gestação, tais como cerclagem cervical e 

amniocentese podem também aumentar as taxas de infecção intra-amniótica e 

subsequente sepse neonatal. Durante o trabalho de parto, fatores de risco maternos 

incluem ruptura prolongada de membrana, febre, colonização vaginal e/ou 

bacteriúria por Streptococcus agalactiae. A história de filho anterior com infecção por 

Streptococcus agalactiae é outro fator de risco materno identificado para sepse em 

gestações subsequentes (CDC, 2010).  

Corioamnioníte, definida por febre materna, leucocitose, taquicardia materna, 

dor/desconforto uterino, odor fétido do líquido amniótico e taquicardia fetal ao 

nascimento, é também um importante fator de risco para SNP (TITA; ANDREWS, 

2010). Fatores maternos associados com o desenvolvimento de corioamnioníte 

incluem tempo prolongado de trabalho de parto e de ruptura de membranas, 

múltiplos exames de toque, inserção de aparelhos de monitorização internos fetais 

ou uterinos, início espontâneo de trabalho de parto e líquido amniótico meconial. O 

risco de SNP aumenta para 1% quando as membranas estiverem rompidas por mais 

de 18 horas antes do parto, e o risco de SNP de recém-nascidos de mães com 

corioamnioíte está estimado entre 1 e 4% (POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND 

NEWBORN, 2012).  

Também são fatores de risco maternos: doença periodontal, pré-natal pobre 

ou tardio, infecção do trato urinário, baixo nível sócio-econômico, nutrição pobre e 

uso de drogas ilícitas (BARROS, 2018; PUOPOLO; ESCOBAR, 2013).  

Os fatores de risco para SNP relacionados ao recém-nascido e ao parto 

incluem: sexo masculino, prematuridade, baixo peso ao nascer, anomalias 

congênitas, necessidade de uso de fórceps, parto complicado, e baixos escores de 

Apgar (menor de 7 no quinto minuto) (SILVEIRA; PROCIANOY, 2012).  
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2.5 PATÓGENOS 

 

 

As bactérias responsáveis pela SNP variam de acordo com o local e o 

período de tempo. Os organismos mais frequentemente envolvidos na sepse 

precoce nos Estados Unidos são o Estreptococo do grupo B (SGB) e a Escherichia 

coli, que juntos perfazem aproximadamente 70% das infecções (SHANE; STOLL, 

2014). Outros patógenos a se considerar, os quais são responsáveis pelos casos 

restantes, são: bacilos entéricos gram-negativos tais como Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Enterobacter sp. e Listeria 

monocytogenes (SIMONSEN et al. 2014). O Estafilococo coagulase-negativo e os 

Enterococo podem ocorrer na SNP, porém são mais comumente causadores de 

sepse nosocomial (SATAR; ÖZLÜ, 2012; CLOHERTY et al. 2012). Quando 

prematuros e neonatos com muito baixo peso são considerados separadamente, o 

número de casos atribuíveis a Escherichia coli e outros Gram-negativos está 

aumentado, tornando a sepse por Gram-negativos a etiologia mais comum da SNP 

nesta população (FALCIGLIA et al. 2012).  

A etiologia da SNP em países em desenvolvimento difere do encontrado nos 

Estados Unidos e outros países desenvolvidos, com predominância de infecções 

causadas por Gram-negativos. Em uma revisão combinada de SNP na América 

Latina, Caribe, Ásia e África, o patógeno mais comum causador de sepse nos 

primeiros 3 dias de vida foi a Klebsiella pneumoniae, responsável por 26% casos, 

seguida do Staphylococcus aureus, SGB e Escherichia coli, como os mais 

frequentes patógenos isolados, causando entre 13 a 17% das infecções (ZAIDI et 

al., 2009). 

Infecções virais podem também estar implicadas com a SNP, devendo ser 

clinicamente diferenciada da sepse bacteriana, o que muitas vezes não é fácil. 

Fungos são raramente associados com SNP (SIMONSEN et al., 2014) 
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2.5.1 Estreptococo do grupo B (Streptococcus agalactiae) 

 

 

Nas últimas duas décadas, o SGB tem sido o mais comum organismo 

causador de doença invasiva em neonatos nos Estados Unidos e Europa, apesar da 

implementação da sua antibioticoprofilaxia. O SGB coloniza frequentemente o trato 

genital e o trato gastrointestinal humano, bem como o trato respiratório alto em 

crianças pequenas, podendo ser isolado ainda de vários outros locais e fluidos como 

a garganta, pele, urina, cérvix, vagina e líquido cérebro-espinhal (LCR). 

O Streptococcus agalactiae, designação da espécie do SGB, é um diplococo 

gram-positivo facultativo. Em cultura, o SGB exibe colônias mucoides 

brancas/acinzentadas, lisas, com 3 a 4 mm de diâmetro, no Ágar Sangue, com uma 

pequena zona de beta-hemólise. A identificação do Estreptococo como Lancefield 

do grupo B requer uso de antissoro grupo específico, e é realizada em laboratórios 

clínicos utilizando testes de aglutinação de látex (REMINGTON et al., 2011). 

Na gestação o SGB é carreado assintomaticamente na membrana mucosa 

genital, retal e faríngea. As taxas de colonização variam conforme o local, sendo que 

nos Estados Unidos, a taxa de colonização materna está estimada entre 20 e 30%. 

São fatores de risco para a colonização materna: raça negra, idade menor de 20 

anos, baixa paridade e diabetes. A presença de colonização materna por SGB 

resulta em colonização do neonato intraparto ou intraútero em aproximadamente 

50% dos casos. Bacteriúria por SGB durante a gestação está associada com grande 

colonização do trato retovaginal e é considerado um fator de risco significante para 

SNP. Estima-se que cerca de 85% dos casos de SNP são atualmente evitados 

através da correta profilaxia antibiótica anteparto (SIMONSEN et al., 2014). 

Duas formas de sepse neonatal por SGB são reconhecidas: doença de início 

precoce, cujos sintomas costumam iniciar nas primeiras 4-6 horas de vida e que se 

apresenta como septicemia, estresse respiratório e choque séptico, que se não for 

tratado rapidamente pode ser fatal, com uma taxa de mortalidade estimada em cerca 

de 8%. A segunda forma é a de início tardio, caracterizada por meningite, que se 

desenvolve após cerca de 5 a 7 dias (LEVENE; TUDEHOPE; SINHA, 2010).  

Como a infecção por SGB no neonato ocorre em somente 1% das mulheres 

colonizadas, duas estratégias para reduzir o risco tem sido descritas: a primeira 
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baseia-se na testagem de todas as mulheres com idade gestacional entre 35 e 37 

semanas quanto a colonização para SGB; e a segunda baseia-se no tratamento 

daquelas positivas com penicilina intraparto, se houver indicação (Penicilina G 

Cristalina é administrada para mulheres colonizadas em trabalho de parto com dois 

ou mais fatores de risco incluindo gestação menor de 37 semanas, ruptura de 

membranas superior a 18 horas e febre materna superior a 38 C) (CDC, 2010).  

 

 

2.5.2 Escherichia coli  

 

 

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa aeróbia encontrada 

universalmente no trato intestinal e comumente na vagina e trato urinário humano, 

sendo considerada a segunda principal causa de SNP em neonatos nos Estados 

Unidos, responsável por cerca de 25% dos episódios de SNP, 80% destes em 

neonatos prematuros. Se forem considerados somente os recém-nascidos de muito 

baixo peso, Escherichia coli torna-se o principal agente causador. O motivo para o 

aumento da incidência de sepse por organismos gram-negativos pode estar 

ocorrendo em parte devido ao aumento da frequência do uso de profilaxia antibiótica 

para SGB na mãe (SIMONSEN et al., 2014).  

Apesar da estrutura antigênica da Escherichia coli ser complexa, alguns 

fatores de virulência têm sido especificamente identificados como sendo importantes 

na sepse neonatal. O antígeno K1 capsular presente em algumas cepas está 

fortemente ligado à meningite neonatal e é o principal fator de virulência descrito 

(CAMACHO-GONZALEZ; SPEARMAN; STOLL, 2013).  
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2.5.3 Staphylococcus aureus e Estafilococo Coagulase-Negativo (SCN) 

 

 

Tanto Staphylococcus aureus quanto SCN colonizam a pele e a mucosa. Tais 

microrganismos são mais frequentemente causadores de sepse neonatal de início 

tardio, especialmente em recém-nascidos de muito baixo peso. Entretanto, há 

relatos de sepse neonatal precoce e infecção materno-fetal por Staphylococcus 

aureus, principalmente em países em desenvolvimento. As espécies de SCN 

(principalmente Staphylococcus epidermidis) são raramente associadas com sepse 

de início precoce.  

Já que os SCN estão presentes na pele, o isolamento destes organismos em 

uma simples cultura de sangue pode representar uma contaminação. Assim, o 

crescimento da bactéria em duas culturas de sangue em lugares distintos pode 

auxiliar na diferenciação de contaminação e doença invasiva (REMINGTON et al., 

2011). 

 

 

2.5.4 Outras bactérias gram-negativas 

 

 

Outras bactérias gram-negativas além da Escherichia coli, são causas menos 

frequentes de SNP em países desenvolvidos, mas permanecem causas muito 

importantes principalmente em países em desenvolvimento, onde podem aparecer 

inclusive como patógenos principais. Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter sp. e Serratia sp. são os principais representantes, 

possuindo cápsulas polissacarídicas que contribuem para sua virulência através da 

prevenção da opsonização, fagocitose e lise bacteriana (SIMONSEN et al., 2014).  
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2.6 DIAGNÓSTICO 

 

 

2.6.1 Clínico 

 

 

Um dos mais desafiadores aspectos no manejo dos neonatos com sepse é 

fazer seu diagnóstico. Os sinais mais precoces de sepse costumam ser súbitos e 

inespecíficos. A maioria das complicações da prematuridade, incluindo doença da 

membrana hialina e cardiopatias congênitas, tem manifestações similares àquelas 

relacionadas a sepse (SHANE; STOLL, 2013).  

Sinais e sintomas de sepse em recém-nascidos variam de acordo com a 

idade gestacional e a severidade da infecção. Cerca de 90% dos neonatos com 

sepse terão pelo menos um sintoma e a maioria terão três ou mais sintomas. Os 

sintomas costumam apresentar-se nas primeiras 6 horas de vida, sendo que a 

grande maioria dos neonatos (80-90%) irão apresentar sintomas nas primeiras 24 a 

48hs de vida (GERDES, 2004). Embora um exame físico normal seja evidência de 

que sepse não esteja presente, bacteremia pode ocorrer na ausência de sinais 

clínicos (POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012).  

Como pneumonia é uma forma frequente de apresentação, sintomas 

respiratórios são comuns e podem incluir apnéia, taquipnéia, gemência, batimento 

de asa nasal e retrações intercostais. Sintomas cardíacos podem incluir cianose, 

dessaturação, taquicardia ou bradicardia, perfusão pobre, redução do enchimento 

capilar e hipotensão. Raramente o recém-nascido apresentará febre, a não ser que 

nasça de uma mãe febril e tenha febre imediatamente após o nascimento. A 

apresentação mais comum em um neonato com sepse é a hipotermia. Este sinal 

sistêmico é um dos principais marcadores não específicos de sepse. Sintomas 

gerais incluem letargia, hipotermia, dificuldade para alimentar-se, distensão 

abdominal, vômitos, icterícia, convulsão ou aparência de que não está bem, bem 

como sinais não específicos que podem incluir anúria e acidose (RUSSEL, 2011). 
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O diagnóstico da SNP deve ser o mais precoce possível em função da sua 

elevada morbimortalidade. Desta forma, e em função disto, atualmente ele baseia-se 

em fatores de risco maternos e neonatais; manifestações clínicas do recém-nascido 

e exames laboratoriais. Segundo Silveira e Procianoy (2012), a presença de três ou 

mais sinais clínicos do recém-nascido ou no mínimo dois destes sinais, associados a 

fatores de risco maternos permite diagnóstico de sepse clínica ou síndrome séptica. 

