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Resumo: 
A pneumonia adquirida na comunidade é uma infecção contraída fora do ambiente 
hospitalar, a qual acomete, principalmente, as vias aéreas inferiores. Sendo comum 
durante a infância. Classicamente o paciente poderá apresentar sinais clínicos 
como: febre, tosse e dispneia. Durante o exame físico, o qual é imprescindível para 
o diagnóstico, podemos encontrar: retração intercostal, estridor expiratório contínuo 
e murmúrio vesicular diminuído. É comum que esse tipo de infecção seja resultante 
de uma exposição à bactérias. Contudo, não é o único patógeno causador dessa 
doença, podendo ser, também, vírus ou fungos. Os exemplos mais frequentes de 
agentes bacterianos causadores dessa doença são: Chlamydia pneumoniae, 
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e 
Streptococcus agalactiae. Vale lembrar que os agentes mais habituais variam de 
acordo com a faixa etária. Durante a prática clínica além dos recursos de padrão 
clínico e de exame físico, têm-se os exames de imagem (radiografia de tórax) e 
exames laboratoriais mais específicos. Dentre esses temos a hemograma com VHS 
e hemocultura. O presente trabalho procura demostrar à importância do PCR/RFLP 
(Reação em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de 
Restrição) na identificação e caracterização das bactérias através da genotipagem 
do DNA. Sendo assim, verificar qual metodologia de diagnóstico etiológico 
(hemocultura ou PCR/RFLP) possui melhor acurácia na identificação bacteriana em 
pacientes pediátricos com pneumonia adquirida na comunidade. Para coleta de 
dados 50 pacientes pediátricos foram selecionados e atendidos no Hospital Materno 
Infantil de Brasília (HMIB) na faixa etária de zero a doze anos. Os dados colhidos 
consistem em amostras de sangue dos pacientes, segundo critérios pré-
determinados, e informações contidas no sistema de prontuário eletrônico da 
Secretaria de Estado de Saúde – DF (TrakCare). Em seguida, foram realizados 
ambos os exames para cada amostra de sangue colhida e feita a comparação entre 
os resultados obtidos com cada método. A PCR/RFLP foi realizada em três etapas: 
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extração do DNA da amostra; realização da técnica de reação em cadeia da 
polimerase com digestão enzimática utilizando um padrão de digestão com a enzima 
de restrição Hae III a fim de estabelecer diferenças genéticas entre os 
microrganismos e definir qual está infectando o paciente. Por fim, os resultados 
foram concebidos através da análise dos fragmentos de DNA observados nas 
eletroforeses em gel de agarose e poliacrilamida. A hemocultura, por sua vez, foi 
realizada em três etapas, sendo a primeira a coleta adequada da amostra de 
sangue, evitando contaminações que pudessem interferir no resultado final; a 
segunda o adequado armazenamento e transporte do material e a terceira o cultivo 
da amostra em culturas específicas para os agentes etiológicos. Pode-se inferir que 
quando o serviço de saúde disponibiliza esses dois tipos de exame, a hemocultura é 
mais escolhida em detrimento do preço, apesar da PCR/RFLP encontrar o agente 
etiológico mais rapidamente e com maior especificidade e sensibilidade. Com essa 
última técnica, foi definido um padrão etiológico bacteriano comum de Streptococcus 
pneumoniae e Streptococcus agalactiae nas amostras. Contudo, a maioria das 
hemoculturas foi negativa para a pesquisa de gram positivo, gram negativo e 
anaeróbios. 
 
 
 
 
Palavras-Chave: Pneumonia Adquirida na Comunidade; Hemocultura; PCR/RFLP 
(Reação em Cadeia da Polimerase/Polimorfismo de Tamanho dos Fragmentos de 
Restrição). 
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 INTRODUÇÃO  1.
 
 

A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é uma infecção de vias aéreas 

inferiores adquirida fora do ambiente hospitalar. Doenças respiratórias com maior quadro 

de morbidade e mortalidade, como a PAC, causam diversas internações em pacientes 

pediátricos nos países em desenvolvimento. Isso gera um alto custo para a saúde pública, 

o desempenho escolar de crianças fica comprometido e principalmente, a qualidade de 

vida dos pacientes fica prejudicada. (VERAS et al, 2010) 

É comum crianças terem até seis infecções respiratórias agudas por ano, e cerca de 

3% desses desenvolvem pneumonia. (AHMAD et al, 2000) Os principais fatores de risco 

envolvidos estão relacionados com baixo nível socioeconômico, exposição à poluição e a 

alérgenos ambientais, prematuridade e tabagismo passivo. (VERAS et al, 2010) Mais 

fatores evidenciados são relacionados à baixa idade e às comorbidades que, juntamente 

com a gravidade da doença, podem concorrer para o desfecho letal. Outros fatores são 

baixo peso ao nascer, permanência em creche, episódios prévios de sibilos e pneumonia, 

ausência de aleitamento materno e vacinação incompleta. (MONTEIRO, 1985) 

É alarmante o fato de que países em desenvolvimento possuem uma frequência até 

10 vezes maior de casos por 100.000 habitantes do que países desenvolvidos. E mais 

grave ainda é o fato de que, além da frequência maior, possui um quadro de maior 

mortalidade. (MCINTOSH, 2002). De acordo com o Ministério da Saúde, 12% dos óbitos 

das crianças abaixo de cinco anos são de pneumonia. 

O quadro clínico do paciente possui manifestações clássicas, porém pode também 

apresentar manifestações atípicas. Geralmente apresentam um histórico de infecção de 

via aérea superior precedendo o início das manifestações de sua própria doença 

(MICHELOW et al, 2004). 

Classicamente há febre, tosse (quanto mais produtiva, mais grave), dispneia e 

prostração. Porém, pode haver manifestações atípicas, como irritabilidade, cefaleia, 

redução do apetite, vômitos e dor abdominal (BRAMAN, 2006). 

Os achados nos exames são diversos, de acordo com a extensão e a anatomia de 

cada lesão. Dentre eles, taquipneia, retração intercostal, batimento de asa de nariz e 

presença de estridor expiratório contínuo. Durante ausculta, murmúrio vesicular pode 
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encontrar-se diminuído, devido a condensação, derrame pleural e grandes atelectasias. A 

palpação e a percussão podem identificar condensações e derrames extensos. Em 

decorrência das diversas combinações entre os achados, por vezes a clássica síndrome 

de condensação (frêmito tóraco-vocal aumentado, macicez e estertores crepitantes com 

sopro tubário) pode não estar presente. (BRAMAN, 2006; PARLAFOX et al, 2000). 

Por existirem diversos agentes etiológicos e por haver resistência específica de cada 

espécie, por vezes necessita-se do diagnóstico etiológico adequado para se direcionar o 

tratamento. Logo, exames específicos são necessários, principalmente a hemocultura e a 

Reação em Cadeia da Polimerase. (GUSMAN-BLANCO et al, 2000) 

Primeiramente, para a realização da hemocultura, há de se considerar as suas 

indicações: paciente virgem de tratamento, quadro clínico sugestivo, febre ou hipotermia, 

leucocitose ou granulocitopenia absoluta. Vale lembrar que, em casos de suspeita de foco 

de infecção provável, é indicada, também, a coleta de materiais representativos dos outros 

sítios, como líquor, urina, fezes, secreções, abscessos etc. (BRONFE, 1989). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica que permite a amplificação 

de regiões específicas do DNA, o que torna esse método bastante flexível. Ela utiliza 

amplificação “in vitro“ de uma região específica de ácidos nucleicos. A escolha dos primers 

(pequenos fragmentos sintetizados, complementares às sequências do fragmento do DNA 

a ser amplificado) determina a especificidade do teste e permite a amplificação dos ácidos 

nucleicos específicos (MOLINA E TOBO, 2004). 

