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RESUMO

Furtado I. Detecção por Reação em Cadeia da Polimerase de Enterococcus 
faecium e Enterococcus faecalis em Sangue de Recém-Nascidos. Campo 
Grande; 2011. [Dissertação – Universidade Federal do Mato Grosso do Sul].

Introdução: Enterococos são microrganismos comensais que atuam como 
patógenos oportunistas podendo causar infecções em pacientes hospitalizados por 
longo período de tempo e aqueles que receberam múltiplos tipos de terapia 
antimicrobiana. São cocos Gram-positivos, catalase negativos, geralmente aos 
pares ou em curtas cadeias e saprófitas do trato gastrointestinal de animais, 
incluindo humanos, cujas duas espécies mais frequentes nas infecções humanas 
são Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Justificativa: A deficiência de 
estudos, em âmbito regional, das infecções em recém-nascidos e a utilização da 
biologia molecular para diagnóstico destas bactérias estimulou o desenvolvimento 
deste projeto para conhecimento e divulgação dos resultados obtidos, visando o 
diagnóstico precoce da doença infecciosa no recém-nascido. Objetivo: Detectar a 
presença das espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium por reação 
em cadeia da polimerase e reação 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 clínico de infecção tardia, internados na Unidade 
de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital Universitário da UFMS, no período de 
setembro de 2010 a janeiro de 2011.  As amostras foram submetidas às técnicas de 
reação 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, 
Índice de Apgar e uso de procedimentos assistenciais e invasivos. Resultado: Não 
foi identificado crescimento compatível com enterococos nas hemoculturas, porém, 
em 8/50 amostras de sangue identificou-se a presença de Enterococcus faecium
através da técnica de reação em cadeia da polimerase em tempo real. E, em 22/50
amostras de sangue, foram detectados DNA genômico de E. faecalis, através de 
PCR convencional.  Conclusão: O resultado encontrado é preocupante devido à 
gravidade clínica que os pacientes avaliados apresentaram juntamente com a não 
identificação da bactéria por métodos microbiológicos. Acredita-se que as técnicas 
de PCR utilizadas constituem-se em métodos rápidos e de alta especificidade para o 
diagnóstico de infecções. Sugere-se que a eficácia, segurança e rapidez das 
técnicas aplicadas poderá constituir-se em ferramenta de auxílio imprescindível no 
que tange o tratamento específico e em tempo hábil. Espera-se que a implantação 
desta técnica como rotina no hospital favoreça o diagnóstico precoce e colabore 
para o bem-estar dos pacientes.

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

oportunistas e que podem causar infecções em pacientes hospitalizados por um 

longo período de tempo, imunocomprometidos, submetidos a procedimentos 

invasivos, assim como, aqueles que receberam múltiplos tipos de terapia

antimicrobiana 1.

Recentemente tem emergido como importante agente patogênico em

ambientes hospitalares causando infecções severas com altas taxas de mortalidade 
2, sendo as duas espécies mais freqüentes: Enterococcus faecalis e Enterococcus 

faecium.

As infecções mais comuns são as do trato urinário, de feridas, bacteremia, 

septicemia e endocardites. Algumas espécies podem ser isoladas a partir de solo, 

alimentos, água e plantas, podendo crescer e sobreviver sob diversas condições 

ambientais.

Nas últimas décadas houve um aumento na frequência de seu isolamento 3

sendo um patógeno emergente tanto nas infecções hospitalares como nas 

adquiridas na comunidade 4, responsáveis por 12% das infecções nosocomiais 1. 

Uma característica marcante das bactérias pertencentes ao gênero 

Enterococcus é a resistência intrínseca a muitos dos antimicrobianos utilizados no 

tratamento de infecções por cocos Gram-positivos.

A carência de estudos, em âmbito regional, que relatem as infecções por 

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis em recém-nascidos internados em 

unidades de tratamento intensivo estimulou o desenvolvimento deste projeto para 

conhecimento e divulgação dos resultados obtidos, visando o diagnóstico precoce 

da doença infecciosa no recém-nascido (RN), através da biologia molecular, que 

oferece rapidez e especificidade, tornando-se imprescindível para uma terapia 

específica bem sucedida.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA



18

2.1 A Sepse Neonatal

A sepse neonatal é a mais frequente infecção hospitalar em unidades de 

terapia intensiva neonatais e sua incidência vem aumentando em decorrência da 

maior sobrevida dos recém-nascidos de muito baixo peso e extremo muito baixo 

peso. Além disso, o uso de cateteres vasculares são grandes fatores de risco para 

esta complicação, contribuindo significativamente com a morbidade, custos e 

prolongamento da hospitalização 4. 

É definida como síndrome clínica de bacteremia com sinais sistêmicos e 

sintomas de infecção, nas primeiras quatro semanas de vida, sendo a principal 

causa de mortalidade entre neonatos, responsável por aproximadamente 30 a 50% 

do total de mortes neonatais 5. 

Se diagnosticada precocemente e tratada de forma adequada através de 

antibioticoterapia específica e cuidados de suporte, é possível eliminar a maioria dos 

casos de sepse, principalmente quando não houver resistência bacteriana. 

A sepse neonatal é classificada em duas categorias: primária, usualmente 

presente com desconforto respiratório e pneumonia e normalmente acontece nas 

primeiras 72 horas após o nascimento; e sepse tardia, usualmente com septicemia e 

pneumonia, ocorre após 72 horas do nascimento 6.

A sepse primária frequentemente manifesta-se como pneumonia e 

geralmente origina-se no trato genital materno, causada por organismos prevalentes 

neste trato. Alguns fatores estão associados à sepse primária, os quais incluem: 

baixo peso ao nascimento, ruptura prolongada de membranas, febre materna, entre 

outros 7. 

Tradicionalmente a sepse primária é causada por: Estreptococos do grupo B, 

Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, além de 

outras bactérias 7, 8. Já a sepse tardia é originada por patógenos encontrados no 

ambiente, sendo que em pacientes hospitalizados, os mais comuns agentes 

etiológicos são: Staphylococcus spp., Enterococcus, Candida spp, Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa  8, 9. 

Esta infecção é frequentemente transmitida através de mãos contaminadas 

de profissionais da saúde e os sintomas se apresentam como septicemia, 

pneumonia ou meningite 6. 
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Entre os fatores de maior risco para sepse tardia estão muito baixo peso ao 

nascer, prematuridade, longos períodos de internação hospitalar e o uso de 

procedimentos invasivos. A mortalidade devido à sepse em neonatos prematuros e 

com muito baixo peso ao nascimento permanece entre 18 à 20% nos países 

desenvolvidos e em torno de 80% nos países em desenvolvimento, sendo estes 

notáveis fatores de risco para esta população 8,10. 