 

 

2.6.2 Laboratorial 

 

 

Os exames tipicamente a serem solicitados em um neonato com suspeita de 

sepse incluem um hemograma completo, hemocultura simples e punção lombar para 

análise celular e cultura. Em adição, podem ser solicitados as reações de fase 

aguda como proteína C reativa (CRP) e procalcitonina (PCT). A necessidade de uma 

radiografia de tórax é usualmente determinada pela presença de sintomas 

respiratórios (RUSSEL, 2011). A análise urinária não faz parte dos exames de 

triagem em paciente com suspeita de sepse neonatal precoce, com exceção dos 

neonatos com diagnóstico fetal de mal-formação do trato urinário (POLIN; 

COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012; GERDES, 2004). 

 

 

2.6.2.1 Testes hematológicos 

 

 

Contagem de leucócitos, diferencial, contagem absoluta de neutrófilos e a 

relação entre neutrófilos imaturos e totais no sangue são largamente utilizados como 

testes de screening para sepse neonatal. Infelizmente, nenhum destes testes tem 
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sido particularmente útil na identificação da maioria dos pacientes sépticos. O 

número absoluto de neutrófilos imaturos e a contagem absoluta de neutrófilos tem 

uma sensibilidade subótima e baixo valor preditivo positivo para SNP pois sua 

elevação não distingue de forma consistente uma resposta inflamatória de uma 

etiologia não infecciosa (POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012; 

SHANE; STOLL, 2013).  

Considera-se como leucocitose no período neonatal precoce, o número total 

de leucócitos superior a 25.000, que pode estar presente em condições como asfixia 

perinatal, febre materna e àquelas condições associadas ao estresse do trabalho de 

parto. A leucopenia (número inferior a 5.000 leucócitos) também pode estar 

associada à asfixia, à hipertensão materna, hemorragia peri-intraventricular e 

hemólise. Neutropenia (contagem de neutrófilos inferior a 1.500) tem maior valor 

diagnóstico para a SNP, com uma sensibilidade, em média, de 50%. A neutropenia é 

preditora da gravidade da sepse porque representa uma depleção da reserva 

medular de neutrófilos. Uma relação máxima normal de neutrófilos imaturos sobre 

totais (relação I/T) tem um valor preditivo negativo muito alto (99%), mas um pobre 

valor preditivo positivo (25%) para sepse neonatal. A relação I/T é considerada de 

valor preditivo para sepse quando seu índice for igual ou superior a 0,2 (I/T ≥ 0,2) 

(SILVEIRA; PROCIANOY, 2012). 

O uso de um elaborado escore hematológico, descrito por Rodwell, Leslie e 

Tudehope (1988), envolvendo sete variáveis, sugeriu que um escore mais alto 

estaria associado com a presença de sepse. Usando um limite maior ou igual a 3, o 

escore mostrou uma sensibilidade alta de 96%, mas um valor preditivo positivo 

desapontador de 31%. Assim, o número total de leucócitos, contagem absoluta de 

neutrófilos e relação I/T estão longe de serem testes adjuntos perfeitos para o 

diagnóstico de sepse neonatal; entretanto, a informação obtida por estes testes, 

particularmente o alto valor preditivo negativo dos testes normais, podem ser 

bastante úteis no desenvolvimento de estratégias de diagnóstico e tratamento 

(GERDES, 2004). 

 As contagens plaquetárias não costumam ser muito sensíveis ou específicas 

no diagnóstico de sepse neonatal e também não são úteis na monitorização da 

resposta ao tratamento. Trombocitopenia e trombocitose costumam ser achados 
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tardios em infecções fúngicas e bacterianas (SHANE; STOLL, 2013; SIMONSEN et 

al., 2014). 

 

 

2.6.2.2 Reações de Fase Aguda 

 

 

Proteínas de fase aguda são produzidas principalmente pelo fígado como 

parte de uma resposta inflamatória imediata a infecção ou à injúria tecidual. Uma 

grande variedade de reações tem sido avaliadas em neonatos com sepse bacteriana 

suspeita, entretanto Proteína C reativa e procalcitonina são os dois reagentes de 

fase aguda mais comumente estudados e que dispõe de estudos mais adequados 

(POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012).  

Os níveis de CRP aumentam dentro de 6 a 8 horas da infecção e alcançam o 

pico em 24 horas, sendo estimulados pelo aumento de interleucina 6 (IL-6). A CRP 

tem seu melhor valor preditivo se mensurada dentro de 24 a 48 horas da infecção. 

Um aumento no valor do nível de CRP é um preditor melhor do que medidas 

isoladas. Duas determinações normais (entre 8 a 24 horas do nascimento e 24 horas 

após) tem demonstrado um valor preditivo negativo de 99,7% para sepse neonatal 

precoce comprovada, levando a CRP a ser rotineiramente utilizada de forma seriada 

para auxiliar na decisão quanto à suspensão da antibioticoterapia, no caso de 

ocorrer rápida redução de seus níveis (BENITZ, 2010). Assim, valores de CRP 

repetidamente normais são uma evidência bastante forte contra infecção bacteriana 

e podem auxiliar na suspensão segura dos antibióticos (SIMONSEN et al., 2014). 

Pacientes prematuros tem menores valores de CRP de base e menor aumento em 

resposta à infecção.  

Uma variedade de condições não infecciosas como síndrome de aspiração 

meconial, febre materna, uso de esteroide pré-natal, doença hipertensiva específica 

da gestação, injúria tecidual isquêmica ou traumática, hemólise e corioamnioíte 

clínica podem causar uma elevação dos níveis de CRP (HOFER et al., 2012).  
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Os dados são ainda insuficientes para recomendar a mensuração sequencial 

das concentrações de CRP com finalidade de determinar a duração da terapia 

antimicrobiana em um paciente com valores elevados. Os valores de CRP 

considerados anormais diferem entre laboratórios, de forma geral, são aqueles 

superiores a 10 mg/L (POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012). 

Procalcitonina (PCT) é um propeptídeo de calcitonina produzido 

principalmente por monócitos e hepatócitos que é significantemente elevada durante 

infecções em neonatos. Os valores parecem aumentar cerca de 2 horas após a 

exposição ao patógeno, com pico em 12 horas e retorno aos valores basais em 48 a 

72 horas (SHANE; STOLL, 2013). O nível normal em neonatos com mais de 72 

horas de vida é usualmente <0.1ng/ml. Em geral, procalcitonina é mais sensível e 

menos específica para detecção precoce da sepse do que a CRP (BENITZ, 2010). 

Os níveis de procalcitonina costumam ser mais elevados durante infecções 

bacterianas do que virais e declina rapidamente com terapia apropriada. Entretanto, 

um aumento fisiológico da PCT ocorre nas primeiras 24 horas de vida, e níveis 

elevados podem ocorrer em condições não infecciosas como doença da membrana 

hialina, instabilidade hemodinâmica, e em trauma severo (NG, 2004).  

Desta maneira, embora a PCT seja um marcador mais sensível de infecção 

do que a CRP, marcadores tais como PCT, CRP e índices leucocitários tem similar 

sensibilidade e especificidade quando analisados sozinhos. Já, uma combinação 

destes parâmetros fornece melhores resultados, sugerindo que a análise conjunta, 

associada ao mínimo de volume de sangue coletado, seja de mais valia para o 

diagnóstico da SNP (CELIK et al., 2012).  

 

 

2.6.2.3 Outros biomarcadores 

 

 

Evidências recentes demonstram que neonatos reagem a sepse bacteriana 

com uma resposta inflamatória exagerada, que pode contribuir para a alta 
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mortalidade observada na SNP (SATAR, 2012). Citocinas são mediadores químicos 

endógenos que desempenham importante função na cascata inflamatória, as quais 

pode-se incluir a interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interferon gama (IFN-β) e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (PUSTERLA et al., 2006; SRINIVASAN; 

HARRIS, 2012). A razão para a investigação deste grupo diverso de mensageiros 

intercelulares é que os índices leucocitários e CRP são marcadores tardios e não se 

mostram sensíveis o suficiente para o diagnóstico precoce da sepse neonatal (NG, 

2004). A expressão dos antígenos de superfície celular dos leucócitos é conhecida 

por ser regulada para mais ou para menos, durante a infecção bacteriana. Com o 

avanço na tecnologia de citometria de fluxo foi possível identificar e quantificar os 

marcadores de superfície celular em células específicas com pouco volume de 

sangue. Dentre estes antígenos de superfície, os potenciais marcadores de infecção 

recentemente estudados são CD11B, CD64 e CD69 (SRINIVASAN; HARRIS, 2012).  

O aumento dos níveis de citocinas e expressão dos antígenos de superfície 

celular ocorrem antes do neonato desenvolver sinais e sintomas de sepse e 

eventualmente antes dos testes laboratoriais tornarem-se positivos. No entanto, 

atualmente, nenhum deles tem sido utilizado na rotina clinica devido a muitos fatores 

como as dificuldades operacionais envolvidas na detecção, a falta de especificidade 

e o custo e necessidade de equipamento sofisticado para realização destes testes 

(SHAH; PADBURY, 2014). 

 

 

2.6.2.4 Hemocultura 

 

 

O isolamento de um microrganismo patogênico do sangue (ou de outro fluido 

corporal) é atualmente o único método para estabelecer definitivamente o 

diagnóstico de sepse/bacteremia neonatal. 

Os métodos para detecção da presença de bacteremia são fundamentados 

no cultivo de sangue em meios de cultura propícios para o crescimento microbiano. 
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Esses métodos são conhecidos como hemoculturas. Na ausência de testes 

diagnósticos moleculares clinicamente disponíveis e validados, a cultura sanguínea 

permanece como o padrão ouro para o diagnóstico de sepse neonatal precoce 

(SHAH; PADBURY, 2014; PUOPOLO et al., 2018).  

Existem diversos sistemas comerciais para a realização de hemoculturas, 

sendo a grande maioria baseados em características do crescimento microbiano 

associado ao comportamento desses no meio de cultura, seja por hemólise, 

turbidez, produção de gás, “chocolatização” do sangue e presença de colônias 

visíveis. A cultura é incubada por 5 dias, embora os sistemas modernos de cultura 

sejam capazes de identificar quase todos os patógenos neonatais responsáveis pela 

SNP dentro de 48 horas (BENITZ, 2010). 

Os métodos para a realização de hemocultura podem ser tanto convencionais 

quanto automatizados. Os automatizados apresentam como vantagens o menor 

tempo para detecção dos patógenos e a monitorização contínua do crescimento 

microbiano (FERREIRA et al., 2011). 