O objetivo do presente estudo é comparar, de forma sistematizada, a sensibilidade e 

a especificidade do método convencional (hemocultura), considerado como padrão-ouro 

para identificação bacteriana, com o método molecular (PCR-RFLP) para as bactérias 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecium, 

Enterococcus faecalis, Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Haemophilus influenzae e 

Neisseria meningitidis. A comparação foi realizada com amostras de sangue periférico de 

50 pacientes pediátricos do Hospital Materno Infantil de Brasília (HMIB) comprovadamente 

com pneumonia adquirida na comunidade.  
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Os objetivos específicos foram identificar as pneumonias bacterianas, caracterizar o 

perfil bacteriano de cada uma e determinar os agentes etiológicos mais prevalentes na 

amostragem analisada. 
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 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 2.
 

Dentro das pneumonias, na maioria das vezes o agente etiológico não é identificado; 

entretanto, seu conhecimento é de suma importância para o direcionamento do 

tratamento. (AHMAD et al, 2000) 

Os agentes etiológicos bacterianos mais comuns são: Chlamydia trachomatis, 

Chlamydia pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e 

Haemophilus influenzae. Vale ressaltar que cada idade possui um patógeno específico. 

(MCINTOSH, 2002)  

No quadro clínico, a primeira coisa que se deve identificar é se a infecção é de vias 

aéreas superiores ou inferiores. Levando em consideração que as histórias clínicas são 

variadas em ambos os tipos, pode-se tornar um desafio para o clínico executar tal 

diferenciação. Além disso, existe um padrão constante dentro da PAC, que é um histórico 

de infecção de via aérea superior precedendo o início das manifestações de sua própria 

doença. (MICHELOW et al, 2004). 

Outra coisa que se pode diferenciar (de forma grosseira) é se a etiologia é viral ou 

bacteriana, de acordo com o padrão de febre e prostração do paciente (excluindo crianças 

abaixo dos três meses de idade, que possuem um padrão mais afebril). Em etiologias 

virais, a febre e a prostração cedem após o uso de antipiréticos e banhos térmicos. Já em 

infecções bacterianas, a febre costuma não se extinguir e o quadro de prostração 

normalmente se mantém. (MICHELOW et al, 2004) 

A gravidade do quadro clínico é diretamente proporcional a intensidade de febre, tosse 

mais produtiva e prostração mais evidente. (HEISKANEN-KOSMA et al, 1998) 

O direcionamento para o tratamento se deve pelo conhecimento do patógeno que está 

infectando o paciente. Cada etiologia possui um espectro com sensibilidade e um com 

resistência. Pneumococos são resistentes principalmente à penicilina e, em menor 

frequência, aos macrolídeos e ao cotrimoxazol, sendo sensíveis às cefalosporinas de 

terceira geração. O H. influenzae é um produtor de beta-lactamase, gerando um 

tratamento mais específico. O S. aureus está aumentando sua resistência a oxacilina; 

contudo, ainda apresentam sensibilidade a glicopeptídeos. Os melhores fármacos para o 
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tratamento de M. pneumoniae e C. pneumoniae são os macrolídeos. (GUSMAN-BLANCO 

et al, 2000)  

Para obtenção do diagnóstico etiológico, devem-se realizar exames específicos, e os 

abordados pelo trabalho serão hemocultura e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). 

Para se obter uma melhor coleta de uma amostra de hemocultura, deve-se ter em 

mente o correspondente a uma punção. Cada punção, por sua vez, corresponde a dois 

frascos para adultos ou a um frasco para pacientes pediátricos de até 13 kg. Recomenda-

se coletar, no mínimo, de duas a quatro amostras por episódio infeccioso, o que permite o 

isolamento do agente bacteriano em mais de 95% dos eventos. Isso se justifica na 

premissa da positividade cumulativa de hemoculturas, ou seja, quanto maior a proporção 

do número de hemoculturas positivas em função do número total de amostras coletadas, 

maiores as chances de se tratarem de bacteremias verdadeiras, visto que os 

contaminantes geralmente crescem somente em uma amostra (quando duas ou mais são 

obtidas). Portanto, a coleta de uma amostra única deve ser inibida, já que um número 

substancial de bacteremias pode não ser detectado e impossibilita a discriminação de 

possíveis contaminantes. (ELMOR, 2012).        

Em casos que o paciente estiver em vigência de antimicrobianos, as hemoculturas 

devem ser obtidas imediatamente antes da administração da próxima dose, para evitar 

resultados falso-negativos. Dá-se preferência a coletas por punção venosa, tão logo se 

inicie o aumento de temperatura do paciente.  

Além disso, como a coleta de sangue arterial não está associada com aumento da 

sensibilidade, sua recomendação é quase inexistente, visto que sua técnica é mais 

invasiva e propensa a contaminações secundárias maiores.  Cada amostra deve ser 

coletada de punções separadas e de sítios anatômicos diferentes, entretanto, vários 

frascos com sangue de uma mesma punção são considerados uma mesma amostra ou 

cultura de sangue. 

Não há diferenças na recuperação de hemoculturas num período de 24 horas quando 

obtidas simultaneamente ou em intervalos separados. As hemoculturas, 

preferencialmente, não devem ser coletadas a partir de cateter, exceto para diagnóstico de 

infecção relacionada ao dispositivo.  As respectivas coletas devem ser representadas por 
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um mesmo volume de sangue, para que sejam comparáveis quanto ao tempo de 

positividade. (THOMSON e col., 1991)                    

Em casos de pacientes pediátricos, o volume ótimo de sangue ainda não foi tão bem 

definido, mas os dados da literatura demonstram que há uma possível relação direta entre 

o volume de sangue obtido e a detecção de infecção da corrente sanguínea (ICS). Em 

estudos anteriores, já foi demonstrado que amostras de sangue com volume maior ou 

igual a 1ml detectaram mais bacteremias que amostras com volumes inferiores. 

(KELLOGG e col, 2003; COCKERILL, 2004) Portanto, a bacteremia de baixo grau, com 

contagem inferior a 10 UFC/ml (Unidades Formadoras de Colônias/ml) ocorria em cerca de 

68% dos lactentes até dois meses e em cerca de 60% das crianças do nascimento até 15 

anos. Mas, em 23% dos episódios, tinha contagem inferior ou igual a 1 UFC/ml. 

(WASHINGTON, 1998). 

Com o advento das técnicas em biologia molecular, surgiu a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR). Esta técnica é baseada em uma reação de replicação in vitro, na qual 

se obtém o enriquecimento específico de DNA (ácido desoxirribonucleico) por meio de sua 

duplicação, em modo exponencial. A técnica de PCR é tão sensível que, em princípio, uma 

única molécula de DNA pode, em teoria, servir como molde para a amplificação. Assim, 

um gene presente no genoma de um patógeno pode ser amplificado, podendo ser 

posteriormente visualizado em gel de agarose e/ou poliacrilamida, dependendo do 

tamanho do fragmento (ALBERTS et al., 2002). A escolha dos primers (pequenos 

fragmentos sintetizados, complementares a sequencias do fragmento do DNA a ser 

amplificado) determina a especificidade do teste e permite a amplificação dos ácidos 

nucleicos específicos. (MOLINA E TOBO, 2004). 

Essa ferramenta na detecção e identificação de bactérias e de outros patógenos em 

diversas infecções tem sido aventada uma vez que a viabilidade dos microrganismos, 

bactérias ou fungos tem-se mostrado de difícil obtenção em cultura. Esse fato é visto, 

principalmente, em pacientes graves ou que fazem uso de antibioticoterapia. 

Apesar da especificidade e da sensibilidade variarem bastante na literatura, estudos 

feitos por Michelow et al mostraram que estes testes apresentam alta sensibilidade (92%) 

e especificidade (88%). Apesar disso, é certo que a técnica da PCR trouxe enormes 

benefícios para o diagnóstico rápido e precoce de doenças infecciosas, tendo maior 

http://infectopedia.com/#Referencias
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precisão, produtibilidade, acurácia, velocidade na análise, melhor controle de qualidade e 

menor risco de contaminação. (NOVAIS et. al.,2004; MICHELOW et al, 2002). 

