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“Cerca de duas mil mulheres e 38 mil recém-nascidos brasileiros morrem a
cada ano vitimas de complicagbes na gravidez, parto, pos-parto e abortamento.
E o mais preocupante: muitas dessas vidas seriam poupadas se mulheres e
bebés tivessem a saude acompanhada de maneira correta.” (MS, 2006)



RESUMO
Introducdo: Embora no Centro-Oeste mais de 98% das mulheres fagam consultas pré-natais, a

prematuridade extrema exige cada vez mais leitos em nossas unidades de terapia intensiva
neonatais. As infecgbes bacterianas sdo importante causa de morbidade e mortalidade neonatal,
apesar dos avangos nos cuidados oferecidos as gestantes e neonatos. A Sepse neonatal precoce
esta associada a microorganismos colonizadores do trato geniturinario materno que sdo adquiridos
pelo recém-nascido durante o nascimento. Em 1996 o Centers for Disease Control, instituiu
estratégias preventivas para a doenga neonatal com o uso de antibiéticoterapia profilatica intraparto
em gestantes com fatores de risco para infec¢gdo. Houve um decréscimo de 70% na incidéncia de
sepse precoce por Estreptococo do Grupo B, diminuindo de 12.000 para 7600 casos e de 1.600
mortes por ano para 310, respectivamente nos Estados Unidos da América. Justificativa A doenca
neonatal precoce geralmente se apresenta com quadro de septicemia ou desconforto respiratorio
grave, levando os neonatos a ventilagdo mecanica, com alta taxa de morbidade e mortalidade. As
consequiéncias da infeccdo podem ser severas, com mortalidade de até 50% se nao tratados.
Objetivo: Detectar DNA gendmico bacteriano no aspirado traqueal, gastrico e sangue de recém-
nascidos, utilizando os fatores de risco para o diagnéstico de infeccdo neonatal do Centers for
Disease Control fazendo a identificagcdo rapida de Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae e Escherichia coli nestes espécimes. Metodologia: Utilizar a Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real para identificar sequéncias genémicas dos agentes S. pneumoniae, S.
agalactiae e E. coli no aspirado pulmonar e S.agalactiae e E. coli no aspirado gastrico e sangue de
recém nascidos submetidos a ventilacdo mecanica logo apés a intubacao. Resultado: A Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real detectou amplicons de segmentos genéticos de E. coli em 14
(43,75%) de 32 amostras de secrecao traqueal, em 4 (26,67%) de 15 amostras de secre¢do gastrica
e em 7 (31,82%) de 22 amostras de sangue periférico. Amplicons de segmentos genéticos de S.
agalactiae foram encontrados em uma (3,13%) de 32 amostras de secrecao traqueal, em trés (20%)
de 15 amostras de secregdo gastrica e nao foi encontrado nas 22 amostras de sangue dos RN
pesquisados. Os amplicons de segmento genético de S. pneumoniae foram investigados em 45
amostras de aspirado traqueal e detectados em 12 (26,67%) delas. A viabilidade das amostras na
quantificacdo de DNA foi de 32/80 (40%) amostras de aspirado traqueal, 15/75 (20%) de aspirado
gastrico e 22/45 (48,9%) das amostras de sangue. Conclusao A Reacdo em Cadeia da Polimerase
em tempo real, ainda incipiente no Brasil, permitiu identificar o material genético dos agentes nos
materiais estudados de maneira rdpida, possibilitando a utilizagdo em estudos epidemiolégicos com
casuisticas maiores. Os primers desenhados foram adequados e o estudo foi possivel naquelas
amostras com DNA gendmico em quantidade acima de 5 ng/ul. Embora em todos os espécimes
pesquisados a quantidade de DNA genbmico tenha sido muito pequena, o mais viavel foi o sangue
pela maior quantidade de DNA genémico encontrado, mas o aspirado traqueal e gastrico também

pode ser utilizado.

Palavras chave- sepse neonatal precoce, PCR em tempo real (PCRrt), infeccdo neonatal,

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli.



ABSTRACT

Introduction: Although in Brazil Center-West more than 98% of the women make appointments of
prenatal examinations, the extreme prematurity demands increasing number of Neonatal Intensive
Care Unit (NICU) beds. Bacterial infections are important causes of neonatal morbid-mortality, despite
the advances on medical care offered to the pregnant women and newborns. The neonatal early
sepsis is associated with microorganisms that colonize the maternal genitourinary tract, and are
acquired by the newborn during birth. In 1996 the Center for Disease Control (CDC), created
preventive strategies to neonatal disease, with the use of intrapartum antimicrobial prophylaxis in
pregnant mothers with risk factors for infection. There was a decrease of 70% on the incidence of
early sepsis by EGB, with a decrease of 12.000 to 7.600 cases and of 1.600 to 310 deaths by year,
respectively in USA. Justification: The early neonatal disease generally presents as a sepsis clinical
symptoms or severe respiratory distress, leading the newborns to mechanical ventilation, with a high
number of neonatal morbid-mortality. The infection consequences can be severe, with the mortality as
high as 50% when not treated. Objective: To verify bacterial genomic DNA extracted from newborn’s
tracheal, gastric secretions and blood of newborns with the CDC risk factors of neonatal infection to a
fast identification of Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae and Escherichia coli on
these specimens. Metodology: To use the Real Time PCR (PCRrt) to identify the genomic
sequences of S. pneumoniae, S. agalactiae and E. coli agents on the tracheal secretion and S.
agalactiae and E. coli on gastric secretion and blood of newborns under mechanical ventilation soon
after the intubation. Results: The PCRrt detected amplicons of genetic segments of E. coli was found
in 14 (43,75%) of 32 samples of tracheal secretion, in 4 (26,67%) of 15 samples of gastric secretion
and in 7 (31,82%) of 22 samples of blood. Amplicons from genetic segments of Streptococcus
agalactiae were found in one (3,13%) out of 32 samples of tracheal secretion, in three (20%) out of 15
samples of gastric secretion and were not found on the 22 blood samples of the newborns under this
research. Amplicons from genetic segments of S. pneumoniae were found in 12 (26,67%) out of 45
samples of tracheal secretion of the newborns. The viability of the samples on the DNA quantification
was of 32/80 (40%) samples of tracheal aspirate, 15/75 (20%) of gastric aspirate and 22/45 (48,9%) of
the blood samples. Conclusion: The Polymerase Chain Reaction in real time, still incipient in Brazil,
was effective to identify the agent’s amplicons on the studied materials in a fast way, allowing for use
in epidemiological studies with larger samples. The primers designed were appropriate and the study
was effective on samples where genomic DNA were found on quantities up to 5 ng/ul. Although in all
specimens researched the quantities of genomic DNA were very small, the viability of samples was
better in the blood where the genomic DNA was found in greater quantity but the tracheal and gastric

aspirate can also be used.

Keywords- neonatal early disease, Real time PCR (PCRrt), neonatal infection, Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus agalactiae , Escherichia coli
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA
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Embora no Centro-Oeste mais de 98% das mulheres fagcam consultas pré-natais (MS, PNDS-
2006), a prematuridade extrema continua exigindo um namero cada vez maior de leitos em nossas
unidades de terapia intensiva neonatais. A grande exigéncia desses leitos é decorrente de infec¢des
bacterianas que continuam sendo importante causa de morbidade e mortalidade neonatal, apesar dos
avancos nos cuidados oferecidos as gestantes no periodo pré e perinatal. Estudos relatam que as
infeccoes neonatais acometem até 10% dos nascidos vivos. A via hematogénica transplacentaria é a
mais comum para a transmissdo da infeccdo materno-fetal. A placenta & mais “permeavel’” a
passagem de agentes microbianos quanto mais tardia a gestacdo. Embora a transmissao de infecg¢ao
no inicio da gestacdo leve mais freqlientemente ao dbito fetal, a infeccdo na segunda metade da
gestacdo leva mais comumente a uma infecgdo assintomética ou inaparente ao nascimento. Esta
infeccao pode causar doengas no periodo neonatal (sepse neonatal) precoce, tardio ou mesmo levar
as sequelas tardias (MUSSI-PINHATA et al.,1999). A Sepse neonatal precoce esta associada a
microorganismos de origem materna, infecgdo transplacentaria ou infecgdo ascendente do cérvix. E
causada por organismos que colonizam o trato geniturinario materno, adquiridos pelo recém-nascido
(RN) durante a passagem no canal de parto colonizado no momento do nascimento.

A doenga neonatal precoce geralmente se apresenta como um quadro de septicemia ou
desconforto respiratério grave, levando os recém-nascidos a ventilagdo mecanica, com alta taxa de
morbidade e mortalidade neonatal. Nao se tem diagnéstico preciso do agente envolvido na doenca, o
que facilitaria o tratamento, pois o padrdo ouro que é a hemocultura é citado por diversos autores
como um diagnéstico demorado e ndo especifico (HONEST et al., 2006; BROZANSKI et al., 2006;
YADAV et al., 2005).

Assim, visando o diagnéstico precoce da doenca infecciosa no RN, seguindo o protocolo do
Centers for Disease Control (2002), utilizamos ferramentas da biologia molecular para a identificacao
de seqliencias gendmicas dos agentes Streptococcus agalactiae (EGB) e Escherichia coli (ECO) no
sangue e aspirado pulmonar e gastrico de recém nascidos, na presenca de fatores de risco para a
profilaxia antibiética durante o parto, submetidos a ventilacdo mecénica logo apds a intubacgéao,
evitando assim a colonizagéo e a infec¢do por microorganismos presentes no ambiente.

Como um segundo experimento foi investigado a presenca de Streptococcus pneumoniae (SP) e
Escherichia coli (ECO) em DNA gendmico de 43 amostras de aspirado traqueal dessas criangas.
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A sepse neonatal € uma importante causa de morbidade e mortalidade em recém-nascidos,
principalmente em prematuros de baixo peso. E definida com sindrome caracterizada por sinais
sistémicos de infeccdo e bacteremia (BIZARRO et al., 2005; MEREMIKWU et al., 2005, PUOPOLO,
2008). Embora sua incidéncia seja relativamente baixa (0,3 a 15,4 casos/1.000 nascidos vivos), o
risco de mortalidade é alto, variando de 10 a 50% (JORDAN; DURSO, 2000; RODRIGUEZ-WEBER et
al., 2003; MOVAHEDIAN et al., 2006.).

Os microorganismos mais comumente associados com a infeccdo de inicio precoce incluem
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus epidermidis, Haemophilus influenzae, Listeria
monocytogenes. Escherichia coli e Streptoccus agalactiae, sendo os dois Ultimos de maior relevancia
(IREGBU et al., 2006; RODRIGUEZ-WEBER et al., 2003; ANDERSON-BERRY, BELLIG, 2006).

As taxas de prevaléncia do Estreptococo do grupo B (EGB) na septicemia neonatal podem variar
de 5 a 40%. No Brasil, no entanto, as taxas tém variado de 4 a 17% (BERALDO et al., 2004).

Com a finalidade de diminuir o numero de casos da infeccdo, em 1996, o Centers for Disease
Control (CDC) recomendou estratégias para identificar maes colonizadas com EGB, ja que 50 a 75%
dos recém-nascidos expostos ao EGB intravaginal tornam-se colonizados (POGERE et al., 2005). Os
fatores de risco relacionados sao: antecedente de infeccao por EGB em gestacao anterior, bacteridria
por EGB durante a gestacao, gestagcdo com duracdo menor de 37 semanas, ruptura da membrana
por mais de 18 horas e febre durante o trabalho de parto (CDC,1996). No entanto, ha relato que cerca
de 20% das mulheres sao portadoras assintomaticas de EGB (SCHRAG et al., 2000).

O EGB pode causar dois quadros clinicos principais em recém-nascidos (RN): a doenca neonatal
precoce e a tardia. O quadro precoce ocorre durante a primeira semana de vida e € o mais
prevalente, respondendo por 80% dos casos, enquanto que a doenga tardia (apds a primeira semana
de vida) corresponde ao restante dos casos (SCHUCHAT, 1998; SCHRAG, 2005)

Os RN infectados por EGB geralmente apresentam sepse ou pneumonia, meningite, osteomielite
ou artrite séptica. Em gestantes, a maioria das mulheres ndo possui sintomas associados com a
colonizagao do trato geniturinario. Infecgdes do trato urinario causadas por esta bactéria complicam
2- 4% das gestantes. Durante a gestagao ou no periodo puerperal, as mulheres podem desenvolver
amniotite, endometrite, sepse, ou raramente, meningite causada por EGB. Casos fatais entre
mulheres com esta doenga associada a gestacao sdo extremamente raros (SCHRAG et al., 2002).

