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Resumo

A presente pesquisa investigou a presenca de DNA gendmico de trés bactérias (Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) em sangue de recém-nascidos pré-termo e a
termo de mées com ruptura precoce de membrana (RPM). Amostras de sangue de 101 recém-nascidos
foram avaliadas e os dados foram comparados com os resultados de hemocultura a partir de prontuarios
médicos. Os resultados da hemocultura foram negativos para as bactérias analisadas. Nao houve
associacdo estatistica entre o tempo de RPM e a presenga do DNA gendmico bacteriano (93,1%).
Porém, os sinais clinicos sugerem a associagdo. A bactéria Escherichia coli foi a mais prevalente
(64,3%) seguida da Streptococcus agalactiae (19,8%) e Klebsiella pneumoniae (2,0%). Os achados
clinicos e fisioldgicos sugere a possivel associa¢do entre o tempo de ruptura das membranas, sinais
clinicos de sepse e a presenga do DNA gendmico de bactérias patogénicas responsaveis pela ocorréncia
deinfeccdo neonatal em recém-nascidos pré-termo e a termo.

Abstract

This research aimed to investigate the genomic DNA presence of three bacteria in the blood of preterm
and full-term newborns. Blood samples from 101 newborns with RPM were analyzed by qRT-PCR to
detect genomic DNA of Streptococcus agalactiae, Escherichia coli and Klebsiella pneumonia and
compared to previously hemoculture results, which were obtained from medical records. Data were
analyzed by chi-square. The results of hemocultures were negative for analyzed bacteria. There was no
statistical association between RPM time and the presence of bacterial DNA (93.1%). However, the
clinical signs suggest an association. E. coli was the most prevalent (64.3%) followed by S. agalactiae
(19.8%) and K. pneumoniae (2.0%). The clinical and physiological findings suggest a possible
association between the time of rupture of membranes, clinical signs of sepsis and the genomic DNA of
pathogenic bacteria responsible for the occurrence of neonatal infection in preterm and full-term
newborn.
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1. Introducéo

As infecgdes no periodo neonatal constituem uma
das grandes preocupagdes do setor de neonatologia, por
serem comumente responsaveis por elevada
morbimortalidade (Silveria e Procianoy, 2012; Moreiraetal.,
2013).Dentre as principais infec¢des neste periodo, a sepse é
uma das doencas mais frequentes e ¢ caracterizada por
resposta inflamatdria sistémica decorrente da transmissdo
intraparto de microrganismos patogénicos (Camacho-
Gonzalesetal.,2013; Kacerovsky etal.,2014).

A ruptura precoce de membranas (RPM) também
pode estar associada a sepse neonatal precoce e secundaria a
patdgenos do canal de parto (Nomura et al., 2009; Camacho-
Gonzales et al., 2013; Hackenhaar et al., 2014; Patriota et al.,
2014). Estudos relatam que o risco de incidéncia de sepse
fetal/neonatal aumenta em fung¢éo do tempo de ruptura das
membranas amnidticas. Logo, o progndstico é dependente
deste tempo e o risco aumenta nas primeiras 36 horas apds a
ruptura (Herbst e Kéllén, 2007).

Os microrganismos mais frequentemente
relacionados a sepse neonatal sdo Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae e Listeria
monocytogenes. Estes microrganismos podem chegar ao feto
via hematogénica ou podem migrar do canal vaginal para a
cavidade intra-amnidtica e colonizar o feto desencadeando
um processo infeccioso (Krupa et al., 2005; Ferreira et al.,
2013; Kacerovskyetal.,2014).

Nas unidades de terapia intensivas neonatal e
unidades intermediarias neonatal do municipio de Campo
Grande - MS, a infec¢@o neonatal tem sido uma das maiores
preocupacdes dos profissionais atuantes desse setor. Nesse
sentido, com o presente estudo teve por objetivo foi
determinar a prevaléncia das bactérias Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae no
sangue de recém-nascidos de gestantes com ruptura
prematura das membranas por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).

2. Casuistica e Métodos

Trata-se de um estudo observacional, transversal,
com recém-nascidos provenientes de maes com diagnostico
de RPM, independentemente da idade gestacional,
internados nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal
(UTI) ou Unidade Intermediaria Neonatal (UIN), da
maternidade do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul,
da Maternidade Céandido Mariano e da maternidade do
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul (HRMS) no
periodo de margo a agosto de 2014.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

2.1.Amostra

A populagdo consistiu-se de 101 parturientes e seus
respectivos recém nascidos (RNs) pré-termo ou a termo em
qualquer tempo de RPM. As avaliacdes das idades
gestacionais dos RNs foram realizadas pelo método New
Ballard Score (NBS) (Ballard etal., 1991).
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Dentro das idades gestacionais os RNs foram alocados
no grupo pré-termo (<38 semanas) ou a termo (=
38semanas), desde que ndo estivessem em franco trabalho de
parto natural.