Os métodos de amplificação do DNA oferecem grande vantagem do aumento da 

sensibilidade para identificação de patógenos virais, bacterianos e fúngicos. Por esse fato, 

ele é de grande utilidade no diagnóstico etiológico das pneumonias. Vários métodos de 

PCR foram avaliados para a detecção de S.pneumoniae em amostras, como sangue total, 

plasma, líquido pleural e aspirado pulmonar, mas os resultados são muito discrepantes. 

(RODRIGUES et al, 2002). 

Quando o patógeno a ser identificado é uma bactéria, a região do genoma escolhida 

para análise (reconhecida pela comunidade internacional de microbiologistas) é a que 

codifica o gene 16S do RNA (ácido ribonucléico) ribossomal (rRNA) bacteriano. Este gene 

é um ótimo marcador genético por estar presente na grande maioria das espécies 

bacterianas e não acumular mutações dentro de uma mesma espécie com o passar do 

tempo.  

A sequência de nucleotídeos de uma infinidade de espécies vem sendo disponibilizada 

para utilização pública (JANDA & ABBOTT, 2007). Sendo assim, a detecção de bactérias 

pode ser feita pelo isolamento, por PCR, da região 16S rRNA de amostras de DNA 

bacteriano, extraído de amostras biológicas humanas infectadas. Uma vez que a presença 

do patógeno foi detectada, a região 16S rRNA isolada é clivada com enzimas de restrição 

específicas, gerando fragmentos de tamanhos singulares para cada bactéria, 

possibilitando, assim, sua identificação devido ao padrão de clivagem obtido. A técnica de 

PCR associada com a digestão enzimática por enzimas de restrição é designada de PCR-

RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase associada ao Polimorfismo do Tamanho dos 

Fragmentos de Restrição). (JANDA & ABBOTT, 2007). 

A determinação da suscetibilidade bacteriana a um antimicrobiano em um paciente é 

importante para o êxito na terapia desses, quando infectados. Essa necessidade surgiu 

com o aumento da resistência bacteriana e com o aparecimento de bactérias 

multirresistentes a vários antimicrobianos. Os testes são necessários não apenas para a 

terapia, mas para acompanhar o desenvolvimento dos microrganismos resistentes e dos 

genes de resistência na comunidade e nos hospitais.  
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Os sistemas de detecção baseados nos ácidos nucléicos oferecem métodos rápidos e 

sensíveis para detectar a presença dos genes de resistência e desempenhar um papel 

crítico na elucidação dos mecanismos de resistência. Dentre os métodos moleculares úteis 

na detecção da resistência, temos a hibridização molecular, a Reação da Polimerase em 

Cadeia (PCR) com diversos tipos de oligonucleotídeos e marcadores, o polimorfismo de 

conformação de fita simples do PCR (PCR-SSCP), Branched DNA, PCR em Tempo Real e 

eletroforese em gel com campo pulsado (PFGE). A variedade das técnicas moleculares 

utilizadas em aplicações diagnósticas demonstra que não há técnica universal que seja 

ótima para detecção de ácidos nucléicos.  

Os principais problemas nas emergências hospitalares, quando o assunto é o 

diagnóstico de infecções bacterianas, são a falta de rapidez, de especificidade e de 

eficiência no processo. Isso se dá devido ao fato do quadro clínico ser inespecífico e a 

análise laboratorial ser demorada, uma vez que o padrão-ouro para o diagnóstico é a 

cultura microbiana, procedimento este que pode levar até duas semanas, quando há 

sucesso. A necessidade de se iniciar o tratamento do paciente com antimicrobianos antes 

mesmo da coleta do material para análise pode também contribuir para a falta de êxito 

destas metodologias nos diagnósticos. 

Com o advento das técnicas do DNA recombinante, a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) associada à ação das enzimas de restrições (RFLP), assim como outras 

metodologias de hibridizações moleculares permitiram o aumento da sensibilidade 

(detectando menos que 10 organismos por mililitro de líquor) e da rapidez 

(aproximadamente 48 horas) dos diagnósticos em infecções bacterianas e fúngicas.  

Desta forma, metodologias moleculares associadas ao quadro clínico dos pacientes, 

juntamente com técnicas bioquímicas e microbiológicas já existentes, podem propiciar uma 

rápida e eficaz identificação bacteriana, favorecendo um diagnóstico mais preciso e um 

tratamento mais específico de diversas patologias.  
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 METODOLOGIA 3.

 

3.1. Descrição da amostra 

 Trata-se de um estudo prospectivo que foi desenvolvido no Hospital Materno Infantil 

de Brasília (HMIB), no período de março de 2017 a julho de 2017. Foram incluídos 

cinquenta pacientes internados na unidade de pediatria, com suspeita clínica de 

pneumonia adquirida na comunidade. A esses pacientes, familiares ou responsáveis foram 

apresentados o projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido. 

 Critérios de Inclusão: Foram incluídos na pesquisa os pacientes com suspeita clínica 

de pneumonia adquirida na comunidade internados na unidade de pediatria e paciente 

cujo responsável preencheu o Termo de Livre Consentimento Esclarecido aceitando 

participar da pesquisa.          

 Critério de Exclusão: Paciente cujo responsável não aceitou participar da pesquisa; e 

pacientes que não preencherem os critérios de inclusão anteriormente citados.  

3.2. Coleta e estocagem das amostras biológicas 

O primeiro critério para a inclusão de pacientes neste estudo foi a idade, que incluiu 

as seguintes faixas etárias: recém-nascido (até 28 dias); lactente (29 dias até 24 meses); 

pré-escolar (24 meses e 1 dia até 5 anos); e escolar (5 anos e 1 dia até 12 anos 

completos).  A segunda etapa de escolha do espectro amostral foi a avaliação do quadro 

clínico dos pacientes, realizada no pronto-socorro (PS) do HMIB. Após a anamnese e 

avaliação médica dos pacientes, foram considerados aqueles com quadro sugestivo de 

pneumonia adquirida na comunidade, para prosseguimento da coleta de dados para a 

pesquisa.            

 Foram considerados pacientes que não tinham iniciado antibioticoterapia, assim 

como os que já tinham iniciado o tratamento.       

 A sintomatologia esperada para inclusão do paciente no estudo devia compreender 

os seguintes sinais/sintomas: em recém-nascidos e lactentes (febre ou hipotermia, tosse 

seca ou produtiva, coriza, taquipneia e/ou dispneia); em pré-escolares e escolares (tosse 

seca ou produtiva, febre, exacerbação dos sintomas e manutenção da febre em período 

superior a 48 horas, sinais semiológicos como submacicez à percussão, crepitações, 
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diminuição de murmúrios vesiculares fisiológicos).       

 Também estão inclusos os seguintes achados radiológicos para que o paciente faça 

parte do espaço amostral, independente da idade, por ser extremamente útil ao 

diagnóstico: consolidações alveolares, opacificação de borda cardíaco, velamento de seio 

costofrênico e opacificações reticulares.        

 Por fim, a terceira etapa de escolha do espectro amostral para seleção de pacientes 

foi a realização dos exames de hemocultura, nas dependências do Laboratório Bios, 

ocorrendo o mesmo para a reação de cadeia da polimerase e o processo de digestão 

enzimática do DNA amplificado (PCR-RFLP), para a confirmação do diagnóstico etiológico 

de pneumonia adquirida na comunidade.       

 Foram colhidos sangue periférico para realizações de exames pelos métodos de 

hemocultura em frascos específicos pediátricos da marca BD e com anticoagulante 

(EDTA), para realização do PCR-RFLP descrita por Jang-Jih Lu e colaboradores (2000).