Em 1996 o CDC, na tentativa de diminuir a incidéncia da doenca neonatal, instituiu o uso de
profilaxia antibidtica intraparto em gestantes com fatores de risco para a transmisséo de infecgéo. O
resultado foi o decréscimo de 70% na incidéncia de sepse precoce por EGB, com a diminuicdo de
12.000 para 7600 casos e de 1.600 mortes por ano para 310, respectivamente, nos EUA (MIURA;
MARTIN, 2001; BERALDO et al., 2004). Porém o diagnéstico da infecgdo neonatal continua sendo
um desafio clinico e para a pesquisa.

O EGB continua sendo responsavel pela maioria das complicagbées na infeccdo do neonato
(IN) nos Estados Unidos. Em estudo retrospectivo de 144 casos, Ben Hamida et al. (2008),
encontraram como agentes etiolégicos principais da sepse neonatal precoce o EGB e a ECO, os

responsaveis respectivamente de 50% e de 29.1% das infecgbes comprovadas. O EGB foi
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reconhecido como o agente mais predominante no recém-nascido de termo (58.9%) e a ECO em
recém-nascido prematuro (38.5%). As consequiéncias da infeccdo podem ser muito severas, com
mortalidade tao alta quanto 50% entre os nao tratados (BELLIG, 2002).

Em tese de Doutorado, Nomura (2009), objetivou identificar a taxa de trabalho de parto
prematuro (TPP) e/ou ruptura prematura de membranas (RPM), usou dois swabs anais e vaginais de
203 gestantes atendidas no CAISM-UNICAMP. Encontrou prevaléncia de colonizagdo materna por
EGB em 27,6% (56 gestantes) e taxa de colonizagdo neonatal de 3,1%. Ocorreram dois casos de
sepse precoce por EGB nesta amostra, com prevaléncia estimada de 10,8 casos por mil nascidos
vivos e mortalidade de 50%. Concluiu que é necessario o uso de meio de cultura seletivo e a
associagao de culturas anorretais e vaginais para aumentar a taxa de detecgédo do EGB. A incidéncia

de sepse neonatal precoce foi elevada nesta populagéo.

Para Lajos Pinto (2009), a colonizagdo endocervical em gestantes com trabalho de parto
prematuro e/ou ruptura prematura de membranas ocorreu em 212 gestantes encontrou como
microorganismo mais freqiente, o EGB (9,4%), Candida sp (5 casos), Streptococcus sp (2 casos), e

um caso de Streptococcus pneumoniae (SP), ECO e Enterococcus sp.

Apoés a queda das taxas de sepse por EGB, com as medidas preventivas indicadas pelo CDC
(1996) houve uma preocupacdo maior com a ECO, que foi uma importante causa de infecgao entre
0s recém-nascidos antes que a doenga por EGB surgisse. Em 2005, foi publicado pelo CDC que a
incidéncia da doenca invasiva precoce pelo EGB se aproximava de 0,3 por 1000 nascidos vivos, € a
doenga infecciosa precoce por ECO era semelhante, sendo em algumas populacdes tao alta quanto
por EGB (STOLL et al., 2005; HYDE et al., 2002). Segundo Lopez Sastre et al. (2000) a sepse por
ECO é uma importante causa de morte entre os prematuros, principalmente entre os de muito baixo
peso ao nascimento e infeccdo vaginal materna por esta bactéria parece ser uma causa importante
para a prematuridade e a prematuridade é um forte fator de risco para a infeccéo (STOLL,et al.,2005;
GOLDEMBERG, CULHANE; 2003). Para Towers e Briggs (2002), os fatores de risco para a infeccao
neonatal por ECO ainda ndo estdo bem esclarecidos e a profilaxia intraparto com antibiéticos pode

aumentar o risco de torna-la resistente a ampicilina.

Entre as sepses causadas por outros agentes, que ndo o EGB, particularmente os Gram
negativos como a ECO, estdo associados a alto indice de mortalidade e resisténcia a antibioticos.
Borges et al. (2005), avaliando a colonizagao por EGB em gestantes e a suscetibilidade das amostras
isoladas aos antibiéticos entre 2003 a 2004 no Brasil, encontraram a colonizagdo em 19,9% (p=0,05)
na populacdo que estudaram, com cepas resistentes aos antimicrobianos recomendados para os
casos de alergia a penicilina (9,4% para a eritromicina e 6,2% para a clindamicina), com tendéncia ao

aumento desta resisténcia.

Jaconias e Picoli (2007) relataram ter encontrado uroculturas positivas em 16% de gestantes
assintomaticas até o terceiro més de gestacdo. Em 76% destas amostras foi encontrado ECO, que é

0 agente mais comum na infecgao do trato urinario (ITU) e presente em 10 a 12% das gestantes.

O Streptococcus pneumoniae (SP) esta presente em mais de 50% da populagao saudavel no

trato respiratério. Foi raramente responsavel pela sepse neonatal (1-8%). As caracteristicas clinicas
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desta infeccdo sao similares aos de outras infecgbes neonatais, porém o resultado foi particularmente
grave com mortalidade de 50% e sequelas neurol6gicas de 13%. Os RN sdo mais freqiientemente
infectados no canal vaginal materno que foi colonizado por SP, apesar da sua raridade na
colonizagao. Essa situagéo rara, juntamente com a dificuldade em isolar SP a partir de esfregagos
vaginais, inviabiliza a busca sistemética a este organismo no pré-natal. No entanto, maior importancia
deve ser anexada no conhecimento da colonizagdo vaginal por pneumococo na gravidez ou no
recém-nascido, a fim de melhorar o tratamento e os resultados obtidos (NADER et al., 2005,
HOFFMAN, et al., 2005).

Os sintomas da infeccdo neonatal ndo sao especificos, mesmo para os diferentes agentes,
havendo a necessidade de testes microbiolégicos e moleculares mais sensiveis e especificos (KE et
al., 2000; BROZANSKI et al., 2006). A hemocultura é considerada o padréo ouro para o diagnéstico
de sepse, embora sejam levantadas questdes quanto a sua credibilidade (HONEST et al., 2006;
BROZANSKI et al., 2006). Ademais, os resultados das culturas ficam disponiveis em tempo néo
menor que 48-72 horas, atrasando o inicio do tratamento especifico (YADAV et al., 2005).



2.1 HISTORICO
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Os agentes etiol6gicos responsaveis pelas infeccbes congénitas variam no tempo. Antes de
1940, o estreptococo hemolitico S. pyogenes era o agente mais freqliente responsavel por infeccoes
com risco de vida no periodo neonatal. Com a introdugéo do uso da penicilina, houve um declinio da
doenca estreptococica. Na década de 50, surgiu o Staphylococcus aureus como patégeno neonatal
predominante. A melhora da assisténcia ao neonato, o desenvolvimento de agentes antimicrobianos
ativos contra estafilococos produtores de penicilinase e 0 aumento da sobrevivéncia dos neonatos de
baixo peso no final da década de 50, coincidiram com a emergéncia de microrganismos entéricos
Gram negativos, principalmente ECO, como principal patégeno neonatal. Na década de 60, houve o
conhecimento da epidemiologia da colonizacdo e doencga bacteriana Gram negativa, a introducao de
agentes antimicrobianos ativos contra microrganismos entéricos e a evidéncia de EGB, que passa a
ser reconhecido como o principal agente das septicemias e meningites neonatais. Na década de 70
houve um decréscimo na incidéncia da doenga neonatal pelo EGB e a ocorréncia dos Estreptococos
alfa-hemoliticos nao pertencentes ao grupo D, do Haemophilus influenzae, do Staphylococcus
epidermidis e do Streptococcus pneumoniae como patdégenos neonatais importantes (SPECK;
ARONOFF; FANAROFF, 1990). Porém, os Estreptococos do grupo B, que surgiram como a principal
causa de morbidade e mortalidade neonatal nos Estados Unidos nos anos 70, apresentaram taxas de
mortalidade iniciais tdo altas como 50%. No inicio dos anos 80, triagens clinicas demonstraram que a
administragédo de antibidticos, durante o trabalho de parto, as mulheres com presencga de fatores de
risco para a transmissdo da infec¢cdo aos seus recém nascidos, prevenia a doenga invasiva na
primeira semana de vida, isto é, a doenga de inicio precoce e as taxas de mortalidade cairam para
15% a 25% (CDC, 2002). Nos anos 90, as medidas preconizadas pelo CDC, foram adotadas e
debatidas pelo Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas (ACOG) e CDC em 1996 e pela
Academia Americana de Pediatria (AAP) em 1997. Essas diretrizes recomendavam duas estratégias
na prevenc¢do da transmissdo da infeccdo: uma baseada em fatores de risco e outra baseada em
culturas de swab vaginal e retal de todas as gestantes na 352 e 372 semanas de gestacao. Esses
métodos eram utilizados para identificar as mulheres que receberiam a quimioprofilaxia intraparto. Os
fatores de risco eram: parto prematuro (< 37 semanas de gestagao), febre intraparto (> 38°C), bolsa
rota em tempo > 18 horas antes do parto, historia de parto prévio com doenga neonatal precoce pelo
EGB (com cultura positiva ou ndo em swab vaginal ou retal). As culturas identificavam as portadoras
assintomaticas e as portadoras de infeccdo do trato urinario ou com bacteriuria pelo EGB (CDC,
2002). Medidas preventivas foram adotadas reduzindo a taxa de incidéncia da infecgao neonatal pelo
EGB para 1,8 a 4 por 1.000 nascidos vivos e taxas de ébitos menores que 10%. Apés 1996, quando
foram adotadas as diretrizes do CDC mais amplamente, a incidéncia da infecgdo neonatal pelo EGB
ficou entre 1,4 a 1,3 por 1.000 nascidos vivos, com uma taxa de Obitos menor que 5%, tanto nos
Estados Unidos da América, como nos paises que adotaram protocolo semelhante. Estima-se em
78% a redugéo dos casos de doencga neonatal precoce com a estratégia baseada nas culturas no pré-
natal e 41% se a estratégia for baseada nos fatores de risco materno (WALKER; ESTRADA, 2003).
Barrington (2002) em correspondéncia sobre a Forgca Tarefa Canadense em setembro de 2002,
referia que somente 50% das mées de RN com infecgéo pelo EGB tinham os fatores de risco listados

e poucas se beneficiavam com a quimioprofilaxia intraparto. Portanto, se fosse utilizado o beneficio
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dos exames rapidos universais propostos pela Forgca Tarefa, seria reduzido o nUmero de maes que
receberiam a quimioprofilaxia intraparto. Porém, segundo McMillan (2003) a estratégia baseada em
dados demonstra que a investigagdo através de cultura é significantemente mais efetiva na
prevencdo da doenga, que a baseada nos fatores de risco e ha relatos de que estd aumentando o
nuamero de infec¢des por Gram negativos ampicilina resistentes entre os RN em algumas éareas, o
gue nao esta sendo observado com o EGB. Mas ja se sabe que outros organismos Gram positivos,
que também causam doenca neonatal — especialmente os Streptococcus pneumoniae (SP) — estao
se tornando resistentes. Nas orientacées do MMWR (2009) é citado um relatério de 2007 mostrando
gue no periodo de 2003 — 2005 a doenga neonatal precoce aumentou em relagdo a de inicio tardio,
impulsionado por um aumento da incidéncia em RN da raca negra, sugerindo ser necessario um

acompanhamento das tendéncias desta infeccao e determinar as interveng¢des necessérias.
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2.2 ADOENCA NEONATAL
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Entre os fatores predisponentes e de risco mais importantes para a septicemia neonatal
encontramos a prematuridade e, conseqiientemente, os fatores que a promovem. Esses fatores estao
relacionados com o: i) hospedeiro (prematuridade, gemelaridade, mesmo quando controlada quanto
ao baixo peso e a idade gestacional, erros inatos do metabolismo, diferencas no sistema imune do
RN em relagdo aos lactentes e criancas maiores, monitorizagdo fetal, manipulacdo obstétrica,
esforgos vigorosos de ressuscitacdo); ii) fatores maternos (raga, saude e a flora bacteriana vaginal);
iii) fatores ambientais facilitando a transmissao de germes da flora vaginal por via ascendente (ruptura
das membranas fetais por um periodo maior que 24 horas) sdo reconhecidos como causadores de
septicemia neonatal. A transmissao transplacentaria e a infecgao intra-uterina devido aos patégenos
bacterianos sao raras, porém ja vinha sendo observada com o Streptococus sp entre outros (SPECK;
ARONOFF; FANAROFF, 1990).