O volume de sangue necessário para hemocultura de neonatos é 

substancialmente menor do que o necessário em adultos, pois neonatos tendem a 

ter concentração de bactérias no seu sangue maiores do que em adultos. Como 

resultado, 0.5ml foi tradicionalmente considerado o volume padrão de sangue 

adequado para detectar bacteremia em neonatos. Entretanto, cerca de 70% de 

todos os neonatos com sepse tem bacteremia envolvendo baixas contagens de 

colônias no sangue (menor de 10 UFC/ml). Uma amostra sanguínea com 0.5ml de 

volume tem se mostrado insuficiente para detectar a maioria dos neonatos com 

estes níveis de bacteremia, enquanto 1ml dobra a chance de positividade (ZEA-

VERA; OCHOA, 2015). O sangue é frequentemente coletado de veia periférica, 

podendo também ser obtido de cateter arterial umbilical logo após inserção ou de 

veia umbilical duplamente clampeada e preparada adequadamente (POLIN; 

COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012; SHANE; STOLL, 2013).  

O grande problema da cultura sanguínea em neonatos é que a sensibilidade 

para identificar sepse é de 50 a 80% em condições ideais (GERDES, 2004). O 

aumento atual do uso de antibióticos na mãe tem reduzido a taxa de positividade 

para níveis de até 3% (OTOLINNI et al., 2002). Assim, uma cultura sanguínea 
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positiva com um organismo patogênico é diagnóstica de sepse neonatal, entretanto, 

uma cultura negativa não descarta a possibilidade da doença. 

 

 

2.6.2.5 Métodos Moleculares 

 

 

Dentre as diversas técnicas de biologia molecular desenvolvidas, destaca-se 

a Reação em Cadeia de Polimerase (PCR). Esta técnica foi proposta primeiramente 

como uma estratégia para desvendar o mecanismo envolvido na síntese química de 

genes e somente quinze anos mais tarde o método foi utilizado na prática através da 

amplificação de DNA de células de mamíferos. O aperfeiçoamento da técnica se deu 

com a substituição da enzima DNA polimerase I por uma enzima termoestável 

isolada do microrganismo Thermus aquaticus, possibilitando que o método da PCR 

pudesse ser utilizado de forma crescente e rotineira em pesquisa e nos laboratórios 

de biologia molecular (FERREIRA et al., 2011). 

Basicamente, a técnica da PCR consiste de uma reação bioquímica in vitro 

que permite a síntese de grandes quantidades de uma sequência de ácidos 

nucléicos pré-determinada. A PCR possibilita a síntese de fragmentos de DNA, 

usando a enzima DNA-polimerase, a mesma que participa da replicação do material 

genético nas células. Esta enzima sintetiza uma sequência complementar de DNA, 

desde que um pequeno fragmento (o iniciador, ou primer, em inglês) já esteja ligado 

a uma das cadeias do DNA no ponto escolhido para o início da síntese. Os primers 

definem a sequência a ser replicada e o resultado obtido é a amplificação de uma 

determinada sequência DNA com bilhões de cópias (EILLAND III et al., 2010; 

FERREIRA et al., 2011). 

Métodos moleculares baseados na tecnologia da reação em cadeia da 

polimerase têm sido desenvolvidos para o diagnóstico de infecção e identificação de 

patógenos. Estes métodos baseiam-se na detecção e reconhecimento do DNA do 

patógeno no sangue, ou também em outros espécimes clínicos, com o potencial 
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para obter resultados em um tempo muito mais curto (horas) do que é possível com 

as culturas convencionais (VENKATESH et al., 2010).  

Assim, os métodos moleculares tornaram-se uma ferramenta valiosa para 

identificação de patógenos, possuindo um custo efetivo menor do que métodos 

convencionais, considerando o tempo de internação dos pacientes e o uso de 

antibioticoterapia empírica (MAKHOUL et al., 2005). A detecção através da 

amplificação de uma região específica do genoma bacteriano pode auxiliar no 

diagnóstico da sepse, bem como ampliar o leque de possibilidades etiológicas, hoje 

baseadas apenas no raciocínio clínico (NATARAJAN et al., 2006). De forma 

crescente, o uso de métodos de PCR para detectar as áreas conservadas 16Sr RNA 

e 23S rRNA, presentes em todas as espécies bacterianas, tem sido reportadas para 

distinguir sepse neonatal de outras condições que podem mimetizá-la (SIMONSEN 

et al., 2014).  

A PCR em tempo real realiza a quantificação dos ácidos nucleicos de maneira 

precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase 

exponencial da reação. O ponto que detecta o ciclo na qual a reação atinge o limiar 

da fase exponencial é denominado de Cycle Threshold (CT). Este ponto permite a 

quantificação exata e reprodutível baseado na fluorescência. A emissão dos 

compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na proporção direta da 

quantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores da fluorescência são 

gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado, 

pode ser observado nas curvas de amplificação. 

Os principais compostos fluorescentes, moléculas que absorvem e emitem luz 

em um comprimento de onda específico, são o SYBR Green e TaqMan. O SYBR 

Green se liga entre a fita dupla de DNA e com a excitação da luz emitida pelo 

sistema ótico do termociclador, emite uma fluorescência verde. Suas vantagens são 

o baixo custo, a facilidade no uso e a sensibilidade. Já o TaqMan é uma sonda 

(fragmento de DNA marcado usado para hibridizar outra molécula de DNA) utilizada 

para detectar sequências específicas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. 

Esta sonda apresenta em uma das extremidades um fluorótomo (NOVAIS; PIRES-

ALVES, 2004). 

O grande desafio dos métodos individuais de PCR é que eles falham em 

detectar a maior parte das causas de infecções neonatais. Como resultado, vários 
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pesquisadores e laboratórios tem descrito o Sistema PCR Multiplex, em que os 

DNAs de vários patógenos bacterianos podem ser amplificados em conjunto, 

paralelamente. Por definição, a Reação em Cadeia pela Polimerase Múltipla (PCR 

Multiplex) é uma variante da PCR na qual dois ou mais loci são simultaneamente 

amplificados na mesma reação. Através deste método, busca-se amplificar distintas 

sequências em um único tubo, implicando na necessidade de que todos os 

oligonucleotídeos, os iniciadores previamente desenhados para corresponder ao 

DNA respectivo de cada bactéria a ser identificada, assim como os demais 

reagentes utilizados na PCR, estejam necessariamente misturados e o programa 

utilizado seja adequado para permitir a detecção de cada fragmento específico e não 

inibir as demais (YADAV et al., 2005). Desta forma, o uso de PCR Multiplex pode 

diferenciar vários agentes etiológicos responsáveis pela sepse, baseados no peso 

molecular dos fragmentos amplificados (YADAV et al., 2005), contribuindo para a 

detecção simultânea de um número cada vez maior de doenças, a partir de um 

número também crescente de tipos de amostras clínicas, com menores quantidades 

de amostra (FERREIRA et al., 2011).  

Uma grande limitação do uso do PCR é sua incapacidade de diferenciar se o 

microrganismo está vivo ou não (SILVA JUNIOR et al., 2016). Assim, o diagnóstico 

através do uso da RT-qPCR, uma modificação da PCR que utiliza o RNA bacteriano, 

além de confirmar a presença ou ausência do patógeno, pode demonstrar que este 

encontra-se também viável, expressando normalmente transcritos e proteínas 

importantes para o processo de infecção e multiplicação no hospedeiro, bem como 

marcadores de virulência, de maneira que a identificação da espécie pode estar 

disponível para o clínico em poucas horas (KLIMOV, 2019).  

Considera-se fundamental a identificação do microrganismo causador da 

infecção e o início mais precoce possível do antibiótico adequado. Uma 

antibioticoterapia inicial inadequada na sepse encontra-se associada a um aumento 

da mortalidade em até cinco vezes. Por outro lado, a antibioticoterapia 

indiscriminada é responsável pelo surgimento crescente de bactérias 

multirresistentes e infecções fúngicas (BALLOT et al., 2012). Estudos comparando 

hemoculturas e testes moleculares para detecção de microrganismos associados à 

sepse têm destacado um diagnóstico significativamente mais rápido e sensível 

quando utilizadas técnicas baseadas na PCR. Neste contexto, uma extração rápida 
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de DNA com sistema PCR mostrou ser possível, com resultados disponíveis em 

menos de três horas e com boa sensibilidade, auxiliando médicos a realizar 

decisões mais ágeis no manejo efetivo do paciente com sepse evitando o uso 

abusivo de antibióticos (LOUIE et al., 2002, MISHRA et al., 2006), e mais 

modernamente o uso do RT-qPCR pode tornar o diagnóstico da infecção mais 

precisa e clinicamente útil. 

 

 

2.6.3 Análise Liquórica 

 

 

Enquanto a punção lombar (PL) é um importante meio de obter liquido 

cérebro-espinhal (LCR) para descartar a presença de meningite em crianças com 

sepse, sua rotina em neonatos é controversa. O risco de meningite concomitante em 

neonatos de alto risco que parecem bem ou naqueles em que os sinais clínicos 

parecem ser devido a condições não infecciosas tais como síndrome do desconforto 

respiratório são muito baixas, de 0,25/1000 nascidos vivos (WISWEL et al., 1995). 

Porém, mais de 23% dos neonatos com bacteremia irão apresentar meningite 

concomitante, segundo Shane e Stoll (2014). Assim, um número significante de 

neonatos com meningite não terá este diagnóstico a menos que a PL seja realizada. 

Por esta razão há indicação de obter LCR através de PL em neonatos que 

apresentem quadro clínico sugestivo de sepse neonatal (sintomáticos) ou que 

apresentem hemocultura positiva (POLIN; COMMITTEE ON FETUS AND 

NEWBORN, 2012).  

Idealmente, a realização da PL deve se dar antes do início da terapia 

antimicrobiana, porém existem algumas condições que podem levar a não 

realização imediata ou ao adiamento da realização da PL, as quais incluem 

pacientes com quadro clinico muito severo com instabilidade hemodinâmica e/ou 

respiratória ou em casos de abaulamento da fontanela anterior (indicando realização 

de Tomografia Computadorizada ou Ressonância Nuclear Magnética anterior à 
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realização da PL para afastar sinais de hipertensão intracraniana), a presença de 

trombocitopenia severa ou infecção na região lombossacra (SIMONSEN et al. 2014). 

 

 

2.7 TRATAMENTO 

 

 

O tratamento empírico é usualmente iniciado em neonatos que estão sob o 

risco de sepse, baseado nos sinais e sintomas clínicos e/ou nos fatores de risco 

relacionados a gestação (SHANE; STOLL, 2013). Historicamente, entre 11 e 23 

neonatos não-infectados são tratados com antibióticos para cada um com sepse 

comprovada (GERDES, 2004). 