Sepses relacionadas ao uso de cateteres endovenosos ocorrem em 1.3% a 

26.2% dos pacientes com cateter vascular central usado para administrar soluções 

parenterais e medicamentos. Devido aos seus componentes nutricionais, a nutrição 

parenteral pode suportar crescimento microbiológico. 

A imunossupressão associada às condições nutricionais não favoráveis, a 

hiperglicemia exacerbada por infusão de dextrose e a colonização e contaminação 

de cateteres, aumentam o risco de infecções nestes pacientes 9.

Benjamin Jr. e colaboradores, em 2001, observaram que recém-nascidos com 

bacteremia experimentaram menores complicações infecciosas quando cateteres 

vasculares centrais foram removidos rapidamente, em relação àqueles em que os 

cateteres não foram retirados dentro de 24 horas 11. 

Van Der Brock e colaboradores, em 2001, avaliaram se a prática de lavagem 

das mãos e o uso de luvas ao contato com secreções e excretas faziam diferença no 

grau de contaminação da equipe de atendimento do departamento de pediatria e foi 

observada a presença de microrganismos patogênicos em 35% da equipe de saúde 

antes do início de suas atividades e em 25% após a aplicação de solução alcoólica.

Sendo os patógenos isolados: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, Escherichia coli, entre outros. Os autores também concluíram 

que campanhas para aprimorar a higiene das mãos devem ampliar seu foco para o 

ensino da técnica adequada 12. 

Pacientes hospitalizados podem ter uma maior incidência de infecção 

enterocócica não somente devido à virulência, mas porque o hospital em si mesmo é 

um meio favorável, devido às constantes internações de pacientes colonizados com 

bactérias resistentes. E, isto pode ser ilustrado pelo Departamento de Saúde do 

Reino Unido, em 2004, o qual destaca o fato de que os enterococos podem 

contaminar e sobreviver ao redor dos pacientes por vários dias 13. 

Estes microrganismos podem sobreviver em utensílios como termômetros e 

estetoscópios, e também sobre as mãos de profissionais de saúde por períodos 
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prolongados, esta característica associada à sua resistência intrínseca e adquirida a 

vários antibióticos e à sua habilidade em colonizar indivíduos, torna-os potentes 

patógenos nosocomiais 14. 

A resistência a vários antibióticos empregados atualmente pode ser intrínseca 

ou adquirida por mutação ou recebendo material genético estranho através de 

plasmídeos e transposons 15.  

A maior parte destas infecções origina-se da própria microbiota normal do 

paciente, embora possam também ser transferidas de paciente para paciente ou 

através do consumo de água ou alimentos contaminados 16. 

Por muitos anos, as bactérias componentes da microbiota normal do trato 

gastrointestinal foram consideradas inofensivas para os seres humanos e não muito 

importantes na medicina. Mas, recentemente se tornaram um dos mais comuns 

patógenos nosocomiais, com taxas de mortalidade de mais de 60 % entre os 

pacientes 17. 

As espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium têm sido 

documentadas entre as principais causas de bacteremia, sepses, endocardites, 

sepse neonatal e meningite 18, 19. 

Estas bactérias representam a segunda causa mais comum de bacteremia e 

endocardites em hospitais norte-americanos 20, sendo responsável por 8% das 

bacteremias nosocomiais 21. No Brasil, é a segunda causa mais comum de 

bacteremias causadas por patógenos Gram-positivos e a espécie Enterococcus

faecalis é responsável por, aproximadamente, 76% de todas as infecções 

enterocócicas 22. 

Bearman e Wenzel, em 2005, relataram S. aureus, estafilococos coagulase-

negativos e os enterococos como as espécies mais relacionadas à bacteremia 23.

Poh e colaboradores, em 2006, determinaram a epidemiologia e a resposta 

clínica de quarenta e dois pacientes adultos com bacteremia enterocócica, quando 

18 pacientes usaram procedimentos invasivos e a infecção do trato urinário foi a 

fonte de infecção mais comum entre os pacientes 24. 

O fato das espécies enterocócicas serem patógenos oportunistas foi 

claramente ilustrado por um estudo na Dinamarca, o qual mostrou que pacientes 

hospitalizados tiveram 57% de taxa de infecção por E. faecalis enquanto indivíduos 

saudáveis mostraram somente 39 a 40% de ocorrência. Pacientes hospitalizados 
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podem ter maior incidência não somente devido à virulência 25, mas também por 

fatores ambientais e imunológicos. 

Em 2005, foram reportados 7066 casos de bacteremia causada por espécies 

enterocócicas no Reino Unido, um aumento de 8% desde 2004, sendo 28% destes 

resistentes a antibióticos 26. O risco de morte por enterococos resistente à 

vancomicina é de 75%, comparado com 45% de risco por estratos suscetíveis 27.  

Em estudo realizado por Fernandez et al., em 2004, foram analisadas 

características epidemiológicas, clínicas e prognósticas de casos de bacteremias por 

Enterococcus faecalis. Noventa e cinco episódios 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 antibióticos previamente 28.

A importância clínica de infecções enterocócicas tem estimulado o 

desenvolvimento de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua ocorrência 
19. 

Os sintomas de infecção neonatal não são específicos, mesmo para os 

diferentes agentes, havendo a necessidade de testes microbiológicos e moleculares 

mais sensíveis e específicos 29. 

Estas tecnologias moleculares podem detectar até pequenas quantidades de 

DNA bacteriano diretamente de amostras de sangue e possuem grande 

sensibilidade e especificidade na detecção de muitos agentes infecciosos 

relacionados à sepse, podendo ser úteis juntamente com diagnósticos 

microbiológicos tradicionais 30. 

Neste sentido, Jordan e Durso, em 2005, utilizaram PCRrt para diagnóstico de 

DNA bacteriano de amostras sanguíneas de neonatos sendo avaliados por sepse. E, 

os resultados sugeriram que as técnicas moleculares podem incrementar os 

métodos de cultura para diagnóstico de sepse 31.

Semelhantemente, Martin e colaboradores, em 2002, realizaram um estudo 

quantitativo de bactérias isoladas de cáries obtidas de dentinas, através de colônias 

microbiológicas e PCR em tempo real.  A PCRrt indicou um número maior de carga 

microbiana  do que aquele determinado pela contagem das colônias 32. 

Gomes e colaboradores, em 2006, investigaram a presença de Enterococccus 

faecalis em infecções endodônticas através de cultura e reação em cadeia da 

polimerase, sendo identificado em 23 e 79 de 100 casos, respectivamente 33. 
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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 30. 

As técnicas de PCR em tempo real e convencional consistem em métodos 

rápidos, específicos e muito sensíveis aos agentes para os quais foram desenhados, 

desde que se tenha material genômico para a identificação 34. 

Embora a erradicação das infecções hospitalares seja impossível, efetiva 

vigilância e controle destas podem reduzir significativamente seus índices e custos 

associados 35, permitindo aos hospitais tomarem medidas de intervenção 

apropriadas para seu controle e prevenção, pois a identificação a respeito da 

presença de patógenos colonizadores pode ser decisiva na escolha do tratamento 36-

38.

