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RESUMO

Furtado |. Detecgdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase de Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis em Sangue de Recém-Nascidos. Campo
Grande; 2011. [Dissertagdo — Universidade Federal do Mato Grosso do Sul].

Introdugdo: Enterococos sdo microrganismos comensais que atuam como
patdgenos oportunistas podendo causar infecgdes em pacientes hospitalizados por
longo periodo de tempo e aqueles que receberam multiplos tipos de terapia
antimicrobiana. Sao cocos Gram-positivos, catalase negativos, geralmente aos
pares ou em curtas cadeias e saprofitas do trato gastrointestinal de animais,
incluindo humanos, cujas duas espécies mais frequentes nas infecgdes humanas
sdo Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Justificativa: A deficiéncia de
estudos, em ambito regional, das infeccbes em recém-nascidos e a utilizagdo da
biologia molecular para diagnostico destas bactérias estimulou o desenvolvimento
deste projeto para conhecimento e divulgacdo dos resultados obtidos, visando o
diagndstico precoce da doencga infecciosa no recém-nascido. Objetivo: Detectar a
presenca das espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium por reagao
em cadeia da polimerase e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real,
respectivamente, em sangue de recém nascidos internados na Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal da UFMS. Metodologia: Foram analisadas amostras de sangue
de 50 recém-nascidos com quadro clinico de infecgao tardia, internados na Unidade
de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital Universitario da UFMS, no periodo de
setembro de 2010 a janeiro de 2011. As amostras foram submetidas as técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase e em tempo real para pesquisa de Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium, respectivamente. Os resultados foram comparados
com os resultados de hemoculturas para 40 destes pacientes. Foram coletados
dados referentes aos pacientes do estudo, como sexo, idade gestacional, peso,
indice de Apgar e uso de procedimentos assistenciais e invasivos. Resultado: Nao
foi identificado crescimento compativel com enterococos nas hemoculturas, porém,
em 8/50 amostras de sangue identificou-se a presenca de Enterococcus faecium
através da técnica de reagcao em cadeia da polimerase em tempo real. E, em 22/50
amostras de sangue, foram detectados DNA gendmico de E. faecalis, através de
PCR convencional. Conclusao: O resultado encontrado €& preocupante devido a
gravidade clinica que os pacientes avaliados apresentaram juntamente com a nao
identificacdo da bactéria por métodos microbioldgicos. Acredita-se que as técnicas
de PCR utilizadas constituem-se em métodos rapidos e de alta especificidade para o
diagnéstico de infecgbes. Sugere-se que a eficacia, seguranga e rapidez das
técnicas aplicadas podera constituir-se em ferramenta de auxilio imprescindivel no
que tange o tratamento especifico e em tempo habil. Espera-se que a implantagao
desta técnica como rotina no hospital favorega o diagndstico precoce e colabore
para o bem-estar dos pacientes.

Palavras-chave: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, prematuridade,
infeccao neonatal, PCR.



ABSTRACT

Furtado I. Detection by Polymerase Chain Reaction of Enterococcus faecium
and Enterococcus faecalis in blood of newborns. Campo Grande; 2011.
[Dissertation— Federal University of Mato Grosso do Sul].

Introduction: Enterococcus are commensal microrganisms and opportunistic
pathogens that can cause infections in hospitalized patients for a long period of time
and those that received multiple kind of antimicrobic therapy. They are Gram-
positive, catalase negative coccus, usually in pairs or in short chains and saprophyte
of the gastrointestinal tract of animals, including humans, the two more common
species are Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. Justification: The
deficiency of studies, in the national ambit, of the infections in newborns and the
utilization of the molecular biology to the diagnostic of these bacteriuns stimulated
the development of this project to knowledge and divulgation of the results obtained,
with the view of the precocious diagnostic of the infectious disease in the newborn.
Objective: To detect the presence of the species Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium across the method of polymerase chain reaction (PCR) and
real time polymerase chain reaction, respectively, in blood of newborns interned in
the Neonatal Intensive Care Unit of the University Hospital of the UFMS.
Methodology: Were analised samples of blood of 50 newborns with clinic symptoms
of late infection, interned in the Neonatal Intensive Care Unit of the University
Hospital of the UFMS, in the period of 2010’s September to 2011’s January. The
samples were submitted to the techniques of polymerase chain reaction (PCR) and
real time polymerase chain reaction to research of Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium, respectively. The results were compared with the
hemoculture’ results of 40 these patients. Data of the patients how, sex, gestational
age, weight, Apgar Score, and use of invasive procedures. Results: It was not
identified growth of Enterococcus in the hemocultures, however, in 8/50 samples of
blood was observed the presence of Enterococcus faecium across the technique of
real time polymerase chain reaction, and in 22/50 blood samples were detected
genomic DNA of E. faecalis, by PCR. Conclusion: The results founded is
preoccupying because of the clinic severity of the patients analysed coupled with the
fact of that the bacteria was not identified across traditional methods. It's believed
that the methods of PCR utilized are fast and specific to the diagnostic infections. Is
suggested that the efficacy, security and brevity of the techniques utilized will can
turn these methodology instruments of important help to the specific treatment in a
able time. It's wait that the implantation of this method how routine in the hospital
benefit to precoce diagnostic and collaborate to the well-being of the patients.

Key-words: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, prematurity, neonatal
infection, PCR.
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Os enterococos fazem parte da microbiota normal da cavidade oral e do trato
gastrointestinal como microrganismos comensais que atuam como patdgenos
oportunistas e que podem causar infeccbes em pacientes hospitalizados por um
longo periodo de tempo, imunocomprometidos, submetidos a procedimentos
invasivos, assim como, aqueles que receberam multiplos tipos de terapia
antimicrobiana .

Recentemente tem emergido como importante agente patogénico em
ambientes hospitalares causando infecgdes severas com altas taxas de mortalidade
2 sendo as duas espécies mais freqlientes: Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium.

As infeccbes mais comuns sdo as do trato urinario, de feridas, bacteremia,
septicemia e endocardites. Algumas espécies podem ser isoladas a partir de solo,
alimentos, agua e plantas, podendo crescer e sobreviver sob diversas condigbes
ambientais.

Nas ultimas décadas houve um aumento na frequéncia de seu isolamento °
sendo um patégeno emergente tanto nas infec¢cdes hospitalares como nas
adquiridas na comunidade #, responsaveis por 12% das infeccdes nosocomiais .

Uma caracteristica marcante das bactérias pertencentes ao género
Enterococcus é a resisténcia intrinseca a muitos dos antimicrobianos utilizados no
tratamento de infecgbes por cocos Gram-positivos.

A caréncia de estudos, em ambito regional, que relatem as infec¢des por
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis em recém-nascidos internados em
unidades de tratamento intensivo estimulou o desenvolvimento deste projeto para
conhecimento e divulgacédo dos resultados obtidos, visando o diagndstico precoce
da doenca infecciosa no recém-nascido (RN), através da biologia molecular, que
oferece rapidez e especificidade, tornando-se imprescindivel para uma terapia

especifica bem sucedida.
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2.1 A Sepse Neonatal

A sepse neonatal é a mais frequente infeccdo hospitalar em unidades de
terapia intensiva neonatais e sua incidéncia vem aumentando em decorréncia da
maior sobrevida dos recém-nascidos de muito baixo peso e extremo muito baixo
peso. Além disso, o uso de cateteres vasculares sao grandes fatores de risco para
esta complicagdo, contribuindo significativamente com a morbidade, custos e
prolongamento da hospitalizagao 4,

E definida como sindrome clinica de bacteremia com sinais sistémicos e
sintomas de infeccdo, nas primeiras quatro semanas de vida, sendo a principal
causa de mortalidade entre neonatos, responsavel por aproximadamente 30 a 50%
do total de mortes neonatais °.

Se diagnosticada precocemente e tratada de forma adequada através de
antibioticoterapia especifica e cuidados de suporte, € possivel eliminar a maioria dos
casos de sepse, principalmente quando nao houver resisténcia bacteriana.

A sepse neonatal € classificada em duas categorias: primaria, usualmente
presente com desconforto respiratério e pneumonia e normalmente acontece nas
primeiras 72 horas apds o nascimento; e sepse tardia, usualmente com septicemia e
pneumonia, ocorre apds 72 horas do nascimento °.

A sepse primaria frequentemente manifesta-se como pneumonia e
geralmente origina-se no trato genital materno, causada por organismos prevalentes
neste trato. Alguns fatores estdo associados a sepse primaria, os quais incluem:
baixo peso ao nascimento, ruptura prolongada de membranas, febre materna, entre
outros .

Tradicionalmente a sepse primaria € causada por: Estreptococos do grupo B,
Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, além de
outras bactérias " 8. Ja a sepse tardia € originada por patégenos encontrados no
ambiente, sendo que em pacientes hospitalizados, os mais comuns agentes
etiolégicos sdo: Staphylococcus spp., Enterococcus, Candida spp, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa & °.