O espectro e severidade dos sintomas requeridos para iniciar-se em um curso 

diagnóstico e terapêutico para sepse faz parte do julgamento clínico e não pode ser 

ditado por protocolos escritos (GERDES, 2004). A seleção dos antibióticos utilizados 

empiricamente, em um momento inicial na SNP, é direcionada contra as bactérias 

patogênicas mais prováveis de acordo com estudos epidemiológicos. Uma vez as 

culturas coletadas, a combinação de ampicilina e gentamicina é ainda a mais 

apropriada para cobrir os organismos mais comuns neste grupo etário 

(DARMSTADT; BATRA; ZAIDI, 2009). O uso desta combinação minimiza o custo e 

causa mínima morbidade e mortalidade relacionada ao tratamento. Se houver 

suspeita de meningite, e enquanto se estiver esperando o resultado final das 

culturas e suscetibilidades, cefotaxime pode ser associado à ampicilina, embora 

vários estudos têm reportado rápido desenvolvimento de resistência quando este 

antibiótico foi utilizado rotineiramente para o tratamento da sepse neonatal precoce 

(BRYAN et al., 1985). Ceftriaxone não é recomendado para neonatos com suspeita 

de meningite devido ao risco de encefalopatia bilirrubínica causada pelo 

deslocamento da bilirrubina livre. Carbapenêmicos são uma classe de antibióticos 

que podem ser utilizados em pacientes em que a bactéria se apresenta resistente a 

outros antibióticos, seja pela produção de penicilinases, ou estando relacionada a 
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beta-lactamase de espectro extendido (ESBL) (FALCIGLIA et al. 2012). Tratamento 

com piperacilina-tazobactam e ampicilina-sulbactam estão sendo utilizados cada vez 

mais frequentemente entre pacientes admitidos nas unidades de terapia intensiva 

neonatal; entretanto a penetração destes no Sistema Nervoso Central (SNC) não é 

confiável, não devendo ser usados em casos de meningite (SHANE; SÁNCHEZ; 

STOLL, 2017). 

Apesar de não haver definição precisa do tempo necessário para o 

tratamento nos protocolos atualmente disponíveis, considera-se que o tempo de 

tratamento para paciente com sepse comprovada por cultura positiva deverá ser de 

10 a 14 dias, baseada no organismo específico. Quando houver meningite, a 

duração deverá ser de pelo menos 14 dias se for causada por SGB e de pelo menos 

21 dias nas meningites por gram-negativos (GERDES, 2004). 

Nos casos em que o agente etiológico não puder ser identificado em culturas 

e houver forte suspeita de infecção, usualmente um curso empírico de 7 a 10 dias de 

antibiótico é realizado. A decisão quanto a duração da terapia em pacientes com 

hemocultura negativa deve incluir a consideração quanto ao curso clínico bem como 

aos riscos associados com longos cursos de agentes microbianos (POLIN; 

COMMITTEE ON FETUS AND NEWBORN, 2012).  

Há razoável evidência mostrando a associação de tratamento empírico com 

antibióticos (por um tempo superior a 5 dias), com mortalidade, enterocolite 

necrosante e subsequente infecção (COTTEN; SMITH, 2013). Assim, devido ao 

potencial prejuízo ocasionado ao paciente devido a cursos longos de antibióticos 

desnecessários, e ao potencial risco da emergência de resistência antibiótica, a 

suspensão do esquema antibiótico caso o organismo não seja isolado e não haja 

evidência clínica de infecção, é de fundamental importância (JOHNSTON; 

ANTHONY, 2013). 

O tratamento específico para SGB permanece essencialmente inalterado, 

devendo ser realizado com penicilina ou ampicilina. Bacteremia não complicada é 

tratada por 10 dias, enquanto bacteremia complicada com meningite é usualmente 

por 14 dias, embora alguns autores recomendem o tratamento por 21 dias.  
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Escherichia coli e outros bacilos Gram-negativos devem ser tratados com 

gentamicina ou amicacina por 14 dias na bacteremia não complicada, enquanto 

meningite deve ser tratada por um mínimo de 21 dias. Nos casos de infecções por 

Escherichia coli produtoras de beta-lactamase de expectro extendido (ESBL), 

meropenem tem sido usado com sucesso em neonatos. Para outros organismos 

Gram-negativos, a duração do tratamento é similar ao da Escherichia coli, porém 

com uma maior incidência de algumas complicações nas infecções meníngeas, tais 

como abcesso cerebral associado com Citrobacter, Enterobacter e Serratia sp., que 

podem necessitar de tratamentos com duração mais prolongada. Bacteremia não 

complicada deve ser tratada por 10 a 14 dias. Para infecções invasivas associadas 

com meningite, o tempo de tratamento deve ser de 14 a 21 dias.  

Quando outros organismos gram-positivos que não SGB forem os causadores 

da SNP, vancomicina deve ser iniciada empiricamente até o antibiograma for 

conhecido. Se o organismo identificado for Staphylococcus aureus meticilino-

suscetível (MSSA), o tratamento deve ser substituído por nafcilina ou oxacilina 

devido a sua melhor atividade bactericida. Staphylococcus aureus meticilino-

resistente (MRSA) usualmente requerem tratamento com vancomicina (SIMONSEN 

et al., 2014). 

 

 

2.8 MORBIMORTALIDADE 

 

 

Antes do advento dos antibióticos, quase todos os recém-nascidos com sepse 

neonatal morriam. Atualmente, das cerca de 4 milhões de mortes neonatais que 

ocorrem todo ano, em torno de um terço são creditadas à sepse neonatal, tornando-

a ainda a principal causa de mortalidade infantil no mundo (REMINGTON et al., 

2011). Embora países desenvolvidos tenham apresentado um importante progresso 

na sua redução, em países em desenvolvimento, ainda há um grande número de 

intervenções promissoras e de baixo custo que tem o potencial de reduzir 
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significativamente o número de casos de sepse neonatal no mundo (SHANE; 

STOLL, 2013, SATAR; ÖZLÜ, 2012). Porém, apesar dos grandes avanços no 

cuidado neonatal e das pesquisas neste assunto, em países em desenvolvimento, 

quatro de cada dez pacientes com sepse morrem ou sobrevivem com sequela grave 

como déficit significante permanente no neurodesenvolvimento (WYNN, 2016). 

O risco de mortalidade na SNP aumenta com o grau de prematuridade e das 

morbidades associadas. Os sistemas imunes inato e adaptativo não estão 

funcionando em níveis ótimos no período perinatal, com significativo aumento do 

risco do neonato desenvolver doença invasiva (SIMONSEN et al., 2014).  

A longo prazo, a exposição à inflamação intrauterina na corioamnioíte e a 

SNP estão associados com um risco aumentado de desenvolvimento de displasia 

broncopulmonar em pacientes prematuros. Também está documentada a 

associação de infecção perinatal e inflamação com injúria cerebral, incluindo 

leucomalácea periventricular, atraso nos marcos do desenvolvimento e paralisia 

cerebral (SHANE; STOLL, 2014). Por exemplo, sequelas significativas podem 

desenvolver-se em 17 a 60% dos neonatos sobreviventes de meningite neonatal 

causada por bacilos entéricos gram-negativos ou pelo SGB, incluindo sequelas 

motoras, retardo mental, atraso no desenvolvimento, desordens convulsivas, 

hidrocefalia e perda auditiva (REMINGTON et al., 2011). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a detecção da viabilidade de microrganismos através de transcrição 

reversa-qPCR do sangue total de recém-nascidos com sepse neonatal precoce. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

3.2.1 Desenhar oligonucleotídeos iniciadores para a transcrição reversa e 

amplificação por PCR quantitativo em tempo real para os genes alvos que 

expressam mRNAs funcionais dos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus e Streptococcus agalactiae; 

 

3.2.2 Desenvolver e aplicar um protocolo de transcrição reversa (RT) para detecção 

da viabilidade dos microrganismos pesquisados no sangue da população 

selecionada; 

 

3.2.3 Analisar a concordância dos resultados do protocolo de transcrição reversa 

(RT) em relação aos resultados de hemocultura e evolução clínica, na população 

selecionada. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP/UFMS) em 

01/11/16 (Número do Parecer: 1.800.920). Os pais ou responsáveis pelas crianças 

foram informados e esclarecidos, no momento de solicitação do consentimento para 

a participação na pesquisa, quanto aos objetivos, riscos, benefícios e 

responsabilidade do pesquisador, e da liberdade de retirar seus filhos da pesquisa a 

qualquer momento que achassem conveniente (Apêndice A).  

 

 

4.2 TIPO DE ESTUDO 

 

 

Estudo Descritivo Observacional Transversal. 

 

 

4.3 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

 

A população do estudo foi composta por recém-nascidos (RN) com suspeita 

de Sepse Neonatal Precoce, admitidos na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal da 

Associação Beneficente Santa Casa de Campo Grande (ABCG). 
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4.3.1 Critérios de Inclusão 

 

 

Foram incluídos no estudo os recém-nascidos (pré-termo, a termo ou pós-

termo) que apresentaram suspeita inicial de sepse neonatal no período 

compreendido do nascimento até 72 horas de vida. 

A suspeita inicial de sepse foi definida segundo os critérios descritos por 

Silveira e Procianoy (1999) e Resch, Renolder e Hofer (2016), baseados na 

presença de três ou mais sinais clínicos do recém-nascido ou no mínimo dois destes 

sinais, associados a fatores de risco maternos, dentre os descritos a seguir: 1] 

fatores de risco maternos tais como febre (temperatura axilar superior a 38ºC), 

corioamnioníte, ruptura prematura de membranas por um período maior que 18 

horas, colonização por Estreptococo do grupo B e infecção urinária; 2] achados 

clínicos tais como apnéia, dificuldade para respirar, cianose, taquicardia ou 

bradicardia, déficit de perfusão ou choque; hipo ou hiperglicemia; irritabilidade, 

letargia, hipotonia, convulsões; distensão abdominal, vômito, intolerância à dieta, 

resíduo gástrico, hepatomegalia; icterícia sem causa definida; temperatura instável; 

petéquias ou púrpura; e uma aparência de que “não parece bem”. 

De acordo com a evolução clínica e laboratorial, os pacientes receberam os 

diagnósticos de sepse confirmada (pacientes sepse suspeita e hemocultura ou 

cultura de líquor demonstrando crescimento bacteriano), sepse clínica (pacientes 

com sepse suspeita que receberam 5 ou mais dias de antibióticos, sem evidência de 

foco de infecção e sem culturas positivas), choque séptico (presença de diagnóstico 

de sepse clinica ou sepse confirmada com disfunção cardiovascular sustentada, ou 

seja, hipotensão, que foi considerada como uma pressão arterial média menor do 

que o valor da Idade Gestacional do paciente, ou evidência de perfusão periférica 

diminuida mesmo após 40ml/kg de volume em 1 hora (SILVEIRA; GIACOMINI; 

PROCIANOY, 2010), pneumonia (pacientes com sepse suspeita ou confirmada que 

receberam 5 ou mais dias de antibióticos, com evidência de alteração radiológica) ou 

meningite (pacientes com sepse suspeita ou confirmada com evidência de 

anormalidade liquórica – mais de 25 células e/ou proteinorraquia superior a 150 

mg/dl e/ou glicorraquia inferior a 80% da glicemia sérica e sem culturas positivas) 

(KLIGEMBERG, 2018). Os pacientes em que a sepse foi descartada pela equipe 
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médica de neonatologistas em até 72 horas do inicio dos sintomas receberam o 

devido diagnóstico neonatal. 

 

 

4.3.2 Critérios de Exclusão 

 

 

Foram excluídos os recém-nascidos que não se enquadraram nos critérios de 

inclusão, e os que apresentaram: malformações congênitas; infecção materna 

durante a gestação por HIV, sífilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovírus e/ ou 

herpes vírus 1 e 2. Também foram excluídos do estudo recém-nascidos indígenas, 

quilombolas e aqueles em que o consentimento informado não pôde ser obtido.  