2.2 Os Agentes da Infecção Enterocócica

O nome enterococcus foi primeiramente usado por Thiercelin, em 1899, 

devido a sua origem intestinal 39. Em 1906, Andrews & Horder propuseram a 

transferência para o gênero Streptococcus, sob a denominação de Streptococcus 

faecalis, devido a sua habilidade em formar curtas ou, sob determinadas condições 

longas cadeias 40. E, no início dos anos 60, a espécie Streptococcus faecium foi 

oficialmente reconhecida 41.

Em 1984, foi proposta a criação do gênero Enterococcus que reunia 

inicialmente as espécies E. faecalis e E. faecium, até então classificadas como 

estreptococos do Grupo D, segundo o sistema de grupagem sorológica de 

Lancefield 42.

2.2.1 Características Gerais 

Os enterococos são cocos Gram-positivos que geralmente se dispõem aos 

pares ou em curtas cadeias e são catalase negativos 43-44, anaeróbios facultativos, 
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microrganismos não esporulados. Pertencentes à família Enterococcaceae, gênero 

Enterococcus e possuem 28 diferentes espécies 44. As espécies E. faecalis e E. 

faecium são as mais relacionadas às infecções em humanos, sendo que, doenças 

causadas por outras espécies deste gênero são raras. 

Estas bactérias crescem em meios de cultura com 40% de sais biliares ou 

com NaCl a 6,5% (pH de 9,6 e à temperatura de 5-50º C), Sendo que as 

temperaturas ótimas, mínimas e máximas de crescimento, são 42,7, 6,5 e 47,8 º C, 

respectivamente, em condições aeróbicas, embora o crescimento também ocorrerá 

em atmosfera anaeróbica 46, além de tolerar temperaturas elevadas por longos 

períodos de tempo (60ºC/30 min) 47, o que os torna distintos de outros gêneros como 

Estreptococcus. 

Quanto à hemólise em ágar - sangue, o comportamento dos enterococos é 

variável, podendo ser α, β ou δ hemolíticos 48.

Seu principal reservatório humano é o trato gastrointestinal, porém podem ser 

encontrados, embora com menos frequência, na cavidade oral, vesícula biliar, 

vagina e uretra masculina 1. Muito resistentes às condições ambientais, também 

podem ser encontrados no solo, em alimentos, na água, em animais, pássaros e 

insetos 44, 48.

Possuem um grande número de fatores de virulência como: substância de 

agregação, gelatinase, produção extracelular de superóxido, polissacarídeos 

capsulares e determinantes de resistência aos antibióticos 49.

Pelo fato de produzirem bacteriocinas, têm sido muito utilizados, durante a 

última década, na indústria alimentícia como probióticos 50. 

Recentemente, embora estudos na taxonomia e identificação das espécies 

enterocócicas tenham sido desenvolvidos ainda é difícil distingui-las de outras 

bactérias ácido láticas, particularmente, dos Estreptococos do grupo D e de outras 

espécies enterocócicas, o que tem sido facilitado pelo desenvolvimento na tipagem 

genética, auxiliando a análise da epidemiologia de surtos e suas fontes 51, 52.

2.2.2 Resistência em Enterococos

Uma característica marcante das bactérias pertencentes ao gênero 

Enterococcus é a resistência intrínseca a muitos dos antimicrobianos utilizados no 



24

tratamento de infecções por cocos Gram-positivos como, por exemplo, oxacilina, 

lincosaminas e cefalosporinas. Os isolados de enterococcus resistentes à 

vancomicina (ERV) foram primeiramente reportados no final da década de 1980 53.

A resistência intrínseca a moderadas concentrações de aminoglicosídeos, o 

que ocorre em todas as espécies, decorre de uma baixa penetração do 

antimicrobiano pela parede bacteriana. Nesses casos, a associação de um 

aminoglicosídeo com um antimicrobiano que atue interferindo na formação da 

parede celular resulta em um efeito sinérgico bactericida 54. 

Somando à resistência intrínseca, os enterococos podem adquirir novos 

genes que codificam enzimas que modificam os antibióticos conferindo resistência a 

diversas classes de antimicrobianos, como cloranfenicol, altas concentrações de 

aminoglicosídeos e β-lactâmicos, glicopeptídeos e quinolonas 54, 55.

Enterococos com resistência a níveis elevados de aminoglicosídeos têm sido 

descritos com frequência crescente nas últimas décadas 56. Esta resistência 

adquirida pode ser decorrente de mutações cromossômicas, no caso da 

estreptomicina, ou da inativação enzimática através da produção de enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos (EMAs), codificadas por genes em plasmídeos 

transferíveis e transposons 57.  

A espécie Enterococcus faecium é inerentemente mais resistente a muitos 

agentes antimicrobianos e o alto nível de resistência aos aminoglicosídeos e 

glicopeptídeos são usualmente maiores nesta espécie quando comparada à espécie 

E. faecalis. Sendo que no Brasil, aproximadamente a metade dos isolados clínicos 

de E. faecium são resistentes à ampicilina 58.

A espécie Enterococcus faecalis tem adquirido alto nível de resistência aos 

aminoglicosídeos, e aos glicopeptídeos, embora a resistência à ampicilina seja ainda 

raramente encontrada 59.

A vancomicina, um glicopeptídeo tricíclico originário de um actinomiceto, 

Amycolatopsis orientalis, e posteriormente modificado, é um dos antibióticos de 

escolha no tratamento de infecções de caráter grave produzidas por cocos Gram-

positivos, quando não é possível utilizar a penicilina ou outros β-lactâmicos 60,

consiste no principal fármaco alternativo da penicilina, em conjunto com um 

aminoglicosídeo, no tratamento das infecções enterocócicas 61. 

A resistência à vancomicina é uma das principais causas de infecções 

nosocomiais nos hospitais dos Estados Unidos, e em 2003 foi responsável por 
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28,5% das infecções nosocomiais enterocócicas em unidade de tratamento intensivo 
62. 

Existem seis tipos de fenótipos de resistência à vancomicina descritos 

atualmente (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE e VanG) os quais apresentam níveis 

de expressão de resistência diferenciados, sendo alguns característicos de 

determinadas espécies. Destes, VanA e VanB são os mais relevantes clinicamente 

devido à capacidade de transferência genética entre espécies e gêneros, sendo 

ambos mais encontrados em E. faecium e E. faecalis.

A teicoplamina é um fármaco glicopeptídeo que exibe muitas semelhanças 

com a vancomicina. Os enterococos VanA são resistentes à teicoplamina, porém os 

VanB e VanC são suscetíveis a este fármaco 63.

A terapia antimicrobiana para as infecções enterocócicas é complicada, pois a 

maioria dos antibióticos não tem efeito bactericida em concentrações clinicamente 

relevantes. 