Esta infecgdo € frequentemente transmitida através de maos contaminadas
de profissionais da saude e os sintomas se apresentam como septicemia,

pneumonia ou meningite °.
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Entre os fatores de maior risco para sepse tardia estdo muito baixo peso ao
nascer, prematuridade, longos periodos de internagao hospitalar e o uso de
procedimentos invasivos. A mortalidade devido a sepse em neonatos prematuros e
com muito baixo peso ao nascimento permanece entre 18 a 20% nos paises
desenvolvidos e em torno de 80% nos paises em desenvolvimento, sendo estes
notaveis fatores de risco para esta populacéo &°.

Sepses relacionadas ao uso de cateteres endovenosos ocorrem em 1.3% a
26.2% dos pacientes com cateter vascular central usado para administrar solucoes
parenterais e medicamentos. Devido aos seus componentes nutricionais, a nutricio
parenteral pode suportar crescimento microbioldgico.

A imunossupressao associada as condigdes nutricionais ndo favoraveis, a
hiperglicemia exacerbada por infusdo de dextrose e a colonizagdo e contaminagao
de cateteres, aumentam o risco de infecgdes nestes pacientes °.

Benjamin Jr. e colaboradores, em 2001, observaram que recém-nascidos com
bacteremia experimentaram menores complicagdes infecciosas quando cateteres
vasculares centrais foram removidos rapidamente, em relacdo aqueles em que os
cateteres nao foram retirados dentro de 24 horas '".

Van Der Brock e colaboradores, em 2001, avaliaram se a pratica de lavagem
das maos e o uso de luvas ao contato com secregdes e excretas faziam diferenga no
grau de contaminagao da equipe de atendimento do departamento de pediatria e foi
observada a presenga de microrganismos patogénicos em 35% da equipe de saude
antes do inicio de suas atividades e em 25% apéds a aplicagdo de solugao alcodlica.

Sendo os patdgenos isolados: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Escherichia coli, entre outros. Os autores também concluiram
que campanhas para aprimorar a higiene das maos devem ampliar seu foco para o
ensino da técnica adequada 2.

Pacientes hospitalizados podem ter uma maior incidéncia de infeccao
enterococica ndo somente devido a viruléncia, mas porque o hospital em si mesmo é
um meio favoravel, devido as constantes internacées de pacientes colonizados com
bactérias resistentes. E, isto pode ser ilustrado pelo Departamento de Saude do
Reino Unido, em 2004, o qual destaca o fato de que os enterococos podem
contaminar e sobreviver ao redor dos pacientes por varios dias .

Estes microrganismos podem sobreviver em utensilios como termémetros e

estetoscdpios, e também sobre as maos de profissionais de saude por periodos
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prolongados, esta caracteristica associada a sua resisténcia intrinseca e adquirida a
varios antibidticos e a sua habilidade em colonizar individuos, torna-os potentes
patégenos nosocomiais .

A resisténcia a varios antibiéticos empregados atualmente pode ser intrinseca
ou adquirida por mutacdo ou recebendo material genético estranho através de
plasmideos e transposons '°.

A maior parte destas infecgdes origina-se da propria microbiota normal do
paciente, embora possam também ser transferidas de paciente para paciente ou
através do consumo de agua ou alimentos contaminados 16,

Por muitos anos, as bactérias componentes da microbiota normal do trato
gastrointestinal foram consideradas inofensivas para os seres humanos e nado muito
importantes na medicina. Mas, recentemente se tornaram um dos mais comuns
patégenos nosocomiais, com taxas de mortalidade de mais de 60 % entre os
pacientes .

As espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium tém sido
documentadas entre as principais causas de bacteremia, sepses, endocardites,
sepse neonatal e meningite '® '°.

Estas bactérias representam a segunda causa mais comum de bacteremia e

endocardites em hospitais norte-americanos 2

21 No Brasil, ¢ a segunda causa mais comum de

, sendo responsavel por 8% das
bacteremias nosocomiais
bacteremias causadas por patégenos Gram-positivos e a espécie Enterococcus
faecalis €& responsavel por, aproximadamente, 76% de todas as infecgdes
enterocdcicas %%

Bearman e Wenzel, em 2005, relataram S. aureus, estafilococos coagulase-
negativos e 0os enterococos como as especies mais relacionadas a bacteremia =,

Poh e colaboradores, em 2006, determinaram a epidemiologia e a resposta
clinica de quarenta e dois pacientes adultos com bacteremia enterocdcica, quando
18 pacientes usaram procedimentos invasivos e a infecgdo do trato urinario foi a
fonte de infecgao mais comum entre os pacientes 2,

O fato das espécies enterocécicas serem patdgenos oportunistas foi
claramente ilustrado por um estudo na Dinamarca, o qual mostrou que pacientes
hospitalizados tiveram 57% de taxa de infeccao por E. faecalis enquanto individuos

saudaveis mostraram somente 39 a 40% de ocorréncia. Pacientes hospitalizados
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podem ter maior incidéncia ndo somente devido a viruléncia %

, mas também por
fatores ambientais e imunoldégicos.

Em 2005, foram reportados 7066 casos de bacteremia causada por espécies
enterocécicas no Reino Unido, um aumento de 8% desde 2004, sendo 28% destes

resistentes a antibioticos 2.

O risco de morte por enterococos resistente a
vancomicina é de 75%, comparado com 45% de risco por estratos suscetiveis %’.

Em estudo realizado por Fernandez et al., em 2004, foram analisadas
caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e prognosticas de casos de bacteremias por
Enterococcus faecalis. Noventa e cinco episédios foram documentados, 83.2 % com
origem nosocomial, 85.3 % associados a procedimentos invasivos, 9.5 % em
neonatos e 41.1 % tinham recebido amplo espectro de antibiéticos previamente 2

A importancia clinica de infecgdes enterococicas tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua ocorréncia
19

Os sintomas de infeccdo neonatal ndo sao especificos, mesmo para os
diferentes agentes, havendo a necessidade de testes microbioldgicos e moleculares
mais sensiveis e especificos %°.

Estas tecnologias moleculares podem detectar até pequenas quantidades de
DNA bacteriano diretamente de amostras de sangue e possuem grande
sensibilidade e especificidade na detecgdo de muitos agentes infecciosos
relacionados a sepse, podendo ser uteis juntamente com diagndsticos
microbiolégicos tradicionais °.

Neste sentido, Jordan e Durso, em 2005, utilizaram PCRrt para diagnéstico de
DNA bacteriano de amostras sanguineas de neonatos sendo avaliados por sepse. E,
os resultados sugeriram que as técnicas moleculares podem incrementar os
meétodos de cultura para diagnostico de sepse 3,

Semelhantemente, Martin e colaboradores, em 2002, realizaram um estudo
quantitativo de bactérias isoladas de caries obtidas de dentinas, através de colénias
microbiolégicas e PCR em tempo real. A PCRrt indicou um numero maior de carga
microbiana do que aquele determinado pela contagem das colbénias 32

Gomes e colaboradores, em 2006, investigaram a presenca de Enterococccus
faecalis em infecgbes endodoOnticas através de cultura e reacdo em cadeia da

polimerase, sendo identificado em 23 e 79 de 100 casos, respectivamente >>.
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Estes métodos através da PCR detectam dados qualitativos enquanto a
técnica quantitativa de PCR em tempo real é capaz de detectar e quantificar
bactérias em amostras *.

As técnicas de PCR em tempo real e convencional consistem em métodos
rapidos, especificos e muito sensiveis aos agentes para os quais foram desenhados,
desde que se tenha material gendémico para a identificacéo .

Embora a erradicacdo das infecgdes hospitalares seja impossivel, efetiva
vigilancia e controle destas podem reduzir significativamente seus indices e custos
associados %, permitindo aos hospitais tomarem medidas de intervencao
apropriadas para seu controle e prevencdo, pois a identificacdo a respeito da

presenca de patdégenos colonizadores pode ser decisiva na escolha do tratamento 36-
38

2.2 Os Agentes da Infecgao Enterocécica

O nome enterococcus foi primeiramente usado por Thiercelin, em 1899,
devido a sua origem intestinal *. Em 1906, Andrews & Horder propuseram a
transferéncia para o género Streptococcus, sob a denominagdo de Streptococcus
faecalis, devido a sua habilidade em formar curtas ou, sob determinadas condicbes
longas cadeias *°. E, no inicio dos anos 60, a espécie Streptococcus faecium foi
oficialmente reconhecida *'.

Em 1984, foi proposta a criagdo do género Enterococcus que reunia
inicialmente as espécies E. faecalis e E. faecium, até entdo classificadas como
estreptococos do Grupo D, segundo o sistema de grupagem soroldgica de

Lancefield *2.