2.2.1. Delineamento

A hemocultura foi realizada por sistema
automatizado BACTTEC TM FX (BD, New Jersey, USA)
(Jordan e Durso, 2000), segundo a rotina hospitalar e seus
resultados foram obtidos a partir de prontuarios médicos. Na
pesquisa foi utilizado um primer universal (5'-
AACTGGAGGAAGGTGGGGAT-3" e (5'-
AGGAGGTGATCCAACCGCA-3") para P-actina que
identifica apenas a presenca de DNA gendmico bacteriano
ndo permitindo especificar de qual bactéria se trata (Galves,
2013; Silva Junior, 2015).

Para a deteccdo especifica dos amplicons das regides
escolhidas das bactérias, Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, foi realizada a
técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real (PCRtr) utilizando o kit SYBR Green PCR core Reagents
(PE Biosistems), processada no aparelho ABI Prism 700
(Applied Biosystems) e no aparelho AB Vii A7 (Applied
Biosystems), baseado no protocolo para PCRtr desenvolvido
pelo NUFIGEN (Reis, 2013). Em todos os ensaios foram
incluidos controles positivo e negativo (no-template-PCR).
Para cada amostra positiva foi determinado o valor de CT
(treshold cycle). Como controle positivo foi utilizado acido
nucléico total purificado dos microrganismos pesquisados
(Grimbergetal., 1989).

Para avaliar as possiveis associacdes entre RPM e a
identificagdo de DNA gendmico pelo primer universal, a
presenga de DNA gendmico das diferentes bactérias,
resultados de hemocultura dos RNs e dados maternos foram
utilizados os testes de Qui-quadrado, Mann-Whithney e
estatistica descritiva. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no Software SPSS, versdo 20.0, adotando-se nivel
de significancia de 5%.

3. Resultados

Em relacdo aos dados maternos, a idade das
gestantes variou de 14 a 43 anos, (23,71 6,59 anos). A idade
gestacional variou de 25 a 42 semanas, sendo que no grupo
pré-termo a idade gestacional média foi de 32,71 + 3,53
semanas e no grupo a termo foide 39,34+ 1,15 semanas.

Todos os RNs selecionados para o estudo (n=101)
apresentavam clinica de infeccdo e receberam terapia
antimicrobiana. Nao houve associagdo (p>0,05) entre a idade
gestacional e as variaveis escore de Apgar, sexo e tipo de
parto.

Os resultados da PCR convencional utilizando o
primer universal demonstra que entre as 101 amostras foi
identificado que 93,1% foram positivas para a presenga de
DNA gendmico de bactérias, enquanto que pela PCRtr foi
identificada a presenga de DNA gendmico das bactérias
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (Tabela 1). Nenhumas das bactérias estudadas
foram observadas na hemocultura. Porém, foram
identificadas outras que ndo eram objetivos do estudo:
Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp., Staphylococcus
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Tabela 1. Classificacdo do tempo de ruptura prematura das membranas (horas) em relacdo a presenca de bactérias nas

gestacdes pré-termo e atermo.

Numero de bactérias

por idade gestacional

Tempo de ruptura das membranas (em horas)

0a23 24247 48a71 272
Preé termo (G1) TOTAL =
¥ Valor
(TH (T2) (T3) (T4) d
(n=84) ep
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Streptococcus agalactiae 36.8 (M) 31,6 (6) 10,5 (2) 21,1 3 22,6 (19) 0,34
Escherichia coli 208 (17) 22.8(13) 70 @ 40,4 (23) 67.8(37) 0.39
Klebsiella pneumoniae 1000 (1) 0,0 (0 0.0 (0) 0,0 (0 12 (1) 0,57
DNA bacteriano 333 (26) 20,5 (16) 7.7 (6) 38,5 (30) 92.8(78) 0.20
0a23 24247 48a71 =72
A termo (G2) TOTAL Valor
(T1) (T2) (T3) (T4 d
(0=17) °P
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Streptococcus agalactiae 100,0 (1) 0.0 (0) 0.0 (0) 0.0 (0) 59(1) 0.69
Escherichia coli 62.5(3) 125(1) 0.0 (0) 250(2) 47.0(8) 0.87
Klebsiella pneumoniae 0.0 (0) 100,0 () 0,0 (0) 0,0 (0) 59(D) 0,16
DNA bacteriano 58.8(10) 17,6 (3) 0.0 (0) 17,6 (3) 100.0(17) 0.18

epidermidis e Staphylococcus haemolyticus.
4.Discussio

A média de idade materna da populagio deste estudo
foi semelhante ao observado em outros estudos (Patriota et
al., 2014). No entanto, ndo foi associado como fator de risco
para o desenvolvimento da ruptura de membranas. Esse
mesmo fato é corroborado por Hackenhaar et al. (2014).