Desta forma, as infecções enterocócicas sistêmicas, como endocardites, são 

comumente tratadas com um agente que atue na parede celular (um betalactâmico, 

como a ampicilina, ou um glicopeptídeo, como a vancomicina) e um aminoglicosídeo 

(usualmente gentamicina ou estreptomicina). Esses agentes atuam sinergicamente 

para promover a ação bactericida. 

Em geral, a monoterapia é adequada para o tratamento de infecções teciduais 

e do trato urinário, que não apresentem complicações e a ampicilina ou penicilina 

permanecem como agente de escolha para tais infecções 64.

A resistência a antibióticos das espécies enterocócicas, em âmbito nacional e 

internacional, destaca a necessidade por maior entendimento deste gênero, 

incluindo sua ecologia, epidemiologia e virulência 65.

O diagnóstico e a antibioticoterapia precoce, com apropriado manejo dos 

problemas metabólicos e respiratórios e as medidas preventivas podem reduzir de 

forma significativa os problemas relacionados à sepse neonatal 65.

A hemocultura é o padrão ouro para diagnóstico de sepse, porém possui 

baixa sensibilidade e os resultados não ficam disponíveis em tempo menor do que 

48 a 72 horas 66,67,68. Constituem uma importante ferramenta epidemiológica de base 

para a terapia empírica. Entretanto, seu valor como diagnóstico geral para o clínico é 

limitado devido à demora nos resultados, baixa sensibilidade e o uso de antibióticos 

antes do exame 68. 
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Além do mais, em crianças com menor contagem de colônias 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 crianças, as quais morreram por infecção bacteriana 69. 

Enquanto um resultado de cultura positivo confirma o diagnóstico de sepse, 

um resultado negativo não transmite o mesmo grau de certeza e não é 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 avaliação de 

crianças admitidas em unidades de terapia intensiva por sepse. Eles concluíram que 

o uso da PCR poderia diminuir a antibioticoterapia empírica e a estadia hospitalar 70.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Geral

Realizar a detecção de sequências genômicas de Enterococcus faecalis e 

Enterococcus faecium por PCR em sangue de recém-nascidos.

3.2 Específicos

3.2.1 Detectar as sequências genômicas de Enterococcus faecalis e Enterococcus

faecium por reação em cadeia da polimerase convencional e em tempo real, 

respectivamente, em sangue de recém-nascidos com suspeita ou piora de infecção, 

internados na UTI Neonatal do HU-UFMS.

3.2.2 Identificar a especificidade e sensibilidade da reação em cadeia da polimerase 

convencional e em tempo real, para detecção 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 gênero Enterococcus.

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

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

procedimentos invasivos.
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4 MATERIAL E CASUÍSTICA
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4.1 População 

Participaram do estudo 50 recém-nascidos internados na UTI Neonatal do 

Núcleo do Hospital Universitário da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul no 

período de setembro de 2010 a janeiro de 2011.

Os recém-nascidos foram incluídos no estudo, independentemente de etnia, 

cor, sexo e idade gestacional.

A pesquisa só foi iniciada após a aprovação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos da UFMS (Protocolo nº 1520) e as mães ou 

responsáveis deram o seu consentimento de participação voluntária no estudo, 

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

4.1.1 Critérios de Inclusão

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

termo) que apresentavam suspeita de infecção hospitalar, internados na Unidade de 

Terapia Intensiva Neonatal do Hospital Universitário da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul (UFMS) com pelo menos 72 horas de internação ou aqueles 

com piora clínica ou troca de antibioticoterapia, no período de setembro de 2010 a 

janeiro de 2011.

4.1.2 Critérios de Exclusão

Foram excluídos os recém-nascidos de etnia indígena ou aqueles os quais os 

pais ou responsáveis não 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

Serviço de Neonatologia-NHU nos casos de suspeita de infecção dos recém-

nascidos com piora clínica. Foram colhidos em torno de 2,0 ml de sangue, colocados

em frasco específico e encaminhados para o Laboratório 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 

Serviço. 

Era colhido 0,5 ml de sangue em tubo com EDTA o qual foi imediatamente 

transportado para o congelador a -70º C até a extração 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 período da

coleta foi de aproximadamente quatro meses, com o número de 50 amostras. A 

análise de prontuários foi feita através dos dados coletados: sexo, idade gestacional, 

peso ao nascimento (g), Índice de Apgar, tipo de parto, uso de antibacterianos, uso 

de procedimentos assistenciais e invasivos pelo paciente.
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4.3.2 Extração do DNA genômico das amostras sanguíneas

A extração do DNA genômico das amostras sanguíneas armazenadas a -70º 

C foi realizada de acordo com o método de Grimberg et al (1989) 72, com algumas 

modificações realizadas no Laboratório de Fisiologia Molecular e Genômica 

Funcional (NUFIGEN – ICB - UFMG) para sangue total congelados a -70 º C. Foi 

removida uma alíquota de 0,3 ml (300 μl) do sangue e colocado em um tubo de 2 ml. 

Acrescentou-se 1 ml de Tampão de Lise Celular. Centrifugou-se por 5

minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi então desprezado em papel absorvente. 

Estes procedimentos foram repetidos por quatro vezes. Foi acrescentado 400 μl de 

Master Mix, sendo 390 μl de Tampão de Digestão de Proteínas e 10 μl de 

Proteinase K (20 mg/ml), e agitado por 15 segundos.

As amostras foram incubadas a 55 º C em Banho Maria por no mínimo 2 

horas. O material foi centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi 

transferido para outro tubo, e acrescentado 200 μl de Cloreto de Lítio 7,5 M. 

As amostras foram agitadas por aproximadamente 5 segundos e colocadas 

em gelo por 10 minutos. Foram, então, centrifugadas por 20 minutos a 13.000 rpm, à 

4 º C. De cada amostra foi retirado cuidadosamente o sobrenadante e colocado em 

um novo tubo. O DNA genômico foi precipitado com a adição de 1 ml de etanol 

100% e colocadas no congelador por no mínimo 1 hora. 

Após este período, 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 μl de tampão TE pH 7,5 em cada amostra. Após a extração, o DNA 

genômico foi quantificado pela leitura em Genequant-OD260. Alíquotas de 

aproximadamente 200 ng de cada amostra foram utilizadas para PCRrt e 100 ng 

para PCR convencional, sendo estas obtidas através de diluições.