2.2.1 Caracteristicas Gerais

Os enterococos sao cocos Gram-positivos que geralmente se dispdem aos

43-44

pares ou em curtas cadeias e sao catalase negativos , anaerdbios facultativos,
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microrganismos nao esporulados. Pertencentes a familia Enterococcaceae, género
Enterococcus e possuem 28 diferentes espécies 4 As espécies E. faecalis e E.
faecium sao as mais relacionadas as infeccbes em humanos, sendo que, doencas
causadas por outras espécies deste género sao raras.

Estas bactérias crescem em meios de cultura com 40% de sais biliares ou
com NaCl a 6,5% (pH de 9,6 e a temperatura de 5-50° C), Sendo que as
temperaturas 6timas, minimas e maximas de crescimento, sdo 42,7, 6,5 e 47,8 ° C,
respectivamente, em condi¢des aerdbicas, embora o crescimento também ocorrera

em atmosfera anaerdbica *°

, além de tolerar temperaturas elevadas por longos
periodos de tempo (60°C/30 min) *’, o que os torna distintos de outros géneros como
Estreptococcus.

Quanto a hemdlise em agar - sangue, o comportamento dos enterococos é
variavel, podendo ser a, B ou & hemoliticos *®.

Seu principal reservatério humano é o trato gastrointestinal, porém podem ser
encontrados, embora com menos frequéncia, na cavidade oral, vesicula biliar,
vagina e uretra masculina . Muito resistentes as condigdes ambientais, também
podem ser encontrados no solo, em alimentos, na agua, em animais, passaros e
insetos 4 8.

Possuem um grande numero de fatores de viruléncia como: substancia de
agregacao, gelatinase, produgdo extracelular de superdxido, polissacarideos
capsulares e determinantes de resisténcia aos antibioticos *°.

Pelo fato de produzirem bacteriocinas, tém sido muito utilizados, durante a
ultima década, na indUstria alimenticia como probidticos *°.

Recentemente, embora estudos na taxonomia e identificacdo das espécies
enterocdécicas tenham sido desenvolvidos ainda é dificil distingui-las de outras
bactérias acido laticas, particularmente, dos Estreptococos do grupo D e de outras
espécies enterocdcicas, o que tem sido facilitado pelo desenvolvimento na tipagem

genética, auxiliando a analise da epidemiologia de surtos e suas fontes 51,92

2.2.2 Resisténcia em Enterococos

Uma caracteristica marcante das bactérias pertencentes ao género

Enterococcus é a resisténcia intrinseca a muitos dos antimicrobianos utilizados no



24

tratamento de infecgbes por cocos Gram-positivos como, por exemplo, oxacilina,
lincosaminas e cefalosporinas. Os isolados de enterococcus resistentes a
vancomicina (ERV) foram primeiramente reportados no final da década de 1980 *3.

A resisténcia intrinseca a moderadas concentragbes de aminoglicosideos, o
que ocorre em todas as espécies, decorre de uma baixa penetracdo do
antimicrobiano pela parede bacteriana. Nesses casos, a associagdo de um
aminoglicosideo com um antimicrobiano que atue interferindo na formagao da
parede celular resulta em um efeito sinérgico bactericida >*.

Somando a resisténcia intrinseca, os enterococos podem adquirir novos
genes que codificam enzimas que modificam os antibiéticos conferindo resisténcia a
diversas classes de antimicrobianos, como cloranfenicol, altas concentragbes de
aminoglicosideos e B-lactamicos, glicopeptideos e quinolonas ** *°.

Enterococos com resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos tém sido

% Esta resisténcia

descritos com frequéncia crescente nas Uultimas décadas
adquirida pode ser decorrente de mutacbes cromossémicas, no caso da
estreptomicina, ou da inativagdo enzimatica através da produgdo de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (EMAs), codificadas por genes em plasmideos
transferiveis e transposons °’.

A espécie Enterococcus faecium € inerentemente mais resistente a muitos
agentes antimicrobianos e o alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos e
glicopeptideos sao usualmente maiores nesta espécie quando comparada a espécie
E. faecalis. Sendo que no Brasil, aproximadamente a metade dos isolados clinicos
de E. faecium s3o resistentes a ampicilina 8.

A espécie Enterococcus faecalis tem adquirido alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos, e aos glicopeptideos, embora a resisténcia a ampicilina seja ainda
raramente encontrada *°.

A vancomicina, um glicopeptideo triciclico originario de um actinomiceto,
Amycolatopsis orientalis, e posteriormente modificado, € um dos antibiéticos de
escolha no tratamento de infecgcdes de carater grave produzidas por cocos Gram-
positivos, quando n3o é possivel utilizar a penicilina ou outros B-lactamicos ©,
consiste no principal farmaco alternativo da penicilina, em conjunto com um
aminoglicosideo, no tratamento das infeccdes enterocdcicas ©'.

A resisténcia a vancomicina € uma das principais causas de infeccoes

nosocomiais nos hospitais dos Estados Unidos, e em 2003 foi responsavel por
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28,5% das infec¢des nosocomiais enterocécicas em unidade de tratamento intensivo
62

Existem seis tipos de fendtipos de resisténcia a vancomicina descritos
atualmente (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE e VanG) os quais apresentam niveis
de expressdo de resisténcia diferenciados, sendo alguns caracteristicos de
determinadas espécies. Destes, VanA e VanB sdo os mais relevantes clinicamente
devido a capacidade de transferéncia genética entre espécies e géneros, sendo
ambos mais encontrados em E. faecium e E. faecalis.

A teicoplamina é um farmaco glicopeptideo que exibe muitas semelhancas
com a vancomicina. Os enterococos VanA sao resistentes a teicoplamina, porém os
VanB e VanC s3o suscetiveis a este farmaco &.

A terapia antimicrobiana para as infecgdes enterocdcicas € complicada, pois a
maioria dos antibidticos ndo tem efeito bactericida em concentragbes clinicamente
relevantes.

Desta forma, as infeccbes enterocécicas sistémicas, como endocardites, sao
comumente tratadas com um agente que atue na parede celular (um betalactamico,
como a ampicilina, ou um glicopeptideo, como a vancomicina) e um aminoglicosideo
(usualmente gentamicina ou estreptomicina). Esses agentes atuam sinergicamente
para promover a agao bactericida.

Em geral, a monoterapia € adequada para o tratamento de infec¢ées teciduais
e do trato urinario, que nao apresentem complicacbes e a ampicilina ou penicilina
permanecem como agente de escolha para tais infeccoes o4,

A resisténcia a antibidticos das espécies enterocécicas, em dmbito nacional e
internacional, destaca a necessidade por maior entendimento deste género,
incluindo sua ecologia, epidemiologia e viruléncia e,

O diagndstico e a antibioticoterapia precoce, com apropriado manejo dos
problemas metabdlicos e respiratorios e as medidas preventivas podem reduzir de
forma significativa os problemas relacionados a sepse neonatal e,

A hemocultura é o padrdo ouro para diagnostico de sepse, porém possui
baixa sensibilidade e os resultados n&o ficam disponiveis em tempo menor do que
48 a 72 horas %%%7:% Constituem uma importante ferramenta epidemioldgica de base
para a terapia empirica. Entretanto, seu valor como diagndstico geral para o clinico é
limitado devido a demora nos resultados, baixa sensibilidade e o uso de antibiéticos

antes do exame .
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Além do mais, em criangas com menor contagem de col6nias de bactérias,
tanto quanto 60 % dos resultados podem ser falsos negativos, é o que relata Squire
e colaboradores, quando seu estudo demonstrou hemoculturas negativas em 18%
das criancas, as quais morreram por infecgdo bacteriana .

Enquanto um resultado de cultura positivo confirma o diagndstico de sepse,
um resultado negativo ndo transmite o mesmo grau de certeza e ndo €& sempre
utilizado para determinar o tratamento antimicrobiano 68

Brozanski e colaboradores, em 2006, observaram que a PCR constitui em
uma ferramenta que pode ser facilmente incorporada em hospitais para avaliagdo de
criancas admitidas em unidades de terapia intensiva por sepse. Eles concluiram que

o uso da PCR poderia diminuir a antibioticoterapia empirica e a estadia hospitalar .



3 OBJETIVOS
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3.1 Geral

Realizar a deteccdo de sequéncias gendmicas de Enterococcus faecalis e

Enterococcus faecium por PCR em sangue de recém-nascidos.

3.2 Especificos

3.2.1 Detectar as sequéncias gendmicas de Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium por reagdo em cadeia da polimerase convencional e em tempo real,
respectivamente, em sangue de recém-nascidos com suspeita ou piora de infecgao,
internados na UTI Neonatal do HU-UFMS.