Para Pereira et al. (2004) os fatores de risco para infeccdo neonatal de causa obstétrica
materna, variam de 2 — 11%, principalmente quando ha mais de um fator associado. Os principais
mecanismos de infecgao fetal sdo por via transplacentaria e por via ascendente. Mais raramente a
infeccdo pode ser causada por extensdo de uma infeccdo em vias adjacentes ou conseqiientes ao
emprego de métodos invasivos para diagndéstico ou terapéutica intra-uterina.

Pela via transplacentaria, o germe que atingiu diretamente a corrente sanguinea materna

pode levar as seguintes conseqiéncias:
Infecgao placentaria sem infecgéo fetal;
Infecgao fetal sem infecgéo placentaria;
Infecgao placentaria e fetal;
Auséncia de infecgao placentaria e fetal.

A via ascendente é aquela seguida por agentes bacterianos encontrados na flora vaginal ou
digestiva materna. Produz invasdo do liquido amniético, com ou sem reacgdo inflamatoria das
membranas. E de conhecimento geral que algumas cepas de ECO, em particular as que possuem
antigeno K1, estdo freqientemente associadas a sepse neonatal. As infec¢des ascendentes sao
observadas principalmente, depois de ruptura das membranas sendo sua incidéncia aumentada em
proporcao direta ao tempo da bolsa rota. A presencga de bactérias na cavidade amniética é detectada
em quase 100% dos casos apos 24 horas de bolsa rota, 0 mesmo acontecendo com a manipulagao
excessiva da gestante, pois favorece a contaminacao da cavidade amniética. Porém, em apenas 5%
a 10% dos casos de amnionite se observa infecgdo fetal. Por outro lado, em 5% dos casos,
encontramos bactérias no liquido amniotico, com bolsa integra (CDC 2002; CHEN et al., 2002;
ODDIE; EMBLETON, 2002).

Diversos estudos colaborativos concluiram que a incidéncia de sepse em RN de mées com
bolsa rota por tempo superior a 24 horas é de aproximadamente 1 a 2%. Na presenca de sinais e
sintomas de corioamnionite, o risco de sepse comprovada eleva-se para 3% a 5%. Infeccao intra-
amnidtica clinicamente evidente complica 1% a 10% das gestacgdes, podendo resultar em morbidade

materna e morbidade e mortalidade perinatal mais elevadas. O diagnéstico clinico de corioamnionite
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é dificil, com achados inespecificos, devendo ser suspeitado sempre que a gestante apresente sinais
gerais de infeccao ou o feto apresente taquicardia. Na corioamnionite o risco de sepse é de 10% a
15% no RN a termo e de 35% a 50% no prematuro (MIURA; SILVEIRA; PROCIANQY, 1999;
PEREIRA et al., 2004).

Estudando a taxa de mortalidade neonatal por EGB na Croacia, ap6s a implantagdo do
protocolo do CDC, Elvedi-Gasparovi¢ e Peter (2008), encontraram como formas comuns da doenca
neonatal precoce, sepse (65%), pneumonias (32,2%) e meningite (3%). A idade gestacional média no
estudo foi de 34,5 semanas e ocorreram 2 ébitos neonatais (3%). A mortalidade entre os prematuros
caiu de 5% para 3% na populacéo estudada. Embora a incidéncia da doencga nesta populagao tenha
sido considerada alta, ficou evidenciado que a quimioprofilaxia intraparto para o EGB reduziu a

mortalidade perinatal devido & infec¢@o neonatal e sepse.

Os efeitos imediatos e em longo prazo das infecgcbes de transmissdo mae-filho (vertical)
representam um importante problema de saude publica em todo o0 mundo. Os dados observados na
literatura de referéncia variam, porém a grande maioria dos autores confirma que as taxas de
colonizagdo nas populagbes estudadas variam entre 4% e 30%. Nos neonatos de mulheres
colonizadas, ocorre a transmissao vertical em 60% a 70% e a incidéncia de transmissdo da doenca

invasiva em neonatos com cultura positiva & inferior a 1%.

Nos neonatos infectados pelos EGB, a doenga de inicio precoce se apresenta de modo
agudo, multissistémica e é caracterizada clinicamente por apnéia, dificuldade respiratéria e
hipotensao, em tudo se assemelhando a Doeng¢a da Membrana Hialina; a doenca tardia apresenta-se
de modo insidioso depois da primeira semana de vida, sendo a meningite a apresentagcdo mais
comum e o EGB do tipo Il é isolado com maior freqiiéncia (90%) (SPECK; ARONOFF; FANAROFF,
1990). Para a Escherichia coli o quadro mais freqiiente, além de septicemia neonatal, é o de

Meningite neonatal.

Os fatores de risco comuns para o EGB e ECO (baixa idade gestacional, baixo peso ao
nascer e rotura prolongada de membranas) ndo pareceram ser fatores de risco para a Infeccao
neonatal pelo SP. A maioria dos relatos sugerem que os bebés infectados tem idade gestacional
maior ou igual a 38 semanas e a maioria das maes estavam assintomaticas no momento do parto. A
sepse neonatal precoce por SP teve um pior progndstico e maior mortalidade do que a sepse tardia
(GOMEZ et al.,1999).

O diagnostico precoce e de certeza é dificil, principalmente nas situacdes de sepse neonatal
precoce, porque ndo ha teste diagndstico definitivo; além disso, a hemocultura e demais exames de
culturas de liquidos biol6gicos e de secregbes do organismo apresentam uma inaceitavel baixa
incidéncia de resultados positivos (MIURA; SILVEIRA; PROCIANQY, 1999).
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2.3.1 OS ESTREPTOCOCOS:

Segundo Santos (1999), “A primeira vez em que foi isolado microorganismo esférico disposto
caracteristicamente em cadeia foi em 1874, por Billroth, coletando material purulento de pacientes

com erisipela”.

Em 1884, Rosenhac (apud TCHARNIAKOVSKY, 1976) emprega pela primeira vez o nome
streptococcus (do grego strepto = cadeia) para designar essa bactéria, que posteriormente foi

responsabilizada por varias infecgdes e encontrada como saprofita do homem e de animais.

Os estreptococos sao bactérias Gram positivas, esféricas ou ovéides, na sua grande maioria
imovel, menor que 2 um de didmetro. Apresentam-se em cadeias em meio liquido e aos pares
quando in vivo. Sao classificados como pertencentes a familia Streptococcaceae, género
streptococcus, com 21 espécies diferentes.

Existem varias classificagbes laboratoriais diferentes envolvendo esses microorganismos:
considerando o comportamento quanto ao padrdo de hemdlise, composicdo antigénica,

caracteristicas de crescimento e reagdes bioquimicas.

Devido & sua diversidade de comportamento nos meios de cultura em placas de Agar-
sangue, foi primeiramente classificado por Schottmuller em 1903 (apud TCHARNIAKOVSKY, 1976),

em trés tipos:

1. Estreptococo alfa ou viridante: produz um halo de hemdlise parcial em torno da
colénia;
Estreptococo beta hemolitico: produz lise total das hemacias em torno da colénia;

Estreptococo gama ou inerte: ndo determina hemolise.

Os estreptococos betas hemoliticos sdo encontrados causando doengas no homem,
enquanto os alfas hemoliticos sdo encontrados como sapréfitas na orofaringe e intestinos humanos,

podendo causar endocardites bacterianas e até septicemia neonatal (SANTOS 1999).

Em 1919, Brown, sistematizou a primeira classificacdo dos estreptococos o, § e y. Em 1933,
Rebecca Lancefield, descreveu um novo método sorolégico para diferenciar o estreptococo beta
hemolitico, a partir dos componentes antigénicos da parede celular da bactéria. Por reagdo de
precipitagdo com soros especificos, ela classificou o estreptococo beta hemoliticos em grupos A, B,
C, D,..., R, S. Observou também que algumas cepas o € y hemoliticas podiam apresentar antigenos
grupo especificos. Em 1935, Lancefield e Hare, mostraram que praticamente todas as infecgbes
humanas graves provocadas pelos estreptococos beta hemoliticos, no puerpério principalmente,
eram causados pelos estreptococos do grupo A e B, de acordo com observag¢des no isolamento do
Queen Charlotte’s Hospital (FRY; ENG, 1938).

Nos estudos da septicemia neonatal, o estreptococo beta hemolitico ocupa ainda hoje papel
importante na sua etiologia. Com o melhor conhecimento da sua epidemiologia, voltou a ser

responsabilizado por um grande nimero de casos de septicemias e meningites neonatais. O mesmo
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vem acontecendo com outro grupo de estreptococos (grupo Millerie o S. pneumoniae).

Os estreptococos possuem na sua estrutura trés componentes principais: capsula, parede

celular e membrana citoplasmatica, e os produtos extracelulares.

Cépsula: € um revestimento que retarda a fagocitose por polimorfonucleares e macréfagos, sendo um
fator de viruléncia;

Parede celular: esta relacionada com a sua patogenicidade. E onde esta localizado o carboidrato
grupo especifico que vai determinar a separagao dos estreptococos beta hemoliticos em grupos
especificos (A a O) de Rebecca Lancefield. Localizado superficialmente na parede celular, possibilita
a reacdo com anticorpos especificos dirigidos diretamente contra ele. O estreptococo do grupo B
possui em sua parede o carboidrato B especifico e séo identificados cinco sorotipos diferentes: la, Ib,
Ic, Il e lll, sendo os tipos mais comumente isolados o Il e lll. Membrana celular ou citoplasmética: é
delgada e possui na sua estrutura antigenos distintos dos encontrados na parede celular. Quando os
estreptococos perdem a capsula (protoplastos ou formas L) ficam revestidos externamente pela
membrana celular, sdo osmoticamente frageis e resistentes a penicilina e outros antibiéticos beta —

lactamicos;

Produtos extracelulares: a ampla variedade de doencas causadas pelo estreptococo beta hemoliticos
esta relacionada ao grande numero de produtos extracelulares produzidos. Sdo substancias,
predominantemente proteinas com agbes toxicas, enzimaticas ou com outras atividades bioldgicas.
Esses produtos comumente estimulam a formacao de anticorpos especificos durante a infec¢édo, que

podem ser utilizados para testes sorolégicos diagnésticos (SANTOS 1999).

2.3.1.(a) STREPTOCOCCUS AGALACTIAE:

O Streptococcus agalactiae ou Estreptococos do Grupo B (EGB) é um diplococo Gram
positivo beta hemolitico, faz parte da microbiota de seres humanos e animais, colonizando o trato
intestinal e geniturinario. A contaminagdo de neonatos ocasiona quadros graves de septicemia,
pneumonia e meningite (SCHRAG et al.,2002).

2.3.1.(b) STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE:

O Streptococcus pneumoniae é um diplococo Gram positivos alfa hemolitico. Esta presente
em mais de 50% da populagé@o saudavel no trato respiratorio. Sdo relativamente raros nas infec¢des
em recém-nascidos mas estdo associados com significativa morbidade e mortalidade (HOFFMAN et
al., 2005; STROBEL et al.,1999). O SP nos recém-nascidos €& transmitido pela via ascendente, na
passagem pelo canal do parto. O Streptococcus pneumoniae nao faz parte da microbiota vaginal,
mas coloniza algumas mulheres, podendo ser parte da microbiota vaginal transitéria e a infecgao
pélvica pode ocorrer especialmente se existir uma condicdo predisponente (p.ex. utilizagao de um

dispositivo contraceptivo intra-uterino (DIU), parto anterior recente ou cirurgia ginecologica). A
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colonizagdo do trato genital feminino ocorre possivelmente por instrumentos obstétricos
contaminados ou por praticas sexuais oro-genitais. A melhoria nas praticas citadas diminuird a sua
incidéncia (KHALIFA; AGARWAL, 2005).