As alíquotas de DNA foram submetidas à PCR em datas diferentes e em 

locais diferentes: Laboratório de Fisiologia Molecular e Genômica Funcional 

(NUFIGEN- ICB-UFMG) para extração de DNA genômico e PCRrt, e Laboratório de 

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

A técnica de PCRrt foi realizada no Laboratório de Fisiologia Molecular e 

Genômica 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 reação de PCR em tempo real foi utilizado o kit SYBR GREEN PCR

core Reagents da PE Biosystems. Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) foram 

desenhados a partir de sequências genômicas 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’-

tctgccgtctacttcttgaatggt-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 condições padrão no Sequence Detection ABI 

Prism 7000 como determinado pelo KIT. Em todos os ensaios controles positivos e 

negativo (no-template-PCR) foram incluídos. O valor de CT (treshold cycle) foi 

determinado para cada amostra positiva.

4.3.4 PCR Convencional

A amplificação das amostras extraídas através da técnica de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) convencional 73 foi realizada no Laboratório de Biologia 

Molecular da Universidade Católica Dom Bosco (UCDB). Os primers selecionados 

para Enterococcus faecalis foram: FAECALISFOR = 5’–gcaattactggtggaggacctgg –3’ 

e FAECALISREV = 5’- tccaattccttttgcaagacctgc -3’. Estes foram desenhados a partir 

de sequências genômicas encontradas no Genbank.

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

feito um mix contendo em cada tubo 14, 37 μl de água mili-Q SF; 2,5 de tampão 
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PCR 10x; 2 μl de dNTP mix, (200 μM cada dNTP); 1,00  μl de MgCl2 a 50 mM; 2 μl 

de cada primer (10 pmol/μl); 0,125 μl (5 U) de Taq DNA polimerase (Ludwig Biotec) 

e 1 μl de DNA genômico, num volume total de 25 μl de reação. 

Os controles negativos foram feitos substituindo-se as amostras pelo mesmo 

volume de água. A reação foi desenvolvida em termociclador com o seguinte 

programa: 95 º C/ 5 min.; seguidos de 05 ciclos de 94 º C/ 1 min.; 56 º C/1 min, e 72 

º C/1 min.; seguidos de 40 ciclos de: 92 º C/1 min.; 60 º C/ 1 min, e 72 º C/ 1 min.; 

com extensão final a 72 º 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, então, visualizado por coloração com Gel Red e exposição em transiluminador 

de UV e fotografados. 

4.4 Análise dos resultados 

A comparação entre o grupo dos recém-nascidos avaliados em relação ao 

PCR sanguíneo, foi realizada por meio do teste não paramétrico Qui-quadrado com 

tabela de contingência 2x2 com células de valor maior que 5. Os demais resultados 

das variáveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatística 

descritiva ou na forma de gráficos. A análise estatística foi realizada utilizando-se o 

“Software”  SigmaStat, versão 2.0 (2003 atualizado 2010), considerando diferenças 

significativas quando o valor de “p” foi menor que 0,05 74.
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GGTACAACCCGATTACTTTGTCCCATTGAAAATCATTGATGGAGCAACGCCAGA
ACTTCCAGCTGGAGCTACCATTCAAGAAGTAGACGGCAGA

Figura 1. Sequência de nucleotídeos da região alvo de PCR para Enterococcus faecium (78 pb). Os 
iniciadores selecionados para PCR em Tempo Real estão sublinhados

GCAATTACTGGTGGAGGACCTGGAAAATGGTTACCATGGCTACAACCCGCATA
TGATTTTGTTGCAGGTCTTGCAAAAGGAATTGGA

Figura 2. Sequência de nucleotídeos da região alvo de PCR para Enterococcus faecalis (87 pb). Os 
iniciadores selecionados para PCR convencional estão sublinhados
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5 RESULTADOS
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Participaram do estudo 50 recém-nascidos, os quais possuíam suspeita de 

infecção e estavam internados na UTI-Neonatal do Hospital Universitário 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 1745,54 gramas e Índice de Apgar 

médio 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 operatórios. 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 à ventilação mecânica.

Dos 50 recém-nascidos, 62% (n=31) receberam nutrição parenteral total, 52% 

(n=26) usaram fototerapia e 80% (n=40) usaram algum tipo de antibacteriano.

Dentre os pacientes nos quais foram detectados a presença 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 presença de material genômico de

enterococos e, 62,5% (n=15) apresentaram Índice de Apgar < 6 no primeiro minuto e 

25% (n=6) RNs apresentaram índice < 6 no quinto minuto. Assim como, 29,17% 

(n=7) foram obtidos de parto normal e 70,84% (n=17) de partos operatórios. 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 presença de pelo menos uma das 

bactérias do estudo estão colocados na Tabela 2.
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n=24
Total

n %
Parto Normal 7 29,17

Parto Operatório 17 70,84

Prematuridade 12 50

Tabela 1 – Tipo de parto e índice de prematuridade entre os recém-nascidos com a presença de pelo 

menos uma das bactérias pesquisadas através de PCR e PCRrt

n=24
Total

n %

Cateteres Vasculares 24 100

Transfusão Sanguínea
4 8

Caixa de Hood
14 28

Ventilação Mecânica
16 32

Nutrição Parenteral
16 32

Fototerapia
12 18

Tabela 2 – Procedimentos invasivos e assistenciais na UTI Neonatal aos recém-nascidos com a 

presença de pelo menos uma das bactérias pesquisadas através de PCR e PCRrt

Dos 50 pacientes estudados, 40 fizeram hemocultura, e destes apenas 2 

tiveram resultado positivo, sendo 1 para Staphylococcus epidermides e 1 para 

Staphylococcus haemolyticcus. Não foi observado crescimento compatível com 

enterococos em nenhuma das hemoculturas.

Em relação 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 típico 

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 diferença significativa. Os resultados estão 

ilustrados na Figura 6. 

       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 verificação dos amplicons foi feita utilizando-se 
alíquotas de 10 μl da PCR para eletroforese em gel de agarose a 80 volts/ 1 hora, corado com 
syber red. Os produtos de PCR de 87 pb são 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 verificação dos amplicons foi feita utilizando-se alíquotas 
de 10 μl da PCR para eletroforese em gel de agarose a 80 volts/ 1 hora, corado com syber red. Os 
produtos de PCR de 87 pb são 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

*Diferença 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 amplificação do agente alvo Enterococcus faecium
através de PCRrt. A curva de dissociação substitui o gel de agarose. A banda no gel 
equivale ao pico na curva.

Figura 7 – Curva padrão para Enterococcus faecium evidenciando 2 picos de temperatura de 
dissociação

P2 – Ponto de temperatura 
de dissociação

P1 - Primerdimers
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6 DISCUSSÃO
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A importância clínica de infecções enterocócicas tem estimulado o 

desenvolvimento de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua ocorrência. 

As principais espécies causadoras de infecção no homem são Enterococcus faecalis 

e Enterococcus faecium, representando cerca de 85% a 90% e 5% a 10%, 

respectivamente, dos enterococos isolados na clínica 19.

A literatura tem documentado que estas bactérias estão entre as principais 

causas de várias infecções humanas, incluindo bacteremia, sepse, endocardites, 

sepse neonatal e meningite, além de infecções do sítio cirúrgico. 