3.2.2 ldentificar a especificidade e sensibilidade da reacido em cadeia da polimerase
convencional e em tempo real, para deteccdo de Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium, respectivamente, em sangue de recém-nascidos internados
na UTI Neonatal do HU-UFMS.

3.2.3 Identificar os casos de hemoculturas positivas para o género Enterococcus.

3.2.4 Caracterizar a populagédo estudada quanto ao sexo, idade gestacional, peso,

indice de Apgar, tipo de parto, taxa de prematuridade dos recém-nascidos e uso de

procedimentos invasivos.



4 MATERIAL E CASUISTICA
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4.1 Populagao

Participaram do estudo 50 recém-nascidos internados na UTl Neonatal do
Nucleo do Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul no
periodo de setembro de 2010 a janeiro de 2011.

Os recém-nascidos foram incluidos no estudo, independentemente de etnia,
cor, sexo e idade gestacional.

A pesquisa s6 foi iniciada apés a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFMS (Protocolo n°® 1520) e as maes ou
responsaveis deram o seu consentimento de participagcdo voluntaria no estudo,

assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em apéndice.

4 1.1 Critérios de Inclusado

Foram incluidos no estudo os recém-nascidos (pré-termo, termo ou pos-
termo) que apresentavam suspeita de infec¢cao hospitalar, internados na Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) com pelo menos 72 horas de internagdo ou aqueles
com piora clinica ou troca de antibioticoterapia, no periodo de setembro de 2010 a

janeiro de 2011.

4 1.2 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos os recém-nascidos de etnia indigena ou aqueles os quais o0s

pais ou responsaveis nao assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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4.2 Coleta de Amostras para Hemoculturas

As amostras de sangue para hemocultura foram colhidas de rotina pelo
Servico de Neonatologia-NHU nos casos de suspeita de infeccdo dos recém-
nascidos com piora clinica. Foram colhidos em torno de 2,0 ml de sangue, colocados
em frasco especifico e encaminhados para o Laboratério Central do HU-UFMS,
onde foram processados e analisados pelo sistema automatizado, segundo
metodologia Bactalert, sendo os resultados comparados com os obtidos por este

estudo.

4.3 Processamento das Amostras

4.3.1 Coleta de Amostras de Sangue para PCR Convencional e PCR em Tempo

Real

As amostras de sangue foram colhidas de veia periférica com todo rigor de
assepsia e aproveitando-se a oportunidade de coleta de material da rotina do
Servico.

Era colhido 0,5 ml de sangue em tubo com EDTA o qual foi imediatamente
transportado para o congelador a -70° C até a extracdo de DNA e posterior PCRrt e
PCR convencional.

Em todas as amostras de sangue processadas foram pesquisadas as
seguintes bactérias: Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis. O periodo da
coleta foi de aproximadamente quatro meses, com o numero de 50 amostras. A
analise de prontuarios foi feita através dos dados coletados: sexo, idade gestacional,
peso ao nascimento (g), indice de Apgar, tipo de parto, uso de antibacterianos, uso

de procedimentos assistenciais e invasivos pelo paciente.
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4.3.2 Extracdo do DNA gendbmico das amostras sanguineas

A extracdo do DNA genbémico das amostras sanguineas armazenadas a -70°
C foi realizada de acordo com o método de Grimberg et al (1989) "2, com algumas
modificagbes realizadas no Laboratério de Fisiologia Molecular e Gendmica
Funcional (NUFIGEN - ICB - UFMG) para sangue total congelados a -70 ° C. Foi
removida uma aliquota de 0,3 ml (300 pl) do sangue e colocado em um tubo de 2 ml.

Acrescentou-se 1 ml de Tampado de Lise Celular. Centrifugou-se por 5
minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi entdo desprezado em papel absorvente.
Estes procedimentos foram repetidos por quatro vezes. Foi acrescentado 400 ul de
Master Mix, sendo 390 pl de Tampao de Digestdo de Proteinas e 10 pl de
Proteinase K (20 mg/ml), e agitado por 15 segundos.

As amostras foram incubadas a 55 ° C em Banho Maria por no minimo 2
horas. O material foi centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo, e acrescentado 200 ul de Cloreto de Litio 7,5 M.

As amostras foram agitadas por aproximadamente 5 segundos e colocadas
em gelo por 10 minutos. Foram, entéo, centrifugadas por 20 minutos a 13.000 rpm, a
4 ° C. De cada amostra foi retirado cuidadosamente o sobrenadante e colocado em
um novo tubo. O DNA gendmico foi precipitado com a adigdo de 1 ml de etanol
100% e colocadas no congelador por no minimo 1 hora.

Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante descartado e o pellet deixado secar por 15 minutos e
acrescentado 50 ul de tampéo TE pH 7,5 em cada amostra. Apos a extracdo, o DNA
genbmico foi quantificado pela leitura em Genequant-OD260. Aliquotas de
aproximadamente 200 ng de cada amostra foram utilizadas para PCRrt e 100 ng
para PCR convencional, sendo estas obtidas através de diluigbes.

As aliquotas de DNA foram submetidas a PCR em datas diferentes e em
locais diferentes: Laboratério de Fisiologia Molecular e Gendmica Funcional
(NUFIGEN- ICB-UFMG) para extracédo de DNA gendmico e PCRrt, e Laboratério de

Biologia Molecular da Universidade Catdlica Dom Bosco para PCR convencional.
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4.3.3 PCR em Tempo Real

A técnica de PCRIrt foi realizada no Laboratério de Fisiologia Molecular e
Genbémica Funcional (NUFIGEN- ICB-UFMG) da Universidade Federal de Minas
Gerais. Esta técnica foi realizada nas 50 amostras de sangue para a pesquisa da
bactéria Enterococcus faecium.

Para a reacao de PCR em tempo real foi utilizado o kit SYBR GREEN PCR
core Reagents da PE Biosystems. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram

desenhados a partir de sequéncias gendmicas encontradas no Genbank. Os primers

selecionados para Enterococcus faecium foram: EFAEFOR1 = 5-
ggtacaacccgattacttcgtcccat-3 e EFAEFOR2 = 5’-ggtacaacccgattactttgtcccat;
EFAEREV1 = 5’-tctgccgtctacttcttggatggt-3’ e EFAEREV2 = 5’-

tctgecgtctacttcttgaatggt-3'.

Os ciclos foram padronizados pelo aparelho ABI Prism 7000. Os primers (300
mM cada), 50-100 ng de DNA e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
foram combinados e executados sob condi¢cdes padrao no Sequence Detection ABI
Prism 7000 como determinado pelo KIT. Em todos os ensaios controles positivos e
negativo (no-template-PCR) foram incluidos. O valor de CT (treshold cycle) foi

determinado para cada amostra positiva.

4.3.4 PCR Convencional

A amplificacdo das amostras extraidas através da técnica de reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional " foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB). Os primers selecionados
para Enterococcus faecalis foram: FAECALISFOR = 5'—gcaattactggtggaggacctgg -3’
e FAECALISREV = 5'’- tccaattccttttgcaagacctgce -3'. Estes foram desenhados a partir
de sequéncias gendmicas encontradas no Genbank.

A PCR foi realizada em 50 amostras com 200 ng de DNA genémico cada. Foi

feito um mix contendo em cada tubo 14, 37 ul de agua mili-Q SF; 2,5 de tampéo
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PCR 10x; 2 pl de dNTP mix, (200 uM cada dNTP); 1,00 pl de MgCl, a 50 mM; 2 pl
de cada primer (10 pmol/ul); 0,125 pl (5 U) de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec)
e 1 yl de DNA gendmico, num volume total de 25 pl de reagéo.

Os controles negativos foram feitos substituindo-se as amostras pelo mesmo
volume de agua. A reacdo foi desenvolvida em termociclador com o seguinte
programa: 95 ° C/ 5 min.; seguidos de 05 ciclos de 94 ° C/ 1 min.; 56 ° C/1 min, e 72
° C/1 min.; seguidos de 40 ciclos de: 92 ° C/1 min.; 60 ° C/ 1 min, e 72 ° C/ 1 min.;

com extensao final a 72 ° C/4 min.

4.3.5 Gel de agarose

As bandas de DNA obtidas foram analisadas através de eletroforese a 80
Volts/1hr, em gel de agarose (Ludwig Biotec) a 1.5%, em 1x TBE. O produto da PCR
foi, entdo, visualizado por coloracdo com Gel Red e exposicdo em transiluminador
de UV e fotografados.