Embora nao tenha sido detectada associacio
estatistica de infec¢do do trato urinario materno (ITU) e
RPM, ¢ importante ressaltar essa correlagdo como indicado
pela literatura (Krupa et al., 2005) ja que a ITU pode
desencadear a atividade uterina ou ainda promover
alteracdes na sintese e degradagdo de colageno das
membranas, portanto, a infec¢do pode preceder a RPM
(Krupaetal.,2005).

Supostamente, problemas na técnica de isolamento e
identificacdo dos microrganismos e uso de antibidticos
maternos possam explicar os resultados negativos obtidos
pelahemocultura.

Em pesquisas realizadas na mesma instituicdo
hospitalar do presente estudo, foi observado que 97% das
amostras de hemocultura apresentaram resultados negativos
para presenca de microrganismos associados a sepse
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neonatal (Silva Junior, 2015). Embora a hemocultura seja
considerada como o padro ouro para o diagndstico da sepse
neonatal, a taxa de resultados positivos obtidos em outros
estudos também foi baixa (Menezes et al., 2008; Camacho-
Gonzales et al., 2013; Galves, 2013; Silva Junior, 2015).
Assim sugere-se que a baixa taxa de positividade da
hemocultura dificulta o diagndstico e pode interferir no
tratamento (Lajos etal., 2008; Polin, 2012).

Virios estudos tém demonstrado que a PCR é uma
técnica sensivel na identificacio de DNA de agentes
etioldégicos da infec¢do neonatal utilizando menor
quantidade de sangue (300 pL) e com resultados mais
rapidos e precisos (Cezarino et al., 2008; Lucignato et al.,
2011; Tejadaetal.,2011; Labibetal.,2013).

O uso do primeruniversal na PCR convendional tem
sido uma ferramenta precisa e bastante sensivel na suspeita
do diagnostico de sepse em RNs (Dutta et al., 2009; Galves,
2013).

A Escherichia coli foi a bactéria mais prevalente nos
RNs independentemente da idade gestacional e do tempo de
RPM, sendo, portanto, o principal microrganismo associado
a infecgdo nesse estudo. Estes resultados corroboram com
outros trabalhos semelhantes (Stoll et al., 2011; Barcaite et
al.,2012; Tsaietal.,2012).

Atualmente, microrganismos gram-negativos tém
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se destacado como agentes etioldgicos da sepse neonatal,
principalmente em RNs prematuros e com muito baixo peso
ao nascer em paises em desenvolvimento (Barcaite et al.,
2012; Silva Junior, 2015).

Destaca-se ainda o desenvolvimento de diretrizes
precozinando a profilaxia intraparto com a utilizacdo de
antibidticos, visando a redugdo dos casos de sepse neonatal
causada pela bactéria Streptococcus agalactiae. Essa medida
tem ocasionado a redugdo da incidéncia de sepse devido a
esta bactéria nos ultimos anos (Barcaite et al., 2012; Tsai et
al.,2012).

No presente estudo ficou demonstrado que a
prevaléncia da Streptococcus agalactiae foi alta, visto que
19,8% das amostras dos RNs, independentemente da idade
gestacional e tempo de RPM, foram positivas para este
microrganismo. De maneira semelhante, outra pesquisa
recente na mesma regio demonstrou alta prevaléncia para a
Streptococcus agalactiae, sendo observado em 13,3%
(n=20/150) das amostras provenientes de RNs com suspeita
de sepse neonatal (Silva Junior, 2015).

A Klebsiella pneumoniae foi o patogeno com menor
prevaléncia entre os RNs que compuseram o presente
estudo. No mesmo estudo citado anteriormente utilizando a
técnica de PCRtr heptaplex, foi constatada a baixa
prevaléncia de Klebsiella pneumoniae (5,3% -n=8) em RNs
com suspeita de sepse neonatal. No entanto, a incidéncia de
Klebsiella pneumoniae em RNs com sepse neonatal relatada
em outras pesquisas cientificas variou de 10,1% a 26,9%
(Lajos et al., 2008; Lopes et al., 2008; Menezes et al., 2008;
Tragante et al., 2008; Labib et al., 2013), valores bastante
superiores ao relatado no presente estudo.
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