Para a detecção genômica das bactérias Enterococcus faecium e 

Enterococcus faecalis, em sangue de recém-nascidos com fatores de risco para 

infecção, utilizamos a PCRrt e convencional, respectivamente, por ser tratar de 

métodos rápidos e específicos. 

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.

Não foi observado nenhum resultado positivo para as bactérias estudadas 

através das hemoculturas. Outros estudos já relataram a menor sensibilidade de 

hemoculturas 66 ,67,68, apesar de se tratar do padrão ouro para diagnóstico de sepse, 

é uma técnica demorada, cujos resultados não ficam prontos em tempo menor do 

que 48 a 72 horas e vários autores questionam a sua credibilidade 66.

Por não termos nenhum resultado positivo destas hemoculturas para 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, estes resultados não 

necessariamente estão realacionados à sepse neonatal, mas podem estar 

relacionados à colonização bacteriana pelas bactérias estudadas, mas não exclui a 

possibilidade de problemas técnicos na realização das hemoculturas, principalmente 

no que se refere à quantidade de sangue coletado para análise quando menor do 

que 2 ml, pois em algumas situações não é possível a coleta deste volume, 

principalmente devido o peso da criança e dificuldades técnicas de coleta. 

Os resultados da PCR podem sugerir colonização bacteriana, mas não é 

possível excluir a possibilidade de infecção por estes patógenos, ou mesmo por 

outros, considerando o estado imunológico do paciente, além dos fatores de risco 

associados.
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Vários métodos moleculares para a específica detecção de Enterococcus

faecium e Enterococcus faecalis têm sido reportados como uma poderosa 

ferramenta na investigação de surtos de infecções hospitalares 37. 

Tais técnicas se destacam pela rapidez e especificidade de seus resultados, 

os quais são essenciais para a prevenção e controle da transmissão de infecções.

Jordan e Durso, em 2005, sugeriram que incorporar a PCR para detecção 

bacteriana diretamente do sangue facilitaria o diagnóstico e o tratamento apropriado

na sepse neonatal. 

Eles utilizaram a PCRrt para detectar material genético bacteriano 

diretamente de material extraído de sangue de recém-nascidos com suspeita de 

sepse, obtendo boa correlação. Esta técnica requer menos de quatro horas para a 

sua execução, enquanto o sistema de hemocultura leva dias. 

Um diagnóstico precoce e específico pode significar o início de um tratamento 

imediato e melhores resultados, assim como, menor tempo de hospitalização e 

melhor prognóstico neurológico. 

Devido à 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 patógenos apresentados pelo 

paciente, o que também já foi observado por outros autores 32.

As técnicas moleculares, de PCR convencional e em tempo real, consistem 

em bons exames para avaliações de grandes populações, pois confirmam 

especificamente o agente para os quais foram desenhados. 

Os hospitais deveriam dispor de Laboratório de Biologia Molecular para o 

desenvolvimento de técnicas que propiciem o diagnóstico precoce e preciso de 

agentes infecciosos 34.

A mais importante razão pelo qual organismos Gram-positivos resistentes à 

antimicrobianos têm crescido em ambientes hospitalares é o fato de que estes 

microrganismos podem passar de paciente para paciente através de mãos 

contaminadas de profissionais da saúde, aparelhos, equipamentos pessoais ou 

médicos. 

O índice de Apgar no primeiro e no quinto minuto está associado à sepse de 

início precoce, porém esta sepse não foi o alvo do nosso estudo, mas sim, a sepse 

tardia. Obviamente um prematuro que apresentou um índice de Apgar baixo, tem 
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maior probabilidade de desenvolver sepse tardia devido ao grau de 

imunodepressão, bem como, aos adventos que são submetidos. Neste estudo, dos 

neonatos que apresentaram presença de DNA enterocócico, 15 (30%) tiveram Índice 

Apgar menor do que seis no primeiro minuto e, seis (12%) no quinto minuto. 

Pacientes gravemente doentes, os quais necessitam de antibióticos de maior 

espectro e maiores cuidados médicos e de enfermagem, fazem parte do grupo de 

risco na aquisição destes patógenos.

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 correlação com a presença de material 

genômico das bactérias (54%), seguido do uso de ventilação mecânica (32%) e 

nutrição parenteral (32%). 

Estes dados são concordantes com outros estudos. Herrmann e 

colaboradores, em 2008, também encontraram que o uso de procedimentos 

invasivos como o cateterismo venoso, o uso de alimentação por via parenteral e a 

ventilação mecânica tiveram relação importante com o desenvolvimento da sepse 

neonatal tardia 11.

O uso de nutrição parenteral tem sido relacionado à infecção tardia e ao 

atraso do início da dieta enteral.  Outros autores sugerem que a via enteral deve ser 

iniciada o mais precocemente possível para reduzir o tempo de nutrição parenteral, 

que está associado a um grande risco de infecção 11. 

Os resultados do presente estudo concordam com estes autores mostrando 

ser a nutrição parenteral um fator de risco para infecção, não só pela manipulação, 

como também pelos próprios nutrientes e também devido ao acesso vascular central 

necessário neste procedimento. 

Muitos fatores de risco contribuem para o aumento da sepse, como a

antibioticoterapia de amplo espectro, nutrição parenteral e a perda da flora comensal

por bifidobactérias e lactobacilos devido ao jejum prolongado. O diagnóstico precoce 

deste problema com efetivo tratamento e conduta, seria uma medida útil para 

diminuir a morbimortalidade 71.

A prematuridade e o baixo peso são 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 11.
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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 característica da população estudada, o pré-termo é mais 

vulnerável à infecção devido à sua imunodeficiência.

Em um estudo, em 2005, por Bizarro et al., foi observado que a infecção 

congênita de início precoce diminuiu e ao contrário o índice de infecção tardia 

aumentou, sendo este aumento relacionado à bactérias comensais, particularmente 

em RNs prematuros, com o uso de cateteres vasculares, nutrição parenteral e

ventilação mecânica prolongada 72. Tais dados são concordantes com os 

encontrados em nosso estudo, os quais foram específicos 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 infecção, a Sepse contribui para o atraso do desenvolvimento neurológico 

independentemente dos fatores de risco em RNs prematuros 73. 

Melhores estratégias no controle de infecções são importantes para o melhor 

prognóstico destes prematuros, por isto, a implantação do diagnóstico precoce de 

sepse neonatal, através de métodos moleculares, é de suma importância no que 

tange o prognóstico destas crianças 73. Nós 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 à terapia 

antimicrobiana, mas nenhum resistente à vancomicina. Também referiram que 

durante o inverno e primavera o número de infecções enterocócicas resistentes foi 

maior. No atual trabalho não valorizamos o período sazonal, mas a prematuridade 

também, como já referida, foi um fator importante 74.