4.4 Analise dos resultados

A comparagdo entre o grupo dos recém-nascidos avaliados em relagdo ao
PCR sanguineo, foi realizada por meio do teste ndo paramétrico Qui-quadrado com
tabela de contingéncia 2x2 com células de valor maior que 5. Os demais resultados
das variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatistica
descritiva ou na forma de graficos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
“Software” SigmaStat, versao 2.0 (2003 atualizado 2010), considerando diferencas

significativas quando o valor de “p” foi menor que 0,05 ",
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GGTACAACCCGATTACTTTGTCCCATTGAAAATCATTGATGGAGCAACGCCAGA
ACTTCCAGCTGGAGCTACCATTCAAGAAGTAGACGGCAGA

Figura 1. Sequéncia de nucleotideos da regido alvo de PCR para Enterococcus faecium (78 pb). Os
iniciadores selecionados para PCR em Tempo Real estédo sublinhados

GCAATTACTGGTGGAGGACCTGGAAAATGGTTACCATGGCTACAACCCGCATA
TGATTTTGTTGCAGGTCTTGCAAAAGGAATTGGA

Figura 2. Sequéncia de nucleotideos da regido alvo de PCR para Enterococcus faecalis (87 pb). Os
iniciadores selecionados para PCR convencional estdo sublinhados
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Participaram do estudo 50 recém-nascidos, os quais possuiam suspeita de
infeccdo e estavam internados na UTI-Neonatal do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Foram avaliados 50 recém-nascidos, de ambos os sexos, sendo que 48%
(n=24) do sexo feminino e 52% (n=26) masculinos, com média de idade gestacional
de 31 semanas, média de peso de nascimento 174554 gramas e indice de Apgar
meédio de 6 no primeiro minuto e 8 no quinto minuto.

Quanto ao tipo de parto, 32% (n=16) foram partos normais, enquanto que
68% (n=34) foram operatorios. E, a taxa de prematuridade foi de 46% (n=23).

Quanto aos procedimentos assistenciais aos recém-nascidos avaliados,
(n=29) ou 58% usaram algum tipo de cateter vascular (entre os quais, cateter
umbilical venoso e/ou arterial, e outros cateteres vasculares), (n=34) ou 68% usaram
caixa de hood, e 80% ou (n=40) foram submetidos a ventilagado mecanica.

Dos 50 recém-nascidos, 62% (n=31) receberam nutrigdo parenteral total, 52%
(n=26) usaram fototerapia e 80% (n=40) usaram algum tipo de antibacteriano.

Dentre os pacientes nos quais foram detectados a presenca de DNA de
alguma das bactérias estudadas, 45,84% (n=11) eram do sexo feminino e 54,17%
(n=13) do sexo masculino e a média de peso de nascimento foi de 1.591 gramas e a
idade gestacional de 30, 5 semanas.

Dos RNs nos quais foi detectada a presenga de material genbmico de
enterococos e, 62,5% (n=15) apresentaram indice de Apgar < 6 no primeiro minuto e
25% (n=6) RNs apresentaram indice < 6 no quinto minuto. Assim como, 29,17%
(n=7) foram obtidos de parto normal e 70,84% (n=17) de partos operatorios. E a taxa
de prematuridade foi de 50%. Estes resultados podem ser observados através da
Tabela 1.

Os resultados referentes ao uso de procedimentos invasivos e assistenciais
pelos RNs do estudo nos quais foi detectada a presencga de pelo menos uma das

bactérias do estudo estio colocados na Tabela 2.
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Total
n=24 n %
Parto Normal 7 29,17
Parto Operatdrio 17 70,84
Prematuridade 12 50

Tabela 1 — Tipo de parto e indice de prematuridade entre os recém-nascidos com a presenga de pelo

menos uma das bactérias pesquisadas através de PCR e PCRrt

Total

n=24 n %
Cateteres Vasculares 24 100

Transfusdo Sanguinea 4 8
Caixa de Hood 14 28
Ventilagdo Mecanica 16 32
Nutricdo Parenteral 16 32
Fototerapia 12 18

Tabela 2 — Procedimentos invasivos e assistenciais na UTIl Neonatal aos recém-nascidos com a

presencga de pelo menos uma das bactérias pesquisadas através de PCR e PCRirt

Dos 50 pacientes estudados, 40 fizeram hemocultura, e destes apenas 2
tiveram resultado positivo, sendo 1 para Staphylococcus epidermides e 1 para
Staphylococcus haemolyticcus. Ndo foi observado crescimento compativel com
enterococos em nenhuma das hemoculturas.

Em relagdo aos resultados de PCRrt do sangue dos recém-nascidos
avaliados, 16% (n=8/50) foi detectado o DNA de E. faecium, conforme pode ser
observado na Figura 3. Em 44% dos pacientes (n=22/50) foi detectado E. faecalis,
por meio de PCR convencional. A Figura 4 e 5 mostram a eletroforese em gel tipico
de agarose dos produtos da PCR convencional com os primers para Enterococcus
faecalis de amostras de sangue de seis pacientes do estudo. Dos 50 pacientes

avaliados, 12% (n=6/50) apresentaram os dois tipos de bactérias. Teste Qui-
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quadrado, p=0,004 considerada diferenga significativa. Os resultados estéo

ilustrados na Figura 6.

Setup ¥ Instrument ¥ Results

Plate Y Spectra Y Componert ¥ Amplification Plct ¥ Standard Curve Y Dissocistion Y Report

Well Sample Hame Detector Task Ct StdDev Ct
Al 11 Sybir Green Unknown 178 Uit
W] 25 Sybr Green Unknown i Ut
4 25 Sybr Green Uniknown 1696 Uniet.
ca 29 Sybr Green Unknown 1724 Uneet.
CE 30 Sybr Green Unknown 3646 Uneet.
o) 31 Sybr Green Unknown 3664 Unclet.
D2 35 Sybr Green Unknown Unicdet. Ut
D& 42 Sybr Green Unknown Unicdet. Ut
o 46 Sybr Green Unknown kTR kS Ut
E2 a0 Sybr Green Unknown 3926 Uneet.
F3 e. faecium padrao Sybr Green Standard 2093 Uneet.

Figura 3 — Amostras positivas para Enterococcus faecium através de PCR em Tempo Real

Figura 4. Resultado da PCR convencional com os primers para Enterococcus faecalis em
amostras de DNA de sangue dos RNs avaliados. A verificagdo dos amplicons foi feita utilizando-se
aliquotas de 10 ul da PCR para eletroforese em gel de agarose a 80 volts/ 1 hora, corado com
syber red. Os produtos de PCR de 87 pb sdo mostrados para cada amostra. Coluna 1, marcador
50 pb DNA ladder; (2-3) controles positivo (ATCC 19433) e negativo para E. faecalis ; (4-10)
amostras de sangue
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Figura 5. Resultado da PCR convencional com os primers para Enterococcus faecalis em amostras
de DNA de sangue dos RNs avaliados. A verificagdo dos amplicons foi feita utilizando-se aliquotas
de 10 yl da PCR para eletroforese em gel de agarose a 80 volts/ 1 hora, corado com syber red. Os
produtos de PCR de 87 pb sdo mostrados para cada amostra. Coluna 1, marcador 50 pb DNA
ladder; (2-3) controles positivo (ATCC 19433) e negativo para E. faecalis ; (4-10) amostras de
sangue
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*Diferencga significativa, teste Qui-quadrado p=0, 004.

Figura 6 — Resultados das técnicas de PCRrt e PCR convencional para as bactérias E. faecium e
E. faecalis no sangue dos recém-nascidos internados na UTI Neonatal HU-UFMS, Campo Grande
- MS
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A Figura 7 mostra o resultado da amplificacdo do agente alvo Enterococcus faecium
através de PCRrt. A curva de dissociacao substitui o gel de agarose. A banda no gel
equivale ao pico na curva.

Dissociation Curve

/

} \ 1 P2 - Ponto de temperatura
de dissociacao

P1 - Primerdimers / W/ \

74 80

Temperature (C)

Figura 7 — Curva padrdo para Enterococcus faecium evidenciando 2 picos de temperatura de
dissociagao
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A importancia clinica de infec¢gdes enterococicas tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua ocorréncia.
As principais espécies causadoras de infeccdo no homem sio Enterococcus faecalis
e Enterococcus faecium, representando cerca de 85% a 90% e 5% a 10%,
respectivamente, dos enterococos isolados na clinica s

A literatura tem documentado que estas bactérias estdo entre as principais
causas de varias infecgcdes humanas, incluindo bacteremia, sepse, endocardites,
sepse neonatal e meningite, além de infecgdes do sitio cirurgico.

Para a deteccdao genOmica das bactérias Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis, em sangue de recém-nascidos com fatores de risco para
infeccao, utilizamos a PCRrt e convencional, respectivamente, por ser tratar de
métodos rapidos e especificos.

Também comparamos estes resultados com os resultados obtidos pelas
hemoculturas realizadas, com o intuito de mostrar a sensibilidade da PCR e, de
acordo com os resultados, estimular o desenvolvimento desta técnica nos hospitais.