 As amostras seguiram para o laboratório de microbiologia para realização de 

hemocultura, enquanto, as amostras de sangue em EDTA seguiram para extração de DNA 

total. Em seguida, o DNA total extraído (DNA do paciente possivelmente misturado com o 

DNA bacteriano) foi submetido à reação em cadeia da polimerase (PCR) com 

oligonucleotídeos (primers) específicos para a região 16S rRNA bacteriana. Neste 

procedimento foram usados dois controles: (i) controle positivo: DNA obtido de amostras 

bacterianas após cultura in vitro em meio líquido do espécime bacteriano Escherichia coli; 

(ii) controle negativo: reação realizada sem a presença de DNA de nenhuma espécime. 

 Na metodologia PCR-RFLP, o produto de PCR obtido foi analisado inicialmente em 

gel de agarose 2 %, sendo que em seguida foi digerido com a enzima de restrição Hae III 

(Haemophilus aegypticus), procedimento capaz de identificar os seguintes espécimes 

bacterianos: Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Mycobacterium 

tuberculosis, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, 

Proteus mirabilis, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis. Para identificação dos 

espécimes Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 

pneumoniae, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Serratia marcescens e Enterobacter cloacae se faz necessária a digestão 

com as enzimas de restrição Mnl I (Moraxella nonliquefaciens), Alu I (Arthrobacter luteus), 
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Dde I (Desulfovibrio desulfuricans) e BstB I (Bacillus stearothermophilus B225) uma vez 

que este grupo de bactérias apresenta espécies com o mesmo perfil de digestão para a 

região 16S rRNA. Por fim, os perfis de digestões das amostras e do controle positivo foram 

visualizados e analisados em gel de poliacrilamida 6%.     

 Análise Estatística: Foi realizada estatística descritiva com frequências e 

proporções.  Aspectos Éticos: Este estudo foi realizado após aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Materno Infantil de Brasília (HMIB), 

tendo como base a Resolução 196/96 CNS/MS. 

3.3. Extração de DNA 

 Nas amostras de sangue, foi utilizado o método conhecido como “Salting Out” 

modificado. Este método consiste das seguintes etapas: (1) Alíquota de 300 L da amostra 

de sangue em microtubo estéril e identificado; (2) adicionar 1,0 mL de tampão de lise de 

células vermelhas (SLR), agitar em vórtex, centrifugar a 4000 G durante 3 minutos, 

desprezar o sobrenadante; (3) Repetir a etapa 2 até completar a lise das hemácias; (4) 

Adicionar 500 L de tampão de lise de células brancas (SLB), juntamente com 4,0 L da 

solução de proteinase K, submeter ao vórtex e centrifugação durante 10 segundos; (5) 

Incubação a 56ºC durante 2 horas ou 42ºC durante 18 horas; (6) Adicionar 200 L de NaCl 

6,0 M; (7) Vórtex até obtenção de uma solução de aspecto claro; (8) Centrifugar durante 3 

minutos a 12000 G; (9) Transferir o sobrenadante para outro microtubo; (10) Adicionar 700 

 L de isopropanol; (11) Agitar por inversão do tubo, até obtenção do DNA; (12) 

Centrifugação durante 5 minutos a 7000 G; (13) Descartar o sobrenadante e lavar o 

precipitado com solução de etanol 70%; (14) Descartar o etanol e deixar as amostras 

secando à temperatura ambiente ou em centrífuga à vácuo; (15) Diluir a amostra em 50 a 

100 L de TE4 ou água conforme a intenção de conservar o DNA extraído por mais 

tempo. O DNA diluído em água permanece por mais tempo sem sofrer degradação.   

3.4. Quantificação do DNA 

 Feito gel de agarose 0,8%. Foi utilizado cuba GNA 200 (Pharmacia): preparado 150 

mL de agarose, suficiente para amostras de até 15 L, três pentes de 22 poços (5 x 1mm). 

As amostras foram diluídas com água deionizada na proporção 1:40.   
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 Preparação das amostras de DNA: 8 L amostras diluídas, 4 L do tampão de 

amostra 5X. O volume total da amostra aplicado no gel foi de 12 L. O tampão de corrida 

utilizado foi TBE 1X. As condições de corrida foram 75 V/115 mA durante um período de 1 

a 2 h.            

 Após realização da eletroforese, o gel foi colocado dentro de uma solução aquosa 

com brometo de etídio (10 mg/mL) durante 30 min. Posteriormente, o gel foi lavado com 

H2O deionizada, as amostras foram analisadas em um transiluminador UV e depois 

fotografadas em máquina polaroid. Durante a exposição ao UV, as amostras de DNA 

foram comparadas com um padrão de quantificação obtido em espectrofotômetro. 

 As amostras quantificadas foram diluídas e feitas alíquotas inicialmente em 

concentrações de 250 ng/L, sendo que após essa etapa foram feitas sub-alíquotas de 25 

ng/L, como solução-trabalho. Com isso, foi dado início às amplificações das amostras, 

porém, foi estabelecida a condição ideal para realizações das PCR para cada loco, 

verificando a qualidade e concentração do DNA obtido após as extrações com a finalidade 

de utilizar DNA não-degradado, assim como padronizar a quantidade de DNA em cada 

reação. 

3.5. Preparo de amostras para reação de PCR 

H2O= 1µL 

Primer= 3µL 

Pré Mix= 2µL 

DNA= 4µL (100g/µL) 

3.6. Técnica de PCR  

Para realizar a PCR, primeiramente, teve que considerar quatro etapas distintas: 

coleta da amostra de maneira adequada; extração do DNA da amostra; realização da 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em si; avaliar o resultado em 

eletroforese. Pois bem, para coleta do material usou-se sangue periférico. Entretanto, para 

evitar a coagulação e hemólise, com posterior presença do grupo heme, que é um potente 

inibidor da reação em cadeia da polimerase (PCR), foi utilizado como anticoagulante para 

as amostras EDTA (ácido etilenodiamino tetracético). Portanto, o sangue de volume inicial 
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de cerca de 2 ml foi colhido com o EDTA e armazenado por 24 a 48 horas a -4 °C, sendo 

posteriormente encaminhado para extração do DNA.      

 Em sequência, para a extração do DNA foi também utilizado um protocolo da 

empresa Qiagen para avaliar o rendimento e qualidade do DNA obtido dos pacientes. 

Nesse protocolo, após realizar a limpeza do fluxo laminar com etanol 70%, é mantido por 

15 minutos sob luz ultravioleta para destruir DNA residual de outras espécies que estejam 

presentes.             

 Foi utilizado 200L de amostra de sangue total, com adição posterior de 20L de 

proteinase K. Após isso, foi adicionado 200L de tampão AL (kit Qiagen), e submetido ao 

vórtex durante 15 segundos.         

 A amostra foi incubada a 56°C por no mínimo 10 minutos, sendo centrifugado por 2 

segundos, logo após, foi adicionado 200L de Etanol P.A. na amostra, sendo submetida 

ao vórtex por 15 segundos e à centrifugação novamente por 2 segundos. 

Após essas etapas, as amostras foram aplicadas nas colunas do kit. A seguir foram 

centrifugadas a 8.000 rpm durante 3 minutos (até o líquido passar completamente pela 

coluna).            

 Os tubos coletores foram descartados, sendo que as colunas foram transferidas 

para outros tubos coletores. Foi adicionado 750L de tampão AW1, sendo que a seguir as 

amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm durante 3 minutos. Descartaram-se os tubos 

coletores, sendo as colunas transferidas para outros tubos. Foi adicionado 750L de 

tampão AW2 a cada amostra, sendo centrifugadas a 8.000rpm por 3 minutos. Os tubos 

coletores foram descartados e as colunas transferidas para novos tubos coletores. 

 A seguir as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 1 min, até secarem as 

membranas, os produtos foram transferidos a colunas para depois serem colocadas em 

um novo tubo de 1,5 mL.          

 As tampas foram abertas cuidadosamente, sendo adicionados 25L de tampão AE 

(ou água destilada levemente aquecida a aproximadamente 37 ºC durante 1 hora, para 

aumentar o rendimento da eluição do DNA).      