Algumas práticas podem ser adotadas como medidas de redução de sepse 

tardia. Sabendo-se que o uso de cateteres vasculares e a ventilação mecânica estão 

relacionados à presença de infecção, o seu tempo de uso deve ser reduzido para 

diminuir o risco de infecção e de forma segura. Medidas de desinfecção no 
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manuseio de equipamentos, anti-sepsias e lavagem correta das mãos são medidas 

importantes na prevenção de infecções nosocomiais 11. 

Além disso, outros fatores como longos períodos de internação hospitalar, uso 

de antimicrobianos, são fatores de risco adicionais para colonização e infecção em 

unidade de tratamento intensivo neonatal 17,38,39, resultando em altas taxas de 

morbimortalidade 43, 45. 

No entanto, novos estudos são necessários para melhor conhecimento da 

sepse tardia e seus fatores de risco entre neonatos. 

As técnicas de PCRrt e convencional consistem em métodos rápidos e de alta 

especificidade para o diagnóstico de infecções. Sugere-se que a eficácia, segurança 

e rapidez das técnicas aplicadas poderão se tornar uma ferramenta de auxilio 

imprescindível no que tange o tratamento específico e em tempo hábil. 

Espera-se que a implantação destas técnicas no hospital favoreça um 

diagnóstico precoce, diminuindo o tempo de tratamento, os custos hospitalares e as 

taxas de seqüelas e de mortalidade. 
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7 CONCLUSÕES
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Os métodos moleculares de PCR convencional e PCRrt realizaram a 

detecção de material genômico das bactérias Enterococcus faecalis e Enterococcus 

faecium, respectivamente, em sangue de recém-nascidos.

Estes métodos mostraram boa sensibilidade e especificidade na detecção 

das bactérias Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, enquanto os métodos 

de hemocultura não apresentaram nenhum caso positivo para enterococos.

Quanto à caracterização da população estudada, entre os RNs avaliados não 

houve diferença significativa entre os sexos.

Na população estudada, a média de idade gestacional foi menor do que 36 

semanas.

A média de peso da população foi de1745,54 gramas, enquanto que dentre 

aqueles com o DNA bacteriano enterocócico foi de 1591 gramas.

Dos RNs nos quais foi detectada a presença de material genômico de 

enterococos, 15/50 apresentaram Índice de Apgar < 6 no primeiro minuto e 6/50 dos 

RNs apresentaram índice < 6 no quinto minuto. 

Na população total estudada, quanto ao tipo de parto, o número de partos 

operatórios foi maior em relação ao número de partos normais, assim como entre 

aqueles com a presença de material genômico enterocócico. A prematuridade foi 

uma característica importante na população estudada.

Com relação aos procedimentos invasivos, todos os recém-nascidos nos 

quais foi detectada a presença de material genético das bactérias estudadas 

estavam submetidos a algum tipo de cateter vascular.

O uso de ventilação mecânica e nutrição parenteral representaram 

características importantes entre estes pacientes.
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Apêndice 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este documento registra o consentimento dos pais e/ou responsáveis legais 

dos recém-nascidos que serão estudados durante a realização da pesquisa para a 

dissertação de mestrado da bióloga Isabela Furtado.

Mãe, você está sendo convidada a participar dessa pesquisa e eu gostaria 

muito que, antes de tomar a sua decisão, você lesse muito bem o que está escrito 

abaixo. Caso você tenha alguma dúvida do que você leu, estou à sua disposição. 

Esse estudo está sendo realizado sob a orientação do Dr. Durval Batista 

Palhares.

Alguns bebês podem adquirir infecção dentro da Unidade Neonatal por uma 

bactéria chamada Enterococos. Esta infecção pode ser adquirida pelo recém-

nascido através de sua própria condição de baixa imunidade e pelo uso de 

procedimentos invasivos.

Para tanto o propósito deste trabalho é fazer o exame para detectar se os 

bebês que estão internados na UTI neonatal estão infectados por estas bactérias.

Não haverá ônus algum para o paciente e sua família. Os resultados serão 

repassados aos responsáveis e os bebês que tiverem resultados positivos serão 

devidamente tratados. 

Sua participação é voluntária e não tem fins lucrativos. O seu recém-nascido 

pode sair do estudo quando os pais ou responsáveis desejarem e os pais ou 

responsáveis têm o direito de não autorizar a participação do seu filho (a) na 

pesquisa.

Se você concorda com a participação do seu recém-nascido no estudo, e não 

tem nenhuma dúvida sobre a sua realização, peço que assine o termo de 

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

Eu ___________________________________________declaro que estou ciente 

dos termos aqui apresentados e autorizo a inclusão 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 poderá ter acesso ao 

Comitê 

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

Pesquisadora: Isabela Furtado- Telefone para contato: (67) 8118-4970.
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Apêndice 2 - PROTOCOLO PARA ANÁLISE DE PONTUÁRIOS – UFMS

Setor: UTI – NEONATAL        Data da coleta: ___/___/____  

R N D E

Nome do bebe: ____________________________________________ Sexo: ( )      

Peso ao nascer:__________    Idade Gestacional: ____________________

Data de Nascimento:______/______/_____ APGAR: ________ PC: 

_______________

Data de Internação: ______/______/_____  

Procedência Paciente _______________ Naturalidade 

__________________________

Telefone:_______________________________CEP:_________________________

__

Endereço:____________________________________________Bairro:__________

   Registro NO HOSPITAL

Diagnóstico 

Internação:___________________________________________________

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

___________________________________________________________________

Uso de antifúngico? Sim (  )     Não (    )

Quais: 

_________________________________________________________________

Uso de antibióticos? Sim (  )     Não (    )

Quais: 

_________________________________________________________________
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Uso de CPAP NASAL (  )     CPAP ENDOTRAQUEAL  (   )           NÃO (  )

Foi feito sorologia? SIM (  )   Resultado:                                            NÃO ( )

HEMOGRAMA Data: ____/____/_____

ERIT:

HB: Metamielócitos:

HT: Promielócitos:

Leucócito:                Blastos:     

Eosinófilos: % Reticulócitos:         

Segmentados: % Na:   Creatinina:        

Basófilos: % K:            Uréia:

Linfócitos: % Mg:            Bilirrubina total:

Monócitos: % P:            Bilirrubina direta:

Bastão:                    %            Ca: Bilirrubina indireta:

Plaquetas: Glicemia:

Eritroblastos:

Outros:

TIPO DE SANGUE DO BEBE:                  PCR:                      EVOLUÇÃO:                                        

Procedimentos:

(  ) Cateter  subnasal de O2                                            (  ) Vent. Mecânica (VM)

(  ) Cateter umbilical venoso                             (  ) Cateter umbilical arterial

(  ) Cateter de acesso venoso central               (  ) Transfusão sanguinea

( ) Nutrição parenteral   (NP)                           (  ) Traqueostomia            

(  ) Sonda enteral                                              (  ) Sonda orogástrica