Nao foi observado nenhum resultado positivo para as bactérias estudadas
através das hemoculturas. Outros estudos ja relataram a menor sensibilidade de

hemoculturas ©° 67-€8

, apesar de se tratar do padrao ouro para diagnostico de sepse,
€ uma técnica demorada, cujos resultados n&o ficam prontos em tempo menor do
que 48 a 72 horas e varios autores questionam a sua credibilidade .

Por ndo termos nenhum resultado positivo destas hemoculturas para
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, estes resultados nao
necessariamente estdo realacionados a sepse neonatal, mas podem estar
relacionados a colonizagdo bacteriana pelas bactérias estudadas, mas n&o exclui a
possibilidade de problemas técnicos na realizacdo das hemoculturas, principalmente
no que se refere a quantidade de sangue coletado para analise quando menor do
que 2 ml, pois em algumas situacbes ndo € possivel a coleta deste volume,
principalmente devido o peso da criancga e dificuldades técnicas de coleta.

Os resultados da PCR podem sugerir colonizagdo bacteriana, mas néo é
possivel excluir a possibilidade de infecgado por estes patdgenos, ou mesmo por
outros, considerando o estado imunoldgico do paciente, além dos fatores de risco

associados.
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Varios métodos moleculares para a especifica detecgdao de Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis tém sido reportados como uma poderosa
ferramenta na investigacdo de surtos de infeccdes hospitalares *’.

Tais técnicas se destacam pela rapidez e especificidade de seus resultados,
0S quais sao essenciais para a prevencgao e controle da transmissao de infecgdes.

Jordan e Durso, em 2005, sugeriram que incorporar a PCR para detecc¢ao
bacteriana diretamente do sangue facilitaria o diagnéstico e o tratamento apropriado
na sepse neonatal.

Eles utilizaram a PCRrt para detectar material genético bacteriano
diretamente de material extraido de sangue de recém-nascidos com suspeita de
sepse, obtendo boa correlagdo. Esta técnica requer menos de quatro horas para a
sua execugao, enquanto o sistema de hemocultura leva dias.

Um diagndstico precoce e especifico pode significar o inicio de um tratamento
imediato e melhores resultados, assim como, menor tempo de hospitalizagcéo e
melhor progndstico neurolégico.

Devido a alta morbimortalidade do paciente com sepse, o tratamento
habitualmente implica o uso de amplo-espectro de antimicrobianos associados antes
de receberem os resultados de hemocultura, além do mais, observamos que os
resultados de hemoculturas nem sempre detectam os patégenos apresentados pelo
paciente, o que também ja foi observado por outros autores 32

As técnicas moleculares, de PCR convencional e em tempo real, consistem
em bons exames para avaliagbes de grandes populagdes, pois confirmam
especificamente o agente para os quais foram desenhados.

Os hospitais deveriam dispor de Laboratério de Biologia Molecular para o
desenvolvimento de técnicas que propiciem o diagndstico precoce e preciso de
agentes infecciosos 3*.

A mais importante razdo pelo qual organismos Gram-positivos resistentes a
antimicrobianos tém crescido em ambientes hospitalares é o fato de que estes
microrganismos podem passar de paciente para paciente através de maos
contaminadas de profissionais da saude, aparelhos, equipamentos pessoais ou
meédicos.

O indice de Apgar no primeiro e no quinto minuto esta associado a sepse de
inicio precoce, porém esta sepse nao foi o alvo do nosso estudo, mas sim, a sepse

tardia. Obviamente um prematuro que apresentou um indice de Apgar baixo, tem
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maior probabilidade de desenvolver sepse tardia devido ao grau de
imunodepressao, bem como, aos adventos que sao submetidos. Neste estudo, dos
neonatos que apresentaram presenga de DNA enterocécico, 15 (30%) tiveram indice
Apgar menor do que seis no primeiro minuto e, seis (12%) no quinto minuto.

Pacientes gravemente doentes, os quais necessitam de antibiéticos de maior
espectro e maiores cuidados médicos e de enfermagem, fazem parte do grupo de
risco na aquisi¢ao destes patdgenos.

Neste estudo, entre as amostras de sangue nas quais foram detectadas pelo
menos um dos agentes bacterianos aqui estudados, o uso de cateteres vasculares
central foi o procedimento com maior correlagdo com a presengca de material
gendmico das bactérias (54%), seguido do uso de ventilagdo mecanica (32%) e
nutricdo parenteral (32%).

Estes dados sao concordantes com outros estudos. Herrmann e
colaboradores, em 2008, também encontraram que o uso de procedimentos
invasivos como o cateterismo venoso, o uso de alimentacao por via parenteral e a
ventilagdo mecanica tiveram relagdo importante com o desenvolvimento da sepse
neonatal tardia '".

O uso de nutricao parenteral tem sido relacionado a infecgao tardia e ao
atraso do inicio da dieta enteral. Outros autores sugerem que a via enteral deve ser
iniciada o mais precocemente possivel para reduzir o tempo de nutricdo parenteral,
que esta associado a um grande risco de infecgdo .

Os resultados do presente estudo concordam com estes autores mostrando
ser a nutricdo parenteral um fator de risco para infec¢cao, ndo sé pela manipulacao,
como também pelos proprios nutrientes e também devido ao acesso vascular central
necessario neste procedimento.

Muitos fatores de risco contribuem para o aumento da sepse, como a
antibioticoterapia de amplo espectro, nutricido parenteral e a perda da flora comensal
por bifidobactérias e lactobacilos devido ao jejum prolongado. O diagndstico precoce
deste problema com efetivo tratamento e conduta, seria uma medida util para
diminuir a morbimortalidade .

A prematuridade e o baixo peso sado descritos como fatores neonatais
relevantes para o surgimento da sepse tardia, uma vez que é a principal causa de

ingresso dos neonatos em Unidades de Terapia Intensiva '".
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Este estudo confirma estes dados, no qual dentre os pacientes que
apresentaram pelo menos uma das bactérias aqui estudadas, a média de peso foi
de 1,591 Kg e idade gestacional de 30,5 semanas, mostrando a prematuridade
como importante caracteristica da populacdo estudada, o pré-termo é mais
vulneravel a infeccao devido a sua imunodeficiéncia.

Em um estudo, em 2005, por Bizarro et al., foi observado que a infecgcao
congénita de inicio precoce diminuiu e ao contrario o indice de infecgao tardia
aumentou, sendo este aumento relacionado a bactérias comensais, particularmente
em RNs prematuros, com o uso de cateteres vasculares, nutricdo parenteral e

2 Tais dados s3o concordantes com os

ventilagdo mecanica prolongada
encontrados em nosso estudo, os quais foram especificos para as bactérias E.
faecium e E. faecalis.

Schlapbach et al. (2011), observaram num estudo de 541 RNs prematuros,
sendo 25% com sepse comprovada, 31% com suspeita de sepse e 44% sem sinais
de infeccdo, a Sepse contribui para o atraso do desenvolvimento neurolégico
independentemente dos fatores de risco em RNs prematuros &

Melhores estratégias no controle de infecgdes sdo importantes para o melhor
prognéstico destes prematuros, por isto, a implantagdo do diagnéstico precoce de
sepse neonatal, através de métodos moleculares, é de suma importancia no que
tange o progndstico destas criangas 3 Nos observamos que dentre os 50 pacientes
estudados, 46% (n=23) eram prematuros e, entre estes, 24% (n=12) apresentavam
o DNA de pelo menos uma das bactérias aqui estudadas.

Hufnagel et al. (2007), em um estudo de 274 recém-nascidos prematuros
internados em uma UTI, foi observado que 23% estavam colonizados, sendo 48%
com E. faecium e 13% E. faecalis. Destes, 57% eram resistentes a terapia
antimicrobiana, mas nenhum resistente a vancomicina. Também referiram que
durante o inverno e primavera o numero de infecgdes enterocdcicas resistentes foi
maior. No atual trabalho n&o valorizamos o periodo sazonal, mas a prematuridade
também, como ja referida, foi um fator importante 4

Algumas praticas podem ser adotadas como medidas de reducdo de sepse
tardia. Sabendo-se que o uso de cateteres vasculares e a ventilagdo mecanica estao
relacionados a presenca de infeccdo, o seu tempo de uso deve ser reduzido para

diminuir o risco de infecgdo e de forma segura. Medidas de desinfecgdo no
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manuseio de equipamentos, anti-sepsias e lavagem correta das maos sao medidas
importantes na prevencdo de infecgdes nosocomiais .

Além disso, outros fatores como longos periodos de internagédo hospitalar, uso
de antimicrobianos, sédo fatores de risco adicionais para colonizagao e infecgdo em

unidade de tratamento intensivo neonatal '"%%%° resultando em altas taxas de

morbimortalidade ** #°.