2.3.2 ESCHERICHIA COLI:

O género Escherichia foi assim denominado em homenagem a Theodor von Escherich, que
em 1885, descreveu a Escherichia coli.

Gragas aos trabalhos de KAUFFMAN et al. (apud BIER, 1985), sabemos que a ECO
compreende numerosos sorotipos, com diferenciagcbes baseadas nos seguintes antigenos: antigeno
somatico (O), antigeno de invélucro e o antigeno flagelar. A ECO produz duas toxinas distintas,
ambas capazes de produzir dilatagdo e aumento do volume de fluido em segmento do ileo de coelho
e quem afeta o metabolismo hidrossalino. Com relagdo a patogenicidade, podemos distinguir que a
ECO, normal da microbiota intestinal, sé é patogénica em localizagcdes extra-intestinais. A ECO
enteropatogénica é discriminadas em trés grupos: a E. coli enteropatogénica classica (EPEC); a E.
coli enterotoxigena; e a E. coli invasora. A enteropatogenicidade esta associada a certos sorogrupos.
O RN pode adquirir a infeccdo ainda no Utero, durante o parto ou ainda no periodo pés-parto
(FREDDI, 1985).



3. OBJETIVOS
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3.1 Geral:

Avaliar a viabilidade da extragdo de DNA genOmico de sangue e aspirado traqueal e géstrico de
recém-nascidos que foram intubados logo apds o nascimento, para diagnéstico molecular precoce de

microorganismos alvos, por PCR de alta sensibilidade em tempo real.

3.2 Especificos:

3.2.1. Avaliar a viabilidade desses espécimes biolégicos (sangue e aspirado traqueal e gastrico e

para a presenca de DNA gendmico.

3.2.2. Desenhar oligonucleotideos iniciadores para PCR em tempo real, a partir de seqliéncias

genbémicas de microorganismos definidos como alvos na sepse neonatal

3.2.3. Aplicar a técnica de PCR em tempo real para a identificacdo dos microorganismos alvos, nos

espécimes estudados.



4. POPULACAO E METODOS
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4.1. POPULACAO - Participaram do estudo 81 criangas nascidas no periodo de outubro de 2006 a
Setembro de 2008. A populagéo foi selecionada utilizando-se os fatores de risco do protocolo do CDC
(2002) que contém as estratégias para a profilaxia antimicrobiana intraparto para prevencao da
doenca perinatal pelo Estreptococo do Grupo B (Streptococcus agalactiae), entre os RN que
evoluiram para ventilagdo mecéanica logo ap6s o nascimento.

As criangas foram incluidas conforme a ordem de chegada na Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal do Hospital Universitario - UFMS e da ABCG - Santa Casa de Campo Grande/MS,
independentemente de etnia, cor, sexo e idade gestacional.

A pesquisa foi iniciada apés a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFMS e as mées ou responsaveis deram 0 seu consentimento de participagdo

voluntaria no estudo, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2 AMOSTRAS - Das criangas que preencheram os critérios de selecdo para o estudo (Protocolo
CDC-2002) e necessitaram intubagcdo num periodo de até 2 horas apds o nascimento, foi colhido
aspirado traqueal imediatamente apds a intubacdo. O material foi colhido assepticamente na UTI
neonatal dos hospitais e colocado em frasco estéril, conservado em congelador a -70°C até a
extragao de DNA. Posteriormente foi realizada Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real
(PCRtr). Em algumas criangas foi colhido simultaneamente aspirado gastrico e sangue periférico. O
aspirado géstrico foi colocado em frasco estéril, conservado em congelador a -70'C e o sangue

periférico, aproximadamente 1 ml, colocado em tubo com EDTA e também conservado a -70°C.

4.3.1 Extracao de DNA gendmico - Para o ensaio molecular foi extraido o DNA do sangue e dos
aspirados traqueais e gastricos de acordo com o método de Grimberg et al (1989) com algumas
modificacdes realizadas no Laboratério de Fisiologia Molecular e Genémica Funcional (NUFIGEN-
ICB-UFMG) para sangue total a fresco ou congelados em nitrogénio liquido. Foi removida uma
aliquota de 0,3 ml (300 pl) do sangue, aspirado traqueal e gastrico, colocado em um tubo de 2ml.
Acrescentou-se 1ml de Tampao 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 400ul de Master Mix, sendo 390 pl de Tampao de digestdo de
proteinas e 10 ul de Proteinase K, e agitado por 15 segundos. As amostras foram incubadas a 55°C
em Banho Maria por pelo menos 2 horas, e agitadas a cada 30 min. O material foi centrifugado por 5
minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, e acrescentado 190 ul de
Cloreto de Litium 7,5 M. As amostras foram agitadas por aproximadamente 5 segundos e colocadas
no gelo seco por 10 minutos. Foram entdo centrifugadas por 15 minutos a 13.000 rpm. De cada
amostra foi retirado cuidadosamente o sobrenadante e colocado em um novo tubo. O DNA gendmico
foi precipitado com a adicdo de 1 ml de etanol a 100%. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm
por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet de DNA lavado com 1 ml de Etanol 70%,
centrifugado novamente. O etanol 70% foi descartado, o pellet deixado secar por 30 min. e

acrescentado 250ul de tampao TE pH 7,5 em cada amostra. Apds a extracdo, o DNA gendmico foi
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quantificado pela leitura em Genequant-OD260. Aliquotas de aproximadamente 200 ng de cada
amostra foram utilizadas para PCR convencional ou 5 ng/ul para PCRit.

As aliquotas de DNA genémico foram submetidas a PCR em datas diferentes e em locais
diferentes: Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Pediatria da UFMS — Extracédo de
DNA genémico, e Laboratério de Fisiologia Molecular e Genémica Funcional (NUFIGEN-ICB-UFMG)
para PCR e PCRrt. As amostras foram submetidas novamente a PCRrt no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Biologia da Universidade de Akron, EUA. Neste Laboratério as

amostras foram quantificadas pelo espectofotdbmetro NanoDrop ™

4.3.2 PCR convencional - Para verificagdo da viabilidade das amostras de DNA gendmico
selecionados para posterior PCR em Tempo Real, utilizou-se PCR convencional (Saiki et al, 1985)
com algumas modificacdes para 3-actina humana. Os primers selecionados foram:

HFORBACT = 5'-tcacccacactgtgcccatctacga-3' e HREVBACT = 5'-cagcggaaccgctcattgccaatgg-3' para
0 gene da B-actina humana, para um amplicon de 295pb (Fig. 1).

Resumidamente, a PCR foi realizada em 7 amostras escolhidas aleatoriamente com 200 ng
de DNA gendmico de cada, resultando num volume de 10 pl. Foi feito um mix de primers. Utilizando-
se para cada tubo 14 ul de agua mili-Q SF; 2,5 ul de tampéao PCR 10x; 2 ul de dNTP mix (200 uM
cada dNTP); 2,5 ul de MgCl,a 25 mM; 2 ul de cada primer (10 pmol/ul); 0,125 ul (2,5 U) de Taqg DNA
polimerase (Laboratério Phoneutria) e 2 pl de DNA gendémico, num volume total de 50 ul de reagéo.
Os controles negativos foram feitos substituindo-se as amostras pelo mesmo volume de agua.
Adicionou-se 30 ul de 6leo mineral em cada tubo. A reagao foi desenvolvida em termociclador MJ
Research Minicycler com o seguinte programa: 95°C/5 min.; seguido de 52°C/2 min. e 72°C/2 min.;
seguidos de 05 ciclos de 94°C/1 min.; 56°C/1 min. e 72°C/1 min.; seguidos de 40 ciclos de: 93°C/ 1
min.; 56°C/ 1 min. e 72°C/1 min.; com extensdo final a 72°C/4 min. A verificacdo dos amplicons foi
feita utilizando-se aliquotas de 3 pl da PCR para eletroforese em gel de poliacrilamida, corado com

nitrato de prata.

4.3.3 Gel de Poliacrilamida - Para a eletroforese dos produtos de PCR convencional, o gel de
poliacrilamida foi preparado utilizando-se 5,4 ml de solugao estoque de acrilamida 30%; 4 ml de TAE
5x; 150 ul de persulfato de aménio 10%; 10 ul de TEMED e qg.s.p. 10 ml H,O destilada. Foram
utilizados 3 pl (100 ng) de marcador 100 pb DNA /adder e 3 pl de amostras para os produtos de PCR.
Apos o fracionamento, foi feita uma fixagdo por 10 minutos em 20 ml etanol (100%), 1 ml acido
acético (0,5%) e H,O destilada (g.s.p.) 100 ml. Em seguida, foi realizada a impregnacao por 10
minutos em AgNO; (0,1%). Lavou-se o gel em H,O destilada por 3 a 5 minutos e revelou-se por 10
minutos em solugdo contendo 6 gramas de NaOH (3,6%), 600 ul formol (0,3%) e g.s.p. 100 ml de H,O
destilada (GRIMBERG et al, 1989).

4.3.4 Purificacdao do Amplicon da B-actina por Eletroforese e Eletroeluicao - Com o objetivo de

se obter um fragmento de PCR puro e especifico para quantificagdo e utilizagdo como padrdo na
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PCR em Tempo Real, foi feito um pool de 10 pl de cada amostra da PCR convencional contendo o
amplicon da B-actina, resultando em 70 pl que foram purificados em gel de agarose a 3%. Foram
adicionados 10 ul de tampéo de aplicacdo, num volume final de 80 ul, em seguida 35 pl foram
aplicados em duas canaleta. A eletroforese foi realizada a 85 volts por aproximadamente 90 minutos
de corrida em tampao TBE (1x). Com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril, a banda do amplicon
de 295 pb, especifico da B-actina, foi cortada do gel, evitando-se excesso de agarose. A banda foi
colocada em um saco de dialise de 1,5 x 4 cm, com 1 mL de tampédo TBE 0,5x e submetido a
separacao do gel por eletroeluicdo durante 30 min. a 100 volts. O fragmento de PCR da B-actina
separado do gel por eletroeluicdo foi posteriormente purificado de acordo com o seguinte protocolo:
acrescentou-se alcool isoamilico (1:1, v/v) e a fase inferior foi transferida para outro tubo. Em seguida,
acrescentou-se 0,1 volumes de acetato de sédio e 1 volume de isopropanol. O pellet de DNA
precipitado foi obtido por centrifugagédo a 13.000 rpm/15 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o
pellet foi lavado com 500 pl de etanol a 75% e centrifugado novamente por 5 minutos. O pellet foi
seco em centrifuga a vacuo e ressuspendido em 300 pl de agua mili-Q SF. O fragmento purificado foi
quantificado em espectrofotometro GeneQuant. Apds a purificacao foi feito um gel de poliacrilamida
com 3 ul (200 ng) de marcador 100 pb DNA /ladder e 3 ul (= 100 ng) do fragmento purificado para
confirmagéo da integridade e pureza do amplicon. Depois de purificado foi feita a determinacdo das
concentragdes do amplicon para posteriormente ser usado na curva de calibragdo da PCRir, através

de diluicbes sucessivas de 1ng até 10° ng.

4.3.5 PCR em tempo real (PCRrt) - Para a reacdo de PCR em Tempo Real foi utilizado o kit SYBR
GREEN PCR core Reagents da PE Biosystems (No. Cat. 4304886; Warrington, UK). Os primers
selecionados foram: SAGAFOR = 5-TTGCAGCCAGTTGAAGATCGTTAT- 3 e SAGAREV = 5-
TAATTCCATAAATCGCTTTGTATC- 3 para o gene rpoB da RNA polimerase de EGB, para um
amplicon de 90pb (Fig. 2). Para o S.pneumoniae os primers selecionados foram SPNFOR = 5'’-
GCCGTTGCGACAGCATGTATTCCT-3 SPCAREV = 5-GACGTTGTATGTTGGTACCCATGA-3' com
amplicon de 92 pb (Fig. 3). Para a E.coli os primers selecionados foram ECOFOR = 5- CAT CAG
ATG GAG CCG GGC ATG CCA-3'e ECOREV = 5- GAG AAT TAC TCG TCT TCC AGT TCG-3’'com
amplicon de 98 pb (Fig. 4).