 Posteriormente, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto, 

sendo centrifugadas a 8.000 rpm durante 1 minuto. Foram repetidas as últimas etapas no 

sentido de obter maior quantidade de material.       
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 Ao final da extração o fluxo laminar foi limpo com hipoclorito a 2%. Em seguida foi 

utilizado etanol 70% e deixado a luz ultravioleta ligada por aproximadamente 1 hora. 

 As amostras contendo em princípio DNA foram dispostas em géis de agarose a 2 % 

com o corante brometo de etídio. As amostras de DNA foram colocadas em poços no gel, 

em seguida, foi aplicada uma voltagem durante 30 minutos para proporcionar a separação 

ideal das amostras. Ao desligar a corrente, as sequências que tinham incorporado o 

corante, apresentavam o DNA visível na presença de luz UV. Esse DNA foi comparado 

com outra amostra utilizada como padrão com a finalidade de avaliar a qualidade e 

concentração do DNA.  

3.7. Digestão – Utilizando as enzimas de restrição 

Nas figuras 1 e 2 têm-se gel de agarose a 2 %, demonstrando estudos prévios 

utilizando DNA bacteriano e as diversas enzimas de restrições que foram utilizadas, como 

referências para curva de conhecimento do perfil enzimático para as diversas amostras.  

Figura 1: Padrão de digestão da enzima de restrição Hae III                                               

 

Nota: Coluna 1,  S. aureus; Coluna 2, S. epidermidis; Coluna 3, S. pyogenes; Coluna 4, S. agalactiae; 

Coluna 5, S. pneumoniae; Coluna 6, E. faecium; Coluna 7, E. faecalis; Coluna 8, M. tuberculosis; Coluna 

9, L. pneumophila; Coluna 10, E. coli; Coluna 11, K. pneumoniae; Coluna 12, S. marcescens; Coluna 

13, E. cloacae; Coluna 14, P. aeruginosa; Coluna 15, A. baumannii; Coluna 16, P. mirabilis; Coluna 

17, H. influenzae; Coluna 18, N. meningitidis; Coluna M significa marcador de massa molecular em pares de 

base (pb). 
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Figura 2: Padrão de digestão do produto de PCR dos primers universal 

 

Nota: Coluna M é o marcado molecular em pares de base (pb);  

(A) Enzima de restrição  Mnl I para: coluna 1- S. aureus; coluna 2 - S. epidermidis. 

(B) Enzima de restrição AluI para: coluna 1 - S. pneumoniae ; coluna 2 - E. faecium; coluna 3 - 

E. faecalis. 

(C) Enzima de restrição DdeI para: coluna 1 - E. coli; coluna 2 - K. pneumoniae; coluna 3 - 

S. marcescens; coluna 4 - E. cloacae. 

(D) Enzima de restrição BstBI para: coluna 1 - E. coli; coluna 2 - K. pneumonia; coluna 3 - 

S. marcescens; coluna 4 - E. cloacae. 

Ao retirar, cuidadosamente, o óleo mineral dos tubos com a inscrição Bac 1 e Bac2, 

juntou-se as amostras (produtos da PCR) em um único tubo. Foram identificados cinco 

tubos com o nome das cinco enzimas (Hae III, Dde I, Alu I, Mnl I e BtstB I) e outro com CP 

(controle positivo). 

ENZIMA TAMPÃO 

Hae III Restriction Endonuclease Buffer SM (Sigma; tampa verde) 

Dde I Restriction Endonuclease Buffer SH (Sigma; tampa vermelha) 

Alu I Buffer SA (Sigma; tampa roxa) 

Mnl I Buffer G (tampa verde; com G em cima) 

BstB I NEBuffer 4 (tampa branca com 4 em cima) 
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Nos tubos identificados com o nome das enzimas adicionou-se: 

1. 10L do DNA amplificado (produto da PCR). 

2. 7L de H2O MilliQ. 

3. 2L do tampão (correspondente a cada tipo de enzima). 

4. 1L da enzima de restrição. 

No tubo identificado com CP (Controle Positivo) adicionou-se: 

1. 5L do DNA amplificado (produto da PCR). 

2. 12L de H2O MilliQ. 

3. 2L do tampão (correspondente a cada tipo de enzima). 

4. 1L da enzima de restrição. 

3.8. Limpeza das placas para eletroforese de poliacrilamida 

 Deixado em solução de NaOH 1M por 12 horas; 

 Lavado as placas em uma pia apropriada, sempre na posição vertical, utilizando uma 

esponja reservada apenas para limpeza das mesmas com detergente neutro 

(Alconox), esfregando com o lado macio da esponja (lado amarelo); 

 Deixado no escorredor e jogar água fervendo; 

 Deixado secar a temperatura ambiente. 

3.9. Montagem das placas no cassete 

 Observar os lados das placas: o lado numerado das placas deve ser o externo 

 Posicionamento das placas: placa grande: corte para baixo, placa pequena: 

chanfradura para cima.  

As sequências de primers utilizadas foram: 

(1) Primer U1: (F) 5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3' (Corresponde aos 

nucleotídeos de 518 a 537 do gene da E. coli 16S rRNA gene 

Volume total da 

digestão = 20L  

Volume total da 

digestão = 20L  
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(2) Primer U2: (R) 5'-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3', correspondendo aos 

nucleotídeos 1513 a 1491 do mesmo gene. 

3.10. Condições para amplificação por PCR 

Foi usado 50 ng de DNA genômico, com tampão para PCR (10 mM Tris-HCl, pH 

8.3; 50 mM KCl; 2.5 mM MgCl2;
 0.001% gelatina; concentração de 0.2 µM de cada primer; 

concentração de  0, 2 mM de cada deoxinucleosideo trifosfato; 2,5 U of Taq DNA 

polymerase (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) para um volume final de 50 µl de reação. 

 O Programa para PCR foi: (a) Desnaturar a 94°C por 10 minutos; (b) 35 ciclos de  

desnaturação de 1,0 minutos a 94°C; (c) Temperatura de anelamento a 55°C durante 1,0 

minutos; (d) Extensão durante 2 minutos a  72°C; (e) Incubação por 10 minutos a 72°C; (f) 

Temperatura de 4,0 ºC para repouso.        

 Para evitar a contaminação de DNA externo ou residual as amostras foram pré-

incubadas com 50 U de DNase I durante 30 min a 37ºC. DNase I foi posteriormente 

desnaturada pelo aquecimento a 95ºC por 10 minutos. Foram visualizados fragmentos 

entre 287 pb para o primer interno  e outro com 709 pb para o primer externo. Testes 

foram realizados com outras combinações dos primers entre si. 

Para a PCR é preciso identificar os tubos eppendorf com as seguintes inscrições: 

 Bac 1 (amostra para identificação de bactéria); 

 Bac 2 (amostra para identificação de bactéria); 

 CP (controle positivo: E. coli); 

Obs: Para fazer a digestão é necessário 60L de amostra, sendo assim, é 

necessário preparar 3 amostras para identificação bacteriana para cada paciente.  
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Pipetar nos tubos: 

1. DNA extraído: 5L de em cada tubo (6 tubos para cada paciente) e 

5L do Controle Positivo (Meningite) em outro tubo.  

2. Primers: 3L (Primer F - 1,5L e Primer R - 1,5L); H2O MilliQ (ou 

Nuclease water free): 5L; 

3. Go taq polimerase: 12,5L ; 

4. Adicionar uma gota de óleo mineral em cada tubo. 

Foram utilizados tubo para PCR de 500 L. Foi preparado um volume de mistura de 

reação para o total de amostras considerando uma amostra extra para margem de 

segurança devido à possível variação de volume ao pipetar.      

 Foi utilizado uma gota de óleo mineral em cada tubo contendo a reação de 

amplificação.            

 Todos os tubos foram mantidos no gelo durante o procedimento. O termociclador foi 

da marca PTC 100 da empresa MJ Research.       

 Após as reações as amostras eram removidas e estocadas a 4ºC, tendo sido 

separadas das amostras de pré - PCR e reagentes. 

3.11. Quantificação dos produtos de PCR em gel de agarose 2,0% 

Antes de iniciarmos o processo de verificação da amplificação as amostras que 

estavam estocadas a 4  C, foram deixadas à temperatura ambiente durante 

aproximadamente 5 minutos, homogeneizadas no vórtex por 15 segundos e centrifugadas 

a 13000 rpm por 5 segundos. Após isso, foi adicionado 6 L de cada produto de PCR  

relacionado a cada amostra, em tubos separados a 4  L de tampão de amostra, 

homogeneizados e centrifugados a 13000 rpm por 5 segundos, imediatamente antes da 

aplicação no gel. A eletroforese ocorreu em gel de agarose 2,0%, preparado conforme 

SAMBROOK (1989). Foi adicionado 5L de brometo de etídio 10 mg/mL para cada 100 

mL de gel, o volume preparado variou conforme o número de amostras analisadas. 

 A eletroforese foi iniciada com uma voltagem de 40 V e após as amostras terem 

Volume 
total da PCR 

em cada 
tubo = 25L 
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penetrado no gel a voltagem foi aumentada para 100V. O tampão utilizado foi TBE 1X. 

Após aproximadamente 30 minutos, eletroforese foi interrompida e o gel foi submetido à 

visualização em transiluminador de luz UV (Ultra-Violeta) para verificar se tinha ocorrido 

amplificação das amostras. Aquelas que se apresentavam amplificadas foram separadas 

para serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. As amostras não 

amplificadas foram desprezadas e oportunamente foi realizada nova amplificação a partir 

da alíquota de DNA estoque.         

 Antes de realizar a eletroforese em poliacrilamida, as amostras foram analisadas em 

agarose para certificar se haviam sido amplificadas (figura 3). 

 Figura 3: Verificação de resultado de amplificação de microssatélites em gel de agarose 

2%, demonstrando três bandas, que correspondem a três locos (Sistema Multiplex). Esse 

tipo de gel não permite discriminar os alelos. Preparação das placas de vidro para 

eletroforese em gel de poliacrilamida 

  

A placa maior foi preparada com uma solução repelente (Repel) para prevenir a 

aderência do gel a esta. A placa menor foi tratada com metacriloxipropiltrimetoxisilane para 

aderir o gel à placa.           

 As placas foram mantidas separadas para evitar a contaminação cruzada entre 

elas; identificadas do lado não-tratado com as soluções de aderência e repelente. A placa 

menor foi tratada todas às vezes antes de ser utilizada e a maior, a cada 3 géis. Para 

limpeza, foram submersas em solução de hidróxido de sódio 0,2M durante 2h.  

 Após o que as placas eram enxaguadas em água corrente e, a seguir, com água 

deionizada. Antes do uso imediato das placas o procedimento realizado era o seguinte: 

 1) Todas as placas foram limpas com etanol 95% utilizando-se papel toalha antes 

do uso;            
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2) Na preparação da placa maior foi aplicado 5 mL de solução Repel sobre a 

superfície não-identificada. A solução foi espalhada sobre toda a superfície com papel 

toalha. Após secar durante cinco minutos, foram removidos os excessos com papel toalha 

úmido com água deionizada e secada com papel toalha seco. Retirado o excesso 

repetindo o procedimento três vezes;       

3) A placa menor foi preparada utilizando uma solução aderente. Essa foi preparada 

no interior da capela adicionando 3 L de metacriloxipropiltrimetoxisilane a 3 mL de ácido 

acético 0,5% em etanol 95% (15 L  de ácido acético em 2985 L de etanol). A solução foi 

homogeneizada e aplicada sobre a superfície da placa que não estava identificada. 

Espalhada a solução com papel toalha sobre toda a superfície. Foi deixado secar durante 

cinco minutos. As placas foram limpas por três vezes com papel toalha úmida com etanol 

95% para remover o excesso da solução de aderência;     

 4) As placas foram separadas com espaçadores de 0,4 mm colocados entre a placa 

maior e menor. Inicialmente, os espaçadores foram fixados na extremidade com fita. 

Foram colocados grampos de metal no meio e em uma das extremidades para manter os 

espaçadores no lugar. O gel em fase líquida era colocado sobre a superfície da placa 

maior, à medida que o gel era adicionado à superfície da placa maior, este era espalhado 

com a placa menor sendo empurrada contra a maior, e de maneira rápida e sem levantar 

para evitar a formação de bolhas. 

3.12. Preparação de gel de poliacrilamida 

 Para a realização da eletroforese foi preparado gel de poliacrilamida devido ao seu 

elevado nível de resolução para fragmentos na faixa de 100 até 1000 pb. Como foi 

utilizada uma cuba de eletroforese própria para seqüenciamento manual e análise de 

polimorfismos de microssatélites e minissatélites, o volume final de gel preparado para 

cada placa foi de 75 mL para uma dimensão de 31,0 cm de largura, por 38,5 cm de altura 

e 0,4 mm de espessura.          

 A preparação do gel com característica desnaturante e concentração a 4% foi com 

7,50 mL de solução de acrilamida:bis-acrilamida 40% (19:1), 3,75 mL de TBE 10X, 31,5 g 

de Uréia e  q.s.p para  75 mL com água miliQ.        

 A preparação do gel com característica desnaturante e concentração a 6% foi com 
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11,25 mL de solução de acrilamida:bis-acrilamida 40% (19:1), 3,75 mL de TBE 10X, 31,5 g 

de Uréia e  q.s.p para  75 mL com água miliQ.        

 A preparação do gel com característica desnaturante e concentração a 8% foi com 

15 mL de solução de acrilamida:bis-acrilamida 40% (19:1), 3,75 mL de TBE 10X, 31,5 g de 

Uréia e  q.s.p para  75 mL com água miliQ. Todas as soluções foram misturadas e 

homogeneizadas tomando-se cuidado para não ocorrer a formação de bolhas no momento 

de aplicar o gel sobre a placa de vidro. Para ocorrer a polimerização de cada gel foi 

adicionado 40 L de TEMED e 400L  de persulfato de amônio 10%  preparado no 

momento de utilizá-lo, sendo que o tempo médio para essa reação foi de 2 h.  

 Após a polimerização e remoção dos grampos, as placas foram colocadas na cuba 

de eletroforese. A câmara superior foi preenchida com aproximadamente 700 mL e a 

inferior com aproximadamente 300 mL do tampão de corrida TBE 1X. Cuidadosamente, os 

pentes foram colocados, sendo removidas as impurezas utilizando uma pipeta de 1,0 mL.

 As condições de pré-corrida foi de uma potência inicial de 60W, durante 10 minutos. 

3.13. Preparação das amostras 

 A preparação das amostras foi de 3,0 L do produto de PCR e 3,0 L do tampão de 

amostra (loading buffer). Em média a cada 10 amostras foi utilizado 1,5 L de escada 

alélica misturada a 1,5 L de tampão de amostra.  

3.14. Eletroforese 

 Foram utilizados géis desnaturante 6%, sendo que foi aplicado uma potência inicial 

de 80W durante 5 min. até as amostras entrarem no gel, logo após a potência foi reduzida 

para 40W. O tempo de corrida foi em média de 55 min. 

3.15. Coloração com Nitrato de Prata 

 A coloração do DNA por nitrato de prata é um método considerado rápido e sensível 

(BASSAM et alli 1991). Logo após o término da eletroforese as placas contendo o gel eram 

colocadas em repouso por alguns minutos para as placas esfriarem, sendo que a seguir 

estas desmontadas e colocadas em uma solução de fixação com ácido acético 10%. 

 Foi utilizada para coloração uma solução de prata 0,1% (2,0 g de nitrato de prata 

em 2000 mL de água).         
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 Imediatamente antes do uso, adicionou-se 3 mL de formaldeído e 400 L de 

tiossulfato de sódio (10mg/mL) à solução de revelação (60g de carbonato de sódio em 

2000 mL de água), a qual estava guardada em geladeira entre 4 ºC e 8 ºC.  

 Assim que as placas foram separadas a placa pequena contendo o gel aderido 

sobre sua superfície foi colocada no interior de uma bandeja de plástico contendo a 

solução fixadora de ácido acético 10% e mantida em um agitador orbital durante 20 min 

ou, se necessário, durante a noite. Em todos os passos houve necessidade de leve 

agitação.            

 O gel foi lavado com água durante 2 min, essa etapa foi repetida por 3 vezes, 

descartando todas às vezes a água utilizada.  Após o descarte da última água adicionada, 

foi colocada a solução de coloração de prata; o gel foi, então, deixado em uma sala escura 

de fotografia durante 30 min, após o que a solução de coloração foi descartada em um 

recipiente para coleta de material tóxico. A reação da solução com o gel foi interrompida 

com água, tendo sido lavado brevemente durante 5 a 10 segundos, sendo em seguida 

colocada à solução reveladora, e o gel mantido novamente em uma sala escura de 

fotografia; o gel ficou em agitação em plataforma orbital até as bandas correspondentes 

aos alelos aparecerem, tendo isso ocorrido em média entre 2 e 5 min. 

 A solução reveladora foi substituída por solução de fixação e o gel foi aí mantido por 

pelo menos durante 5 minutos, antes de ser colocado em água.  

 Outro método de coloração com prata e revelação com NaOH foi utilizado: 

1 – solução fixadora – 10% etanol, 0,5 % ácido acético por 3 minutos 

2 – solução fixadora + 0,2% de nitrato de prata (2 g/l) por 5 minutos 

3 – Lavar uma vez, por 20 segundos e 1 vez por 1 minuto em água mQ 

4 – solução reveladora (3% NaOH + 0,5% formaldeído) até aparecer bandas (cerca 5 

minutos) 

5 – solução fixadora pro 5 minutos 

6 – H2O por 10 minutos 

Solução Fixadora (500 ml) 

  50 ml etanol 

  2,5 ml de ácido acético glacial 
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  447,5 ml de H2O mQ 

Solução Fixadora + Prata (250 ml) 

  25 ml de etanol 

  1,25 ml de ácido acético 

  223,7 ml H2O mQ 

  0,5 g de AgNO3 (prata)  - adicionar por último 

Solução Reveladora 

  7,5 g NaOH 

  248,75 ml de H2O mQ 

  1,25 ml de formaldeído – colocar por último 

3.16. Técnica de hemocultura 

Para a realização da hemocultura, primariamente será dividida em duas etapas: a 

primeira a da coleta do material e a segunda o cultivo da amostra em culturas específicas 

para os agentes etiológicos. 

Primeiramente, a técnica da coleta é subdivida em seis etapas, como abaixo, 

seguindo-se (ELMOR et al, 2012): 

1) Identificação no frasco contendo o nome do paciente, leito, hora, data e sítio 

anatômico da coleta, imediatamente ao procedimento. 

2) Escolher o melhor local de punção para a coleta de sangue, levando em 

consideração acessibilidade do sítio anatômico, estado geral do paciente e ausência 

de comorbidades cutâneas no local do procedimento.  

3) Fazer a antissepsia, preferencialmente, com clorexidine alcoólico 0,5%, friccionando 

a pele em círculos semi-abertos a partir do ponto a ser puncionado e em direção as 

bordas, de forma contínua. Deixar secar por 30 segundos.  

4) Colocar o garrote e puncionar a veia mais calibrosa e menos móvel. Em seguida 

soltar o garrote. Isso pode ser realizado com uma seringa ou dispositivo para coleta 

a vácuo, tomando cuidado para não tocar diretamente no local de punção.  

5) Coletar, preferencialmente, 1 a 4ml de sangue (crianças) para cada frasco.  

6) Transferir a amostra coletada para os frascos de hemocultura, colocando o sangue 

no frasco anaeróbio (sem troca de agulhas).  
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 DISCUSSÃO E RESULTADOS 4.
 

No que concerne o quadro clínico, (TABELA 1) dos pacientes analisados 

observamos que 76% apresentaram tosse e 72% apresentaram febre, o que, por sua vez, 

corrobora com o que foi proposto por MICHELOW et al. Durante o exame de inspeção do 

aparelho respiratório foi observado que 68% dos pacientes apresentaram taquipneia e a 

dispneia como as alterações semiológicas de maior frequência. No quesito desconforto 

respiratório reconhecido por: retração intercostal; utilização da musculatura acessória e 

batimento de asa de nariz, somente 22% dos pacientes foram acometidos. Além disso, 

vômitos e diarreia presentes em 4% dos pacientes, também, foi ao encontro do 

preconizado por BRAMAN sendo esses os sintomas menos usuais.  

 
Tabela 1 

 
 

Durante a fase da ausculta do aparelho respiratório (TABELA 2) o murmúrio 

vesicular foi identificado como diminuído em 38% dos pacientes. Enquanto as alterações 

nos ruídos adventícios foram: 34% de creptações; 22% de sibilos e 8% de roncos. Nesse 

quesito as alterações eram esperadas, mas em uma proporção maior como dito por 

PARLAFOX. Podemos inferir que essa proporção foi menor devido a dois principais 

fatores. O primeiro de que a maioria todos os pacientes apresentava uma infecção em um 

estágio mais início, no qual tais alterações na ausculta seriam menos comuns. O segundo 

fator seria que essa semiotécnica é examinador dependente o que pode favorecer ou 

desfavorecer um achado.  
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Tabela 2 

 

De acordo com KORPPI as pneumonias bacterianas podem apresentar alterações 

radiológicas tanto de condensação alveolar quanto de infiltrado intersticial. CARVALHO, 

por sua vez, descreve na mesma vertente de pensamento que o padrão radiológico pode 

ser variável e vai além ao afirmar que é influenciado, também, pela idade, possivelmente 

em decorrência de diferenças nas respostas inflamatórias dos indivíduos mais jovens 

quando comparados com os mais velhos. Sendo assim, a presença de sinais radiológicos 

como infiltrado intersticial, derrame pleural e condensação alveolar podem ser vistos como 

tendo associação com etiologias bacterianas, mas a ausência deles não significa que a 

etiologia não seja bacteriana. Nossos dados (TABELA 3) vão ao encontro desse raciocínio, 

tendo em vista as alterações radiológicas de 34% de condensações e de 36% de 

infiltrados. Confirmando uma pré-disposição a um diagnóstico de pneumonia bacteriana. 

Tabela 3 
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Quanto à questão da antibioticoterapia (TABELA 4) observamos que 94% dos 

pacientes não tinham sido submetidos a tratamento. Houve duas situações comumente 

encontradas que levaram a esse número. Primeiro, os pacientes que se encontravam em 

um quadro grave de pneumonia e vinham encaminhados de outro hospital do Sistema 

Público de Saúde do DF ou até mesmo do Brasil, por conseguinte já haviam sido 

submetido a tratamento por outros médicos.  Segundo, os próprios pais ou responsáveis já 

haviam administrado algum tipo de antibiótico. Durante o dado estudo observamos, então, 

que a variável de pacientes sem utilizar algum tratamento seria virtualmente impossível 

visto essas práticas de uso de medicamentos sem orientação pelos pais ou mesmo aquela 

realizada por outros médicos antes de encaminharem os pacientes.  

De acordo com GUSMAN-BLANCO esse artifício de direcionamento do tratamento 

empírico se deve pelo conhecimento dos patógenos, mais comumente encontrados nas 

comunidades, que infectam o trato respiratório. Tendo isso em vista foi elencado que cada 

espécime possui um espectro com sensibilidade e um com resistência. Por exemplo, os 

pneumococos são resistentes, principalmente, à penicilina e, em menor frequência, aos 

macrolídeos e ao cotrimoxazol. Sendo esses sensíveis às cefalosporinas de terceira 

geração. Por sua vez, os Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae, os 

microorganismo encontrados nesse trabalho são sensíveis à penicilina G cristalina.  

Tendo esse último dado em mente observamos que na prática médica do HMIB esse 

fato acabou não sendo pertinente. Na rotina desse hospital o antibiótico de escolha foi a 

Ampicilina/Sulbactam com 64% dos pacientes sob seu uso. Isso se deve principalmente 

pela falta de insumos disponibilizados pelo Sistema de Saúde Público e também pela 

dificuldade de aquisição desse material no mercado mundial. Isso pode ser averiguado na 

nota informativa conjunta nº 68/2016 do Ministério da Saúde, dessa forma ficou acordado 

que a partir de 31 de março de 2017 o uso desse medicamento seria prioritariamente para 

sífilis seja em adultos ou em recém-nascidos. 
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Tabela 4 

 

As figuras 4 e 5 demonstram as amostras amplificadas que foram submetidas a 

processo de digestão com as enzimas de restrições Hae III, MnI, Alu I, Dde I e BstB I.  

 Figura 4: Análise do perfil de digestão com a enzima de restrição Hae III do produto de 

amplificação bacteriano contido no sangue periférico de pacientes com suspeita de 

pneumonia adquirida na comunidade.  

Nota: 

Amostra (1) Controle Positivo com DNA bacteriano não 
digerido com enzima de restrição Hae III; 

Amostras (3), (5), (7) produto de PCR intacto para os 
pacientes com 0ano e 6 meses, 2 anos e 6 meses e 8 anos e 
0 m; 

Amostras (2) e (4) com DNA da bactéria Neisseria 
meningitidis utilizado como controle; 

Amostra (6) de paciente demonstrando a presença de 
Streptococcus agalactiae;  

Amostra (8) com DNA da bactéria Streptococcus pyogenes;  

(CP) controle positivo (Escherichia coli); (MM) marcador de 
peso molecular (New England Biolabs).                                                  
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Figura 5: Análise do perfil de digestão com as enzima de restrições MnI, Alu I, Dde I e 

BstB I do produto de amplificação bacteriano contido 

no sangue periférico de pacientes  com suspeita de 

pneumonia adquirida na comunidade.  

 Nota: 

Amostra (9) Controle Positivo com DNA bacteriano não 

digerido com enzimas de restrições MnI, Alu I, Dde I e 

BstB I;  

 Amostras (11), (13) e (15) produto de PCR intacto para 

os pacientes com 1 ano e 8 meses, 4 anos e 6 meses e 6 

anos e 6 m; 

Amostras (10) e (12) Streptococcus pneumoniae;  

Amostras (14) com DNA da bactéria Neisseria 

meningitidis utilizado como controle; 

(CP) controle positivo (Escherichia coli); (MM) marcador 

de peso molecular (New England Biolabs). 

 

Foi constatado, assim como na literatura, que um dos principais problemas nas 

emergências hospitalares, quando se trata de diagnóstico de infecções bacterianas, é a 

falta de eficiência, de rapidez e de especificidade no processo. Isso se deve, 

principalmente, a não especificidade do quadro clínico e a uma análise laboratorial 

demorada. Tendo em vista que o padrão-ouro para o diagnóstico das pneumonias 

adquiridas na comunidade seria a cultura microbiana, o qual, por sua vez, demorou de três 

a duas semanas para se obter um resultado. 

Entretanto, na TABELA 5 ficou evidente que todas as hemoculturas deram negativas. 

Isso realmente é esperado e condiz com o esperado por ELMO já que ele delimita que 

para a obtenção de uma amostra positiva de hemocultura deve-se utilizar um frasco para 
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pacientes pediátricos de até 13 kg e coletar uma ou mais amostras acima desse peso, 

visto que os contaminantes geralmente crescem somente em mais de uma amostra. 

Portanto, demonstrando que o número substancial de bactérias necessárias para a 

discriminação de possíveis contaminantes é verdadeiramente maior do que o realizado no 

Sistema Público de Saúde. 

Além disso, como a maioria dos pacientes estava em vigência de antimicrobianos, as 

hemoculturas podem ter resultado falso-negativos.  

Em contra partida a técnica de PCR/RFLP permitiu um aumento da sensibilidade 

(detectando menos que 10 organismos por mililitro de sangue) e da rapidez 

(aproximadamente 48 horas) dos diagnósticos em infecções bacterianas. Apesar da 

especificidade e da sensibilidade variarem bastante na literatura, estudos feitos por 

Michelow et al mostraram que estes testes apresentam alta sensibilidade (92%) e 

especificidade (88%). Nesse presente trabalho como demonstrado nas TABELA 5 e 6, 

demonstraram que 42% Streptococcus pneumoniae e 46% Streptococcus agalactiae, ou 

seja, 88% de resultados positivos para a busca de bactérias. Fato esse que corrobora 

ainda mais na escolha mais assertiva da técnica de PCR/RFLP em detrimento da 

hemocultura. 

Tabela 5 
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Tabela 6 
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(Continuação da Tabela 6...) 
 

 

Nota:              
*Utilizado primer de sequência bacteriana universal. 
**Havia presença do DNA na amostra. Porém, não houve amplificação deste com a sequência de primer universal 
para bactéria.  
***A amostra não foi digerida com as enzimas de restrições Hae III, Dde I, Alu I, Mnl I e BtstB I. 
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 CONCLUSÃO 5.
 

A hemocultura, que possui grau de evidência C para diagnóstico etiológico, 

apesar de ter menor custo e mais fácil acesso, pode apresentar menor sensibilidade 

e especificidade que a PCR/RFLP, a qual, por sua vez, é mais cara inicialmente 

devido à infraestrutura e treinamento dos recursos humanos, porém, o custo tende a 

diminuir após essas etapas serem atingidas, ocorrendo uma diminuição essencial 

desses dados.          

 Tendo isso em vista, por muitas vezes a metodologia escolhida é a 

hemocultura, o que pode comprometer o diagnóstico etiológico da PAC infantil.  

Neste trabalho nos 50 pacientes analisados foi verificado que em nenhuma 

amostra (0 %) teve crescimento bacteriano nas hemoculturas coletadas.  

Utilizando a metodologia molecular (PCR/RFLP) nos 50 pacientes foi 

verificada a presença bacteriana em 44 pacientes (88 %) das amostras, sendo em 

21 pacientes (42 %) a presença de Streptococcus pneumoniae e 23 pacientes (46 

%) de Streptococcus agalactiae.  

Em 6 pacientes (12 %) não houve alteração do DNA extraído seja por 

amplificação, seja por restrição enzimática, podendo sugerir desde a ausência de 

bactéria, assim como, pode existir DNA de outros espécimes, tais como vírus, 

fungos entre outros. 

Além do acesso e da acurácia, o fator tempo até a definição do diagnóstico 

etiológico é extremamente importante para o prognóstico do paciente, visto que, 

quanto mais especifica e direcionada a terapia for, maior será a probabilidade de 

resposta do paciente.  

Nesse caso a PCR/RFLP possui vantagens sobre a hemocultura, visto que 

essa última pode demorar até duas semanas. Assim, é importante estabelecer a 

melhor metodologia diagnóstica do agente etiológico para poder aumentar as 

chances de bom prognóstico do paciente, além de viabilizar o uso de uma 

terapêutica direcionada e específica, o que pode favorecer o paciente e diminuir o 

custo de internações, podendo diminuir a seleção de microrganismos mais 

resistentes.  

Desta forma, ficou evidente que as metodologias moleculares associadas ao 

quadro clínico dos pacientes podem de forma substancial proporcionar uma rápida e 

eficaz identificação bacteriana, favorecendo um diagnóstico mais preciso e um 

tratamento mais específico dessa patologia. 
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