 

 

4.4 COLETA, PROCESSAMENTO E DESCARTE DAS AMOSTRAS 

 

 

4.4.1 Coleta de Amostras de Sangue e Processamento das Hemoculturas 

 

 

As amostras de sangue para hemocultura foram colhidas pelo serviço de 

neonatologia nos casos de suspeita de infecção dos recém-nascidos de acordo o 

protocolo do serviço, após a autorização dos pais e assinatura do termo de 

consentimento informado. Foi colhido 1ml de sangue volume considerado suficiente 

para uma adequada taxa de sucesso na hemocultura, segundo Russel (2011).  

O sangue foi coletado por venopunção periféfica ou de cateter arterial 

umbilical, logo após sua passagem, após cuidadosa e exaustiva assepsia do sítio de 

coleta com Álcool 70%, além de uso de luvas estéreis e máscara, sendo então 

colocado em frasco pediátrico para hemocultura automatizada.  

As amostras colhidas foram transportadas imediatamente ao setor de 

microbiologia do laboratório da ABCG, onde as mesmas foram processadas e 
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analisadas de acordo com o sistema automatizado BacT/ALERT (BioMérieux, 

Durham, NC, EUA).  

 

4.4.2 Coleta de Amostras de Sangue para RT-qPCR 

 

 

As amostras de sangue foram colhidas de veia periférica ou de cateter arterial 

umbilical logo após sua passagem, com todo rigor de assepsia, aproveitando-se a 

oportunidade de coleta de amostra sanguínea para hemocultura. 

Foram colhidos 500 μl de sangue e colocados imediatamente em microtubo 

contendo 500 μl de RNA later- RNA Stabilization Solution Soln. (Ambion) e 

posteriormente armazenadas em congelador a -20ºC até a extração de RNA e 

posterior realização da técnica molecular. 

 

 

4.4.3 Coleta dos Isolados Bacterianos 

 

 

Os isolados dos microrganismos: E. coli, S. agalactiae e S. aureus foram 

escolhidos de cultura isolada no Setor de Microbiologia do Laboratório CélulaÒ 

Campo Grande, durante o ano de 2019. Os patógenos foram cultivados em meios 

específicos a 37oC por 24 horas e aproximadamente 1 a 3 colônias foram colocadas 

em 500 μl de RNA later antes da extração do seu RNA total.  

 

 

4.4.4 Extração do RNA total 
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A extração do RNA total das amostras foi realizada para verificar a presença 

ativa de E. coli, S. agalactiae e S. aureus, através da expressão de seus mRNAs.  

Para cada extração do RNA total para padronização foram utilizadas colônias 

da respectiva bactéria suspensa em 500μl de RNA later coletados em temperatura 

ambiente e armazenados a 4ºC em geladeira comum (para a construção das curvas 

padrão). No caso das amostras dos pacientes, foram utilizados tubos contendo 

500μl sangue em 500μl de RNA later, conforme o descrito anteriormente. 

Os tubos foram centrifugados a 7000rpm por 15 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado com pipetagem de 1ml com ponteiras com barreira. O 

precipitado então teve seu RNA total extraído utilizando-se o reagente Stat-60®, 

segundo protocolo descrito pelo fabricante (Anexo A), com pequenas modificações 

(BARROS, 2014). Resumidamente, os tubos contendo as amostras clínicas e 500μl 

de RNA later foram centrifugados a 7000rpm por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante 

foi descartado e ressuspenso em 25 ou 50μl de água DEPC tratada (água ultra-pura, 

tratada com o inativador de RNases, dietilpirocarbonato). Foi acrescentado 80μl de 

RNA STAT-60 e 20μl de clorofórmio. A suspensão foi centrifugada a 12.000 rpm por 

15 minutos a 4ºC. Transferido sobrenadante para microtubo de 1,5ml. Foi então 

acrescentado à solução 600μl de Isopropanol. A suspensão então foi centrifugada a 

14000 rpm por 30 minutos a 4ºC e o sobrenadante descartado, preservando o pellet 

de RNA ao qual foi inserido volume de 1ml de Ethanol 70%. Mantido a -80º C por 12 

horas. Após foi centrifugado a velocidade de 14000 rpm por 15 minutos a 4ºC. Após 

descarte do etanol o pellet foi secado a vácuo por aproximadamente 60 minutos 

sendo então dissolvido em 60μl de água DEPC tratada. 

Uma alíquota de 2μl utilizada para quantificação no espectrofotômetro da 

marca GeneQuant (GE Healthcare, Uk) em OD = 260 nm. Alíquotas de amostras de 

RNA total foram em seguida, tratadas com Dnase I (TURBO DNA-free kit, Ambion 

Inc., Foster, California, USA) para eliminação de traços de DNA genômico, extraídas 

com fenol, precipitadas com isopropanol e o pellet de RNA DNase tratado foi lavado 

com etanol e ressuspenso em água DEPC. Após o tratamento com DNase, as 

alíquotas foram quantificadas novamente a 260nm para posterior utilização na RT-

qPCR. 

4.4.5 Seleção dos Oligonucleotídeos Iniciadores (Primers) 
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Os primers (Tabela 1) foram desenhados e analisados no software BLAST-nt, 

exclusivamente para este estudo e selecionados para a detecção da Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae através de RT-qPCR.  

 

Tabela 1 – Características dos Oligonucleotídeos iniciadores (primers) selecionados 
e tamanho do produto (pb) para a detecção da Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus e Streptococcus agalactiae através de RT- qPCR, Campo Grande –MS, 
2020. 

Primer Microrganismo Tamanho do 
produto (pb) 

ECOFOR = 5’- CAT CAG ATG GAG CCG GGC ATG CCA – 3’ 

ECOREV = 5’- GAG AAT TAC TCG TCT TCC AGT TCG – 3’ 
Escherichia coli 98 

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

SAGAREV = 5’- TAA TTC CAT AAA TCG CTT TGT ATC-3’ 

Streptococcus 
agalactiae 90 

SAUFOR = 5'- GAG GTA TTA GTG ATA TCG ATT TAA -3' 

SAUREV2=5'-ATG CCT GCT TTC AAA TCG ACA ACT C-3' 

Staphylococcus 
aureus 139 

pb: pares de base 

 

Resumidamente, iniciadores de oligonucleotídios foram selecionados para 

amplificação de um fragmento de 139 pb do MHC class II analog protein do S. 

aureus (SAUFOR: 5’- GAG GTA TTA GTG ATA TCG ATT TAA - 3’; SAUREV2: 5’- 

ATG CCT GCT TTC AAA TCG ACA ACT C - 3’), 90 pb do peptide chain release 

factor 1 do S. agalactiae (SAGAFOR: 5’- TTG CAG CCA GTT GAA GAT CGT TAT - 

3’; SAGAREV: 5’- TAA TTC CAT AAA TCG CTT TGT ATC - 3’) e 98 pb do gene  

RpoB (RNA polymerase beta subunit) de E. coli (ECOFOR: 5’- CAT CAG ATG GAG 

CCG GGC ATG CCA - 3’ ; SAGAREV: 5’- GAG AAT TAC TCG TCT TCC AGT TCG - 

3’).  

Sempre que necessário novos primers foram sintetizados e liofilizados pela 

Integrated DNA Technologies (IDT).  
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Para utilização os primers foram dissolvidos em Água estéril-filtrada para uma 

concentração final de 10 pmol/μl (solução de uso). Como gene normalizador para o 

qPCR, utilizou-se o S26 padrão para amostras de sangue humano (NASCIMENTO, 

2014). 

 

 

4.4.6 Transcrição Reversa (RT) 

 

 

A RT para síntese de sscDNA (DNA complementar de fita simples) foi 

realizada a partir de ~250ng de RNA total em volume final de reação de 29μl por 

amostra, de acordo com protocolo descrito por Barros et al. (2014). Resumidamente, 

250ng de RNA foram pré-incubados a 70ºC por 10 minutos com 10 pmol de cada 

primer reverso, específico para os genes alvos em estudo, seguido de 

armazenamento em gelo por 10 minutos. Em seguida acrescentados 4μl de tampão 

de reação 5x e 2μl de dNTP mix (10 mM de cada). Incubada solução a 37ºC por 2 

minutos. Adicionado 2μl do mix de enzima transcriptase reversa (40 U) em tampão 

RT (KCl 50 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 8,4) sendo incubado a 45°C por 1 hora. A 

solução foi finalizada e imediatamente utilizada na qPCR. Todos os reagentes foram 

provenientes da Invitrogen® (SuperScript® First-Strand Synthesis System for RT-

PCR).  

 

4.4.7 Reaçao em cadeia da polimerase em tempo real e quantificação relativa 
(qPCR) 

 

 

Para a reação de PCR em tempo real foram utilizados o kit SYBR Green PCR 

core Reagents (PE Biosystems) e o aparelho QuantStudio 6 Flex Real-Time System 

(Applied Biosystems). O protocolo utilizado para qPCR foi o desenvolvido pelo 

Núcleo de Fisiologia e Genômica Funcional (NUFIGEN) da Universidade Federal de 



56 
 

Minas Gerais (UFMG) e descrito por Reis (2013), para a realização das reações. 

Resumidamente, o primer mix (1,5pmol cada), 10ng de cDNA das amostras e 20µl 

de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) foram combinados e 

executados sob condições padrão no QuantStudio 6 Flex Real-Time System, como 

determinado pelo kit. Todas as amostras humanas foram analisadas em duplicada e 

as amostras para curva padrão analizadas em quadruplicatas. 

Para a quantificação relativa foi realizada uma análise comparativa da 

expressão dos transcritos dos genes-alvo com o controle endógeno, utilizando-se o 

método CT comparativo, onde o controle endógeno foi utilizado para normalizar a 

expressão dos genes-alvo de cada bactéria, bem como o controle endógeno gene 

S26 ribossomal humano (média do CT gene-alvo – média do CT controle endógeno) 

gerando o ΔCT. Utilizando-se o ΔCT calculou-se o ΔΔCT (ΔCT amostra – ΔCT do 

calibrador (amostra de referência). Ao final, foi aplicada a fórmula 2 –ΔΔCT para 

chegarmos aos níveis relativos de expressão (fold change in gene expression) de 

cada gene-alvo (PFAFFL, 2001). 

 

 

4.5 RECRUTAMENTO E COLETA DOS DADOS 

 

 

Após e durante a internação dos recém-nascidos elegíveis, as mães ou 

responsáveis foram esclarecidos como descrito anteriormente no item 4.1 (Apêndice 

A). A coleta de dados do recém-nascido foi realizada através de preenchimento de 

formulário padronizado (Apêndice B), utilizando informações obtidas através de 

entrevista com a mãe e análise das informações contidas no prontuário do paciente 

durante sua internação na unidade. 
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4.6 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

 

As variáveis relativas às características maternas, assistenciais e clínico-

epidemiológicas dos recém-nascidos, bem como os resultados das hemoculturas e 

do RT-qPCR foram apresentadas em figuras e tabelas, no formato descritivo. 

Para o cálculo do Índice de Concordância foi utilizada a seguinte fórmula: 

Concordâncias / (Concordâncias + Discordâncias) x 100 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS, DEMOGRÁFICAS E ANTROPOMÉTRICAS DA 

POPULAÇÃO ESTUDADA 

 

No presente trabalho foram avaliados 20 recém-nascidos com diagnóstico 

inicial de sepse, de ambos os sexos. Na Tabela 2 encontram-se descritas de forma 

resumida, as principais características clínicas, demográficas e antropométricas dos 

pacientes. A maioria (12 pacientes) foi do sexo masculino, com uma mediana de 

peso de 1667g (695 a 3885g) e a mediana Idade Gestacional de 33 semanas (de 25 

a 40 semanas). 

 

Tabela 2 – Características demográficas da população estudada no Hospital Santa 
Casa, em Campo Grande – MS, 2020. 

ID 
Paciente Sexo 

Idade 
Gestacional 
(semanas) 

Peso de 
Nascimento 

(g) 
Tipo de 
Parto Apgar 

01 Feminino 33.3 1500 Vaginal 7/8 
02 Feminino 35 2540 Cesárea 7/8 
03 Feminino 40 3720 Vaginal 9/10 
04 Feminino 32 1440 Cesárea 5/8 
05 Masculino 40 3885 Vaginal 3/7 
06 Masculino 36.1 3250 Cesárea 8/9 
07 Feminino 27.3 940 Cesárea 8/8 
08 Masculino 33.6 2107 Cesárea 7/8 
09 Masculino 40 3570 Cesárea 8/9 
10 Feminino 39 3705 Cesárea 9/10 
11 Masculino 39.8 2930 Cesárea 8/9 
12 Masculino 26 980 Vaginal 6/7 
13 Masculino 24.8 780 Vaginal 6/9 
14 Feminino 30 990 Vaginal 7/9 
15 Masculino 32.8 1700 Vaginal 7/9 
16 Masculino 33 1635 Cesárea 8/9 
17 Feminino 27 695 Vaginal 9/9 
18 Masculino 25 820 Cesárea 6/9 
19 Masculino 40.4 3850 Cesárea 9/9 
20 Masculino 31.4 1590 Vaginal 8/9 

(ID) Identificação; (g) gramas 
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Na Tabela 3 abaixo pode-se observar os fatores de risco materno, uso de 
antibiótico anteparto por parte das mães e os sinais e sintomas apresentados pelos 
pacientes. 

 

Tabela 3 – Uso de Antibióticos Materno Anteparto, Fatores de Risco Materno e 
Sinais e Sintomas na população estudada, em Campo Grande – MS, 2020. 

ID 
Paciente 

Uso de 
Antibióticos 
Anteparto 

Fatores de 
Risco 

Maternos  
Sinais/Sintomas 

01 SIM BR, ITU Apneia, Dificuldade Para Respirar, Cianose 
02 NÃO BR Dificuldade Para Respirar, Cianose 
03 NÃO ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Vômito, Resíduo Gástrico 
04 SIM BR, ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose 
05 NÃO ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Hipotonia 
06 SIM ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Hipoglicemia 
07 SIM ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose 
08 SIM NÃO Dificuldade Para Respirar, Cianose 
09 SIM ITU Apneia, Dificuldade Para Respirar, Cianose 
10 NÃO NÃO Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Resíduo Gástrico 
11 SIM ITU Apnéia, Dificuldade Para Respirar, Cianose 
12 SIM ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose 
13 SIM BR Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Hopotonia 
14 SIM BR Dificuldade Para Respirar, Cianose 
15 SIM BR Dificuldade Para Respirar, Cianose 
16 SIM ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose 
17 SIM ITU Apneia, Dificuldade Para Respirar, Cianose 
18 SIM CORIO Apneia, Dificuldade Para Respirar, Cianose 
19 NÃO ITU Dificuldade Para Respirar, Cianose, 

Letargia 
20 SIM BR Apnéia, Dificuldade Para Respirar, Vômito, 

Intolerância À Dieta 
ID: Identificação; BR: Bolsa Rota; ITU: Infecção do Trato Urinário, CORIO: Corioamnioníte 
 

5.2 RESULTADOS DA RT-qPCR PARA AS AMOSTRAS PADRÕES 

 

 

O RNA total obtido de cada amostra foi quantificado por espectrofotometria. 

As leituras de densidade óptica (OD) nos comprimentos de ondas de 260 nm para 

ácido nucleico e 280 nm para contaminantes proteicos, bem como sua relação, 
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demonstrando uma razão próxima ou maior do que 1,8 nas amostras, demonstrou 

que a qualidade do RNA obtido deu-se segundo as exigências vigentes para biologia 

molecular. A quantidade total de RNA por amostra dos extratos de bactérias variou 

de ~10 a 50 ng/μL e nas amostras clínicas de ~10 a 300 ng/ μL (ver Anexo B). As 

amostras foram consideradas viáveis para a etapa seguinte de transcrição reversa e 

qPCR.  

Foram testadas diferentes temperaturas para a RT, com o objetivo de 

desfazer as possíveis formações de alças de estruturas secundárias na região alvo 

escolhida, e, portanto, otimizar a reação. A reação de transcrição reversa foi 

otimizada a 45ºC. Foi utilizado 1,0 µg de RNA total para cada reação/amostra 

padrão.  

Os resultados das curvas de amplificação da RT-qPCR, a partir de RNA dos 

microrganismos padrões, através de diluições seriadas são apresentadas nas 

Figuras 1, 2 e 3. Curvas padrões foram utilizadas para futuras quantificações e para 

verificação da faixa de amplificação na determinação da viabilidade das bactérias 

nas amostras testadas. As amostras padrões foram testadas em quadruplicatas para 

as curvas de calibração. Na Figura 4 observa-se as curvas de dissociação (melting – 

Tm) para os amplicons específicos de cada gene dos microrganismos alvos obtidos 

pela RT-qPCR. 
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Figura 1 – Curvas de amplificação para o amplicom alvo do gene peptide chain 
release factor 1 do Streptococcus agalactiae obtidos pela RT-qPCR. A figura 
superior representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e a inferior as 
respectivas curvas de dissociação que caracterizam a especificidade do primer 
selecionado. 
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Figura 2 – Curvas de amplificação para o amplicom alvo do gene RpoB (RNA 
polymerase beta subunit) da Escherichia coli, obtidos pela RT-qPCR. A figura 
superior representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e a inferior 
as respectivas curvas de dissociação que caracterizam a especificidade do 
primer selecionado.  
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Figura 3 – Curvas de amplificação para o amplicom alvo do gene MHC class II 
analog protein do Staphycoccus aureus, obtidos pela RT-qPCR. A figura superior 
representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e a inferior as respectivas 
curvas de dissociação que caracterizam a especificidade do primer selecionado. do 
S. aureus. 
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Figura 4 – Curvas de Dissociação para os amplicons específicos alvos dos mRNAs 
das três bactérias pesquisadas, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli, obtidos pela RT-qPCR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SA: 139 pb do MHC class II analog protein do S. aureus; AG: 90 pb do peptide chain release 
factor 1 do S. agalactiae; EC: 98 pb do gene RpoB (RNA polymerase beta subunit) de E. coli. 
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5.3 RESULTADOS DA RT-qPCR PARA AS AMOSTRAS DOS PACIENTES 

 

Na Tabela 4 são apresentados resumidamente a descrição da evolução 
clínica dos pacientes, resultados das hemoculturas e os resultados da quantificação 
relativa das expressões gênicas das bactérias pesquisadas, obtida por RT-qPCR. 

As amostras de sangue dos pacientes foram testadas para a presença de 

RNA genômico dos microrganismos bacterianos selecionados através dos primers 

específicos, em um RT qPCR, sendo demonstrada positividade para as bactérias 

pesquisadas, em 50% das amostras (10 pacientes; a amostra 13 não apresentou 

material viável para ser analisada).  

A amplificação dos fragmentos alvos nas amostras positivas demonstrando a 

especificidade dos primers selecionados, pelas curvas de amplificação e de 

dissociação podem ser observados nas Figuras 5, 6 e 7. Também pode-se observar 

os gráficos de quantificação relativa para cada bactéria pesquisada nas amostras 

positivas nas Figuras 8, 9 e 10.  

Como normalizador foi utilizado o gene S26 (Figura 11).  

A análise do CT foi baseada nos seguintes valores de threshold: para S26 o 

valor foi 0,024 e para S. aureus, S. agalactiae e E. coli o valor foi de 0,04. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

Tabela 4 – Evolução clínica, diagnóstico neonatal final, resultado das hemoculturas e 
do RT-qPCR na população estudada, em Campo Grande – MS, 2020. 

ID 
Paciente Diagnóstico  HMC RT-qPCR  

S. aureus 
RT-qPCR  

S. agalactiae 
RT-qPCR  

E. coli 
01 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
02 Pneumonia Negativa Negativo Positivo Negativo 
03 Pneumonia Negativa Positivo Positivo Positivo 
04 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
05 Sepse Clinica Negativa Positivo Negativo Negativo 
06 Choque 

Séptico 
Negativa Positivo Positivo Positivo 

07 Sepse Clinica Negativa Positivo Negativo Positivo 
08 TTRN Negativa Negativo Negativo Negativo 
09 Sepse Clinica Negativa Negativo Negativo Positivo 
10 Meningite Negativa Negativo Negativo Positivo 
11 TTRN Negativa Negativo Negativo Negativo 
12 Choque 

Séptico 
E. faecalis Negativo Negativo Negativo 

13 SDR Negativa # # # 
14 Sepse 

Confirmada 
S. aureus Positivo Positivo Negativo 

15 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
16 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
17 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
18 SDR Negativa Negativo Negativo Negativo 
19 TTRN Negativa Negativo Negativo Negativo 
20 Sepse Clinica Negativa Positivo Positivo Negativo 

ID: Identificação; SDR: Síndrome do Desconforto Respiratório, TTRN: Taquipneia Transitória do 
Recém-Nascido, HMC: Hemocultura, #: Amostra insuficiente. 
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Figura 5 – Curvas de amplificação das amostras clínicas que apresentaram 
positividade para Streptococcus agalactiae obtidas pela RT-qPCR. O gráfico 
superior representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e o inferior as 
respectivas curvas de dissociação. 
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Figura 6 – Curvas de amplificação das amostras clínicas que apresentaram 
positividade para Escherichia coli obtidas pela RT-qPCR. O gráfico superior 
representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e o inferior as respectivas 
curvas de dissociação. 
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Figura 7 – Curvas de amplificação das amostras clínicas que apresentaram 
positividade para Staphylococcus aureus obtidas pela RT-qPCR. O gráfico superior 
representa as curvas de amplificação dos fragmentos alvo e o inferior as respectivas 
curvas de dissociação. 
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Figura 8 – Resultados da quantificação relativa das amostras clínicas positivas para 
Streptococcus agalactiae obtidos pela RT-qPCR.  

 

  

 

Figura 9 – Resultados da quantificação relativa das amostras clínicas positivas para 
Escherichia coli obtidos pela RT-qPCR.  
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Figura 10 – Resultados da quantificação relativa das amostras clínicas positivas para 
Staphylococcus aureus obtidos pela RT-qPCR.  
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Figura 11 – Curvas de amplificação para o amplicon de 75 pb do gene humano S26 
padrão, utilizado como normalizador da RT-qPCR para as amostras de sangue 
humano. As respectivas curvas de amplificação (gráfico superior) e dissociação 
(gráfico inferior) são mostradas abaixo.  
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A comparação dos resultados do RT-qPCR e a evolução clínica dos pacientes 

são apresentados na Tabela 5, bem como seus Índices de Concordância. Os dados 

mostram um índice de concordância geral de 97,3% entre evolução clínica e a 

técnica RT-qPCR, sendo um índice de 94,7% entre evolução clínica de infecção e o 

RT-qPCR positivo e de 100% entre evolução clínica sem infecção e RT-qPCR 

negativo.  

 

Tabela 5 – Comparação dos resultados entre RT-qPCR e evolução clínica na 
população estudada e Índice de Concordância, em Campo Grande – MS, 2020. 

Evolução 
Clínica 

RT-qPCR 
Positivo 

RT-qPCR 
Negativo 

Índice de 
Concordância 
(%) 

Infecção  9 1 94,7 

Sem infecção 0 9 100 

Total 9 10 97,3 

Índice de Concordância: Concordâncias/ Concordâncias+Discordâncias x 100 
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6 DISCUSSÃO 

 

A avaliação e tratamento de um neonato por possível infecção é uma das 

práticas clínicas mais comuns nas unidades neonatais em todo mundo (GERDES, 

2004). A sepse neonatal precoce é uma causa substancial de mortalidade e 

morbidade, principalmente em países em desenvolvimento, sendo difícil de ser 

diagnosticada devido a seus sinais e sintomas, que costumam ser inespecíficos e 

podem minimizar outras patologias neonatais (AL-ZAHRANI et al., 2015; SHANE; 

SÁNCHEZ; STOLL, 2017; SHAH; PADBURY, 2014).  

A hemocultura tem sido reconhecida, ainda atualmente, como padrão-ouro 

para diagnóstico de infecção e sepse (TAM; BENDEL, 2017), porém resultados 

positivos, com bactérias isoladas, ocorrem em apenas 4 a 12% das culturas 

sanguíneas processadas. Mais de 60% dos neonatos são avaliados 

laboratorialmente para a presença de sepse nos primeiros 3 dias de vida, sendo que 

menos de 1% das culturas sanguíneas solicitadas nestes pacientes são capazes de 

detectar um microrganismo. Além disso, fato de que as culturas sanguíneas levam 

até 5 dias para demonstrar o crescimento de um microrganismo em níveis 

detectáveis, com tempo adicional de 24 a 48h para determinar a suscetibilidade 

antibiótica, tornam sua utilidade no processo de racionalização terapêutica muito 

difícil (SINHA et al., 2018). 

Com relação a sintomatologia, observou-se que a totalidade dos recém-

nascidos apresentou sinais clínicos como disfunção respiratória ou cianose. De 

acordo com Russel (2011) e Simonsen et al. (2014), os sintomas mais comuns como 

apresentação clínica da SNP são os relacionados ao sistema respiratório, incluindo 

apnéia, cianose, gemência, batimento de asa nasal e retrações intercostais. 

Neste trabalho, dos vinte pacientes com suspeita inicial de sepse clínica, 

apenas dois daqueles que tiveram evolução clínica compatível com infecção 

apresentaram hemocultura positiva (uma para Enterococcus faecalis e outra para 

Staphylococcus aureus). As possíveis razões para a baixa sensibilidade da cultura 

sanguínea em neonatos estão relacionadas com o baixo número de bactérias na 

circulação (abaixo de 10 UFC/ml em cerca de 50% dos neonatos), com os baixos 

volumes de sangue obtidos nos neonatos para cultura e com a prática crescente de 

promover profilaxia antibiótica intraparto para gestantes e neonatos de alto risco, 
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que neste trabalho ocorreu em 75% das gestantes (ESPARCIA et al., 2010; 

FUJIMORI et al., 2010). 

Embora as culturas sanguíneas sejam usualmente a base para o diagnóstico 

de sepse, os resultados usualmente são sabidos após vários dias e a sensibilidade é 

particularmente baixa em recém-nascidos, como já exposto e observado neste 

estudo (FUJIMORI et al., 2010). Desta maneira, o uso empírico de agentes 

antimicrobianos de amplo espectro é extremamente comum e está associado com 

aumento das taxas de resistência bacteriana e distúrbios da microbiota intestinal do 

recém-nascido, além de aumento do risco de enterocolite necrosante e morte, 

principalmente entre os prematuros de extremo baixo peso (COTTEN et al., 2009). 

Por estes motivos, o desenvolvimento de técnicas de detecção bacteriana que 

auxiliem as hemoculturas em oferecer resultados mais rápidos e sensíveis são 

bastante aguardados nas unidades neonatais com principal objetivo de otimizar o 

uso de agentes antimicrobianos (FUJIMORI et al., 2010). 

Dado que o diagnóstico clinico de infecção em um neonato não é seguro e 

que a terapia antimicrobiana empírica utilizada na suspeita de sepse pode promover 

a resistência bacteriana, há uma grande necessidade de um teste diagnóstico 

acurado e sensível para confirmar o diagnóstico da sepse neonatal precoce (TAM; 

BENDEL, 2017). A inabilidade de isolar o patógeno bacteriano não exclui sepse, e 

na maioria das publicações de países desenvolvidos, as informações relacionadas a 

sepse precoce somente incluem casos confirmados por cultura. Entretanto, a 

enorme maioria dos neonatos tratados com antibióticos por sepse clínica com 

hemocultura negativa são largamente ignorados nos estudos epidemiológicos, 

contribuindo assim também para as altas taxas de consumo de antibióticos nas 

unidades neonatais (KLINGENBERG et al., 2018).  

Vários estudos têm investigado diferentes métodos moleculares para o 

diagnóstico de sepse neonatal já que apresentam uma grande sensibilidade e a 

capacidade de detecção rápida de patógenos (TZIALLA et al., 2018). As vantagens 

do diagnóstico molecular incluem o uso de baixo volume de sangue, a produção de 

resultados dentro de um curto período de tempo, a habilidade de detectar uma baixa 

concentração de bactérias (MIGLIOLI, 2009) e a menor probabilidade de que a 

terapia antimicrobiana prévia influencie o resultado, além de possuir 

caracteristicamente alta sensibilidade e especificidade, de 90 e 96%, 

respectivamente (FUJIMORI et al., 2010; PAMMI et al., 2011), o que pode ajudar a 
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otimizar o tratamento. Técnicas de PCR tem se tornado cada vez mais úteis na 

redução do tempo de diagnóstico, levando a resultados para o clínico em estágios 

mais precoces da doença.  

Embora as técnicas de biologia molecular para detecção de patógenos sejam 

preferidas às culturas em termos de rapidez e acurácia e tenham apresentado 

excelentes resultados nos últimos anos, técnicas como o qPCR ainda tem algumas 

limitações, sendo a principal, o fato de que este método não é capaz de diferenciar 

bactérias vivas de mortas, ou infecções recentes de antigas, já que a presença de 

DNA bacteriano sozinho pode não estar correlacionado com viabilidade bacteriana, 

podendo carrear assim um resultado falso positivo (MOLAEE et al., 2015).  

Estudos prospectivos que utilizaram o PCR para o diagnóstico de sepse 

neonatal demonstraram que apesar da grande sensibilidade e rápida detecção de 

patógenos, persistiram incertezas acerca do fato daquela bactéria presente no 

estudo ser de fato a causa dos sintomas da sepse em pacientes específicos (TAM; 

BENDEL, 2017). Devido à relativa alta estabilidade do DNA em meio de cultura, a 

presença de debris celulares microbianos pode produzir resultados positivos. Devido 

a incidência de resultados falso-positivos em procedimentos baseados em 

metodologias que utilizam o DNA, outros métodos que avaliem a significância deste 

DNA genômico no sangue de pacientes com sepse clínica são recomendados e 

tornam-se de grande importância (SILVA JUNIOR et al., 2016). 

O ácido ribonucleico (RNA), por outro lado, diferentemente do DNA, tem uma 

meia-vida bastante curta, 2 a 3 minutos, ou pode se alterar rapidamente no 

organismo vivo, devido à baixa estabilidade e susceptibilidade aos ataques de 

enzimas RNases, dentro e fora da célula, além do seu rápido “turnover” (COOPER, 

2000), motivos pelos quais o conteúdo de RNA pode reduzir-se rapidamente, 

principalmente após a morte celular. Desta maneira, a presença de moléculas de 

RNA detectada através da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase Transcrição 

Reversa (RT-PCR) é considerada marcadora da existência de células vivas, como já 

demonstrado em vários estudos (MOLAEE et al., 2015; SHERIDAN et al., 1998). 

O uso da técnica de reação em cadeia da polimerase transcrição reversa (RT-

qPCR) desenvolvida no presente trabalho, visando o diagnóstico de bactérias 

viáveis, nos pacientes com Sepse Neonatal Precoce, demonstrou-ser factível e 

adequada já que os primers desenhados amplificaram os cDNAs alvos a partir de 

RNA total, e os protocolos laboratoriais desenvolvidos e melhorados em nosso 
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laboratório para este fim, mostraram-se efetivos. Sendo assim, houve uma 

concordância entre a RT-qPCR e a evolução clínica dos pacientes incluídos no 

estudo. Estas evidências mostraram que a detecção de moléculas de RNA 

provenientes de genes específicos para os microrganismos escolhidos neste estudo, 

através da RT-qPCR, pode ser usada como um importante indicador de viabilidade 

celular bacteriana, em complemento aos métodos de culturas ou dignóstico 

molecular por detecção de DNA genômico bacteriano. A RT-qPCR possui um 

potencial no auxílio da tomada de decisão quanto ao uso de antibióticos nos recém-

nascidos, reduzindo o risco de perigo para sua microbiota, para sua saúde futura e 

para sua comunidade (MATSUDA et al., 2007).  

Os organismos mais comuns associados a sepse neonatal precoce em países 

em desenvolvimento encontrados em uma série de estudos (BANDYOPADHYAY et 

al., 2018; SHANE; SÁNCHEZ; STOLL, 2017; SILVA-JUNIOR et al., 2016; 

SIMONSEN et al., 2014) são Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e 

Staphycoccus aureus, motivo pelo qual estas bactérias foram testadas pela primeira 

vez com sucesso em sangue de neonatos suspeitos de sepse, através da 

metodologia RT-qPCR do presente trabalho. 

A técnica de RT-PCR tem se mostrado sensível o suficiente para detectar 

concentrações de bactéria presentes no sangue tão baixas quanto 2 células/ml de 

sangue, demonstrando 10 a 100 vezes maior sensibilidade que os métodos de PCR 

convencional na sepse neonatal (FUJIMORI et al., 2010; MATSUDA et al., 2007). No 

presente  estudo, após a análise das curvas de dissociação e amplificação, foi 

possível inferir que das 10 amostras, de apenas 500 µl de sangue, em que houve 

uma evolução clínica compatível com infecção, 9 apresentaram positividade pela 

RT-qPCR para pelo menos uma das bactérias estudadas, sendo 5 positivas para 

Escherichia coli, 6 para Staphylococcus aureus e 5 amostras para Streptococcus 

agalactiae. Tais resultados da amplificação dos fragmentos alvos demonstraram a 

sensibilidade e especificidade dos primers selecionados. A taxa de concordância 

entre o RT-qPCR e a evolução clínica do paciente foi excelente (94,7%). Observou-

se que apenas um paciente com evolução clínica de sepse não apresentou RT-

qPCR positivo para uma das três bactérias pesquisadas, sendo o paciente que 

apresentou positividade na hemocultura para Enterococcus faecalis, bactéria não 

incluída entre as pesquisadas neste estudo, o que demonstra a necessidade de se 
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ampliar a lista de bactérias a serem pesquisadas na montagem de um painel 

diagnóstico mais completo para SNP. 

Das 9 amostras suspeitas analisadas que apresentaram positividade pela 

técnica de RT-qPCR, quatro apresentaram positividade para apenas uma bactéria. 