Utilizou-se o protocolo basico mantendo as concentragdes usuais de reagente num volume
final de reagéo de 20 pl. Resumidamente, a reagao consistiu-se de: 8,7 pl de agua para PCR (SF); 10
pl de tampéo (10x SYBR Green PCR buffer); 1,2 ul de dNTP mix (200 uM cada); 1,5 pl de MgCl, (25
mM); 3 pl de EGB primer mix (1,5 pmol de SAGAFOR e 1,5 pmol SAGAREV), (1,5 pmol de SPNFOR
e 1,5 pmol SPCAREV) , (1,5 pmol de ECOFOR e 1,5 pmol ECOREV) ou 3 pl de B-actina primer mix
(senso e antisenso - 1,5 pmol cada); 0,15 ul (5 U/ul) de enzima AmpliTaq Gold™ e 1 pl de DNA
gendmico (aproximadamente 200 ng). Os controles negativos para EGB, S.pneumoniae, E.coli ou B-
actina foram feitos substituindo-se as amostras pelo mesmo volume de agua na reagao. A reagao em
tempo real foi realizada no aparelho ABI Prism 7000 SDS no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um
ciclo de 52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e

50°C/1 min. Como controle positivo e para posterior quantificagdo dos resultados, uma curva-padrao
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do amplicon de B-actina purificado foi construida a partir de diluicdes seriais de: 1 ng, 10°,10%e 10°
ng. Para confirmagéo do tamanho dos fragmentos amplificados por PCR em Tempo Real foi realizada
uma curva de dissociacdo como parte do programa estabelecido no ABI Prism 7000 SDS e os
fragmentos amplificados também foram posteriormente visualizados através de eletroforese em gel

de poliacrilamida corado com nitrato de prata.

TCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCCCATGCCATCCT
GCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACTGACTACCTCATGAAGATCCTC
ACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGT
GACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAAGAGATGG
CCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGG
CCAGGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTG

Figura 1- Sequéncia de nucleotideos da regido alvo do PCR para f-actina humana (295 pb). Os iniciadores
selecionados para PCR convencional e PCRrt estao sublinhados.




40

SAGAF1
1 TTG CAG CCA GTT GAA GAT CGT TAT GAAGAG TTAGGT GAGTTACTT

AAC GTC GGT CAA CTT CTA GCA ATACTT CTC AAT CCA CTC AAT GAA

46 AGT GAT CCATAT GTT GTT TCA GAT ACA AAG CGATTT ATG GAATTA
TCA CTA GGT ATA CAA CAAAGT CTATGT TTC GCT AAATAC CTT AAT

91 TCA CGT GAA GAA GCT AAT ACT CGA GAA ACT GTC ACA GCT TAT AGA
AGT GCACTT CTT CGATTATGA GCT CTT TGA CAG TGT CGA ATATCT

136 GAA TAT AAG CAA GTC ATT CAA AAT ATT TCA GAT GCT GAA GAA ATG
CTT ATATTC GTT CAG TAAGTT TTATAAAGT CTACGACTT CTT TAC

181 ATC AAG GAT GCT TCT GGT GAT GCT GAA TTG GAA GAA ATG GCT AAA
TAG TTC CTA CGA AGA CCACTACGACTT AACCTT CTT TACCGATTT

226 GAA GAA CTT AAA GAA TCA AAA GCA GCT AAA GAA GAG TAT GAA GAA
CTTCTT GAATTT CTT AGT TTT CGT CGATTT CTT CTC ATACTT CTT

271 AGATTAAAAATC CTT CTATTA CCT AAA GAT CCT AAC GAT GAT AAA
TCT AAT TTT TAG GAA GAT AAT GGATTT CTAGGATTG CTACTATTT

316 AAC ATT ATT TTA GAA ATT CGT GGT GCT GCT GGT GG
TTG TAA TAA AAT CTT TAA GCA CCACGA CGA CCACC

AMPLICON ALVO DE 90 pb

TTGCAGCCAGTTGAAGATCGTTATGAAGAGTTAGGTGAGTTACTTAGTGATCCA
TATGTTGTTTCAGATACAAAGCGATTTATGGAATTA

SAGAFOR = 5- TTGCAGCCAGTTGAAGATCGTTAT-3’
SAGAREV =5- TAATTCCATAAATCGCTTTGTATC-3’

Figura 2- Sequéncia de nucleotideos da regidio alvo do PCR para S agalactiae. As sequéncias estio descritas na direcdo
5'-3' (CHIOU, 2001).0s iniciadores selecionados para PCRrt estdo sublinhados. O fragmento do gene rpoB regiao
selecionada de 350 pb com 35% de GC contém o amplicon especifico de 90 pb.
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STRF1

GAAGTGCGTGACGTGCACTACACTCACTATGGTCGTATGTGTCCAATCGA 50
STRR2
GACACCTGAAGGACCTAACATCGGTTTGATCAATAACTTGTCATCTTATG 100

GACACTTGAACAAATATGGTTTTGTTCAAACACCATACCGTAAGGTTGAC 150
CGTGCAACTGGTGAAGTTACCAACGAAATTGTTTGGTTGACTGCCGATGA 200

AGAAGATGAATACACAGTAGCTCAGGCTAACTCTAAATTGAACGCAGATG 250

GAACTTTTGCTGAAAAAGTTGTCATGGGACGTCACCAAGGGGTTAACCAA 300

GAATATCCAGCATCAAGCGTTGACTATATGGACGTTTCTCCTAAACAGGT 350

AGTTGCCGTTGCGACAGCATGTATTCCTTTCTTGGAAAACGATGACTCCA 400
STRR3

ACCGTGCCCTCATGGGTGCCAACATGCAACGTC 433

STRF1:5-GAA GTG CGT GAC GTG CAC TA -3’
STRR2:5-GAC AAG TTATTG ATC AAACC -3’

Figura 3- Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das regides codificadoras da cadeia beta da RNA polimerase
escolhidas como alvo para PCR de Streptococcus pneumoniae (P).As sequéncias estdo descritas na direcao 5'-3'
(Padayachee & KLUGMAN, 1999 - S. pneumoniae. Os iniciadores selecionados estao sublinhados seqiiencialmente. O
alinhamento das sequéncias de nucleotideos para PCR apresentou 433 bases e identidade. Os amplicons de P contém
44,6 %, de GC.

ECOF1
1 CTG GTC GAC GAC AAG ATG CAC GCG CGT TCC ACC GGT TCT TAC AGC
GAC CAGCTGCTGTTC TAC GTG CGC GCA AGG TGG CCA AGA ATG TCG

46 CTG GTT ACT CAG CAG CCG CTG GGT GGT AAG GCACAG TTC GGT GGT
GAC CAATGA GTC GTC GGC GAC CCACCATTC CGT GTC AAG CCA CCA

91 CAG CGT TTC GGG GAG ATG GAA GTG TGG GCG CTG GAA GCA TAC GGC
GTC GCA AAG CCC CTC TAC CTT CAC ACC CGC GAC CTT CGT ATG CCG

136 GCA GCA TAC ACC CTG CAG GAA ATG CTC ACC GTT AAG TCT GAT GAC
CGT CGT ATG TGG GAC GTC CTT TAC GAG TGG CAATTC AGA CTACTG

181 GTG AAC GGT CGT ACC AAG ATG TAT AAA AAC ATC GTG GAC GGC AAC
CACTTGCCAGCATGGTTC TACATATTT TTG TAG CAC CTG CCG TTG

226 CAT CAG ATG GAG CCG GGC ATG CCAGAATCC TTC AACGTATTGTTG
GTAGTC TAC CTC GGC CCG TAC GGT CTT AGG AAG TTG CAT AAC AAC
ECOR2
271 AAA GAG ATT CGT TCG CTG GGT ATC AAC ATC GAA CTG GAA GAC GAG
TTT CTC TAA GCA AGC GAC CCATAG TTG TAG CTT GAC CTT CTG CTC

316 TAATTCTC
ATT AAG AG

ECOFOR = 5- CAT CAG ATG GAG CCG GGC ATG CCA-3’
ECOREV =5’- GAG AAT TAC TCG TCT TCC AGT TCG-3’

Figura 1-Sequéncia de nucleotideos da regiiio alvo do PCR para E. coli. As sequéncias estdo descritas na direcio 5'-3'
(OVCHINNIKOY et al., 1981).0s iniciadores selecionados estao sublinhados sequencialmente. O amplicon de 323 pb
contém 53% de GC.
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Participaram do estudo as 81 criangas, cujas maes apresentaram algum dos fatores de risco
(CDC, 2002) para receberem profilaxia antibidtica intraparto. Foram incluidas conforme a ordem de
chegada as Unidades de Terapia Intensiva Neonatais do Nucleo do Hospital Universitario da UFMS e
da Associacao Beneficente de Campo Grande — Santa Casa.

Os parametros de inclusdo e fatores de risco encontrados foram: Pardmetros de inclusao:
Gestacao pré-termo, Gestagdo na adolescéncia, Gestacao gemelar, Parto cesariana.
Fatores de risco: Febre no momento do parto, Infecgéo do trato urinario (ITU), Bolsa rota por 18 horas
ou mais (BR).

Os parametros e os fatores de risco para a inclusdo no estudo, o numero de amostras

colhidas e o percentual da sua freqiiéncia na populacdo estudada estdo descritos na tabela 1.

FreqUéncia dos paradmetros de inclusao e fatores de risco apresentados pelas gestantes incluidas no
estudo e a propor¢do em que apareceram na populagéo estudada.

Parametros Total de Amostras % no total da populacao

Gestacdo na adolescéncia 13 16%

Gestacdo gemelar 15 18,50%
Gestacdo a termo (AT) 4 4,94%
Gestacao pré-termo (PT) 77 95%

Febre no momento do parto 2 2,50%
Infecgcdo do Trato Urinario (ITU) 34 42%

Bolsa Rota por > 18 horas (BR) 28 34,60%
Parto Cesariana 50 61,70%
Parto normal (vaginal) 31 38,30%

Tabela 1-Tipos de parto, idade gestacional e fatores de risco para a transmissao de infeccao neonatal (CDC, 2002)
apresentados pelos RN incluidos no estudo.

Os resultados da quantificacao de DNA obtidos das amostras de aspirado traqueal, gastrico e

sangue por espectrofotometria sao apresentados nas Tabelas 2 e 3.



Quantificacdo das amostras de DNA gendmico no sangue e aspirado traqueal e gastrico.

Quantidade de material genético determinado nas

amostras
traqueia | ng/ul gastrica | ng/ul sangue | ng/ul

1 15 1 14 7 64
2 14 5 12 27 32
5 10 6 32 29 26
6 54 21 7 31 238
7] 134 22| 2016 32| 107
8 18 24 16 33| 130
9 49 29 31 34| 107

23| 517 30 15 38 26

26 26 38 22 48 31

28 18 41 139 58 25

29 34 45 7 60 11

30 15 47 7 61 6

31 37 64| 166 62 17

32 39 70 8 63 6

33 9 72 9 64 11

34 82 total 15 66 13

38 12 69 7

40 6 72 9

43 6 73 9

52 8 76 44

59 15 78 12

60 64 79 6

65| 141 total 22

67 21

71 10

74 10

75 6

78 13

79 17

80| 104

81 164

82 29

total 32

44

Tabela 2-Resultados da quantificacdo de DNA obtidos por espectrofotometria. As leituras de densidade éptica (OD)
nos comprimentos de ondas de 260 para acido nucléico. A quantidade total de DNA por amostra variou de 5 a 2016 ng

por pl.
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A Tabela 3 apresenta a quantificagdo de DNA gendmico das 45 amostras de secregao traqueal onde
foi investigado o S. pneumoniae e E.coli.

Quantificagado das amostras de DNA gendmico em aspirado traqueal.

Concentration A =260 Concentration

A =260 (mg/pl) (Mg/pl)
10 | 0,014 0,007 33 Nd
11 | 0,011 0,006 34 | 0,081 0,041
12 | 0,024 0,012 36 Nd
13 0 nd 37 Nd
14 0 nd 38 | 0,009 0,005
15 0 nd 39 Nd
16 | 0,011 0,006 40 | 0,003 0,002
17 0 nd a1 0,013 0,007
18 0 nd 42 | 0,012 0,006
19 0 nd 43 | 0,005 0,003
20 0 nd 44 Nd
21 0 nd 45 | 0,016 0,008
23 | 0,764 0,382 46 | 0,006 0,003
24 0 nd 47 Nd
25 | 0,004 0,002 48 Nd
26 | 0,025 0,013 49 | 0,063 0,032
27 0 nd 50 Nd
28 0 nd 51 0,021 0,011
29 | 0,025 0,013 52 Nd
30 | 0,007 0,004 54 Nd
31 | 0,024 0,012 56 | 0,014 0,007
32 | 0,041 0,021

Tabela 3-Resultados da quantificacio de DNA obtidos por espectrofotometria. As leituras de densidade éptica (OD)
nos comprimentos de ondas de 260 para acido nucléico. A quantidade total de DNA por amostra variou de 2ng a
382ng por pl, (nd = nao detectavel).

As leituras de densidade Optica (OD) em comprimento de onda de 260 nm para acido
nucléico (SAMBROOK et al, 1989) sao apresentadas e os valores finais de concentragdo calculados
apds correcao da diluicdo. As amostras foram consideradas viaveis para a etapa seguinte de PCR.

As concentracdes finais de DNA gendmico por amostra variaram de 5 a 2016 ng por pl.
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Como teste de viabilidade das amostras de DNA dos aspirados traqueal, gastrico e sangue ,
foi realizado a PCR convencional com os primers da B-actina humana para o amplicon alvo de 295
pb. A Figura 5 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos de PCR convencional de
sete das amostras selecionadas aleatoriamente, para evidenciar a especificidade dos
oligonucleotidios.

300ph

200pb

1o0ph

Figura 5- Resultado da PCR convencional com os primers para f-actina em amostras de DNA de sangue. A
verificacio dos amplicons foi feita utilizando-se aliquotas de 3 pl da PCR para eletroforese em gel de poliacrilamida a
110 volts/1 hora, corado com nitrato de prata. Os produtos de PCR de 295 pb sio mostrados pela seta inferior para
cada amostra. Canaleta 1, marcador 100 pb DNA ladder; (2-8) amostras de sangue; (9-10) amostras controles
positivas para p-actina.

A purificagdo do fragmento da B-actina foi obtida por eletroforese em gel de agarose de PCR
convencional para quantificacdo e como padrdo na PCRrt (Fig. 6). Apdés a determinagdo da
viabilidade das amostras foi realizado a PCRirt.

m

Figura 6-Purificacdo por eletroforese em gel de agarose a 1,2% do amplicon da $-actina obtido no PCR convencional
para quantificacdo e utilizacdo como padrao na PCR em Tempo Real. Foram utilizados 35 pl do amplicon para cada
canaleta. A eletroforese foi realizada a 85 volts por, aproximadamente, 90 min. de corrida em tampao TBE 1x. Com o
auxilio de uma lamina de bisturi estéril, o fragmento de 295 pb (seta), especifico da B-actina, foi cortado do gel e
submetido a um processo de eletroeluicao para separa-lo do gel.
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Figura7-Resultado do PCR em Tempo Real para o amplicon de 295 pb da p-actina amplificado de DNA gendémico de
sete amostras positivas para EGB no sangue. O gel superior mostra os amplicons de b-actina no ponto final da reacio
(fase estacionaria da curva). O gel inferior mostra os amplicons para EGB das respectivas amostras positivas.

Como parte do estudo foi realizada a curva padrao B-actina humana usada como calibrador
interno da PCRrt para o diagnostico dos amplicons alvos.

A figura 8 mostra a amplificagdo da Curva padrdo da B-actina humana usada para calibrar a
PCRrt para o diagnostico de EGB, S.pneumoniae, E.coli nas amostras de aspirados traqueal, gastrico
e sangue. Estes resultados demonstraram um perfil linear tipico de amplificagéo das diluigdes 1ng,
10°,10%e 107 ng, pelo SyberGreen em fung@o do numero de ciclos (Ct). Isto permite a quantificagao

absoluta das amostras pelo uso deste controle interno na PCRirt.
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Figura 8-Curva padrao da p-actina humana usada como calibrador interno da PCRrt para o diagnéstico de EGB nas
amostras de sangue. A figura mostra o perfil tipico das curvas obtidas da esquerda para a direita durante a
amplificacdo das diluicoes 1ng, 10-3, 10-6 e 10-9 ng. Os valores em y sao resultados da deteccao de fragmentos
marcados cumulativamente pelo SyberGreen em funcao do niimero de ciclos (Ct) no eixo x.

Curva de calibragdo da B-actina apresentando os quatro pontos de diluicdo. E dada pelo

equipamento. A alta linearidade e o valor de slope da curva mostram eficiéncia de 100% da reacéo.
32
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Detector: Sybr Green, Slope: -2.262910, Intercept: £.945003, R2: D.994773

Figura 9-Curva de calibracdo da p-actina apresentando os quatro pontos de diluicio. A curva apresenta alta
linearidade demonstrada pelo coeficiente de regressiao linear elevado (r2 =0.9947). O valor de slope da curva mostra
uma eficiéncia de 100% da reacao pela equacido E= 10{-1/slope}. Essa eficiéncia permite a quantificacio absoluta das
amostras pelo uso deste controle interno na PCRrt.
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A figura 9 mostra os resultados obtidos pela curva de calibracao da B -actina apresentando os
quatro pontos de diluicdo. A curva apresentou alta linearidade demonstrada com um elevado
coeficiente de regressao linear r* = 0.9947. Os dados mostraram que a eficiéncia da reacdo de PCRrt
foi de 100% pela equagdo E= 10""5°"® Estes valores de eficiéncia e alta linearidade da curva
permitem a quantificacdo absoluta das amostras pelo uso deste controle interno na PCRrt, como
sugerido por Pfaffl (2003).

Foram construidas curvas semelhantes para cada agente alvo do estudo, exemplificados nas
figuras 10, 15,16 e 17 (Curvas Padrdes), figuras 13 e 14 (Curvas de calibragao) e figuras 11,12 e15
(Curvas de dissociagédo dos positivos). A curva de dissociagdo substitui o gel de agarose. A banda no

gel equivale ao pico visualizado na curva.

Curva padrao para S.pneumoniae

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001 &
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)
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1.0e-002 —r
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1.0e-004
135 7 9111315171921232527 293133353739

Cycle Mumber
Selected Detector: Sybr Green; Start: 1, End: 10; Threshold: 0 34629500
Wiell(s) F12,G11,H11
Document: PNEUMO 20-08-2007 ANALIZAD O sds (Ahsolute Quantification)

Figura 10-A figura mostra o perfil tipico das curvas obtidas da esquerda para a direita durante a amplificacio das
diluicoes Ing, 10-3, 10-6 e 10-9 ng. Os valores em y sido resultados da deteccio de fragmentos marcados
cumulativamente pelo SyberGreen em fun¢io do niimero de ciclos (Ct) no eixo x. A partir dos valores conhecidos
dessa curvas o ABI prism software permite o diagnéstico quanitativo de DNA de S.pneumoniae.
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Figura 13-Curva de calibracdo da E.coli apresentando os quatro pontos de diluicio. A curva apresentada de alta
linearidade demonstrada pelo coeficiente de regressio linear elevado (r2 =0.9938). O valor de slope da curva mostra
uma eficiéncia de 100% da reacao pela equacido E= 10{-1/slope}. Essa eficiéncia permite a quantificacio absoluta das
amostras pelo uso deste controle interno na PCRrt.

Curva de calibracao do S.pneumoniae
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Figura 14-Curva de calibracdo do S.prneumoniae apresentando os quatro pontos de diluicdo. A curva apresentada de
alta linearidade demonstrada pelo coeficiente de regressao linear elevado (r2 =0.995). O valor de slope da curva
mostra uma eficiéncia de 100% da reacio pela equacao E= 10{-1/slope}. Essa eficiéncia permite a quantificacao
absoluta das amostras pelo uso deste controle interno na PCRrt.
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O protocolo do ciclo termal para a Escherichia coli estd demonstrado na figura 18
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Figura 18-Ciclos da PCR - Protocolo do ciclo termal



Para o Streptococcos agalactiae o relato do experimento esté exemplificado na figura 19

7300 System 5D5 Software - [S 12-5-8 (Standard
E File ‘iew Tools Instrument Analysis Window Help
e d SREEE - w2

Setup ¥ Instrument ¥ Results
Plate 7 Spectra YCOmponent Amplification Plot ¥ Standard Cunve ¥ Dissociation ¥ Report

Well | Sample Hame Detector Task Cct StdDev Ct Quantity Mean Gty StdDev Oty Filtered Tm User Defined #|L
Al T SA A Unknaown Uinciet. 104 Fli"C
Az T SAGA Unknown Uinciet. 10.4 FodnC
A3 T SAGA Uk nawn 30,1485 104 Fid"C
Ad T SAGA Unknawn Uinciet. 10.4 FO.7OC
AS = SAGA Linknown Lincfet. 5.29 £9.5°0
Ag £} SAGA Unknawn 30.6984 5.29 Fad°C
A7 5 SAGA Linknown Uinciet 7HA°C
A& & SA A Unknaown Linciet. FrACC
A9 3 SAGA Unknown Uinciet. FO4°C
81 T SAGA Uk nawn Linciet, 104 Flatc
B2 T SAGA Undinawn Linciet. 104 FO4°C
B3 T SAGA Linknown Lincfet. 104 F0°C
a¢ T SAGA Unknawn Linciet, 104 FLE"C
A5 3 SAGA Linknown Uinciet 529 8660
B £} SA A Unknaown Linciet. 5.29 Fli"C
B7 3 SAGA Unknown Uinciet. FO.7OC
B3 3 SAGA Uk nawn Linciet, 64.5°C
B9 B3 SAGA Undinawn Linciet. Fr4°C
c{ T SAGA Linknown Lincfet. 104 7E3°C
c2 T SAGA Unknawn Linciet, 104 Fr4°C
c3 T SAGA Linknown Uinciet 104 FrACC
Cd T SAGA Unknawn Linciet, 104 FOL7FeC
c5 =3 SAGA Unknown 389784 5.29 FR7OC
Ce = SAGA Uk nawn 27.9793 3.29 a7 C
C7 B3 SAGA Undinawn Linciet. EA5C
C3 5 SAGA Unknown Uinclet. Fadec
) ) A=A Fint Stnotat Gomar
2] it |
| 1 | 2 | 3 | 1 | 5 | 3 7 3 9 10 | 1

Figura 19-Relato do experimento para o EGB

Para a Escherichia coli o relato do experimento estd demonstrado na figura 20
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Figura 20-Exemplo de parte do relato do experimento programado para ECO
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Entre os recém nascidos incluidos, encontramos 70 (86,42%) com idade gestacional menor
que 34 semanas, 7 (8,64%) com idade gestacional maior ou igual a 34 semanas € 4 (4,93%) RN
eram a termo, isto € 38 semanas ou mais.

Resultados ap6s a PCRirt:

Entre as amostras que apresentaram amplicons de ECO, a idade gestacional média foi 31
semanas para as amostras de aspirado traqueal e 30 semanas para as amostras de aspirado gastrico
e sangue. Para o EGB, nos materiais onde foram detectados os amplicons caracteristicos, a média
da idade gestacional foi de 32,5 semanas.

Nestas amostras, apés PCRrt, foi encontrado amplicons de segmentos genéticos de
Escherichia coli em 14 amostras de secrecdo traqueal, em 4 amostras de secregao gastrica e em 7
amostras de sangue periférico. Amplicons de segmentos genéticos de Streptococcus agalactiae
foram encontrados em uma amostra de secrecao traqueal, em trés amostras de secre¢do géastrica e
néo foi encontrado nas amostras de sangue dos RN pesquisados.

Os espécimes trabalhados foram colocados na tabela 4, com o nimero de amostras colhidas,
a quantidade de DNA gendmico obtido em quantidade
= 5 ng/ul, considerada minima para o experimento PCRrt e o nUmero de agentes identificados pelas

seqléncias gendmicas (amplicons) que os caracterizaram.

Na tabela 4 encontramos o total das amostras viaveis dos espécimes estudados e a freqiiéncia com
que os amplicons dos agentes alvos foram identificados apds serem submetidos a Reagdo em

Cadeia da Polimerase em tempo real (PCRrt)

Material Amostras Amostras com Escherichia Streptococcus
colhidas >5ng/ul coli agalactiae
Aspirado 80 32(40%) 14(43,75%) 1(3,13%)
traqueal
Aspirado 75 15(20%) 4(26,67%) 3(20%)
gastrico
Sangue 45 22(49%) 7(31,82%) 0

Tabela 4-Nimero de amostras colhidas, amostras com quantidade de material genémico selecionado para PCRrt e o
nimero de amplicons das seqiiéncias genéticas que identificaram os agentes estudados.
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Na tabela 4 esté descrito a frequencia dos amplicons dos agentes alvos nos espécimes estudados.

Secrecao Secrecao Sangue Total das

traqueal (32) gastrica (15) periférico (22) amostras
S. agalactiae 1 (3,13%) 3 ( 20%) 0 4  (5,8%)
E. coli 14 (43,75%) 4 (26,67%) 7 (31,82%) 25 (36,23%)
Total (+) 15 (46,88%) 7 (46,67%) 7 (31,82%) 29 (42%)

Tabela 5-Total de amostras e a freqiiéncia com que os amplicons de seqiiéncias genéticas de S. agalactiae e E. coli
foram identificados na populacdo com quantidade de material genético > 5 ng/ pl.

As amostras de 10 a 56 (45 amostras) foram submetidas a PCRrt para a identificagdo de

amplicons de S.pneumoniae e E. coli. Houve positividade para Streptococcus pneumoniae em 12

amostras (26,67%) e Escherichia coliem 6 amostras (13,33%).



6. DISCUSSAO

58



59

Para o diagnéstico molecular de amplicons de S. agalactiae, E. coli e S. pneumoniae em
espécimes biolégicos de RN (aspirado traqueal, gastrico e sangue) com fatores de risco para
infeccao neonatal, utilizamos a PCRrt por ser um método rapido e especifico. Para isto colhemos o
material logo apds o nascimento (até 2 horas) para evitar a contamina¢do ambiental ou do ventilador
mecéanico. Apds a coleta do material, 0 DNA gendmico foi extraido das amostras e quantificado por
espectofotometria. As amostras consideradas viaveis (aquelas com mais de 5 ng/ul) estdo
apresentadas na Tabela 2.

As amostras tiveram a sua viabilidade testada na PCR convencional com o primer da beta
actina humana em 7 amostras aleatdrias da populagéo estudada, evidenciando a especificidade dos
oliginucleotideos. O amplicon da B-actina, foi obtido apds eletroeluicdo do fragmento de PCR
convencional e usado como normalizador, determinante da eficiéncia da reacao de PCRtr e padrao
para quantificagdo dos amplicons de EGB, S. pneumoniae, E. coli. O resultado da B-actina foi
importante para mostrar a viabilidade das amostras de DNA a serem utilizadas posteriormente na
PCRit.

Os resultados das curvas de calibracdo e padrdo, apresentadas nas figuras 10 e 12 neste
trabalho, demonstraram uma boa qualidade de pipetagem, diluicdo e sensibilidade. Pode-se observar
nessas figuras que os Cts (total de ciclos) foram coerentes mostrando uma relagdo logaritmica, com
as diluicbes da curva padrao bem distinta. Este resultado é fundamental para quantificacdes
absolutas da presenca de EGB, S. pneumoniae e E. coliem amostras com concentragdes raras como
nos aspirados traqueal, gastrico e sangue. Além disso, estes dados demonstram que a expressao de
cada amostra pode ser quantificavel. Baseadas nas padroniza¢des acima foram obtidos resultados
positivos para as amostras. Os resultados das curvas padrdo para 3-actina padrao e de EGB (Fig. 8 e
11), S. pneumoniae, E. coli (Fig. 10 e 12) das amostras positivas apresentadas confirmaram a
pureza, qualidade, tamanho e especificidade dos fragmentos amplificados pelo PCR em Tempo Real.
A curva foi realizada como parte do programa estabelecido no AB/ Prism 7000 SDS para todos os
fragmentos.

Os resultados da (Fig. 7) da PCRrt mostram o diagnostico de EGB no sangue periférico, em
DNA gendmico das amostras e alguns amplicons foram verificados através de gel de poliacrilamida
no ponto final da reacéo (fase estacionéria da curva). As quantidades detectadas de DNA de EGB, S.
pneumoniae, E. coli por amostra de PCRtr variaram entre 5 até 2016 ng,com CTs entre 30 e 35.

Os resultados positivos obtidos pela PCRrt identificando Streptococcus agalactiae em 1 das
32 amostras (3,13%) de sangue, demonstram ser compativeis com a literatura onde este método foi
empregado. A PCR é um método rapido, especifico e sensivel o suficiente para detectar uma Unica
coépia do genoma de EGB. Estes métodos podem ser lteis devido a alta sensibilidade e
especificidade.

A PCR se tornou um dos métodos mais amplamente usados em diagnéstico molecular. No
entanto pouco se tem feito na deteccdo de infeccbes neonatais. Ciclos termais rapidos para
amplificagéo por PCR junto com monitoramento da fluorescéncia em tempo real fornecem uma nova
ferramenta para a rapida deteccao de microorganismos. Devido a amplificagdo e detecgdo ocorrerem

ao mesmo tempo e ndo ser necessario a realizacdo de gel de eletroforese, a PCRrt se torna um
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método mais apropriado para ser usado na rotina clinica laboratorial que a PCR convencional e gel
de agarose. (BERGERON et al., 2000; KE et al., 2000; RALLU et al., 2006). A PCR, tanto
convencional quanto em tempo real, tem como principal beneficio a rapidez no diagnéstico, com alto
valor preditivo negativo e especificidade, possibilitando o uso racional de antibiéticos e diminuigcao de
custos nas Unidades de Cuidados Intensivos Neonatais (HABERLAND et al., 2002; YADAV, 2005;
BROZANSKI et al., 2006).

Atualmente, o “padrdo ouro” para a deteccdo de colonizagdo vaginal de EGB é a cultura
seletiva feita com 35-37 semanas de gestacdo, que é sensivel o suficiente para detectar tanto leve
como grande colonizagdo por EGB, mas os resultados somente ficam disponiveis ap6s no minimo 48
horas. No entanto, este método néo é eficaz para a identificagdo de EGB préximo ou no momento do
parto. Ainda, cultura com 35-37 semanas ndo € sempre indicativo do status de colonizagdo no
nascimento, pois essa colonizacao é transitéria (SCHRAG et al., 2002; RALLU, 2006). O método de
Gram é de ajuda clinica limitada devido a baixa sensibilidade e especificidade. Ademais, uma
importante limitacdo da detecgdo de EGB em cultura é a necessidade de organismos viaveis.

Aproximadamente 6 a 13% de recém-nascidos colonizados nascem de maes com cultura
para EGB negativa (KE et al., 2000; BEITUNE et al., 2005). Outro fator que torna questionavel o uso
de cultura como “padrdao ouro” para diagnéstico de sepse neonatal é que o recém-nascido esté
exposto a antibiéticos dentro do Utero, principalmente pela pratica comum de uséa-los intraparto em
gestantes com fatores de risco, diminuindo consideravelmente sua sensibilidade (JORDAN; DURSO,
2000). E estimado que 20 a 40% dos recém-nascidos com sepse apresentam hemocultura negativa
(BROZANSKI et al., 2006).

Das amostras positivas para as bactérias estudadas na PCRrt, todas possuiam algum
parametro ou fator de risco, sendo gestacao gemelar (15 = 18,5%), Bolsa Rota por > 48 horas (28 =
34,6%), Infecgao do Trato Urinario (34 = 42%), Parto Cesariana (50 = 61,70%), Gestacao pré termo
(77 = 95%), Gestacdo na adolescéncia (13 = 16%) principalmente nesta populagéo. A identificacao de
uma populacdo de alto risco para ser realizada a triagem para colonizagdo por EGB é um desafio
consideravel. Isto porque a colonizagdo é também observada em gestantes que ndo apresentam
fatores de risco classicos, representando 25 a 30% dos neonatos que desenvolvem sepse neonatal
(SCHRAG, 2002).

Em hip6tese de sepse neonatal, o uso de antibidticos no trabalho de parto é a intervencao
profilatica recomendada, porém existem divergéncias quanto a estratégia mais adequada para
selecionar as gestantes que devem receber esta profilaxia (CDC, 1996). Apds uma revisdo feita em
2002 pelo CDC, foi dada prioridade para a estratégia de cultura para EGB em mulheres com 35-37
semanas de gestacao (SCHRAG et al, 2002). No Brasil ndo h& consenso ou recomendacao técnica
sobre o tema. No projeto Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira, sugere-se a realizagdo de
cultura no terceiro trimestre se houver fatores de risco (AMB, 2003).

A relagao entre fatores de risco e presenca de EGB encontrada em nosso estudo sugere que 0 uso
de antibidticos exclusivamente baseados em fatores de risco pode ndo ser a melhor opgao. Este
critério leva a desnecessaria administracdo de antibidticos em 5 a 10% das parturientes, ja que
aproximadamente 3% da populagdo possuem algum desses fatores (BEITUNE et al, 2005).
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Schrag et al (2002) calcularam que a incidéncia da sepse é 5,1 / 1000 partos quando a cultura é
positiva, sem os fatores de risco e 0,9 / 1000 quando um dos fatores de risco esta presente e a
cultura pré-natal é negativa, reforcando a idéia da maior efetividade de uma estratégia baseada em
triagem pré-natal.

Embora a PCRrt seja um método insipiente no Brasil, permite realizar o estudo em 96
amostras ao mesmo tempo. Com seu programa de ciclos, temperaturas mais elevadas do que a PCR
convencional, faz a PCRrt mais especifica, além de promover a quantificacao bacteriana absoluta.

Os resultados foram positivos, em maior quantidade e nos trés espécimes, para a E. coli.
Porém, apesar das vantagens da PCRrt, obtivemos a identificacdo dos agentes em quantidade
semelhantes ao da literatura, quando comparado com o encontrado por Ben Hamida et al. (2008) e
Lopez Sastre et al. (2000) que encontraram E. coli como o principal agente das infecgdes
comprovadas em recém-nascidos prematuros. A amostra do presente estudo teve idade gestacional
média de 32 semanas. Para a identificacdo de sequencia génica da E. coli, a idade gestacional
média foi 31 semanas e para o S. agalactiae foi 32,5 semanas. A seqiiéncia génica da E. coli foi
encontrada em 43,75% das amostras de aspirado traqueal estudadas por PCRrt, em 26,67% das
amostras de aspirado géstrico e 36,23% das amostras de sangue. Para o S. agalactiae (EGB) foi
encontrado apenas no aspirado traqueal em 3,13% das amostras, em 20% das amostras de secrecao
gastrica e nao foi encontrado no sangue. Diferentemente de nossos resultados neste estudo, AMBE
J.P, GASI |.S, MAVA Y.(2007) revendo os casos de infecgdo no hospital escola de Maiduguri, no
periodo de 1995 a 1999, encontraram 1304 RN admitidos no periodo, 813 (62,3%) tinham fatores de
risco para infecgao neonatal. O Staphyloccus aureus (46.2%) foi o principal organismo isolado nas
hemoculturas, seguido por Klebsiella spp (24.8%). S. pneumoniae e Pseudomonas foram 0os menos
encontrados.

A ECO apareceu na mesma proporgao que aparece na literatura BEN HAMIDA et al. (2008).
O EGB apareceu apenas em dois espécimes estudados, ndo aparecendo nas amostras de sangue.
Podemos entao, questionar o método utilizado na extragdo do DNA genémico.

O Streptococcus pneumoniae (SP) é citado como raramente responsavel pela sepse
neonatal, juntamente com a infecgdo materna. Tem caracteristicas clinicas similares aos de outras
infeccbes neonatais, mas resultado é particularmente grave (mortalidade: 50%, sequelas
neurolégicas: 13%). Os recém-nascidos sdo mais frequentemente infectados da vagina materna que
foi colonizado por S. pneumoniae, embora seja rara a colonizagao vaginal por SP. Essa raridade na
colonizagao, juntamente com a dificuldade no isolamento de SP a partir de esfregagos vaginais, faz a
busca sistematica a este organismo muito dificil. No entanto, dado a elevada taxa de infecg¢éo /
colonizagao, deve ser dada maior importancia a descoberta da colonizagao vaginal com pneumococo
na gravidez ou no recém-nascido, a fim de melhorar o tratamento e os resultados obtidos (NADER, et
al., 2005). No presente estudo o S. pneumoniae foi identificado em 12 (26,67%) das 45 amostras. Em
trabalho publicado, BIZZARRO (2005) observou que a percentagem global de sepse causada por
estreptococo do grupo B e E. coli diminuiu. O nimero de episddios de sepse de S. pneumoniae ou S.
pyogenes, comuns nos primeiros anos do estudo, foram mantidas. A sepse relacionada com a taxa

de mortalidade diminuiu acentuadamente, de 87% em 1928 para 3% em 2003. Em nosso meio, a
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taxa de sepse continua alta, elevando a taxa de prematuridade extrema em nossas UTIs neonatais
com grande numero de seqiielas, neuroldgicas e pulmonares.