No entanto, novos estudos s&o necessarios para melhor conhecimento da
sepse tardia e seus fatores de risco entre neonatos.

As técnicas de PCRrt e convencional consistem em métodos rapidos e de alta
especificidade para o diagndstico de infecgdes. Sugere-se que a eficacia, segurancga
e rapidez das técnicas aplicadas poderao se tornar uma ferramenta de auxilio
imprescindivel no que tange o tratamento especifico e em tempo habil.

Espera-se que a implantacdo destas técnicas no hospital favoreca um
diagnostico precoce, diminuindo o tempo de tratamento, os custos hospitalares e as

taxas de sequlelas e de mortalidade.
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Os métodos moleculares de PCR convencional e PCRrt realizaram a
deteccao de material gendmico das bactérias Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium, respectivamente, em sangue de recém-nascidos.

Estes métodos mostraram boa sensibilidade e especificidade na deteccéo
das bactérias Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, enquanto os métodos
de hemocultura ndo apresentaram nenhum caso positivo para enterococos.

Quanto a caracterizagao da populagéao estudada, entre os RNs avaliados nao
houve diferenga significativa entre os sexos.

Na populagédo estudada, a média de idade gestacional foi menor do que 36
semanas.

A média de peso da populacao foi de1745,54 gramas, enquanto que dentre
aqueles com o DNA bacteriano enterocécico foi de 1591 gramas.

Dos RNs nos quais foi detectada a presenga de material genbmico de
enterococos, 15/50 apresentaram indice de Apgar < 6 no primeiro minuto e 6/50 dos
RNs apresentaram indice < 6 no quinto minuto.

Na populacao total estudada, quanto ao tipo de parto, o nimero de partos
operatérios foi maior em relacdo ao numero de partos normais, assim como entre
aqueles com a presenga de material gendbmico enterocdocico. A prematuridade foi
uma caracteristica importante na populagao estudada.

Com relagdo aos procedimentos invasivos, todos os recém-nascidos nos
quais foi detectada a presenga de material genético das bactérias estudadas
estavam submetidos a algum tipo de cateter vascular.

O uso de ventilagdo mecanica e nutricdo parenteral representaram

caracteristicas importantes entre estes pacientes.
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Apéndice 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento registra o consentimento dos pais e/ou responsaveis legais
dos recém-nascidos que serédo estudados durante a realizacdo da pesquisa para a
dissertagdo de mestrado da bidloga Isabela Furtado.

Mae, vocé esta sendo convidada a participar dessa pesquisa e eu gostaria
muito que, antes de tomar a sua decisdo, vocé lesse muito bem o0 que esta escrito
abaixo. Caso vocé tenha alguma duvida do que vocé leu, estou a sua disposicao.

Esse estudo estd sendo realizado sob a orientacdo do Dr. Durval Batista
Palhares.

Alguns bebés podem adquirir infeccdo dentro da Unidade Neonatal por uma
bactéria chamada Enterococos. Esta infecgdo pode ser adquirida pelo recém-
nascido através de sua prépria condicdo de baixa imunidade e pelo uso de
procedimentos invasivos.

Para tanto o propésito deste trabalho é fazer o exame para detectar se os
bebés que estdo internados na UTI neonatal estédo infectados por estas bactérias.

N&o havera énus algum para o paciente e sua familia. Os resultados seréo
repassados aos responsaveis e os bebés que tiverem resultados positivos serao
devidamente tratados.

Sua participacao é voluntaria e ndo tem fins lucrativos. O seu recém-nascido
pode sair do estudo quando os pais ou responsaveis desejarem e o0s pais ou
responsaveis tém o direito de n&o autorizar a participacdo do seu filho (a) na
pesquisa.

Se vocé concorda com a participacdo do seu recém-nascido no estudo, e ndo
tem nenhuma duvida sobre a sua realizacdo, peco que assine o termo de

consentimento, em duas vias. Uma via é sua, e fica com voceé.

Eu declaro que estou ciente

dos termos aqui apresentados e autorizo a inclusao do meu filho (a) na pesquisa.

Campo Grande (MS), de de 2010.
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Obs. Este documento foi feito em duas vias de igual teor sendo uma via do sujeito
da pesquisa e outro para o pesquisador. O sujeito da pesquisa podera ter acesso ao
Comité

de Etica em Pesquisa (Fone: (67) 3345-7187), no momento em que desejar.

Pesquisadora: Isabela Furtado- Telefone para contato: (67) 8118-4970.
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Apéndice 2 - PROTOCOLO PARA ANALISE DE PONTUARIOS - UFMS

Setor: UTI - NEONATAL

Data da coleta:

I

Nome do bebe:

Sexo: ()

Peso ao nascer:

Idade Gestacional:

APGAR:

Data de Nascimento: /
Data de Internacgao: / /
Procedéncia Paciente

Telefone:

CEP:

PC:

Naturalidade

Endereco:

Registro NO HOSPITAL

Diagndstico

Internacao:

Bairro:

Uso de antifungico? Sim ( ) Nao( )

Quais:

Uso de antibidticos? Sim () Nao ( )

Quais:




Uso de CPAP NASAL () CPAP ENDOTRAQUEAL ( ) NAO ( )

Foi feito sorologia? SIM ( ) Resultado:

NAO ( )

HEMOGRAMA Data: / /
ERIT:

HB: Metamieldcitos:

HT: Promieldcitos:

Leucocito: Blastos:

Eosindfilos: % Reticulocitos:

Segmentados: % Na: Creatinina:
Basofilos: % K: Uréia:

Linfocitos: % Mg: Bilirrubina total:
Mondcitos: % P: Bilirrubina direta:
Bastao: % Ca: Bilirrubina indireta:
Plaquetas: Glicemia:
Eritroblastos:

Outros:

TIPO DE SANGUE DO BEBE: PCR: EVOLUCAO:

Procedimentos:

( ) Cateter subnasal de O,

( ) Cateter umbilical venoso

( ) Cateter de acesso venoso central
( ) Nutricao parenteral (NP)

( ) Sonda enteral

( ) Sonda Nasogastrica

( ) Fototerapia

( ) Disseccgao de veia

( ) AVP — Acesso venoso periférico

( ) Sonda vesical

( ) Vent. Mecéanica (VM)

( ) Cateter umbilical arterial
() Transfusao sanguinea
( ) Traqueostomia

( ) Sonda orogastrica

() PICC

( ) Gastrostomia

( ) Caixa de Hood
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Fez hemocultura?
Nao: ()

Fez cultura de sangue para fungos? Sim ( ) Resultado:

Nao: ( )

Fez swab retal/anal? Sim ( ) Resultado:

Nao: ( )

Fez cultura de liquor:

a) Para fungos? Sim () Resultado:

Nao: ( )

a) Para bactérias? Sim ( ) Resultado:

Nao: ( )

Dados da Mae

Idade:

Tipo de Parto:
()

Gesta: P:

Sim ( ) Resultado:
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Tipo de Sangue:

Apresentacéao: Com Férceps: Sim ()

A: Rotura de bolsa:

Patologia na gestacao:

Sorologia para CMV

Drogas usadas na gestacéo:

----- Positivo ( ) Negativo ( ) Nao consta ( )

Nao
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Anexo 1 - EXTRAGAO DE DNA PARA TESTE DE PATERNIDADE

A - EXTRAGAO DE DNA NO SANGUE:

A - 1 DESCRICAO:
Este método € um dos muitos protocolos avaliados para a extracdo de DNA.

Este procedimento € uma modificagdo de um método publicado (1), no qual inclui
a adigéo de 0,5% para o Tampdo de Digestdo de Proteina. E um procedimento
simples, rapido e eficiente para a extragcao de DNA gendmico de amostras de
sangue ou swab bucal, o qual elimina a necessidade de qualquer reagente
organico. Ele envolve lise celular, seguida pela digestdo de Proteinase K a 55°C.
O rendimento de DNA é cerca de 5 a 15ug por 0,3 ml de sangue e
aproximadamente 2 ug por swab bucal, com uma média de tamanho de
fragmento de 300kb. O DNA extraido pelo processo é prontamente digerido com

uma variedade de enzimas de restrigao.

Para proteger as amostras de contaminacgao, luvas limpas devem ser usadas

todo o tempo durante o processo de extragao.

Tempo requerido: Cerca de 4 horas

A — 2 REAGENTES, EQUIPAMENTOS E ESTOQUE:

REAGENTES

= Tampao de lise celular

320 mM de sacarose

10 mM de Tris-HCL, pHb7, cinco (Cat No. 15567-027- 1M Tris-HCI, pH 7,5 (1L).
5 mM deMgCl,

1% (v/v) TritonX-100
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Instru¢do: Estocar e usar a 4°C

= Tampao para digestao de proteinas w/SDS

10 mM de Tris-HCI, pH 7,5 (Cat. No. 15567-027- 1M Tris-HCI, pH 7,5 (1L).
10 mM de EDTA (Cat.No.15575-020- 0,5 M EDTA, pH 8.0 (4 x 100ml).