O restante das amostras apresentaram positividade para mais de uma bactéria, 

sendo que a associação mais comumente encontrada foi a de Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli, o que está de acordo com estudo prévio realizado por 

nosso grupo (SILVA JUNIOR et al., 2016) realizado através de qPCR multiplex na 

SNP e que reafirma a hipótese formulada pelo nosso laboratório (APPEL, 2015; 

BARROS, 2018; MIGLIOLI, 2003, 2009) e também na literatura (FUGIMORI et al., 

2010) de que não é infrequente a coexistência de mais de um microrganismo nos 

pacientes com infecção neonatal. Apenas em um paciente não foi possível a análise 

da amostra através da técnica de RT-qPCR por esta amostra ter se mostrado 

insuficiente. 

A realização da técnica de qPCR em tempo real associado à transcrição 

reversa tem facilitado bastante a análise do PCR, tornando possível amplificação, 

análise e principalmente a quantificação das moléculas alvo de ácido nucleico, o que 

foi realizado neste estudo. Não foi observada neste trabalho, entretanto a relação 

entre o nível de quantificação relativa com um padrão de gravidade na evolução 

clínica dos pacientes com SNP, havendo necessidade de uma população maior de 

pacientes para esta análise, que pode estar relacionada à resposta inflamatória do 

paciente. 

Um diagnóstico rápido de sepse neonatal permite a administração precoce de 

agentes microbianos adequados, reduzindo a morbimortalidade (FUGIMORI et al., 

2010). Uma redução 5 vezes superior na sobrevida tem sido reportada como 

consequência de terapia inapropriada antimicrobiana nas primeiras 6 horas após o 

reconhecimento da sepse. Infelizmente, os resultados dos testes diagnósticos atuais 

não estão disponíveis dentro deste tempo crítico para que se possa permitir 

intervenções médicas efetivas, focadas e potencialmente salvadoras de vida (SINHA 

et al., 2018). O método de RT-qPCR realizado neste estudo, incluindo a etapa de 

extração do RNA, pôde ser completada em 5 horas. 

Além disso, ressalta-se o fato de que as amostras clínicas e das colônias de 

bactérias utilizadas para as curvas padrão foram coletadas em frascos contendo 

RNA later, uma inovação tecnológica descrita pela primeira vez neste trabalho para 
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este fim. A coleta do sangue neste reagente foi realizada com objetivo de preservar 

o RNA para posterior extração, evitando sua degradação, já que as análises não 

seriam realizadas de imediato. Como foi possível observar, as concentrações de 

RNA extraído de um volume de 0,5 ml de sangue total heparinizados, após a 

conservação com RNA later, foram adequadas e suficientes para toda análise 

laboratorial, justificando o uso deste protocolo na prática clínica. Tem-se assim a 

descrição de uma metodologia nova e efetiva para a extração de RNA de amostras 

clínicas com vistas ao diagnóstico. 

O presente estudo descreveu um método de reação em cadeia da polimerase 

a partir de cDNA obtido por reação de transcrição reversa do RNA total para a 

detecção de mRNA bacteriano, o qual foi adequada como um indicador de 

viabilidade celular microbiana, prometendo-se como uma importante e potencial 

ferramenta efetiva para o diagnóstico da infecção bacteriana específica nas 

populações. Assim, demonstrou-se que a extração de RNA total bacteriano foi viável 

pela metodologia descrita. Porém, existe a necessidade de que outros estudos 

clínicos sejam conduzidos utilizando uma população maior e representativa de 

pacientes recém-nascidos com suspeita de sepse neonatal precoce, para que se 

possa demonstrar a aplicabilidade deste método e seu impacto no julgamento 

clínico. Além disso, há necessidade de estudos com inclusão de um número maior 

de bactérias pesquisadas para que se possa testar com maior eficácia o índice de 

concordância, a sensibilidade e especificidade deste teste laboratorial, assim como 

são importantes no futuro o desenvolvimento de testes moleculares que avaliem a 

virulência e resistência antimicrobiana do patógeno. 



80 
 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Atualmente, os testes moleculares ainda não dispõem de evidências 

suficientes, para que possam substituir as culturas no diagnóstico de sepse 

neonatal, podendo servir como testes adjuntos, provendo uma informação rápida e 

importante após os casos de suspeita de infecção. Entretanto, uma melhora na 

sensibilidade, pela otimização dos métodos existentes ou desenvolvimento de novos 

testes no futuro, pode levar a testes moleculares que poderão substituir futuramente 

as culturas microbianas (PAMMI et al., 2011).  

O uso do RT-qPCR pode reduzir o tempo necessário para melhor escolha 

antibiótica ou para seu descalonamento, além de, quando apresentar-se claramente 

negativo, poder servir para a suspensão do uso de antimicrobianos. Tais estratégias 

podem modificar a terapêutica antibiótica empírica, para restringir o número e o 

espectro dos antibióticos, minimizando o desenvolvimento de patógenos resistentes 

e reduzindo custos (BAUER; REINHART, 2010). 

Como já discutido, a PCR tem uma grande vantagem de possibilitar maior 

sensibilidade e especificidade, além de ser capaz de ter seus resultados prontos em 

poucas horas. Entretanto, a amplificação de DNA genômico não caracteriza 

viabilidade do microrganismo. Embora isto possa ser uma vantagem quando 

compatível com o estado clínico do paciente, resultados positivos no PCR devem ser 

interpretados com cautela, devido ao fato de a detecção da presença de DNA 

microbiano apenas, mas o microrganismo já não é mais viável ou funcional, poder 

não contribuir ou trazer confusão no diagnóstico e na conduta clínica (DAS; SHIBIB; 

VERNON, 2017), favorecendo o uso excessivo de antibióticos, resistência 

antibiótica, sepse fúngica, enterocolite necrosante e mortalidade (TRÖGER et al., 

2016). 

As novas fronteiras para a racionalização do uso de antibióticos no ambiente 

dos cuidados neonatais devem ser no sentido de desenvolver estratégias para 

reduzir a medicação empírica e minimizar consequências adversas. O aumento do 
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conhecimento do microbioma neonatal emerge e deve ser eminente, visando 

minimizar a exposição aos antibióticos, reduzindo a enterocolite necrosante e outras 

sequelas, como asma, obesidade, doença intestinal inflamatória, displasia 

broncopulmonar, desordens neurológicas e morte. Estas abordagens e metas são 

primordiais (MUKHOPADHYAY; PUOPOLO, 2018; STRANIERI et al., 2018).  

Os resultados do presente estudo mostraram a possibilidade do uso de 

abordagens moleculares clássicas e sua aplicação aprimorada para fins 

diagnósticos específicos de importantes microrganismos endêmicos na sepse 

neonatal.  A transcrição reversa de mRNAs bacterianos específicos a partir de 

extração e purificação do RNA total, caracteriza a viabilidade e integridade do 

microrganismo, seguido de reação em cadeia da polimerase em tempo real 

normalizado por um gene endógeno, fornecendo valores de expressão relativos dos 

genes investigados. Os dados demostraram que a RT-qPCR pode ser eficiente na 

detecção rápida e segura no diagnóstico específico e determinação das bactérias 

mais comumente envolvidas na gênese da sepse neonatal precoce.  
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8. CONCLUSÃO 
 

 

Em conclusão: 

 

a) A transcrição reversa e amplificação por PCR quantitativo em tempo real, dos 

genes alvos que expressam os mRNAs funcionais dos microrganismos 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, foi 

eficiente para a detecção destes patógenos em amostras de sangue 

conservadas em RNA later. 

 

b) Os oligonucleotídeos iniciadores foram adequados para amplificar os 

fragmentos-alvo das bactérias selecionadas. 

 

c) A análise de concordância demonstrou alta correlação dos dados de detecção 

por RT-qPCR dos patógenos selecionados, quando correlacionados aos 

resultados de hemocultura e evolução clínica na população selecionada. 

 

d) O presente trabalho demonstrou pela primeira vez uma correlação de 

sintomas clínicos e presença viva de Escherichia coli, Staphylococcus aureus 

e Streptococcus agalactiae na sepse neonatal precoce através de transcrição 

reversa-qPCR, que demonstrou-se ser uma técnica adequada para a 

detecção da viabilidade dos microrganismos pesquisados. 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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APÊNDICE B – FORMULÁRIO PADRÃO DE COLETA DE DADOS 

 
 
IDENTIFICAÇÃO                                                                                                                 
Nome:_________________________________________  Hospital:__________________Registro 
nº:__________ 
Procedência:____________________________________________ 
Endereço:_________________________________________________ Telefone: (  )______________ 
Sexo: (  ) M   (  )F                                                  Cor: (  )B  (  )P  (  )M  (  )A 
 
DADOS MATERNOS 
Idade: ___________   Paridade:____________ Pré-natal: (  )Não  (  )Sim _____________consultas 
Patologias na Gestação: (  )Não  (  )Sim Qual(is):________________________________________ 
Uso antibiótico anteparto: (  )Não  (  )Sim Qual (is):_______________________________________ 
Corioamnioníte: (  )Sim (  )Não      Febre: (  )Sim (  )Não   Colonização SGB: (  )Não (  )Sim  (  )Ig   
Bolsa Rota: (  )Ato  (  )<18hs  (  )>18hs    LA: (  )Claro  (  )Meconial  (  )Fétido 
Gestação Gemelar: (  )Não  (  )Sim Ordem do Gêmeo:_____ 
Corticosteróide anteparto: (  )Não  (  )Sim Nº doses:__________________________ 
 
DADOS DO PARTO 
Data de Nascimento:___/___/___ (Hora:___:___)    Data de Internação:___/___/___ 
Local: (  ) Hospitalar  (  ) Domiciliar   (  ) Outro ______________________ 
Tipo de Parto: (  )Vaginal  (  )Cesárea             Fórceps: (  )Não  (  )Sim 
Necessidade de Reanimação: (  )Não  (  )Sim Qual:__________________________________ 
Apgar 1º min.:_______  5º min.:_______ 
Peso nasc:______g              IG: _______sem             (  )AIG   (  )PIG   (  )GIG 
 
LABORATÓRIO 
HMC/Anti:________________________________________________________________________________
___ 
Cultura/Anti 
LCR:____________________________________________________________________________ 
 
ANTIBIÓTICOS 

1. Antibióticos:(Quais:_______________________________________________________________) 
2. Tempo de Tratamento: ___________________________________________________________ 
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ANEXO A – PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DO RNA  
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ANEXO B – QUANTIFICAÇÃO POR ESPECTROFOTOMETRIA DAS AMOSTRAS  

 

Amostra 260/280 Concentração 
(μg/μl) 

EC 01 1,95 26,8 

EC 02 1,98 35,7 

SAGA 01 1,9 9,1 

SAGA 02 1,88 9,5 

SAU 01 1,89 52,6 

SAU 02 1,88 27,5 

01 2,96 24,5 

02 1,39 9,5 

03 2,56 39,8 

04 1,83 28,7 

05 1,51 12,1 

06 2,31 28,4 

07 1,89 53,2 

08 1,67 51,9 

09 1,52 61,0 

10 1,95 90,0 

11 1,69 20,0 

12 2,29 108,8 

13 # # 

14 2,48 49,5 

15 1,90 111,4 

16 1,96 70,7 

17 1,81 125,9 

18 1,90 114,8 

19 1,99 227,4 

20 2,09 109,3 

#: Amostra insuficiente 