Este estudo pode como contribuigao, direcionar um estudo epidemiolégico, ja que temos uma
metodologia previamente definida, usando uma técnica ainda pouco utilizada em nosso meio. E um
método rapido, especifico e muito sensivel aos agentes para os quais foi desenhada, desde que se
tenha material genémico para a identificacao.

Ha poucos trabalhos na literatura pesquisada fazendo uso da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real, na busca de amplicons de agentes bacterianos nos materiais aspirados
gastrico e traqueal de recém nascidos.

Foi verificado que o material com maior viabilidade é o sangue. Isto porque das 45 amostras
colhidas, 22 (49%) possuiam material genético para a PCRrt, enquanto o aspirado gastrico teve
material genético para a PCRtr em 15 das 75 (20%) amostras colhidas e o aspirado traqueal em 32
das 80(40%) amostras colhidas.

A PCRrt, este € um bom exame para avaliagbes de grandes populagdes, pois confirma
especificamente o agente para o qual foi desenhado.

Os hospitais deveriam ter Laboratério de Biologia Molecular para o desenvolvimento de

técnicas que propiciem o diagnostico precoce e preciso de agentes infecciosos.
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Foi possivel avaliar a viabilidade da extracdo de DNA gendémico de sangue e aspirado traqueal e
gastrico de recém-nascidos que foram intubados logo apds o nascimento e, assim, realizar o diagnéstico
molecular precoce de microorganismos alvos, por PCR de alta sensibilidade em tempo real.

Para isto, foi avaliada a viabilidade dos espécimes bioldgicos (sangue e aspirado traqueal e
gastrico) para a presenga de DNA gendmico, que permitiram o diagnéstico molecular dos agentes alvos.

Foi desenhado oligonucleotideos iniciadores para PCR em tempo real, a partir de seqliéncias
gendmicas dos microorganismos definidos como alvos na sepse neonatal.

Apés a aplicagéo da técnica de PCR em tempo real foram identificados os microorganismos alvos,
nos espécimes estudados.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real, ainda incipiente no Brasil, permitiu
identificar o material genético dos agentes nos materiais estudados de maneira rapida, possibilitando
a utilizagédo em estudos epidemiolégicos com casuisticas maiores.

Os primers desenhados foram adequados e o estudo foi possivel naguelas amostras com
DNA gendémico em quantidade acima de 5 ng/pl.

Embora em todos os espécimes pesquisados a quantidade de DNA gendmico tenha sido
muito pequena, o mais viavel foi o sangue pela maior quantidade de DNA genémico encontrado, mas
o0 aspirado traqueal e gastrico também pode ser utilizado.
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9. ANEXOS
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Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 488 da
Pesquisadora _Anna Maria Duarte Miglholi  “Determinagdo da prevaléncia de
Estreptococos do Grupo B, em recém-nascidos com pneumonia e em ventilacdo mecanica,
através da reagdo em cadeia da Polimerase”, e o seu Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia
29 de margo de 2005, encontrando-se de acordo com as resolugdes normativas do

Ministério da Saide.

~ ﬁgﬁ{qﬁﬂ Martins

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da VFMS

Campo Grande, 29 de margo de 2005.

Comité: de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
DEp. e D3 OPP Utng. D Do e a-cop:

ERoaheaflprogD uims b

fone DXKGT 345-T187
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Anexo 2-TERMO DE CONSENTIMENTO, LIVRE E ESCLARECIDO.

Vocé estad sendo convidada a participar de uma pesquisa médico-cientifico.
Vocé decidira se quer participar ou néo.
Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia cuidadosamente o que se segue e

pergunte ao responsavel pelo estudo, qualquer duvida que vocé tiver.

Este estudo esta sendo realizada pela Médica Pediatra Anna Maria Duarte Miglioli do
Departamento de Pediatria da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS).

A finalidade deste estudo é verificar a ocorréncia da pneumonia neonatal causada por uma
bactéria comum no nosso meio (Estreptococos do Grupo B). Esta bactéria, quando acomete o recém-
nascido, causa infecgao grave levando a grande maioria a morte.

Um outro propésito, € conseguir fazer o diagnostico desta infecgdo no recém-nascido de uma
maneira mais rapida, permitindo assim, iniciar prontamente o tratamento especifico, aumentando a
chance de cura do bebé.

Poderao participar deste estudo todos os recém-nascidos que apresentarem sinais de
pneumonia no periodo neonatal e que evoluirem para ventilagdo mecanica.

Vocé podera participar voluntariamente, respondendo alguns dados sobre a sua gravidez e
assinando o termo de consentimento. O material que sera utilizado na pesquisa é normalmente
descartado.

Isto permitira pesquisarmos a infecgdo do seu bebé. Vocé estard colaborando para
conhecermos a freqiéncia destas infecgdes e como diagnostica-las e trata-las rapidamente.

Outras pessoas estardo participando desta pesquisa, que sera realizada nas Unidades de
Terapia Intensiva Neonatais do Hospital Universitario e da Santa Casa.

Caso concorde em participar, 0 seu nome e o de seu bebé serdo mantidos em absoluto
sigilo.

Voltamos a lembrar que a sua participagéo € voluntaria e que ndo perdera qualquer beneficio
a que tenha direito caso ndo concorde em participar deste estudo, podendo mesmo até participar de

outros estudos desta Universidade.

Apés ler, entender e esclarecer todas as duvidas assine o termo anexo se concordar em

participar voluntariamente desta pesquisa.
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Anexo 3-TERMO DE CONSENTIMENTO, LIVRE E ESCLARECIDO.

Eu, ,RG n® SSP/ responsavel pelo
(a) paciente , com registro n° , ho
Hospital , voluntariamente dou o meu consentimento para a

participacdo no estudo: “DETERMINACAO DA PREVALENCIA DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPO
B, EM RECEM-NASCIDOS COM PNEUMONIA MANTIDOS EM VENTILACAO MECANICA
ATRAVES DA REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE”.

Conhego os objetivos do mesmo e estou ciente da sua realizagdo. Deram-me oportunidade
de esclarecer todas e quaisquer dividas.

Estou ciente de que poderei deixar de participar do estudo sem que com isto tenha o0 meu
tratamento médico prejudicado.

Autorizo que os dados possam ser utilizados pela pesquisadora ou instituicao (UFMS), com
finalidade de publicagdo em érgao de divulgagao cientifica.

Se tiver duvidas a respeito deste estudo poderei ligar para a Médica Pediatra Anna Maria
Duarte Miglioli, no telefone (067) 9984 8007.

Para perguntas sobre meus direitos como participante deste estudo, chamarei o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 345 2299.

Este documento foi realizado em duas vias, uma ficara comigo e outra com a pesquisadora.

Campo Grande (MS), de de 2006.

Assinatura do responsavel legal
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Anexo 4-PROTOCOLO PARA IDENTIFICACAO DE INFECCAO NEONATAL

HOSPITAL: PRONTUARIO N°

IDENTIFICACAO DA MAE IDADE DA MAE:

1. ANTECEDENTES MATERNOS
0 Gestagao na adolescéncia (18 anos incompletos)
] Gestagcdo gemelar
] Prematuridade
] Febre em qualquer momento da gestagdo
] Diagnostico de infecgao Urinaria nesta ou em gestagao anterior
] Bolsa rota ha 18 horas ou mais

Gesta Para Abortos Natimortos
Prematuros Filhos Vivos Filhos Mortos
Teve problemas de saude durante as gestagbes?
Tomou medicamentos?

Quais?

2. GESTACAO ATUAL
DUM Duracgéao da Gestagao semanas.
Apresentou algum problema de saude ?
Teve febre?

Tomou algum medicamento?

Quais?

Ruptura da Bolsa Sofrimento Fetal

Data do Nascimento / / Hora : Minutos
Parto Apresentacao

Bolsa rota horas do parto

Liquido Amniético: Claro Esverdeado Fino Espesso

Grumos Odor (Fétido/ caracteristico)

Condicdes ao nascer

indice de APGAR 12 minuto 5¢ minuto
Aspiragao (tipo resultado)

Antes do 12 movimento respiratério?
Reanimagao?
Observacoes:

Pediatra Assistente (Neonatologista)



Anexo 5-Esquema do frasco usado
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Material Utilizado
e Borracha de Aspirador

® Sonda de aspiragdo traqueal
ne 4 ou 6

e Agulha 40X 12 (Rosa)

e Frasco de Penicilina,
reutilizado.

Depois de montado, o material foi
esterilizado por Oxido de Etileno.
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Anexo 7-EXTRACAO DE DNA

A - EXTRAGAO DE DNA NO SANGUE:

A -

1 DESCRIGCAO:

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 adi¢do de
0,5% para o Tampao de Digestao de Proteina. E um procedimento simples, rapido e eficiente para
a extracao de DNA genbémico de amostras de sangue ou swab bucal, o qual elimina a necessidade
de qualquer reagente organico. Ele envolve lise celular, seguida pela digestao 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 restri¢éo.

Para proteger as amostras de contaminacao, luvas limpas devem ser usadas todo o tempo
durante o processo de extracéao.

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

Instrucdo: 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)

Instrucédo: 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)).
Instrucéo: Estocar a temperatura ambiente.

Etanol 100%

Instrugé@o: Estocar a temperatura ambiente.

Etanol 70%

Instrugcéo: Estocar a temperatura ambiente.
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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.

= Sistema de concentragdao 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 codigos de cor
permitem facilidade no manejo das amostras.

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

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

PRECAUCOES

Todas as amostras de sangue devem ser tratadas como potencialmente infecciosas,
manuseadas na Capela de Fluxo Laminar.

PROCEDIMENTOS

1.
2.
3.

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
leucécitos.

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 digestao de proteina w/SDS e proteinase K (20
mg/ml). Determine o nimero 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 tampédo para proteinas w/SDS é determinado pela multiplicagdo do nimero de
amostras (N + 2) por 395 (395ug por amostra). O total do volume de 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

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

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

Acrescente 400ul de Master Mix em cada amostra. Agite por 15 segundos para dissolver o pellet
(precipitado), com a ponteira + 10 segundos no Vortex.

Coloque as amostras em Banho Maria a 55°C.

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.

Apos as 2 horas de incubacgao, centrifugue os tubos por 5 minutos a 13.000 rpm (na velocidade
maéaxima), ou por 20 minutos a 10.000 rpm, para precipitar os fragmentos celulares.

Separar o0 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.

Acrescente 200ul de Cloreto de Litium 7, 5 M em cada amostra (ou 187,5 ul de Cloreto de Litium
8M).

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).

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 contaminagdes.

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.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
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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.

Centrifugue os tubos a 13.000 rpm por 10 minutos (ou a 10.000 rpm por 20 minutos) para
precipitar o DNA.

Verta cuidadosamente o sobrenadante em um Unico movimento, e vire os tubos em um pedaco
de papel absorvente.

Acrescente 1 ml (1000ug) de Etanol 70% em cada tubo e agite as amostras para dissolver o DNA
precipitado.

Centrifugue as amostras a 13.000 rpm por 5 minutos (ou 10.000 rpm por 15 minutos) para
precipitar o DNA.

Cuidadosamente verta o Etanol 70% em um Unico movimento e vire os tubos em um pedaco de
papel absorvente.

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.

26.

27.

28.

29.

Acrescente 250ul de tampé&o TE-4 esterilizado em cada uma das amostras (ou o volume final
desejado).

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 ressuspensdo do DNA.

Remova as amostras do Banho Maria e agite por 10 segundos cada amostra para ter certeza que
o precipitado foi completamente ressuspendido.

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.

Prossiga para a quantificacdo 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.