10 mM de NaCl (Cat. No. 24740-011-5M NaCl (10L)).

0,5 SDS (Cat. No. 24730-020- 10% SDS (1L)).

Instrugdo: Estocar a temperatura ambiente.
= Proteinase K (20 mg/ml)
Cat. No. 25530-49 (5ml)

Instrugcdo: Estocar a —20° C. Descongelar imediatamente antes de usar, e

guardar em gelo seco.

= Tampao TE-4

10 mM de Tris-HCI, Ph 7,5 (Cat. No. 15567-027 — 1M Tris-Hcl, pH 7,5 (1L)).
0,1 mM de EDTA (Cat. No. 15575-020 — 0,5 M EDTA, pH 8,0 (4 x 100 ml)).
Instrugao: Estocar a temperatura ambiente.

= Etanol 100%

Instrugdo: Estocar a temperatura ambiente.

= Etanol 70%

Instrugdo: Estocar a temperatura ambiente.

EQUIPAMENTOS

= Microcentrifuga:
Rotador designado para tubos de 1,5 a 2,0 ml. Capaz de obter velocidade de no
minimo 13.000 rpm.

= Banho Maria de 55°C.

= Pipetas.

De 3 volumes diferentes: 1-20ul, 20-200ul e 200-1000ul.
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= Sistema de concentracdo de DNA.
= Agitador.

= Caixa de isopor.

ESTOQUE DISPONIVEL

= Tubos para microcentrifuga (1,7-2,0 ml de capacidade, em 4 cores):

(vermelho, amarelo, azul e verde).

= Ponteiras para pipetas esterilizadas (3 tamanhos: 1-20ul, 20-200ul e 200-
1000ul).

= Etiquetas ou caneta para retroprojetor: (tamanho apropriado para tubos de

microcentrifuga).

A-3 PROCEDIMENTO

ADIANTANDO

Use os cédigos de cor para os tubos de microcentrifuga como designado abaixo. Os

cédigos de cor permitem facilidade no manejo das amostras.

Mae --------mm-m-- Tubos vermelhos
Filho(s)------------- Tubos amarelos
Pai alegado--------- Tubos azuis

Etiquete todos os tubos cuidadosamente.
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PROCESSO DE EXTRACAO DO DNA:

PRECAUGOES

Todas as amostras de sangue devem ser tratadas como potencialmente

infecciosas, manuseadas na Capela de Fluxo Laminar.

PROCEDIMENTOS

1.

Misture completamente cada amostra sanguinea antes, para ressuspender as

células.

Remova uma aliquota de 0,3 ml (300ug)de sangue e guarde dentro de um

tubo apropriado.

Acrescente 1ml (1000ug) em cada amostra de Tampao para Lise Celular

(4°C) para iniciar a lise celular.

Agite os tubos por 10 a 15 segundos para ressuspender as células e

completar a lise celular.

Centrifugue os tubos por 5 minutos a 4.000 rpm em uma microcentrifuga para

precipitar leucdcitos.

Cuidadosamente vire o fluido sobrenadante em um desprezador biolégico em
um unico movimento. Vire os tubos com o fluido residual (borrdo) em um
papel ou tecido absorvente, depois descarte apropriadamente (o papel ou o

tecido absorvente).
Repita os passos 3 a 6.

Preparar o MASTER MIX contendo Tampao de digestdo de proteina w/SDS e
proteinase K (20 mg/ml). Determine o niumero de amostras (N) total a serem
processadas. Para ter certeza de um volume adequado, o MASTER MIX é
avaliado por uso, um volume maior deve ser preparado.Para garantir isso,
acrescente um volume para duas amostras extras, exemplo (N + 2). O volume
do tampé&o para proteinas w/SDS é determinado pela multiplicagdo do numero

de amostras (N + 2) por 395 (395ug por amostra). O total do volume de
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proteinase K (20ug/ml) requerido é determinado pela multiplicagdo do numero

das amostras (N + 2) por 5 (5ug por amostra) Agite o Master Mix.

MASTER MIX VOLUME
Tampao para digestao de proteina w/SDS (N +2)
x 395ul
Proteinase K (N+2)x
5ul

9. Acrescente 400ul de Master Mix em cada amostra. Agite por 15 segundos

para dissolver o pellet (precipitado), com a ponteira + 10 segundos no Vortex.
10. Coloque as amostras em Banho Maria a 55°C.

11.Incube as amostras a 55°C por, pelo menos, 2 horas. Agite cada tubo em 30

minutos por 15 segundos para ter certeza que o pellet esta ressuspendido.

12.Apos as 2 horas de incubacgéao, centrifugue os tubos por 5 minutos a 13.000
rpm (na velocidade maxima), ou por 20 minutos a 10.000 rpm, para precipitar

os fragmentos celulares.

13.Separar o sobrenadante com pipeta com barreira (sempre) na ponteira.Se
necessario o procedimento pode ser interrompido nesse ponto e as amostras

podem ser estocadas a 4°C.

14. Acrescente 200ul de Cloreto de Litium7, 5 M em cada amostra (ou 187,5 ul de
Cloreto de Litium 8M).

15.Agite as amostras por aproximadamente 5 segundos e coloque as amostras
em gelo seco (1 kg) por10 minutos (ou no freezer — 80°C por uma hora e
meia).

16. Centrifugue a 4°C as amostras por 15 minutos a 13.000 rpm ( ou 25 minutos a
10.000 rpm) para precipitar proteinas e outras contaminagoes.

17.Em cada amostra, retire cuidadosamente o sobrenadante e o coloque em um
novo tubo com a identificacdo apropriada. Evite transferir qualquer material

que esteja precipitado. Descarte os tubos com o precipitado de proteinas.
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18.Acrescente 1ml (1000ug) de Etanol 100% em cada tubo, e inverta os tubos

aproximadamente 50 vezes, ou até o floco branco de DNA ser visivel.

19. Centrifugue os tubos a 13.000 rpm por 10 minutos (ou a 10.000 rpm por 20

minutos) para precipitar o DNA.

20.Verta cuidadosamente o sobrenadante em um Unico movimento, e vire os

tubos em um pedaco de papel absorvente.

21.Acrescente 1 ml (1000ug) de Etanol 70% em cada tubo e agite as amostras

para dissolver o DNA precipitado.

22.Centrifugue as amostras a 13.000 rpm por 5 minutos (ou 10.000 rpm por 15

minutos) para precipitar o DNA.

23.Cuidadosamente verta o Etanol 70% em um Unico movimento e vire os tubos

em um pedacgo de papel absorvente.

24.Seque as amostras em um sistema de concentragdo de DNA (Vacuo Rapido)
por aproximadamente 30 minutos. Se necessario o processo pode ser

interrompido e as amostras estocadas a 4°C.

OBS: Se nao houver meios de usar o procedimento acima para secar o DNA, pegue
zaragatoas estéreis e cuidadosamente seque em volta do pellet (precipitado) de
DNA em cada tubo, em seguida deixe secar com os tubos abertos por

aproximadamente 30 minutos.

25.Acrescente 250ul de tampao TE-4 esterilizado em cada uma das amostras

(ou o volume final desejado).
26.Agite as amostras por 10 segundos cada uma, incube as amostras em Banho
Maria a 55°C por 5 a 10 minutos para acrescentar na ressuspenséo do DNA.
27.Remova as amostras do Banho Maria e agite por 10 segundos cada amostra
para ter certeza que o precipitado foi completamente ressuspendido.
28.Centrifugue as amostras por 5 a 10 segundos a 13.000 rpm para trazer o que
esta na parede dos tubos para o fundo do tubo.
29.Prossiga para a quantificagdo do DNA, ou estoque as amostras de DNA a
4°C. As amostras de DNA podem ser mantidas guardadas a 4°C. As amostras

de DNA podem ser mantidas guardadas a 4°C por no minimo de 1 ano.



Anexo 2 — Carta de autorizagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

Universidatje Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

Carta de Aprovacdo

A minka assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1520 da
Pesquisadora Isabela Furtado intitulado “Detecgdo de DNA gendmico de Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis por reagdo em cadeia da polimerase em sangue de recém-
nascidos no servigo de neonatologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul’,
o seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, jforam revisados em reunido
ordindria no dia ,‘1 0 de dezembro de 2009, encontrando-se de acordo com as resolugdes
normativas do Mzmste’no da Saiide.
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Prof. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos

Coordenador em exercicio do Comité de Fitica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 15 de dezembro de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
hitp://www propp.ufms. br/bioetica/cep/
bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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