(  ) Sonda Nasogástrica                                   (  )  PICC

(  ) Fototerapia                                                  (  ) Gastrostomia

(  ) Dissecção de veia                                       (  ) Caixa de Hood

(  ) AVP – Acesso venoso periférico                            

(  ) Sonda vesical                
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Fez hemocultura?                         Sim (  )     Resultado: _____________________   

Não: (  )

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

Não: (  )

Fez swab retal/anal?  Sim (  )     Resultado: _______________________________   

Não: (  )

Fez cultura de liquor:

a) Para fungos?      Sim (  )     Resultado: ________________________________  

Não: ( )

a) Para bactérias?   Sim (  )     Resultado: ________________________________  

Não: ( )

Dados da Mãe

Idade: Tipo de Sangue:

Tipo de Parto:                    Apresentação:                     Com Fórceps: Sim (  )     Não 

( )

Gesta: ________ P: _______     A: __________            Rotura de bolsa: 

Patologia na gestação: Drogas usadas na gestação:

Sorologia para CMV      -----     Positivo (  )       Negativo (  )       Não consta (  )    
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Anexo 1 - EXTRAÇÃO DE DNA PARA TESTE DE PATERNIDADE

A – EXTRAÇÃO DE DNA NO SANGUE:

A - 1 DESCRIÇÃO:

Este método é um dos muitos protocolos avaliados para a extração de DNA.

Este procedimento é uma modificação de um método publicado (1), no qual inclui 

a adição de 0,5% para o Tampão de Digestão de Proteína. É um procedimento 

simples, rápido e eficiente para a extração de DNA genômico de amostras de 

sangue ou swab bucal, o qual elimina a necessidade de qualquer reagente 

orgânico. Ele envolve lise celular, seguida pela digestão de Proteinase K a 55ºC. 

O rendimento de DNA é cerca de 5 a 15µg por 0,3 ml de sangue e 

aproximadamente 2 µg por swab bucal, com uma média de tamanho de 

fragmento de 300kb. O DNA extraído pelo processo é prontamente digerido com 

uma variedade de enzimas de restrição.

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

todo o tempo durante o processo de extração.

Tempo requerido: Cerca de 4 horas

A – 2 REAGENTES, EQUIPAMENTOS E ESTOQUE:

REAGENTES

 Tampão de lise celular

320 mM de sacarose

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

5 mM deMgCl2

1% (v/v) TritonX-100
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Instrução: Estocar e usar a 4ºC

 Tampão para digestão de proteínas w/SDS

10 mM de Tris-HCl, pH 7,5 (Cat. No. 15567-027- 1M Tris-HCl, 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)).

Instrução: Estocar a temperatura ambiente.

 Proteinase K (20 mg/ml)

Cat. No. 25530-49 (5ml)

Instrução: Estocar a –20º C. Descongelar imediatamente antes de usar, e 

guardar em gelo seco.

 Tampão TE-4

10 mM de Tris-HCl, 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)).

Instrução: Estocar a temperatura ambiente.

 Etanol 100%

Instrução: Estocar a temperatura ambiente.

 Etanol 70%

Instrução: Estocar a temperatura ambiente.

EQUIPAMENTOS

 Microcentrífuga:

Rotador designado para tubos de 1,5 a 2,0 ml. Capaz de obter velocidade de no 

mínimo 13.000 rpm.

 Banho Maria de 55ºC.

 Pipetas.

De 3 volumes diferentes: 1-20ul, 20-200ul e 200-1000ul.
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 Sistema de concentração de DNA.

 Agitador.

 Caixa de isopor.

ESTOQUE DISPONÍVEL

 Tubos para microcentrífuga (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 

microcentrífuga).

A-3 PROCEDIMENTO

ADIANTANDO

Use os códigos de cor para os tubos de microcentrífuga como designado abaixo. Os 

códigos de cor permitem facilidade no manejo das amostras.

Mãe --------------Tubos vermelhos

Filho(s)-------------Tubos amarelos

Pai alegado---------Tubos azuis

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

PRECAUÇÕES

Todas as amostras de sangue devem ser tratadas como potencialmente 

infecciosas, manuseadas na Capela de Fluxo Laminar.

PROCEDIMENTOS

1. Misture completamente cada amostra sanguínea antes, para ressuspender as 

células.

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

tubo apropriado.

3. Acrescente 1ml (1000ug) em cada amostra de Tampão para Lise Celular 

(4ºC) para iniciar a lise celular.

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

completar a lise celular.

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

precipitar leucócitos.

6. Cuidadosamente vire o fluido sobrenadante em um desprezador biológico em 

um único movimento. Vire os tubos com o fluido residual (borrão) em um 

papel ou tecido absorvente, depois descarte apropriadamente (o papel ou o 

tecido absorvente).

7. Repita os passos 3 a 6.

8. Preparar o MASTER MIX contendo Tampão de digestão de proteína w/SDS e 

proteinase K (20 mg/ml). Determine o número 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 tampão para proteínas w/SDS é determinado pela multiplicação do número 

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 multiplicação do número 

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

MASTER MIX VOLUME

Tampão para digestão de proteína w/SDS                                         (N + 2) 

x 395ul

Proteinase K                                                                                       (N + 2) x 

5ul

9. Acrescente 400ul de Máster 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 55ºC.

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

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

12.Após as 2 horas de incubação, centrifugue os tubos por 5 minutos a 13.000 

rpm (na velocidade máxima), 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 

necessário o procedimento pode ser interrompido nesse ponto e as amostras 

podem ser estocadas à 4ºC.

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 – 80ºC por uma hora e 

meia).

16.Centrifugue a 4ºC as amostras por 15 minutos a 13.000 rpm ( ou 25 minutos à 

10.000 rpm) para precipitar proteínas e outras contaminações.

17.Em cada amostra, retire cuidadosamente o sobrenadante e o coloque em um 

novo tubo com a identificação apropriada. Evite transferir qualquer material 

que esteja precipitado. Descarte os tubos com o precipitado de proteínas.
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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 visível.

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 único movimento, e vire os 

tubos em um pedaço 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 único movimento e vire os tubos 

em um pedaço de papel absorvente.

24.Seque as amostras em um sistema de concentração de DNA (Vácuo Rápido) 

por aproximadamente 30 minutos. Se necessário o processo pode ser 

interrompido e as amostras estocadas a 4ºC.

OBS: Se não 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 tampão 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 55ºC por 5 a 10 minutos para acrescentar na ressuspensão 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 

está na parede dos tubos para o fundo do tubo.

29.Prossiga para a quantificação do DNA, ou estoque as amostras de DNA a 

4ºC. As amostras de DNA podem ser mantidas guardadas a 4ºC. As amostras 

de DNA podem ser mantidas guardadas a 4ºC por no mínimo de 1 ano.
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Anexo 2 – Carta de autorização pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMS


